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ABSTRAKT

Diplomové prace zkouma vliv hedvabného proteinu fibroinu na krystalickou strukturu
polykaprolaktonu (PCL) a povrchovou morfologii filmi a 3D tisténych struktur
pripravenych z jejich smési pro aplikace v tkanovém inzenyrstvi. V teoretické ¢asti prace
jsou popsany bézné¢ pouzivané materialy v této oblasti se zaméfenim na PCL a fibroin.
Experimentalni prace je zaméfena na zpracovani roztokti PCL a fibroinu v organickém
rozpoustédle odlévanim a 3D extruznim tiskem. Byl studovén vliv rostouciho podilu
fibroinu na krystalickou strukturu PCL, pficemz bylo zji§téno, ze niz$i podil fibroinu ve
smési indukuje tvorbu specifické prstencové struktury PCL sféroliti. U 3D tiSténych struktur
byl sledovan vliv rychlosti odpafovani rozpoustédla na strukturu sféroliti. Plsobenim
alkoholu pfi vysychani vytisku bylo dosazeno tvorby texturovaného povrchu. Zmény
povrchové textury byly sledovany pomoci optické, elektronové mikroskopie a mikroskopie
atomarnich sil. Slozeni smési bylo analyzovdno pomoci infracervené spektroskopie a

rentgenové difrakce.

Klicova slova: polykaprolakton, hedvabny protein, krystalizace, strukturované povrchy,

tkanové inZzenyrstvi



ABSTRACT

Diploma thesis investigates the effect of the silk protein fibroin on the crystalline structure
of polycaprolactone and the surface morphology of films and 3D printed structures prepared
from these blends for tissue engineering applications. The theoretical part of the thesis
describes the commonly used materials in this field with a focus on polycaprolactone and
fibroin. The experimental work focuses on processing of PCL and fibroin solutions in an
organic solvent by casting and 3D extrusion printing. The effect of increasing fibroin content
on the crystalline structure of PCL was studied, and it was found that a lower fibroin content
in the mixture induces the formation of a specific ring structure of PCL spherulites. For 3D
printed structures, the effect of solvent evaporation rate on the spherulite structure was
investigated. The application of alcohol during the drying of the print resulted in the
formation of a textured surface. Changes in surface texture were monitored using optical,
scanning electron and atomic force microscopy. The compositions of the blends were

analyzed by infrared spectroscopy and X-ray diffraction.

Keywords: polycaprolactone, silk protein, crystallization, textured surfaces, tissue

engineering
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UvVOD

Tkanové inzenyrstvi je obor zaméfujici se na vyvoj funkénich nahrad nefunkénich nebo
poskozenych tkani. V tomto odvétvi Ize vyuzit rizné typy materiall, které musi ovSem
splnovat celou fadu podminek jako je biokompatibilita nebo biodegradabilita. Materialy

splitujici kritéria pro interakci s nativni tkani se nazyvaji biomateridly.

Polykaprolakton je synteticky polymer, ktery patii do skupiny biodegradabilnich
alifatickych polyesteri. Diky dobré zpracovatelnosti, mechanickym vlastnostem a
biokompatibilité¢ je Siroce pouZivany ve vyvoji v oblasti tkdflového inZenyrstvi. Jeho
hydrofobni povaha vsak komplikuje buné¢nou adhezi a pomalad degradace omezuje mozné
aplikace. Hedvabny protein izolovany z kokonti bource morusového ptedstavuje z hlediska
své chemické povahy vhodny material pro interakce s buiikami. Rovnéz disponuje dobrymi
mechanickymi vlastnostmi, jeho zpracovatelnost nékterymi technikami, zejména aditivni
vyroby, je vSak komplikovand. V kombinaci s polykaprolaktonem mize byt dosazeno
optimalnich zpracovatelskych, strukturnich a mechanickych vlastnosti simulujicich zivou
tkan.

Teoreticka cast prace pojednava o rozdéleni polymernich materidli s dirazem zejména na
vhodné materidly pro tkanové inZenyrstvi. Dale jsou popsany dva klicové materidly pro
experimentalni ¢ast prace, polykaprolakton a fibroin. V pfipad€ polykaprolaktonu je
popsana jeho krystalizace a moZné formy strukturniho uspotfédani. Fibroin je popsan
z hlediska zpracovani a struktury se zameéfenim na indukovanou zménu konformace.
V posledni fad¢ jsou uvedeny vybrané stézejni aplikace téchto dvou materialti a ucel jejich

kombinovani.

Cilem experimentalni ¢asti bylo pfipravit a zpracovat polymerni roztoky polykaprolaktonu
v kombinaci s hedvabnym proteinem o riznych pomérech. Z té€chto roztokli byly nasledné
pfipraveny filmy urceny ke studiu zmén v krystalické struktufe polykaprolaktonu
indukovanych pfitomnosti fibroinu. Zmény v krystalické struktufe byly studovany pomoci
mikroskopickych technik a rentgenové krystalografie. Vybrané smési byly nasledné
zpracovany 3D tiskem a byly pozorovany topografické zmény v zavislosti na koncentraci

fibroinu ve smési a zptisobu suSeni tisténych struktur.
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I. TEORETICKA CAST
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1 POLYMERNI MATERIALY

Polymerni materidly se skladaji z dlouhych opakujicich se makromolekularnich fetézct o
velké molekulové hmotnosti, které oznacujeme jako makromolekuly. Jednotlivé
makromolekuly jsou mezi sebou vzajemné propleteny a tvofi tzv. konstitu¢ni jednotky [1].
Pojem makromolekula oznacuje strukturu kovalentné vazanych monomert, které jsou
slozeny z vice nez tisice atom, jelikoz pfi této velikosti vykazuji jiné vlastnosti nez ptivodni
monomer, zatimco vyraz polymer je oznageni konkrétniho typu makromolekuly [2]. Retézce
makromolekul jsou mezi sebou spojeny v takovém poctu, ze se po ptidani, nebo odebrani
jedné, nebo mensiho poctu konstituénich jednotek znatelné¢ nezméni chemické a fyzikalni
vlastnosti tohoto materialu. Polymery vznikaji polymeraci malych molekul, které nazyvame
monomery, ze kterych podle poctu vznikaji nasledné dimery, trimery. Polymerni materialy
skladajici se zjednoho druhu monomeru nazyvame homopolymery, zatimco pii obsahu
dvou, nebo vice druhlt monomert je oznacujeme jako kopolymery. Ptikladem
homopolymeru lze zminit napiiklad nejjednodussi polymer polyethylen, déale naptiklad
polystyren nebo polybutadien. Mezi nejznaméjsi zastupce kopolymerd patii ABS
(Akrylonitril-butadien-nstyren), nebo SBS (Styren-butadien-styren). Dulezitou roli ve
vlastnostech polymert hraje minimélni molekulova hmotnost, pficemz minimalni hodnota
je Gasto udavana na hranici 25 000 g-mol!. Ackoliv tato hodnota neni pevna, je &asto
povazovana za minimalni molekulovou hmotnost pro dosazeni dobrych fyzikdlnich a
mechanickych vlastnosti polymert [3]. Z hlediska uzitnych vlastnosti polymert je velmi
dilezité¢ vzajemné usporadani makromolekul. Tavenina polymeru je amorfni, tzn. Ze
makromolekuly jsou neuspofddané. Kdyz teplota tani klesne a dojde k tuhnuti,
makromolekuly se bud’ uspotfadaji, pak nazyvame tyto polymery ¢astecné krystalické, nebo
se makromolekuly neorganizuji, v tom piipadé€ neusporddané makromolekuly tvoii amorfni
strukturu. Mezi zastupce ¢asteCné krystalickych polymert, u kterych jsou makromolekuly
linearni, lze zafadit napfiklad polypropylen (PP) a polyethylen (PE). DalSim
charakteristickym znakem ¢aste¢né krystalickych polymernich vyrobki je, Ze jsou ve vétSing
ptipadli neprtihledné. Mezi amorfni polymery, u kterych nejsou molekuly lineérni, patii
napiiklad polyvinylchlorid (PVC) a polystyren (PS) [4]. Polymerni materidly na zakladé¢
svého slozeni vykazuji Sirokou variabilitu fyzikalnich vlastnosti, jako je nizka hustota,
tuhost, vodivost, tvrdost a na druhé stran€ vysoka tepelnd roztaznost nebo velké opotiebeni.

Vybeér téchto materiall a jejich aplikacni rozsah je velmi Siroky [5].
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1.1 Historie

Existuje n¢kolik dtlezitych milnikli ve vyvoji polymerd, které ovlivnily cely svét. Oznaceni
polymer vymyslel §védsky chemik Berzelius v 19. stoleti, kdy byl rovnéz objeven prvni
synteticky polymer, nitroceluléza. Stézejni byl objev bakelitu, ktery dokazal védec
Baekeland vytvoftit v roce 1907 polykondenzaci fenolu s formaldehydem. Toto datum lze
povazovat za jisty zlom, po kterém se o tento druh materidlu zacala zajimat Siroka vetejnost.
Polymery jsou od svého objevu jednim z nejrychleji se rozvijejicich materialti z hlediska
pouziti. Bylo to z velké ¢asti proto, ze mohly levné nahradit ptivodni materialy s dobrou
reprodukovatelnosti. Vyvoj pokrac¢oval s vyraznou expanzi béhem druhé svétové valky, a
intenzivné probihd az dodnes [6]. K Ceské stopé ve vyvoji polymert lze zminit jméno
¢eského vynalezce a chemika Otty Wichterleho. Mezi jeho vynalezy patii mékké kontaktni
cocky nebo polyamidové vlakno, které je znamé pod obchodnim nazvem Silon. V soucasné
dob¢ je velmi diskutovanym tématem degradace polymert v ptirodé a eliminace jejich
jednorazového pouziti z hlediska ochrany zivotniho prostiedi. V budoucnu lze ocekévat
zmény ve vyuziti plastl spocivajici v jejich redukci, jelikoZ jejich recyklace je pomérné

nakladné a energeticky naroc¢na [7].

1.2 Rozdéleni polymernich materialu

Polymerni materialy Ize délit podle velkého poctu kritérii. Zasadni je d€leni podle teplotniho
chovani na termoplasty a reaktoplasty. Charakteristickym znakem termoplastli je moZnost
opakovaného taveni a chlazeni, které na rozdil od reaktoplasti, které se vytvrzuji zatfenim,
pfipadné teplem. DalSim charakteristickym rysem termoplasti je linearita makromolekul
s dlouhymi fetézci a velmi dobrou viskozitou. Nejznamé;jsi a nejjednodussi termoplast se
nazyva polyethylen (PE), ktery se skladd z homopolymeri ethylenu. Reaktoplasty jsou
zesitované polymery s prostorovou siti, ktera je tvofena konsolidaci linearniho fetézce [8].
Dale 1ze polymery délit naptiklad podle uspofaddni makromolekul na semikrystalické a
amorfni. V taveniné¢ je uspofddani makromolekul ndhodné a nepravidelné. Pfi sniZeni
teploty se n€které polymery uspotfadavaji do tzv. lamel béhem procesu krystalizace. Takové
polymery oznacujeme jako semikrystalické, jelikoz vzdy obsahuji alespoil ¢ast amorfni
sloZzky. Amorfni polymery pii sniZovani teploty uspofddanou strukturu netvoii a jejich
makromolekuly zlstavaji neuspofadané. Podil krystalické sloZky v polymeru se nazyva
stupen krystalinity. Déle 1ze polymery dé€lit naptiklad podle tvaru makromolekul na line4rni,

rozvétvené a zesitované, piipadné podle druhu obsazenych aditiv, nebo dle vyuziti [9].
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V této kapitole bude blize popsané d€leni polymernich materialti relevantni pro aplikace

v medicin€ a tkdnovém inZenyrstvi.
1.2.1 Rozdéleni podle medicinské aplikace

Polymerni materialy jsou posledni dobou velmi diskutované v oblasti biomediciny a
tkanového inzenyrstvi. Z medicinského hlediska 1ze polymerni materialy rozdélit napiiklad
podle vyuziti riznych typti materidlu. Mezi nejznamé;jsi patii pomérné meékké materialy na
bazi polyesterd, které se pouzivaji naptiklad pro ndhrady cév. Déle 1ze zminit pomérné tvrdsi
material, polyethylen, ktery se pouziva pro nahrady kolennich kloubii. V tab.1 je ptehled

vybranych materidll, které se pouzivaji v medicinskych aplikacich.

Tab. 1: Priklady polymernich materialii a jejich aplikace v medicine [10]

Material Vyuziti
Polyethylen Kolenni klouby, kycelni
protézy, katetry,
kardiostimulatory
Polyvinylchlorid Segmenty jicnu, jaterni,

ledvinové a plicni dily,

oblic¢ejové protézy

Akrylaty Zubni protézy, kosti a
klouby, sluchové
soucasti
Polymethylmethakrylat Zlomeniny
Kyselina polymlécna Systém pro transport
léciv
Polyestery Cévy
Polysiloxany Klouby prstt
Polyuretany Biologicky rozlozitelné
stehy

Celofan Dialyza¢ni membrany
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1.2.2 Rozdéleni podle interakce s organismem

Prvnim zplsobem, jak mohou polymerni materidly s organismem interagovat je minimalni
interakce. V tomto piipadé se jedna o interni materidl, ktery v organismu plni funkci
nahrady, aniz by specificky ovliviioval biologické procesy v téle [11]. Druhym typem jsou
bioaktivni materialy, jako jsou napft. biodegradabilni polymery modifikované specifickymi
funkénimi skupinami, které jsou nasledné urcéeny pro Sirokou skalu aplikaci zahrnujici rizné
implantaty, nosice 1é¢iv v tkdnovém inzenyrstvi. Tyto materidly ovliviluji organismus

v pozitivnim smyslu a Gcastni se biologickych procesi v téle [12].

1.2.3 Syntetické polymerni materialy

Syntetické polymery tvoii velmi pocetnou skupinu makromolekularnich latek, které se
vyrabi umélou cestou. Jedna se vétSinou o organické slouceniny, které se skladaji z rizné
slozZitych a velkych makromolekul. Zdkladem jsou dlouhé fetézce atomt uhliku a vodiku, na
které mohou byt vazany dalsi prvky (kyslik, dusik). Syntetické polymery se vyrabi tzv.
polyreakcemi, mezi které patii polykondenzace, polymerace a polyadice. Tyto materialy se
pouzivaji v tkanovém inzenyrstvi pro vyvoj scaffoldi (tkanovych nosict). Jejich znacnou
vyhodou je, Ze jejich mechanické vlastnosti mohou byt do jisté miry pfizpisobeny dané
aplikaci, dale mozZnost vyroby ve velkém mnoZstvi a jejich dlouhodobé skladovatelnost.
Nevyhodou je mnohdy nedostatecnéa biokompatibilita s lidskym organismem [13]. Specialni
skupinou jsou biodegradabilni syntetické polymery, které se po ¢ase v organismu rozpadaji.
Zde patii napiiklad kyselina polymlécna a kyselina polyglykolova. K degradaci téchto
polymert dochazi pomoci hydrolyzy esterovych vazeb hlavniho fetézce a jejich produkty
odbourdvani jsou soucasti Krebsova metabolického cyklu. Z tohoto diivodu je mozné tyto
polymery resorbovat in vivo. Degradabilni polymery nachédzi uplatnéni v tkadnovém
inzenyrstvi naptfiklad v nahradach kiize nebo S§lach. Jako dalSi zéstupce syntetickych
polymeri 1ze zminit polykaprolakton, ktery bude blize popsan ve druhé kapitole. Déle do
skupiny specialnich syntetickych polymert patii naptiklad polyanhydridy, polyfosfoestery

a samoziejme zastupce polyolefini a styrenovych polymert atd. [14].

1.2.4 Ptirodni polymerni materialy

Mezi ptirodni polymery patii materidly polysacharidového a proteinového ptvodu. Tyto

materidly maji oproti vySe zminénym syntetickym materialim lepSi biokompatibilitu.
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Ovsem nevyhodou mtize byt v nékterych pripadech nutna izolace z ptirodnich zdroji a s tim
spojend nizsi uniformita ve slozeni. Pfirodnich polymernich materialt je o poznani méné nez

syntetickych [15].
Chitosan

Do skupiny polysacharidi patii chitosan, ktery je druhy nejrozsifenéjSi polysacharid
vyskytujici se prevazné ve skotfapkach korysi a bunécné sténé hub. Jedna se o derivat
chitinu. Chitosan se skldda z molekul glokosaminu, které jsou spojeny pomoci vazby

B(1>4) glykosidové vazby [16]. Schématické znazornéni chitosanu je na obr. 1

OH OH OH

HO o lo o lo OL _OH

HO NH, HO NH, HO NH,

L A n

Obr. 1:Struktura chitosanu [16]
Chtiosan obsahuje chemicky reaktivni funkéni skupiny. V glukosaminovych jednotkach
chitosanového fetézce jsou pfitomny primarni aminové a sekundarni hydroxylové skupiny
[16]. Diky své dobré biokompatibilité, netoxicité¢ a dobrym biodegradabilnim vlastnostem
se jedna o velmi dobry biomaterial v oblasti biomediciny. Déle je moZné chitosan pouzit pro

senzory, nebo pii 1€cbeé a diagnostice onkologickych onemocnéni [17; 18].
Hyaluronan

Hyaluronan, neboli sodnd stl kyseliny hyaluronové, se vyskytuje v epitelilnich, nervovych
a pojivovych tkanich. Jedna se o kopolymer, ktery je slozeny z opakujicich se monomernich
jednotek kyseliny B-(1,4)-D-glukoronové a B-(1,3)-N-acetyl-D-glukosaminu. Sklada se
z glykosaminoglykanu, ktery je tvofen fadou opakujicich se disacharidovych jednotek [19].

Schématické zndzornéni kyseliny hyaluronové je na obr. 2

CH20H QH "
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Obr. 2:Struktura kyseliny hyaluronové [20]
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Podle aplikace se voli optimalni koncentrace a molekulova hmotnost kyseliny hyaluronové.
Nemodifikovand kyselina hyaluronova se pouziva napiiklad pti 1écbé kloubd.
V regenerativni medicin€ se kyselina hyaluronové pouziva ve formeé riiznych filmt, vlaken

a hlavné hydrogelt [21].
Alginat
Jedna se o linearni ptirodni polymer, ktery se vyskytuje piedevsim u hnédych motskych tas.

Strukturou je alginat podobny blokovému kopolymeru, ktery se sklada z kyseliny a-L-

guluronové a B-D-manuronové [22].

Sitovani alginatu probiha pomoci bivalentnich kationtli (Ca*") ve vodném roztoku. Gelace
a zesitovani probihd diky vyméné sodnych iontli z guluronové kyseliny s bivalentnimi
kationty [22].

Velkou vyhodou algindtu je nizkd toxicita. Dals§i pfednosti alginatu jsou dobra

biokompatibilita, biodegradabilita a velmi dobra doba gelace. Vyuziti nachazi napiiklad jako

nosi¢ 1é¢iv pro bunécnou enkapsulaci [23].
Kolagen

Kolagen patti do skupiny biopolymeri proteinového pivodu. Kolagen obsahuje pét
tropokolagenovych molekul, které jsou slozeny z trojité pravotocivé Sroubovice, kterad
obsahuje tfi polypeptidové fetézce vzajemné spojenymi pomoci vodikovych mustki [24].

Zjednodusena struktura kolagenu je na obr.3

Vodikova
vazba

ol

Obr. 3: Zjednodusena struktura kolagenu [25]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

Jedna se o velmi dobry materidl pro tkanovém inzenyrstvi. Vyuziva se pro tvorbu scaffolda
pro méekké tkané, protoze se ve velkém mnozstvi vyskytuje v extracelularni matrix
pojivovych tkani. Velkou vyhodou kolagenu je vysoka bioaktivita a jeho velmi dobra
vlastnost podporujici bunécnou adhezi. Nevyhodou kolagenu a obecné vSech proteint

ziskanych ze zvitat je jejich potencialni imunogenita [26].
Hedvabi

Jedna se o vladkno produkované urcitymi druhy hmyzu, zejména larvami motyli bource
morusového (Bombyx mori) a riznymi druhy pavoukt. Slozeni hedvabi se 1isi podle typu,
ale obecn¢ obsahuje rtizné bilkoviny a v mens$i mife lipidy a polysacharidy [27]. Hlavni
konstrukéni slozka hedvabi je tvofena dvéma proteiny, fibroinem a sericinem, pficemz
fibroin tvofi vldknitou c¢ast hedvabného vldkna, kterd jsou obklopena adhezivnim
sericinovym obalem, pomoci kterého vlakno drzi pohromadg¢. Pti ziskavani Cistého fibroinu
pro biomedicinské aplikace je ovSem sericin nezbytné odstranit. Hedvabné vldkno obsahuje
kolem 75 hm.% fibroinu, mnozstvi odpadu pfi izolaci tedy neni enormni. V tkanovém
inzenyrstvi se fibroin vyuziva ve formé vlaken, filmu, netkanych textilii, geld a scaffoldd,
diky velmi dobré biokompatibilité, vysoké pevnosti a pomalé rychlosti degradace [28; 29].
Na obr. 4 je prehled mozného uplatnéni hedvabného proteinu v regenerativni medicing. Déle

bude bliZze hedvabny protein popsan ve tieti kapitole.
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Obr. 4: Aplikace hedvabného proteinu v regenerativni mediciné [27]
Ve srovnani s vySe uvedenymi polysacharidy je velkou vyhodou hedvébi naptiklad lepsi
mechanické vlastnosti. Konkrétné pevnost v tahu hedvabi je az stonasobné vyssi. Mezi dalsi
vyhody hedvabi patfi zpracovatelnost celou fadou technik, napiiklad se d4& mnohem lépe

zpracovat do podoby vlaken metodou elektrospinningu, nez kolagen [30].
1.3 Struktura polymeru

1.3.1 Submolekularni struktura

Tato struktura se tyka uspotfadani v zdkladni stavebni jednotce polymerniho fetézce.
Charakteristické rysy této struktury jsou druhy atomt a vazeb, rozmisténi vazeb a bo¢nich
substituentll na jednotlivych atomech. Mezi jednotlivymi mery v polymernim fetézci se
nachazi kovalentni vazba, coz je jedna z nejsilnéjSich vazeb vibec a ktera je zalozena na
sdileni elektronovych parti mezi jednotlivymi atomy prvkua. Tato vazba je charakteristicka
nizkou symetrii. Diky této vazbé€ jsou polymery pevné a stabilni pfi plisobeni vyssich teplot.
Mezi dal§i vlastnost submolekuldrni struktury patii polarita vazby, kterd souvisi

s elektronegativitou danych prvkl mezi sebou. Elektronegativita vyjadiuje vzdalenost prvkt



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

v periodické tabulce takovym zplisobem, ze ¢im jsou prvky dal od sebe, tim se zvétSuje
polarita vazby. Pokud méme polymer, ktery je siln€¢ polarni (PA) a zarovenn obsahuje
molekuly uhliku a kysliku, 1ze ocekavat, Ze se ve struktufe budou nachédzet vodikové mustky.
Jako ptiklad nepolarniho polymeru lze uvést PE. Pro vznik vodikového mitistku je nutné, aby
atom kysliku mél ve valencni sféfe nevykompenzovany elektron, ktery 1ze nasledné pouzit

[31].

1.3.2 Molekularni struktura

Molekula polymeru je tvofena velkym poctem za sebou nasledujicich merovych jednotek,
které jsou uspotadany do fetézce podle urcitych pravidel. Polymerni fetézec je vétSinou
tvofen z atomu uhliki, které jsou mezi sebou vzdjemné kovalentné spojeny, pficemz muize
obsahovat dalsi atomy, jako je naptiklad sira, dusik ¢i kyslik. Podle toho, jak jsou mezi sebou
jednotky v fetézci usporadané rozeznavame nckolik typa fetézct. U alternujiciho se
jednotlivé mery pravidelné stiidaji. Opakem je statisticky, kde je stfiddni mer zcela
celé bloky meri, piipad¢ jest¢ existuje roubovany fetézec, u kterého je na hlavni segment
fetézce navazana boc¢ni vétev dalsiho meru. Podle bo¢niho vétveni lze dale délit na dalsi
skupiny. V pfipad¢, Ze hovoiime o izotaktickém uspofadani, tak jsou bo¢ni skupiny uloZeny
na jedné strané fetézce, naproti tomu u syndiotaktického uspotfadani jsou boc¢ni skupiny
rozmistény stiidavé kolem zakladni patetfe. Existuje i tfeti varianta, ataktické uspotadani,

kde jsou boc¢ni skupiny ulozeny zcela nahodile [32].

1.3.3 Nadmolekularni struktura

Nadmolekulédrni struktura u polymerti popisuje uspofddani makromolekul, stupeii
krystalizace, velikost, orientaci, tvar krystalt atd. V pfipad¢ polymert lze popsat dvé faze,
krystalickou a amorfni. Krystalickou fazi u polymerti rozumime takové usporadani
makromolekularnich fetézcd, pfi kterém jsou jednotlivé atomy mezi sebou pravidelné
usporadany. V ptipadé¢ krystalizace v roztoku nebo taveniné€ vznikaji v prvni fad€ nukleacni
jadra, od kterych dochézi k rustu krystalti. Zakladni stavebni jednotkou krystalti jsou lamely,
coz jsou paralelni vrstvy uspotadanych fetézcl polymeru o tlouStce v fadech desitek
nanometrit a délce desitek mikrometrii. Z lamel radidlné rostoucich z krystaliza¢niho
zarodku vznikaji sférolity, které jsou navzdjem oddeleny amorfnim podilem. Jedna se tedy
o prostorové utvary, které maji zpocatku kulovy tvar, ovSem pfi riistu se navzajem mezi

sebou dotykaji a vznikaji tak jejich rovinné hranice. Jestlize je krystalizace taveniny
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ovlivnéna smykovym namahanim, miizeme ve struktufe polymeru pozorovat tzv. fibrily,
které jsou tvofeny napiimenymi fetézci. Pfi rychlé krystalizaci za ptsobeni smykového
namahdni pak vznika struktura S§iS-kebab. Stupenn krystalinity pfedstavuje podil
krystalickych oblasti vii¢i amorfnim a je dan rychlosti ochlazovani béhem tuhnuti materialu
a konfiguraci fetézce. Krystalické polymery jsou proto pevnéjsi a odolnéjsi vici meknuti a
rozpadu vlivem tepla nez polymery amorfni. Struktura amorfnich polymerid je
charakteristickd nahodilym uspofadanim na dlouhou vzdélenost. Struktura makromolekul
v tuhém a v roztaveném stavu je téméf identicka. Amorfni polymery, které neobsahuji zddna
plniva ani barviva jsou prihledné. Pfi¢inou je skutecnost, Ze v amorfnich materidlech neni
zadné usporadani na dlouhou vzdalenost a nedochazi ke zmén¢ indexu lomu uvnitt materialu

[33].
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2 POLYKAPROLAKTON

Polykaprolakton patii do skupiny biodegradabilnich alifatickych polyesterti. Jednd se o
semikrystalicky polyester s nizkou teplotou tdni Tm=>58 az 63 °C a nizkou teplotou skelné¢ho

pfechodu Tg=-61 az -64 "C. Monomerni jednotka polykaprolaktonu je zndzornéna na obr. 5
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Obr. 5:Monomerni jednotka polykaprolaktonu [34]
Diky nizké teploté¢ skelného piechodu se polymer nachazi pifi pokojové teploté
v kaucukovitém stavu. Mezi dal$i zajimavé vlastnosti patii velmi dobrd biokompatibilita,
hydrofobicita a misitelnost svelkym pocétem polymerii. Diky své velmi dobré
biokompatibilité a resorbovatelnosti je netoxicky pro zivé organismy [35; 36]. Krystalinita
tohoto polymeru mtze dosahovat az 69%. Dale dosahuje dobré rozpustnosti v celé fadé¢
organickych rozpoustédel, jako je naptiklad dichlormethan, toluen a chloroform. Naproti
tomu v ethanolu a ve vodé je polykaprolakton nerozpustny. Polykaprolakton je pomérné
dobie pevny a elasticky. Pevnost v tahu mé v rozmezi jednotek a v extrémnich ptipadech az
stovek MPa, Youngiiv modul je v fadech stovek MPa a prodlouZeni pfi pretrZzeni v rozmezi
20-500% [37]. Vysledné vlastnosti polykaprolaktonu zdvisi na mnoha okolnostech, mezi
které patii typ polymerace, molekulova hmotnost, stupent krystalinity a morfologii

koncového vyrobku z tohoto polymeru [38].

2.1 Syntéza

Vychozi monomer kaprolakton se vyrabi oxidaci cyklohexanonu pomoci kyseliny peroctové
v pfitomnosti acetonu. Tato oxidace je téZ nazyvana jako Baeyerova-Villigerova. Dalsi
moznost je katalyticka dehydrogenace hexan-1,6-diolu. Jedna se o cyklicky ester, ktery je
odvozen od kyseliny kapronové, coZz je kapalina rozpustna ve vétSin€ organickych
rozpoustédlech, vcetné¢ vody. Kaprolakton mé nékolik konstitu¢nich izomert o,f,y,6 a
samoziejme €. Jednotlivé izomery se mezi sebou 1isi v po¢tu uhlikd v cyklu. Izomer € se
vyuziva jako monomer pro vyrobu polykaprolaktonu polymeraci za otevieni kruhu [38].

Chemicka struktura kaprolaktonu je na obr. 6.
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Obr. 6:Chemicka struktura kaprolaktonu [38]
Alifatické polyestery, mezi které patii polykaprolakton, mohou byt pfipravovany dvéma
riznymi zpisoby. Jednad se o polykondenzaci a polyadici za otevieni kruhu cyklického
monomeru. Polykondenzace patii mezi klasicky zptisob syntézy polyesterii. U tohoto typu
syntézy spolu reaguji dvé rizné koncové funkéni skupiny monomeri, pficemz dochazi k
uvolnovani vedlej$iho produktu (voda). Charakteristickymi rysi této stupiiovité polymerace
je vysoka polymeracni teplota, dlouhy reakéni Cas a taky je dulezitd pfesnd stechiometrie
mezi reagujicimi karboxylovymi a hydroxylovymi skupinami. Surovinou pro monomery u
polyesteri jsou vétSinou derivaty ropnych latek, pfipadné rizné komponenty
z obnovitelnych zdroji. Pomoci polykondenzace se naptiklad vyrdbi PET lahve [39].
Polykaprolakton je nejCastéji syntetizovan koordinacné-inzeréni polymeraci oteviranim
kruhu. Tato polymerace probiha v pfitomnosti organokovovych sloucenin hliniku, cinu,
pfipadné vybranych netoxickych kovili, mezi které patii naptiklad Zelezo. Dlivod, proc je tato
polymerace daleko vice pouzivana, nez polykondenzace je ten, Ze polymerace oteviranim
cykli produkuje polymer, ktery mé vyraznéji vyssi molekulovou hmotnost a nizsi
polydisperzitu [40]. Termodynamickou hnaci silou polymerace otevirdnim cyklu (ROP) je
uvolnéni vnittniho pnuti v kruhu monomeru. Klasické provedenti je slozité¢ kontrolovatelné,
a proto je Casto doprovazené velkym mnozstvi vedlejSich reakci. Z tohoto divodu jsou

vyvijeny rizné druhy katalyzatord [37; 41].

2.1.1 Reakéni mechanismus

Prvnim typem polymerace otevirdnim cyklu je aniontovy mechanismus. Tento typ
polymerace probiha nukleofilnim utokem negativné nabitého inicidtoru na karbonylovém
uhliku, pfipadné na uhlikovém atomu, ktery sousedi s acylovym kyslikem. Vysledkem této
reakce je linearni polyester [42]. Nevyhodou tohoto typu polymerace je rozsdhlé zpé&tné

Stépeni, vyznamna intramolekularni transesterifikace (reakce, pti které dochazi k vyméné
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alkoholové skupiny nebo kyslikaté ¢asti za jinou), ktera se mize vyskytovat v pozdéjSich
fazich polymerace, a to ma za nasledek v nékterych ptipadech vznik polymera s nizkou

molekulovou hmotnosti. Na obr. 7 je zndzornén aniontovy reakéni mechanismus [37].
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Obr. 7: Aniontovy mechanismus ROP [37]
Dalsim typem reakce je kationtovy mechanismus. Princip reakce spociva ve tvorbé kladné
nabité Castice, ktera je nasledné napadena karbonylovym kyslikem monomeru. Kationtovou

polymeraci je obtizné fidit a ¢asto vznikaji polymery s nizkou molekulovou hmotnosti [43;

44).

Ttetim mechanismem je monomerem aktivovana polymerace otevirdnim cyklu. Tato reakce
zahrnuje aktivaci molekul monomeru katalyzatorem. Po prob&hnuti reakce nasleduje

pfipojeni aktivovaného monomeru na konec polymerniho fetézce [45].

Poslednim typem této polymerace je tzv. koordina¢né-inzeréni, neboli pseudoaniontovy
mechanismus, ktery patfi mezi nejpouzivanéjsi typ ROP polymerace. U tohoto typu
propagace probiha koordinaci monomeru ke katalyzatoru. Po tomto kroku nasleduje vlozeni
monomeru do vazby kov-kyslik pteskupenim elektronti [46]. Rostouci fetézec ziistava
béhem propagace pfipojeny ke kovu diky alkoxidové vazbé. Reakce je ukoncena hydrolyzou
za vytvoreni koncové hydroxyskupiny. S funk¢énimi alkoxysubstituovanymi iniciatory se
vyrab¢ji monomery s koncovymi skupinami aktivnimi v postpolymeraénich reakcich [47].

Na obr. 8 je reakce zndzornéna.
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Obr. 8: Koordinacne-inzercni mechanismus ROP [37]

2.1.2 Katalyzatory

Mezi velmi pouZivané katalyzatory patii alkalické katalyzatory na bazi kovi [48]. U téchto
katalyzatort je mechanismus ROP polymerace aniontovy a jedna se o iontové slouceniny.
Mezi tyto katalyzatory patii diisopropylamid lithny a cyklopentadienyl sodny [37]. Do

skupiny katalyzatorii na bazi kovl patii dale katalyzatory kovl alkalickych zemin. Jedna se
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o hojn¢ vyuzivané katalyzatory diky velmi dobré aktivit¢ a nizké toxicité. Mezi
nejpouzivanéjsi katalyzatory tohoto typu patii vapnik a hotc¢ik. V pfipadé hoiciku se jedna
o vubec nejrozsifenéjsi kov alkalickych zemin. Velkou vyhodou tohoto prvku je jeho
biologicka neskodnost a diky tomu se jedna o slibny kov, ktery slouzi pii syntéze polymert,
které maji uplatnéni v biomedicinskych aplikacich [49]. Do skupiny katalyzatord méné
uslechtilych kovti patii hlinik a cin. Hlinik je méné¢ aktivni katalyzator, ovSem je velmi Siroce
pouzivan diky tomu, ze zapficiituje velmi dobrou kontrolu nad reakci. Jedna se naptiklad o
triflat hlinity [50]. Mezi Casto pouzivany katalyzator na bazi cinu patii ethylhexanoat cinaty.
Hlavni pfednosti tohoto katalyzéatoru je u¢innost, komeréni dostupnost, snadnd manipulace
a rozpustnost v béznych organickych rozpoustédlech. Do skupiny katalyzatori na bazi
prechodovych kovi patii titan a zirkon. Dal$imi katalyzatory na bazi kovt jsou katalyzatory
na bazi kovli vzacnych zemin. Tyto katalyzatory maji mirnou kyselost a témét zZadnou
toxicitu. Jedna se napiiklad o skandium triftalaty v kombinaci s vodou a benzylalkoholem

jako iniciatorem [51].

2.2 Kirystalizace polykaprolaktonu

Pojem krystalizace (rGst krystald) je druh fazové ptemény, pfi které dochazi k pravidelnému
usporadani castic do krystalové miizky. Princip krystalizace je zaloZen na zakonech
termodynamiky. V ptipadé polymert dochazi pti krystalizaci ke skladani fetézcti lamel,
které jsou organizované¢ usporadany [52; 53]. Schématické zndzornéni struktury a organizace

lamel sférolitu je uvedeno na obr. 9.
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| ristového
sektoru
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Krystalicka Polymerni Fetézce sbalené Vrstvena lamelarni
struktura v lamelach struktura ve sférolitu
A nm pum

Obr. 9:Schématickeé znazorneni viceuroviiove struktury usporadani a organizaci lamel
slozeného retézce v polymernim sférolitu [54]

Polymery krystalizuji z taveniny nebo koncentrovanych roztokt [54]. Ke zkoumdni sférolitii
krystalickych polymert se pouzivaji tenké vrstvy o tloust'ce v fadech desitek nanometra az

do né¢kolika mikrometra [55]. Konkrétné pro polymerni sférolitické morfologie, které
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vykazuji radidlni symetrii, je charakteristické, ze Cetné¢ lamelarni fibrily se postupné
prodluzuji radidlnim smérem synchronné [56]. Orientace radialnich lamel mulze byt
stejnomérnd, nahodila nebo periodicky zkroucena. Déle se rozliSuji dva ptipady radialniho
uspotadani lamel, které mohou byt bud’ kontinudlni nebo diskrétni. Zména radialni
organizace lamel ma za nasledek moznost vzniku raznych druhii sférolitickych vyrastka

v tenkych polymernich filmech, nezavisle na jeho chemické a krystalické struktute [57].

PCL se velmi ¢asto pouziva jako vzorovy material pro studium krystalizace polymernich
materiali diky své jednoduché chemické a krystalické strukture [S8]. Na obr. 10 je
zndzornéna orientace polymernich fetézcii a krystalické zdkladni buiiky PCL spolu
s krystalovymi osami lamely vytvofené zté€sné sloZenych fetézcl. Sférolit se sklada
z vysoce uspotradanych lamel, které jsou spojeny do amorfni oblasti v rizné orientaci. Rust

sférolitu béhem krystalizace polymeru za¢ina v misté nukleace. Velikost je fizena nukleaci

sférolitu a pohybuje se v fadech desitek pm s tloustkou 10 um [58].
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Obr. 10:Hierarchicka struktura polymerniho sférolitu [58]
Krystalizace PCL lze dosédhnout jak z taveniny, tak pomoci odpatfovani tenkych filma litych
zroztoku. Krystalizace PCL pii riznych podminkach chlazeni nebo odpatovani
rozpoustédla ma za nasledek vznik rGznych optickych ryst sférolith, mezi které patii
maltézské kiize, nedvojlomné a polovicni dvojlomné soustiedéné prstence a paskované

spiraly [54].
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2.2.1 Klasické sférolity

Roztok nebo tavenina semikrystalického polymeru krystalizuje do formy sféroliti a
krystalizace kazdého z nich za¢ina v misté nukleace. Sférolit tudiz lze popsat jako sféricky
symetrické shluky krystali. Ve vétsin€ piipadi se v polymernich filmech sférolity objevuji
v ploché formé s radialni symetrii a rostou do té doby, nez dojde k zastaveni nukleace [59].
Na obr. 11 je schématické znazornéni krystalizace s mikroskopickym obrazkem PCL filmu

s vyznatenym sférolitem. S velkym poctem nuklea¢nich mist spolu sférolity pii rlstu

vzajemn¢ interaguji [58].

Obr. 11: PCL film: vlevo a uprostred — schematické zndazornéni krystalizace, vpravo —
snimek klasickych radialnich sférolitii z optického mikroskopu [58]

Dlouhe fibrily, které 1ze snadno detekovat pomoci optické mikroskopie se skladaji z lamel,
které jsou orientované paralelné v oddélenych amorfnich oblastech. Volny prostor mezi
fibrilami mtze byt vyplnén amorfni fazi, nebo zistdva mnohdy zcela nevyplnény. S pomoci
mikroskopie atomarnich sil Ize pozorovat, Ze v ranych fazich ristu se sférolity objevuji ve
formé¢ svazkl lamel a béhem krystalizace rlstu se krystaly od sebe postupné oddaluji a
vypliuji prostor [59]. Jednoducha lamela, ktera je vytvorena z vysoce orientovanych fetézct
strukturou nékolikrat. Amorfni oblasti mezi lamelami jsou vytvofeny z riiznych zahybi,

stoCeni, konci fetézcl a polymernich fetézcii bez pravidelného uspotradani [58].

2.2.2 Prstencové sférolity

Krystalizaci PCL pfi teplotach (55°C = Tc = 50°C) blizkych teploty tani (Tin=061°C) vznikaji
paskované sférolity. Tyto struktury vykazuji urCitou periodicitu, ktera se da stanovit
napiiklad pomoci polarizované optické mikroskopie. Z oscilace tadovych parametrii
krystalickych os lze dokézat, ze pruhovani v ¢ist¢ém PCL je vysledkem lamel rostoucich

spirdlovité podél poloméru sférolitt [60].
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Polymerni sférolitické krystaly obecné¢ vykazuji kontinudlni strukturu fibrilarnich lamel
podél radidlniho sméru ristu. Netradicni morfologii soustfedénych prstenct s pravidelnou
zménou radidlni tloustky pramenici z diskrétniho uspotfaddni radidlnich lamel lze obcas
pozorovat u 2D sférolitt, jestlize polymer krystalizuje z tenkych vrstev, coz ma za nasledek
vzniku nedvojlomnych soustfedénych prstencovych krystalti v tenkych vrstvach [61]. Aby
doslo ke vzniku takovychto struktur je dulezité, aby perioda krouceni byla uzsi nez interval
pravidelné krystalizace. Velké soustfedéné prstence vykazuje PCL, u kterého jsou vnitini
dvojité pasy totozné s pasy tradic¢nich sféroliti s extinkénim pasem z polymert vykazujicich
biaxialni krystalové struktury [62]. Wang et al. pouZili k rozpus§téni PCL dobré rozpoustédlo,
toluen, ktery mél nizkou molekulovou hmotnost a moznost nésledného fizeni pomalého
odparovani rozpoustédla, aby doslo ke snizeni rychlosti sférolitického radialniho ristu ve
filmech odlévanych z roztoku. Vznikaly tak soustfedéné prstencové sférolity. Jednalo se o
nedvojlomnou a dvojlomnou strukturu prstencové morfologie [63]. Lamelarni
mikrostruktury naznacuji, ze velké soustfedéné prstence pochézeji z pravidelné zmény
tloustky zptisobené diskrétnim uspoiadanim radidlnich lamel a dvojité pruhovani je opticky

jev periodického krouceni biaxidlnich lamel [62]. Na obr. 12 je struktura takovych utvart.

A B

Obr. 12: Prstencova morfologie A): nedvojlomné, B) dvojlomné struktury PCL sféroliti
[64]
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Takové periodické vzory maji ptivod v diskrétnim vrstveni radidlnich lamel indukovaném
pravidelnou krystalizaci. Dvojlomna vlastnost zdvisi na po¢atecni koncentraci roztoku. Nizsi
koncentrace roztoku ma za nasledek tenc¢i film, ve kterém jsou sférolity slozeny témét ze
stejnomérnych plochych lamel v disledku kombinace polymer-substrat a pomalého
radidlniho ristu sféroliti, a proto je pozorovan jednoosy PCL sférolit s radidlnim a
tangencialnim smérem podél pevné krystalografické osy [63]. Tvorbu prstencovych sféroliti

dale indukuje pfitomnost ptimési ve struktuie PCL [65].

2.3 Charakterizace krystalické struktury materialu

Ke zkoumani krystalickych struktur slouzi naptiklad rentgenova krystalografie, ktera snima
krystalické faze s dostate¢nou symetrii. Déle I1ze vyuzit naptiklad modula¢ni infra¢ervenou
reflexni absorpéni spektroskopii, kalorimetrii nebo nukledrni magnetickou rezonanci. Tyto
techniky poskytuji velmi omezené prostorové rozliSeni. Z mikroskopickych technik Ize
zminit napfiklad elektronovou mikroskopii, polarizovanou optickou mikroskopii a
mikroskopii atomarnich sil, kterd nabizi vynikajici prostorové rozliSeni. Nevyhodou u
mikroskopickych technik je do jist¢ miry slozitd pfiprava vzorku na samotnou
charakterizaci. Klasické spektroskopické techniky, mezi které fadime infraervenou a

Ramanovu spektroskopii, rovnéz poskytuji mnozstvi informaci [66].

2.4 Biodegradace a biokompatibilita

Polykaprolakton je v organismu biologicky rozloZitelny, coz je zésadni pro jeho aplikace
v tkanovém inzenyrstvi. Degradace v lidském organismu trva del$i dobu z divodu
nedostatku potfebnych enzymti. Degradace tedy probiha hydrolyticky, a to z povrchu nebo
v objemu. Délka rozkladu PCL v tkanich trva v rozsahu jednotek mésicti a v extrémnich

ptipadech az nékolik let [67; 68].

PCL byl schvalen agenturou Food and Drug Administration (FDA) pro specifické aplikace
pouzivané v lidském téle jako zafizeni pro kontrolu a dodavani 1é¢iv [69]. Jedna se tedy o
biokompatibilni polymer (bez negativnich u¢inkl na lidsky organismu, ackoliv je jeho
biokompatibilita niz§i naptiklad ve srovnani s kyselinou polymlé¢nou). Zasadni dale je
skute€nost, Ze degraduje na netoxické produkty, které se z organismu pfirozen¢ vylucuji

[70].
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2.5 Vyuziti

Vlastnosti PCL umoziiuji fadu aplikaci. PCL v organismu degraduje a disponuje snadnou
misitelnosti s fadou komercéné dostupnych polymeru a rozpoustédel [71]. PCL je pouzivany
napftiklad v dlouhodobych implantatech nebo pro aplikace s fizenym uvolnovanim 1é¢iv.
Bohuzel ale taky trpi uréitymi nedostatky, mezi které patii pravé pomala rychlost degradace,
nizka adheze bunék a v nékterych piipadech taky horSi mechanické vlastnosti. Zaclenéni
naptiklad keramiky na bazi fosforecnanu vapenatého a bioaktivnich skel poskytuje hybridni
biomaterialy, které vykazuji zlepSené mechanické vlastnosti a taky kontrolovatelnou
rychlost degradace a diky tomu jsou jiz takové materidly vhodnéjsi pro tkanové inzenyrstvi

[34].

2.5.1 Medicinské aplikace

PCL se pouziva napiiklad v oblasti estetické mediciny ve formé& dermalnich vyplni na bazi
mikrokuliek, pfiCemz je vyuzivano stimulace produkce kolagenu korigujici zndmky
starnuti obliceje [72; 73]. Ve stomatologii se pouziva jako kompozit pro soucast dentalnich
dlah pfi vyplni kotenovych kandlkd. Chovani tohoto kompozitu je velmi podobné gutaperci
a diky tomu pro ucely opétovného zpracovani miize byt zméekcen teplem, nebo rozpustén
v organickych rozpoustédlech. Vyhodou tohoto kompozitu oproti gutaper¢i je ta, Ze
kompozit na bazi PCL je biologicky odbouratelny [74]. Dale PCL a jeho kompozity
nachazeji uplatnéni v 1ékatskych pomiickach, mezi které patii nité€ na stehy, obvazy, rlizna

fixa¢ni zatizeni atd. [68].

2.5.2 Tkanové inZenyrstvi

Pro aplikaci v tkdniovém inZenyrstvi se v souCasné dob¢ Castéji pouZzivaji syntetické nez
pfirodni polymery, jelikoZ pfirodni polymery maji vétsi tendenci kontaminovat zasaZenou
tkan a taky mnohdy u téchto polymerti byva horsi pevnost souvisejici naptiklad s nizkou
molekulovou hmotnosti [75; 76]. Syntetické polymery disponuji laditelnymi mechanickymi
vlastnostmi, které jsou pfesné Zadouci z hlediska aplikace do lidského organismu. Mirnou
nevyhodou syntetickym biomateridli je to, Zze mohou v ur€itych ptipadech v misté aplikace
do organismu zplsobit zanét nebo alergickou reakci, ovsem i navzdory tomuto nedostatku
jsou porad ve velké mife pouzivany na vyrobu scaffoldi pro podporu a rist tkani [77].
Scaffoldy na bazi PCL jsou vyvijeny naptiklad pro lécbu zlomenych kosti, pfetrzenych vazii

atd. Pro nékteré aplikace je vhodné PCL kombinovat s dalSimi materidly za ucelem
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vytvofeni kompozitu, aby se eliminovaly nékteré nedostatky PCL. Casto volenou
zpracovatelskou technikou pro pifipravu PCL scaffoldl je 3D biotisk a elektrospinning.
Zvyseni adheze bunék k PCL povrchu je mozné napiiklad tvorbou porézniho povrchu

piimeési pérotvorného Cinidla [78].
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3 HEDVABI BOURCE MORUSOVEHO

Hedvébi patii mezi ptirodni vldkna. Hedvabné vldkno je tvofeno dvéma typy proteind,
fibroinem a sericinem. Nejpouzivanéjs$i typ hedvabi je produkovan larvami bource
morusoveho [79]. Fibroin z vlakna Bombyx mori je pfirodni biopolymer, ktery ma pomérné
rozséhlé aplika¢ni moznosti, z historického hlediska zejména pii operacich a lékatskych
zakrocich v podob¢ stehd. V soucasné dobé se hedvabné stehy pouzivaji naptiklad pfi

operacich o¢i, rtli a obecné pii 1€¢bé koznich ran [80].

3.1 Hedvabi v nativhim stavu

Neboli ptirodni hedvabny protein, ktery je produkovany bourcem morusovym vznika v
hedvabném zvlakinovacim organu sloZeném ze dvou zl4z umisténych lateralné v téle larvy.
Kazda 7laza se sklada z pfedni, stfedni, zadni Casti a trysky. Fibroin a sericin jsou
syntetizovany v jednotlivych castech hedvabné zlazy a v kapalné formé jsou obsazeny
v dutiné. Kapalny obsah je po skonceni posledniho larvalniho stadia vylu¢ovan tryskou a
diky specifickym mechanickym podminkam dochazi ke zvldknovani a tvorbé kokonu. Délka
tohoto procesu trva v zavislosti na podminkach pfiblizné 2-5 dni. Tento proces bude

podrobné& popsan v nasledujici podkapitole [81].

3.1.1 Vznik hedvabi v prirodé

Zivotni cyklus motyle bource morusového trva pfiblizné 60 dni. Béhem tohoto obdobi
projde vyvojovymi stadii-vajicko, housenka, kukla a dospélec. Tvorba kokonu je ovlivnéna
celou fadou pfirodnich podminek, jeho tvorba trva v fadu jednotek dnti. Na obr. 13 je

housenka a kokon Bombyx mori.

Obr. 13:VIevo housenka, vpravo kokon Bombyx mori [30]
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Larvy Bombyx mori maji par snovacich zlaz, které jsou v téle symetricky umistény. Kazda
zlaza je pripojena k izkému kanalku zakonceného tryskou ve spodni ¢asti pysku housenky.

Na obr. 14 je zobrazena snovaci zlaza.
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Obr. 14:Snovaci zlaza [30]
Proces tvorby hedvabného vlakna je zaloZen na principu suchého zvldknovani z vodného
roztoku fibroinu a diky specifickym podminkdm dochazi k separaci vlakna [82]. V pribchu
tohoto stadia se pomoci dvou otvorii ve spodni €asti hlavy uvoliiuje v polotekutém stavu
vlakno vlivem specifickych pohybt housenky. Vldkna maji obvykle délku v fadech jednoho
metru [83]. Béhem zvlaknovani méni hedvabny protein sekundarni strukturu z rozpustné
konformace nahodného klubka a a-Sroubovice (SILK I) na stabilni semikrystalickou formu
s B-skladanymi listy (SILK II). Postupny transformaéni ptechod je zapficinén

koncentraénim a pH gradientem pfi syntéze a priichodu proteinového roztoku hedvabnou

slazou [84].

3.1.2 Struktura vlakna

Hedvabné vlakno se skldd4d z dvou fibroinovych vldken, které jsou obaleny sericinem.
Fibroinova vlakna maji primér v rozmezi 10-25 um. Sericin je adhezivni glykoprotein, ktery
tvoti kolem 30% hmotnosti zamotku hedvabi a funguje zde jako ochranna vrstva vldken

fibroinu [85].
Fibroin

Tento druh proteinu je syntetizovan v zadni ¢asti snovaci zlazy. Kromé¢ fibroinu se v zadni

¢asti syntetizuji taky bilkoviny, které pomahaji fibroinu k pfeméné z tekuté formy na vlakno,
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které slouzi k ochrané pted rozpadem a posléze plni funkci jisté ochrany pro kokony
s housenkami pted predatory [86]. Fibroin se skldda z t€zkého a lehkého polypeptidového
fetézce, pricemz molarni hmotnost tézkého fetézce je kolem 390 kDa a lehkého fetézce asi
26 kDa v molarnim poméru 1:1 [87; 88; 89]. Tvorba komplexu na lehkém fetézci je
dvou fetézcl je nekovalentné vazan pomoci glykoproteinu P25 s molekulovou hmotnosti 25
kDa v poméru 6:1 (tézky:lehky) fetézec, ktery obsahuje vazané oligosacharidové fetézce a
diky hydrofobnim interakcim vytvafi zakladni micelarni jednotku béhem zvlaknovaciho

procesu [90; 91; 92; 93]. Na obr. 15 je struktura hedvdbného vlakna.
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Obr. 15: Stavba hedvabného viakna [94]
Hedvéabné vldkno se z drtivé vétsiny skladd z aminokyselin. Konkrétng, v t€Zkém fetézci je
zastoupeni glycinu (43-46%), alaninu (25-30%), serinu (12%), tyrosinu (5%) a valinu (2%).
Déle se ve velmi malé mite jeSté vyskytuje kyselina asparagova, glutamova, lysin, histidin
a fenylalanin [30; 95]. Tézky fetézec obsahuje 12 hydrofobnich domén, které jsou tvoreny
aminokyselinovymi sekvencemi Gly-Ser-Gly-Ala-Gly-Ala a ty jsou vzajemné oddéleny 11

hydrofilnimi doménami. Na obr. 16 je tato struktura zndzornéna.
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Obr. 16:Primarni struktura fibroinu [95]
Jak jiz bylo zminéno, nejvétsi zastoupeni v sekvenci aminokyselin mé glycin, diky kterému
je zajisténa konformacni variabilita, ktera je charakteristickd tzv. polymorfnim chovanim
fibroinu. V pfipad¢ sekundarni struktury fibroinu je situace o poznani sloZzité;jsi, jelikoZ zde
hraje roli n¢kolik faktord [96]. Repetitivni bloky aminokyselin jsou schopné vytvaret
krystalickou strukturu, kterd je tvofena antiparalelnimi [-sklddanymi listy pomoci
intermolekularnich a intramolekularnich interakci [97; 98; 99]. Hydrofilni ¢asti lehkého
fetézce jsou tvofeny kyselinou asparagovou, lysinem a argininem, které ptredstavuji amorfni
oblasti fibroinu umoziujici staceni fetézce pii krystalizaci béhem zvlaknovaciho procesu a
jsou charakteristické velmi malou, téméft zadnou krystalinitou [100; 101]. V hydrofobni ¢asti
se nejvice vyskytuje glycin, serin a alanin. Tyto ¢asti jsou spojeny do krystalickych oblasti
s vodikovymi mustky a Van der Waalsovymi silami a zpiisobuji velmi dobré mechanické
vlastnosti a vysokou nerozpustnost ve vodé, ziedénych kyselinach a vétSiné organickych
rozpoustédel [102; 103]. Mezi dalsi kritické faktory, které uruji mechanické vlastnosti patii
pocet, velikost, orientace, distribuce a prostorové uspofadani krystalickych a
nekrystalickych domén v nanometrovém métitku. Hedvabné vlakno se dale sklada
z mikrovldkennych svazkli majici Sitku v jednotkach mikrometru, pficemz kazdy svazek

obsahuje nanokrystaly a polykrystalické domény [104; 105; 106].

3.1.3 Konformaé¢ni prechod

Jak jiz bylo feCeno u procesu zvldknovani, jestlize se fibroin nachazi v konformaci
nahodného klubka (a-Sroubovice) je takova struktura rozpustné ve vod¢. Tuto strukturu taky
lze oznacit jako SILK I a jednd se o amorfni strukturu. Druhd forma se nazyva
semikrystalicka a sklada se prevazné z B-skladanych listii. Tato forma hedvabného vldkna je
charakteristicka nerozpustnosti ve vét§iné organickych rozpoustédel. Této formy lze
dosdhnout riznymi fyzikalné-chemickymi vlivy, mezi které patii napiiklad zahtati na

vysokou teplotu, mechanické naméhani, nebo oSetieni povrchu alkoholem [107]. V ptipadé
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oSetfeni alkoholem ucinnost modifikace zavisi na polarit¢ alkoholu [108], pficemz
nejvyssiho podilu B-skladaného listu byva dosazeno pfi osSetfeni methanolem [109]. Tento
ptechod ze stavu SILK I do stavu SILK II nastava diky zméné vodikovych vazeb mezi
peptidovymi fetézci. Takto indukovany stav SILK II je hodné¢ podobny ptirodnimu
hedvabnému vlaknu, jehoz struktura po zvldknéni se skladda ptiblizné z 55% B-skladanych
listti, které¢ jsou dispergované v amorfni matrici. Rychlost tohoto procesu zavisi na
mechanismech rozpadu aktudlnich a nové vzniklych vodikovych vazeb. Voda pfi
transformaci zpiisobuje bobtnani fibroinového filmu a usnadnuje pohyb segmentl fetézce

fibroinu [110].

3.1.4 Charakterizace konformaé¢niho piechodu

Existuje nckolik metod, kterymi lze charakterizovat jednotlivé slozeni a strukturu
hedvabného proteinu. Mezi nejjednodussi a pomérné spolehlivou metodu patii infratervena
spektroskopie [96]. Konkrétné pro spektrum hedvabného proteinu jsou charakteristické
vlnodty znacici Amidy. Pro Amid I patii vlnoéty v rozsahu 1700-1600 cm™. Vibrace toho
Amidu jsou ovlivnény jiz nékolikrat zminénou sekundarni strukturou proteinu a taky
pevnosti vodikovych vazeb. Amid II se nachazi na vino&tech 1600-1500 cm™. Tento typ
Amidu je dan kombinaci deformacnich vibraci NH skupin a valen¢nich vibraci CN skupin.
Amid I1I absorbuje nejniZzsi vinocty a to kolem 1400-1200 cm™!. Tato oblast neni vhodna pro
analyzu sekundéarni struktury, jelikoz je ovlivnéna variabilnimi pfispévky jednotlivych
vibraci hlavnich a postrannich fetézci. Ve spektru hedvabné proteinu se kromé
charakteristickych Amidovych vibraci dale jesté vyskytuji v oblasti 3600-3200 cm™! valenéni
vibrace skupiny OH a NH. Mirny pas na vino¢tu 2900 cm™! je charakteristicky pro alifatické
CH valen¢ni vibrace [111; 112; 113]. Na obr. 17 je FTIR spektrum fibroinu bez modifikace
a fibroinu oSetieného ethanolem. Zménu konformace lze pozorovat na maximech
charakteristickych pro skupiny Amid I, Amid II a Amid III. Po oSetfeni ethanolem Ize
pozorovat, ze dochédzi k transformaci sekundarni struktury doprovazené posunem
maximalnich hodnot absorbance k niz§im vlno¢tiim pro vSechny skupiny, ktery je zptisoben

zanikem a-Sroubovice a tvorbou B-skladanych listt [114; 115].
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Obr. 17:FTIR spektrum hedvabného proteinu pred a po Setienim ethanolem [115]
3.2 Regenerované hedvabi

Regenerovany hedvabny protein je ziskdvan izolovanim z kokond bource moruSového
ptipadné z odpadu textilni vyroby [116]. Nativni hedvabi je obtiZzné zpracovatelné z diivodu
Spatné rozpustnosti a vysoké teplotni odolnosti, proto je nezbytné protein izolovat a prevést
do 1épe zpracovatelné formy, které nabizi Siroké uplatnéni. V pribehu izolace je ziskan Cisty
fibroin, sericin se v pribéhu procesu ¢isténi odstrani, a tudiz material ztraci po provedeni
tohoto kroku 30% své hmotnosti. Co se tykd mechanickych vlastnosti regenerovaného
hedvabi, tak ty jsou o pozndni horsi s porovnanim s hedvabi v nativnim stavu. Toto je
rozpoustéciho procesu dochézi ke st€peni smesi polypeptidovych fetézct, které maji velikost
kolem 100 kDa. Stupenn degradace takto rozpusténého hedvabi lze ovlivnit pouzZitym
rozpoustédlem [117]. Po ptevedeni hedvabného proteinu do zpracovatelné formy ziskdme
roztok, ze kterého lze pfipravit velkou Skalu morfologii, mezi které patii napiiklad

hydrogely, mikrovldkna, 3D scaffoldy a filmy [118].

3.2.1 Zpracovani

Jak jiz bylo zminéno vySe, ptirodni hedvabné vldkno je velmi obtiZzné zpracovatelné, a proto

je nutné zjej odstranit jeden z proteind, sericin. Po odstranéni sericinu se zlepsi
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zpracovatelnost, biokompatibilita a snizi se i alergické reakce, které zhorSuji vyuziti tohoto
materialu ve farmacii a regenerativni medicin€. Zjednoduseny nakres tohoto procesu je na
obr. 18.

Fibroin

_Sericin
Degumming

Nativni hedvabi Fibroin

Obr. 18:Proces odstraneni sericinu [30]
Tento proces odstranéni sericinu se nazyvd degumming. Volba rozpoustédla pro nasledné
rozpusteéni izolovaného fibroinu mé klicovy vliv na mechanismus samotného rozpousténi,
schopnost gelovaténi, formovani filmu a tendenci fibroinu ke konforma¢nim pfechodim

[119; 120]. Blize bude postup zpracovani popsan v experimentalni ¢asti prace.

3.3 Vyuziti

Hedvabi se jako Sici material v mediciné pouziva pomémé dlouho, v souc¢asné dobé se
matrice pro tkdnové inZenyrstvi. Jak jiZz bylo zminé€no, velkd pfednost hedvabi spociva
v tom, Ze disponuje podobnou biokompatibilitou, jako béZzné pouzivané biomaterialy [121;
122]. Mezi dalsi vyhody hedvabi patti taky mechanické vlastnosti, které jsou zapiic¢inény
jeho strukturou a polymorfnim charakterem. StéZejnim benefitem hedvéabi je moZnost
navazani rastovych faktori a adhezivnich skupin podporujici interakci s buikami na funkéni

skupiny fetézce [123].

3.3.1 Regenerativni medicina

Jedna se o védni obor, ktery se vénuje aplikacim tkailovych nebo organovych implantatii za
ucelem hojeni ran nebo nahrady poskozenych tkani a organti. Regenerativni medicina je
nadfazeny pojem jiz nékolikrat zminovanému tkanovému inZenyrstvi [124]. Vyuziti
v regenerativni mediciné hedvdbného proteinu je velmi rozSifené. Hedvabny protein se
uplatnuje napiiklad u systéml pro hojeni ran. Jednd se o vytvoieni biokompatibilniho

obvazového materidlu, ktery zabrafiuje dehydrataci rany, zachovava si vlhké prostiedi na
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povrchu a slouzi jako ochranna bariéra proti nezadoucim mikroorganismtim a pachiim [125].
Extracelularni matrix stimuluje hojeni ran, a proto pifi vyvoji inovativnich obvazovych
materiald je konstrukéné€ i slozenim simulovana extracelularni matrix. Tohoto 1ze docilit
pomoci vhodné kombinace paramylonu s hedvabnym proteinem. Tato kompozitni folie

vytvoiena z téchto dvou materidlti vykazuje dobrou tepelnou stabilitu a hydrofobitu [126].

Dale Ize v regenerativni mediciné pouzit hedvabny protein pro potah implantatii. Obecné
zavedeni jakéhokoliv implantatu do lidského téla vétSinou ma za negativni nasledek rizné
zdravotni infekce, a proto je vhodné implantaty rizn€¢ modifikovat. Mezi nejcastéjsi
modifikace patii povlakovani implantatu hedvdbného proteinu pomoci sprejovani a
namaceni. Zde neni nutné, jako naptiklad u 3D tisku vyuzivat kompozitni material, ale je
mozno vyuzit ¢istého fibroinu, jelikoz pfi pouziti dalsich rozpoustédel dochazi k poskozeni

materialu v misté implantatu [127].

3.3.2 Fibroinova nanovlakna

Vlédkna zhedvabného fibroinu se nejCastéji piipravuji pomoci metody vicevrstvého
elektrostatického zvldknovani. Touto metodou vznikaji vlakna majici pramér desitky az
stovky nanometrii. Vyhodou elektrostatického zvldkiovani je regulace mechanickych
vlastnosti, priméru a struktury vlaken béhem samotného procesu [128; 129]. Jak jiz bylo
zminéno vyse, strukturu B-skladaného listu ve fibroinovych vlaknech lze ovlivnit oSetfenim
pomoci methanolu. Struktura morfologie nanovldken urcitym zplsobem pfipomina
extracelularni matrix, diky které jsou vytvofeny velmi dobré podminky pro rist bunék.
Fibroinovd nanovldkna nachazeji uplatnéni jako material pro tvorbu nédhrady kostni,
chrupavcité tkang, ale taky pfi vyrob€ obvazl [130]. Na obr. 19 uveden ptiklad hedvabnych

vlaken.

Obr. 19:Nanovldkna z hedvabného proteinu [128]
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3.3.3 Nanocastice

Castice hedvabi nachazeji velké uplatnéni v kosmetice jako piipravky pedujici o plet. Dalsi
uplatnéni nachazeji naptiklad v medicin€ pro dopravu 1é¢iv a enzymi. Existuje nékolik
zpusobl, jak 1ze nanocastice ziskat. Mezi nejpouzivangjsi patii srazeni (precipitace) vodného
roztoku prebytkem polarniho rozpoustédla, mezi které patii ethanol, aceton a methanol. Toto
zpusobuje, Ze fibroinu se zméni struktura z ndhodného klubka na konformaci B-skladanych
listd. Dalsi metody pro vznik hedvabnych nanocastic patii fazova separace pomoci
dihydrogenfosforecnanu draselného. Velikost porti nanocastic se pohybuje v fadech desitek
az stovek mikrometrti, pfiCemz pouzitou metodou lze ovlivnit velikost pora [131]. Hedvabi
je velmi dobry material pro trvalé¢ doddvani léCiv diky své velmi dobré biokompatibilité,

mechanickym vlastnostem, laditelné biodegradabilité pro fizené uvoliiovani 1é¢iv [132].

3.3.4 3D tisk

Zmény v sekundérni struktufe hedvabného proteinu zapfticinuji, Ze zpracovani samotného
materidlu 3D tiskem je témétf nemozné, a proto se hedvabny protein kombinuje s jinymi
biomaterialy, mezi které patii naptiklad kyselina hyaluronova, chitosan a polyethylenglykol.
Vytvoreni takovych kompoziti na bazi hedvabného proteinu je umoznéna optimalizace
reologickych vlastnosti, biokompatibility a taky je potlacena nezadouci imunitni reakce pfi
aplikaci do organismu. Dalsi vyhodou pouziti 3D tisku hedvabného proteinu je ta, Ze tato
metoda nevyzaduje oproti jinym metodam pouziti velkého mnoZstvi chemickych ¢inidel,
které¢ dale negativné ovliviiuji vlastnosti vysledného produktu [133]. Na obr. 20 je

znézornéna vytisténa miizka na bazi hedvabného proteinu.

Obr. 20:Vytistena miizka z hedvabného proteinu [134]
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4 TEXTUROVANE POLYMERNI POVRCHY

Razné povrchové upravy materidli rozSifuji moznost vyuziti daného biomaterialu
v tkanovém inzenyrstvi a regenerativni medicing. V pfipad€ polymert, které slouzi pro tyto
aplikace jsou velmi dulezité chemické podminky, které maji stézejni vliv na kultivaci bunck
na povrchu daného substratu. U filmi povrchova tprava ovliviluje zejména mechanické
vlastnosti, které¢ jsou dulezité pii diferenciaci buné¢k na povrchu biomaterialu. Velmi
vhodnou metodou pro zvyseni naptiklad drsnosti filmu je fyzikalni zesitovani. V ptipadé
nano meéfitka u texturovanych vzorklt nedochazi k ovliviiovani diferenciace bunék.
Konkrétné u fibroinovych filmi obohacenych tropoelastinem je chovani bun¢k nejvice
ovlivnéno primérnou drsnosti povrchu a materialni tuhosti. Kazdé buiice vyhovuje jiny
povrch pro optimélni rist. Chovani kmenovych bun¢k na povrchu je zcela odlisné nez
naptiklad chovéni svalovych bun¢k. Kmenové buniky preferuji spiSe drsnéjsi povrchy, proto

je nutno brat v potaz o jakou bunéénou linii se u dané aplikace jedna [135; 136].

4.1 Fibroinové filmy

Fibroinové filmy maji velmi Sirokou Skalu aplikaci, mezi které patii naptiklad systémy pro
hojeni ran, obvazy, obalové vrstvy implantatl, systémy pro uvoliiovani 1é¢iv a v posledni
dob¢ se hodné sklontuje vyuziti hedvabné proteinu v elektronice. Moznosti ptipravy filma je
nékolik, ale mezi nejpouzivanéjsi patii zejména metoda odlévani z vodného roztoku pfi
nasledném odpateni rozpoustédla. Jak jiz bylo zminéno, sekundérni strukturu fibroinu lze
ovlivnit procesnimi podminkami pii zpracovani a pouZitym rozpoustédlem. Napiiklad
kyselina mravenc¢i zapfi¢inuje vyssi obsah B-skladanych listd ve fibroinovém filmu, naproti
tomu hexafluoroisopropanol indukuje strukturu a-Sroubovice. Filmy, u kterych je
dominantni struktura a-Sroubovic, je nutné dodate¢né stabilizovat pomoci methanolu vodni
parou pomoci zihani. Tyto filmy naopak vykazuji vétsi usporadanost sekundarni struktury.
Pomoci chemické modifikace 1ze ovlivnit porozitu a mikrostrukturu vzniklych filmt. Tyto
vlastnosti maji stézejni vliv na interakci s buitkami [137; 138; 114; 139]. Velmi pouZzivanou
technikou pro pfipravu fibroinovych filmi je odlévéani fibroinu v kombinaci s dalSimi
polymery za nasledného odpateni rozpoustédla [140]. Ve studiu Kweon et al. ptipravili filmy
z hedvabného fibroinu a chitosanu, na kterych zkoumali mechanické vlastnosti v zavislosti
na rizném podilu chitosanu. Bylo zji§téno, Ze v téchto smésich nedochazi k mikroskopické
separaci fazi nehledé na smésné poméry. Hustota, stupent bobtnani a mechanické vlastnosti

filma byly siln¢€ ovlivnény obsahem chitosanu ve smési. Mechanické vlastnosti 1ze zlepsit
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smichanim hedvabného fibroinu s 10-40 % chitosanové slozky. Koeficient propustnosti
vodni pary smésnych filmii byl podobny s koeficientem komer¢nich obvazl na hojeni ran, a
proto lze filmy na bazi hedvabného fibroinu a chitosanu pouzit jako obvaz pro rany diky

svym velmi dobrym mechanickym vlastnostem a dobré propustnosti pary a kysliku [141].

Ve studii Freddi et al. pouzili k hedvabnému fibroinu celulézu. Ptipravené filmy byly
transparentni a z morfologického hlediska homogenni. Fyzikalni vlastnosti filml zavisi na
jednotlivych pomérech téchto dvou polymert. Bylo zjisténo, ze pfidanim celulézy byla

umoznéna piiprava membran s vynikajicim elastickym chovanim [142].

Ve studii Wang et al. zkoumali filmy na bazi fibroinu a kyseliny hyaluronové. Tyto filmy
byly pfipraveny pomoci metody odlévani z roztoku. Bylo zjiSténo, ze mezi hedvabnym
fibroinem a kyselinou hyaluronovou se vytvofily u¢inné intramolekularni a intermolekularni
pricné vazby. Rozpustnost filmi ve vod¢ se vyrazné zlepsila. Filmy dale podporovaly velmi
dobfte proliferaci bunék. Déle tyto filmy diky mirné povrchové smacivosti a specifickym
vazebnym mistim pro buiky stimulovaly bunéénou proliferaci a vedly k vétsi
zivotaschopnosti bun¢k. Takto pfipravené filmy mohou mit potencidlni uplatnéni

v tkdnovém inzenyrstvi [143].

4.2 Modifikace povrchu

Uprava povrchové topografie ma velmi velky vliv na vysledné vlastnosti a chovani
povrchové vrstvy filmi. Jak jiz bylo zminéno vyse, texturizace povrchu hraje dileZitou roli
v mnoha aspektech, naptiklad pro adhezi a proliferaci bunék. Povrchy se vétSinou modifikuji
pomoci proteind a peptidil s funkénimi skupinami, které ovliviiuji chovani bunék. Upravené
povrchy zlepSuji adhezi, intracelularni interakci a aktivuji signalni dréhy, které podporuji

samovolnou obnovu kmenovych bunék [144].

4.2.1 Pattering

Jednim z nejcastéjSich zpisobli generovani povrchové topografie na polymernim filmu je
pfeneseni vzoru z Sablony z polydimethylsiloxanu (PDMS). Princip spociva ve vytvrzeni
polymerniho roztoku krystalizaci nebo odpafenim rozpoustédla na této Sablon€, ¢imz

dochdzi k pfeneseni vzoru a stabilizaci struktury [145].

Jedna se o velmi pouzivanou techniku pro modifikaci fibroinové matrice za ucelem piipravy
ruznych 3D scaffoldl a texturovanych povrchli na bazi fibroinovych roztokt, které jsou

naneseny na nosné desticky. Filmy upravené pomoci lyofilizace maji Sirokou Skélu
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uplatnéni, mize se jednat napiiklad o studium angiogeneze. Filmy maji pramér péra
v tadech desitek pum s tloustkou cca 0,5 mm, pti¢emz porovitost tvori ptiblizné 80 % [146].
Pomérné znacnou nevyhodou pfi lyofilizaci hedvabného proteinu je to, Ze dochazi k tvorbé
tzv. lamelarni morfologie, ktera negativné ovliviuje nasledné aplikace. Tento nedostatek 1ze

eliminovat naptiklad pfidavkem hedvabnych nanovléken [147].

4.2.2 Fazova separace

Metody zalozené na fazové separaci predstavuji velmi rychly postup pii vyrobé
strukturovanych povrchii. Fazové separacni pfistupy vychazi z rizné misitelnosti dvou
polymernich slozek nebo polymeru a rozpoustédla. Bé&hem fazové separace dochdzi ke
zméné morfologie povrchu filmu, kterd je charakteristickd vznikem poérovité struktury. Mezi
rozpoustédla, teplota, chemické slozeni, koncentrace polymerniho roztoku a v posledni fadé
rychlost odpatfovani rozpoustédla, kterym lze pomérné znacné ovlivnit symetrii a velikost
vzniklych port [148]. V pifipadé fibroinu byly vyvijeny napiiklad texturované filmy
zalozené na fazové separaci fibroinu a polyethylen oxidu (PEO). Tento synteticky polymer
byl zamichén do hedvabné matrice z toho divodu, Ze je velmi dobfe biokompatibilni a taky

rozpustny ve vodé. [149]. Ukazka PEO-fibroinovych filmi je zndzornéna na obr. 21.

Obr. 21: Ukazka filmii na bazi fibroinu a PEO vytvorenych pomoci fazové separace [149]

Polymerni roztok je odlévan pii velké vlhkosti, ¢imz dochazi ke kondenzaci kapicek vody
na povrchu odparujiciho se polymerniho roztoku, coz ma za nasledek velkou organizaci
kapicek vody a vzniku velmi porézni struktury. Tvorba povrchovych pori probiha ve tfech
fazi. Vprvni fadé¢ dochazi nejprve k odpafovani rozpoustédla zroztoku, coz vede
k ochlazeni povrchu. Déle dochédzi na povrchu ke kondenzaci vlhkosti ve formé& kapicek
vody, které maji pravidelné usporadani. V posledni fazi po ochlazeni na okolni teplotu
dochdzi k odpateni zbytku rozpoustédla a kondenzace vody ma za nasledek vznik vostinové
struktury. Nesmirn¢ dulezitou roli na tvorbu kapicek vody hraje pouzité rozpoustédlo, které

se voli s ohledem na n€kolik faktort (rozpustnost ve vod¢, hustota, bod varu, tlak par). U
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této metody je taky dilezité, aby se kapicky vody stabilizovaly na povrchu a nedochéazelo
k jejim rozpousténi na polymernim povrchu. Z tohoto ditvodu je ur¢ité omezeni této metody

v ptipadé pouziti fibroinovych filmt, u kterych je dulezité nasledné odliti [150].
Piisobeni smési rozpoustédel

Dalsim pfistupem k fazove separa¢nim upravam povrchu je tvarovani povrchu piisobenim
dobrého a Spatného rozpoustédla. Princip této metody je zalozen na davkovani smeési
dobrého a Spatného rozpoustédla na rotujici povrch polystyrenového filmu. Jako dobré
rozpoustédlo byl pouzity tetrahydrofuran (THF), které zabezpecuje bobtnani povrchu filmu
a jako Spatné rozpoustédlo poslouzil 2-ethoxyethanol (ETH), které je separované na povrchu
v podob€ mikrokapicek a umoznuje jeho formovani. Pti opakovaném ptidavani smési po
mensich davkach (5x200 pl) dochézi k zvétSeni obou fazi a kapicek, které tvoii povrchové
pory. V posledni fazi dochazi diky rotaci k odpateni prvni dobrého rozpoustédla a nasledné
az potom Spatného rozpoustédla. Timto postupem dojde ke vzniku filmu s povrchovymi
mikropory. Konecnd podoba texturovaného povrchu zavisi na mnoha procesnich
parametrech (velikost, poCet a rychlost davkovani, rychlost spin-coateru a pomér
jednotlivych rozpoustédel, kterd musi byt vzajemné misitelné a separovatelnd). Po doladéni
vSech kritickych parametri je moZno generovat povrchové nerovnosti sitovych struktur a

izolovanych port [151].

4.2.3 Fazova inverze

Pfi tvorbé polymernich membran je vyuzivano procesu fazové inverze. Pevny polymer
(bohaté faze), ktery tvofi strukturu membrany a kapalny polymer (chudé faze) tvoii pory
membrany. Po odlévani polymeru dochazi k odpafeni dobrého rozpoustédla, které
obohacuje odlity film o Spatné rozpoustédlo do té doby, dokud nedojde k vysrazeni celé
polymerni slozky [152]. Princip této metody lze znazornit pomoci tfifdzového diagramu,

ktery je zobrazen na obr. 22
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Obr. 22:Princip metody fazové inverze pomoci trifazového diagramu [152]
V kazdém z rohu diagramu je zobrazena jedna slozka-rozpoustédlo, polymer a srazedlo.
Body uvniti trojuhelniku zndzorfuji smés tii slozek. Diagram se déle sklada z celkem dvou
oblasti, ve které jsou vSechny slozky misitelné (jednofazova) a systém, ktery oddéluje tuhou
od kapalné faze (dvoufdzovy). Jakmile zacne vznikat membrana, systém se méni z bodu A
na bod C, ktery piedstavuje konetné sloZzeni membrany. V tomto bodé jsou dvé faze
v rovnovaze-pevna, ktera tvoii strukturu membrany (bod S) a kapalna tvofici membranové
pory naplnéné srazedlem (bod L). Bod C urcuje celkovou pérovitost membrany. Celkovy
proces sraZeni je popsan cestou od bodu A po bod C, béhem n¢hoz dochazi k vyméné
rozpoustédla za srazedlo. Kritickd koncentrace rozpoustédla a sraZedla, pifi které dojde
k prvnimu vysraZeni polymeru charakterizuje bod B. Se zvySujicim se srdzeni dochazi ke
ztraté rozpoustédla a nasledné zvySovani koncentrace polymeru do t€¢ doby, dokud viskozita
dosdhne maxima, kdy se z polymeru stavd pevna latka v bodu solidifikace (D). Vyskyt
vysokych koncentraci polymeru maji za nasledek nerovnovazné stavy pti tvorbé membrany.
StéZejni vlastnost, ktera hraje dilezZitou roli je viskozita polymeru, jelikoZ 1 pfi malé zméné

koncentrace se velmi dramaticky méni, ¢imz dochdzi k omezenému pohybu polymeru [152].

4.3 Riist bunék na texturovanych systémech

Utelem vyse popsanych texturizaénich postupt je zlepSeni bunééné adheze k povrchu
scaffoldu. Scaffoldy v tkanovém inZenyrstvi vyZaduji n€kolik kritérii, zasadni je vysoka

biokompatibilita, dobré mechanické vlastnosti odpovidajici nativni tkani a spravné zvolena
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povrchova tprava vysledného substratu. Pro zlepSeni rustu a zejména adheze bunck je
povrchova Uprava Casto nezbytna. Ve vétsiné pripadi prevazuje lepsi adheze bunék na
drsnéj$im povrchu, ktery vykazuje vétsi specificky povrch a dochazi tak ke zvétSeni
kontaktni plochy mezi povrchem substratu a bunkou. Dulezité pojmy v této oblasti jsou
proliferace a diferenciace kmenovych buné¢k. Proliferace znamena novotvoreni bunck,
diferenciace predstavuje vznik strukturné funk¢ni buniky. Tyto procesy lze zvysit vhodnymi
fyzikélné-chemickymi podnéty, jelikoz zde je velmi dulezité, aby byla dosazena velka
ucinnost pii regeneraci poranéné tkané danym biomateridlem. Tyto biomaterialy by mély
byt vytvoteny tak, aby se co nejvice podobaly mikroprostfedim, ve kterém kmenové buiky

sidli a podporuji diferenciaci a proliferaci [153; 154].

4.4 Smési PCL s fibroinem

Misitelnost téchto dvou materidli se vyuziva zejména v oblasti elektrostatického
zvlakiovani. Cisty PCL je kombinovan s fibroinem za uéelem zlepseni bunééné adheze a
mechanickych vlastnosti. Fibroin se k polykaprolaktonu ptidava napiiklad ve formé
mikrocastic [155]. Na nanovlakennych strukturdch ptipravenych pomoci elektrostatického
zvlaknovani je sledovén vliv fibroinu na fyzikalni a strukturdlni vlastnosti [156]. Wang et
al. studovali pozitivni vliv pfimési hedvabného proteinu na zlepSeni mechanickych
vlastnosti a dlouhodobé uvolnovani 1éciv. [157]. Ve studii Wei et al. vytvofili taktéz
nanovlakenné struktury na bazi PCL a fibroinu za Uc¢elem testovani ucinkd na rdst a
proliferaci epitelidlnich buné€k Gstni sliznice [158]. Dal$i moznou metodou zpracovani téchto
materidlti z hlediska pouziti v tkanovém inzenyrstvi je 3D tisk. Naptiklad Cengiz et al.
navrhli ve své studii takové scaffoldy, u kterych byly pory PCL ve vytisténé mtizce vyplnény
BMF po namoceni vytisku do proteinového roztoku [159]. Mikrocastice hedvabi v PCL
matrici ovliviiuji kromé mechanickych a biologickych vlastnosti rovnéz degradacni procesy
[160]. Dale bylo zjiSténo, Ze ¢astice zvysuji misitelnost PCL s jinym polymerem [161; 162].
Ptimy vliv fibroinovych castic na krystalickou strukturu c¢ist¢tho PCL studovany na

planarnich systémech doposud nebyl prezentovan.

4.4.1 Aplikace smési fibroinu a polykaprolaktonu

Mechanické vlastnosti a laditelnd degradabilita materidlovych smési z fibroinu a
polykaprolaktonu umoziiuji vyvoj tkanovych néhrad naptiklad pro periferni nervy [163].

Jako bioaktivni pfimés se fibroin pfidava k polykaprolaktonu pfi vyvoji umélého menisku
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[164]. Pfimés fibroinu do PCL systému dale podporuje tvorbu mineralnich usazenin na
povrchu tkanové nahrady, ¢imz se podili na regeneraci kostni tkdné¢ [165]. Fibroin dale
zvySuje hydrofilitu polykaprolaktonu [166], ¢ehoz se vyuziva pti vyvoji systémtl pro hojeni

ran [167].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE EXPERIMENTALNI CASTI PRACE

Cilem této diplomové préce bylo pfipravit smési fibroinu a polykaprolaktonu s organickymi

rozpoustédly a tyto smési zpracovat odlévanim a pomoci 3D tisku.

Na pfipravenych filmech a vytiscich nasledné charakterizovat vliv pfitomnosti fibroinu na

krystalickou strukturu polykaprolaktonu.

Dale pomoci fazoveé separacnich procesii vytvofit texturovany povrch na substratech
slozenych z fibroinu a polykaprolaktonu a vysettit vliv slozeni smési a post-procesnich

uprav na topografii povrchu.
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6 MATERIALY A METODY

6.1 Pouzité chemikalie

Pro piipravu vzorki byl pouzit synteticky polymer polykaprolakton (PCL) PURASORB®
od filmy Corbion. V ptipadé ptirodniho polymeru byl pouzit hedvabny protein izolovany
z kokonii bource morusového, které byly dodany Univerzitou Bayreuth. Jako dobré
rozpoustédlo byl pouzit 1,1,1,3,3,3-hexafluoropropan-2-ol (HFIP); 99% (abcr Gmbh),
Spatné rozpoustédlo dimethylsulfoxid (DMSO); 99,99% (VWR Chemicals). Na izolaci
hedvéabného proteinu byl pouzit bromid lithny a uhli¢itan sodny od firmy Sigma Aldrich. Na
upravu polymernich filma byl pouzit methanol od firmy LC-MS CHROMASOLYV a ethanol
od firmy Exxsol DSP.

6.2 Priprava vzorki

6.2.1 Izolace hedvabného proteinu

Nedilnou soucésti experimentalni prace byla samotnd pfiprava z klicovych materiali
spoCivajici vizolaci fibroinu zkokonli bource morusového. ZjednodusSené schéma

jednotlivych krokt izolace je zobrazeno na obr. 23.
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Obr. 23:Schéma jednotlivych krokui izolace fibroinu [168]

Vstupni surovina ve form¢ kokonl z bource morusového je zachycena na obr. 24
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Obr. 24: Kokony bource morusového

Hedvéabné vldkno z kokonli bource morusového obsahuje dva typy proteini, fibroin a
sericin. Sericin se z vlakna odstranuje procesem zvanym degumming. Vysledek tohoto

procesu je znadzornén na obr. 25.

Fibroin
Sericin _ s
Degumming
Nativni hedvabi Fibroin

Obr. 25:Proces odstraneni sericinu [30]
Béhem tohoto procesu byly kokony nastfihany a vareny pti 100 °C v 0,02M vodném roztoku
Na2COs po dobu jedné hodiny. VytéZek materidlu zbaveného sericinu piiblizné odpovida 75
hm.% fibroinu z ptivodniho nastfihaného mnozstvi kokond [169]. Po ziskani ¢istych
fibroinovych vldken byla vlakna proplachovéna ultracistou vodou a suSena pies noc pii 50
°C. Druhy den nasledovalo rozpousténi fibroinu v 9,3 M LiBr, kdy na 1 g fibroinu pfipadly
4 ml LiBr. Rozpousténi fibroinu v susarné trvalo pfiblizné ¢tyfi hodiny pii 60 °C. Nésledujici
dny byl LiBr z roztoku odstranén pomoci dialyzy proti vodé béhem 6 vymén v pribéhu dvou
dni. Posledni den za Gicelem odstranéni drobnych necistot byl roztok fibroinu centrifugovan
pti 9000 RPM, 4 °C, tiikrat po dvaceti minutach. Jako posledni krok byla provedena

lyofilizace roztoku fibroinu, které je zachycena na obr. 26.
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Obr. 26:Lyofilizovany fibroin
Tato operace se dela za ucelem prodlouzeni doby skladovatelnosti, jelikoz Cisty roztok
fibroinu se da skladovat jen omezenou dobu a mezi dal$i vyhody lyofilizované formy

fibroinu patii moznost opétovného rozpousténi a zpracovani do pozadovanych morfologii.

6.2.2 Priprava roztoki

Jednotlivé smési BMF a PCL s dobrym a Spatnym rozpoustédlem byly rozpoustény na
ttepacce po dobu 4 hodin pii pokojové teploté. V ptipadé dobrého rozpoustédla (HFIP) byl
vysledny pomér mezi pevnym podilem (smés BMF a PCL) a rozpoustédlem (HFIP) 1:9 (g:
ml). V tomto poméru byly pfipraveny roztoky cist¢tho PCL a ¢ist¢ého BMF a dale rGzné
koncentrované fibroinové vzorky vuci PCL 10%, 20%, 33%, 50% a 67%. §patné
rozpoustédlo bylo davkovano k vybranym vzorkim takovym zplisobem, Ze na 1 ml dobrého

rozpoustédla (HFIP) ptipadalo 160 pl Spatného rozpoustédla (DMSO).

6.2.3 Metoda odlévani z roztoku

Jedna se o velmi rozsifenou a ¢asto pouzivanou metodou pro ptipravu polymernich filmu.

Schéma této metody je na obr. 27.
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Obr. 27:Schéma metody odlévani z roztoku [170]
Princip metody spocival v tom, Ze se polymerni roztok davkoval v objemu 600 pl do
kultiva¢nich polystyrenovych misek o plose 9,2 cm?, které byly néasledné umistény
do exsikatoru a suseny pomoci proudiciho vzduchu po dobu 18 hodin. Béhem tohoto procesu
postupné dochazelo k odpafeni rozpoustédla. Pro zpomaleni odpafovani rozpoustédla za
ucelem eliminace povrchového zvinéni byly misky pfi vysouSeni piiklopeny vickem. Po

uplynuti této doby suSeni byl ziskdn polymerni film, ktery byl dale charakterizovan.

6.2.4 Extruzni 3D tisk

Vybrané smésné roztoky byly zpracovany pomoci 3D extruzniho tisku. Po vytiSténi byly
sledovany rtzné cCasové intervaly odparovani rozpoustédla, pficemz jeden spocival
v okamzitém nekontrolovaném odpatfeni rozpoustédla v digestofi, druhy v pomalém
kontrolovaném odpateni rozpoustédla v exsikatoru. Dale béhem vysychani byla na vytisténé
miizky aplikovana voda nebo ethanol o objemu 500 pl za tcelem ziskani poréznich struktur.

Princip metody 3D tisku je zachycen na obr. 28.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

Vytlacovaci hlava

Vytlacovany material

Vykreslovaci podlozka

Obr. 28:Princip extruzniho 3D tisku [171]

Rozpousténi jednotlivych vzorkl probihalo za stejn¢ definovanych podminek, jako tomu
bylo u metody odlévani. Roztok byl davkovan do stiikacky a pomoci vytlacovaci hlavy byl
polymerni roztok tisknut ve tvaru miizky na kultivaéni polystyrenovou misku. Tisk byl
proveden mikroextruzi z roztoku pomoci pneumatické hlavy na 3D biotiskdrné. Rozmér
vytisténych miiZek byl 10x10x0,3mm s hustotou vnitini vyplné 15 %. Pro vSechny vytisky
byla pouzita konickd Spicka o priméru 0,26 mm. Jednotlivé parametry tisku nebyly
konstantni, jelikoz se musely ménit s ohledem na slozeni smési a pohybovaly se v rozmezi
tlakul0-40 kPa a rychlosti tisku 25-40 mm-s™'. Tisk probihal pti pokojové teploté tiskové
hlavy 1 podlozky.

6.3 Charakterizace vzorku

6.3.1 Skenovaci elektronovy mikroskop

Pro vyslednou charakterizaci danych struktur byl pouZit skenovaci elektronovy mikroskop
Phenom Pro od spole¢nosti Phenom World. VSechny vzorky, které byly charakterizovany
timto mikroskopem bylo nutno nejprve pokovit vrstvou smési zlata a paladia v napraSovacéce
kovli po dobu 75 s pfi pouziti proudu 18 mA za soucasné pritomnosti argonu. Vzorek byl
pro tento ucel upevnén na tercik oboustrannou uhlikovou paskou a umistén do standardniho
drzéku pro vodivé vzorky. U kazdého vzorku byly pofizeny Ctyii snimky se zvétSenim 500,
1000%, 2000x a 4000x. VSechna méfeni byla provedena v reZimu zpétné¢ odrazenych
elektront pfi pouziti 10 kV urychlovaciho napéti. Méteni prvkového sloZeni povrchu bylo
provedeno pomoci Phenom™ XL G2 v rezimu Mapping s urychlovacim napétim 15 kV
pomoci BSD detektoru (zpétné odrazenych elektroni). Obrazova analyza byla provedena

v softwaru ImagelJ, verze 1.6_0 24.
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6.3.2 Mikroskop atomarnich sil

Topografie jednotlivych vzorki byla charakterizovana pomoci mikroskopu atomarnich sil
Dimension ICON (Bruker). Rychlost skenovani byla 0,7 Hz s rozliSenim 512 x 512 pixela.
Meéieni probihalo v poklepovém rezimu pii pokojové teploté na vzduchu. Pro méfeni byla
pouzita sonda s rezonanéni frekvenci 70 kHz a konstantou tuhosti 0,4 N-m™' (ScanAsyst-
Air, Bruker). Obrazovana analyza byla provedena pomoci softwaru Gwyddion verze 2.55 a

Imagel verze 1.6 0 24.

6.3.3 Profilometrie

Zmény povrchové topografie byly dale charakterizovany pomoci mechanické a optické
profilometrie. Méfeni bylo realizovano na mechanickém profilometru Dektak XT (Bruker)
s diamantovym hrotem s polomérem ktivosti 2,5 pm a ptitlakem 5 mg. Vyhodnoceni drsnosti
bylo provedeno podle normy ISO 4287. Méteni na optickém profilometru ContourGT-K

(Bruker) bylo provedeno s pouzitim ¢ocky se zvétSenim 20 x.

6.3.4 3D bio tiskarna

Princip extruzniho 3D bio tisku spociva v postupném vytlacovani roztoku z vytlaCovaci
hlavy na vykreslovaci podlozku. VytlaCovaci hlava se pohybuje ve tfech rozmérech, pticemz
podlozka zlistdva béhem tisku nehybnd. Vytistény material tuhne odpatenim rozpoustédla.
Mezi vyhody pouZiti této techniky 3D tisku je dobra flexibilita a jednoduchost, ktera je
zaloZena na prostém davkovani materialu ptimo do sttikacky. Mezi nevyhody patii omezené
pouziti jednotlivych materidlt, jelikoz velmi viskdzni materidly vyzaduji pouziti vysokého
roztoku do stfikacky. Vybrané smési byly tisknuty pomoci pneumatické hlavy 3D
biotiskdrny Bio X (Cellink). Jednotlivé parametry tisku (tvar miizky, rychlost tisku, tlak,
teplota a tloustka jehly) byly nastavovany piimo v softwaru tiskdrny. Jednotlivé mtizky byly

tiStény podle STL souboru z databaze tiskarny.

6.3.5 WAXS

V rentgenové krystalografii je Sirokouhly rozptyl rentgenového zafeni analyza Braggovych
pikt rozptylenych do Sirokych tuhli, které jsou podle Braggova zakonu zplsobeny
strukturami o velikosti nanometrd. Jedné se o metodu rentgenové difrakce, kterd slouzi pro

stanoveni stupné krystalinity u polymert nebo pro chemické a fazové sloZeni daného filmu.
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Analyza byla provedena na piistroji XRDynamic 500. Méfeni probihalo na reflexi pomoci
absolutniho skenovaciho modu pti napéti zdroje 40 kV, proudu 49 mA. Méfeni bylo

provedeno v rozsahu uhla 5-30 °, velikosti kroku 0,05 ° a délka kroku byla 50,034 s.

6.3.6 FTIR

Princip infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci je zalozena na absorpci
infraCerveného zareni pfi priachodu vzorkem, pii niz dochazi ke zménam rotacné vibracnich
energetickych stavii molekul v zavislosti na zménach dipélového momentu molekuly.
Analyza k dikazu vyskytu obou polymerii ve smési byla provedena pomoci FTIR
spektrometru od spole¢nosti Nicolet iS5 vyuZivajici techniku ATR s germaniovym
krystalem. Pro méfeni bylo pouzito 32 skentl v rozliseni 4 cm™ a rozsahu vlnovych délek

400 az 4000 cm™

6.3.7 Opticky a digitalni mikroskop

Pro zaznamendni celkového tvaru tisténé miizky byl pouzit digitdlni mikroskop Dino-Lite
Edge AM4815ZT vyrobeny od spole¢nosti Dino-Lite. Pfistroj disponuje zvétSenim 20 —
200x s maximalnim rozlisenim 1280 %1024 pixeld. K tomuto mikroskopu bylo nutné pouzit
software DinoCapture 2.0. Vybrané snimky sférolitii v polarizovaném svétle byly potizeny

pomoci optického mikroskopu Nikon Eclipse 501 od spole¢nosti Nikon.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Vramci experimentalni C¢asti prace byly pfipraveny smési hedvabného proteinu
s polykaprolaktonem o rizném pomeéru téchto slozek. Z téchto smési byly nasledné
odlévany filmy, pficemz na téchto filmech byla sledovana ménici se sféroliticka struktura
PCL a topografické zmény zapti¢inéné ptitomnosti fibroinu ve smési. Dalsi technikou
zpracovani byl 3D tisk, pomoci kterého byly pfipravovany jednoduché miizky slouzici ke
studiu topografickych zmén spojenych s ménicim se podilem fibroinu ve smési a rliznymi

zpusoby suSeni vytisku.

7.1 Texturované filmy na bazi PCL a BMF

V prvni ¢asti experimentalni prace budou prezentovany povrchové texturované filmy na bazi
PCL a fibroinu. Hedvéabné filmy byly ptipraveny odlévanim roztoku téchto dvou polymert
do kultiva¢nich PS misek. Po odpafeni rozpoustédla za podminek definovanych v
predchozich kapitolach byly ziskany samonosné filmy o tloustce d=(37,6+0,5) um.

Tloustka filmu byla analyzovana pomoci SEM, viz obr. 29.

Obr. 29:Tloustka filmit mérena pomoci SEM

7.1.1 Struktura ¢istého PCL

V prvni fazi experimentalni ¢asti prace byla studovana struktura sférolitt ¢istého PCL filmu
krystalizujiciho z roztoku organického rozpoustédla. Na obr. 30 jsou zachyceny sférolity
pomoci optického mikroskopu v polarizovaném svétle, kde 1ze pozorovat typickou strukturu
maltézskych kiizii. Na obr. 30 uprostted a vpravo je poté znazornéna detailni radidlné

orientovana fibrilarni struktura lamel sférolitu, odpovidajici literatute [172; 173].
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358 nm

Obr. 30:4) Sféroliticka struktura PCL filmu zobrazena pomoci optické polarizacni
mikroskopie, B) SEM C) AFM zobrazeni struktury sféroliti, D) topografie PCL sférolitu
znazornéna pomoci optického profilometru

Co se tyka topografie PCL sférolitu, pfevysSeni fibril v ose z ¢ini stovky nanometri, coz bylo
zjisténo jak pomoci AFM na obr. 30 C, tak pomoci mechanického profilometru, viz. obr. 31.
Na optickém profilometru Ize pozorovat makroskopické zvrasnéni povrchu v fadu jednotek

mikrometrti, které je zpisobeno nahromadénim materialu v jadru sférolitu, obr. 30 D.
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Ra=(50£20) nm Rz=(260+60) nm
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Obr. 31:Topografie cistého PCL filmu, profil porizen mechanickym profilometrem
PCL byl dale podroben FTIR analyze, obr. 32. Pik shodnotou vlnoétu 2950 cm™ je

charakteristicky pro CH» asymetrické vibrace. Nejvyssi pik na hodnoté vinoétu 1720 cm’!

znaéi karbonylové skupiny a vlno¢et 1180 cm™ je charakteristicky pro OC-O vibrace [174].
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Obr. 32:FTIR spektrum cistého PCL filmu

Krystalické podily jednotlivych materidl v polymernich filmech byly analyzovany

pomoci rentgenovée krystalografie, pomoci které miizeme pozorovat zménu intenzity signalu

pfi ur¢itém Uhlu. Na obr. 33 Ize pozorovat WAXS spektrum cistého PCL na PS substratu.

PS substrat pod polymernimi filmy je zodpovédny za tvar spektra [175], vyznacené

maximum pak odpovida PCL [176].
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Obr. 33: WAXS analyza cistého PCL filmu
7.1.2 PCL prstencové sférolity

V rdmci ptredchozi zadvérecné prace [177] bylo zjisténo, ze hedvabny protein pii smichdni
s polykaprolaktonem v ur¢itém pomeéru tvoii ve smesi ¢astice a pii tisku ovliviiuje velikost
PCL sféroliti. Tato skutec¢nost byla nyni blize zkouména na 2D systémech o vétsi plose. U
film® s minoritnim podilem fibroinu ve smési 10 a 20 % viici PCL byla pozorovéana tvorba
prstencovych PCL sférolitl. Tento jev odpovida skutecnosti, ze PCL m4 tendenci tvofit
prstencové sférolity v pfitomnosti piimési [178]. Struktura prstencovych sférolitd je
znazornéna na obr. 34. Na snimcich z polariza¢niho optického mikroskopu Ize vidét, ze 1 u
tohoto typu sférolitli 1ze pozorovat maltézské kiize. Detailni struktura je opét znadzornéna
pomoci SEM a AFM. Bylo pozorovéno, Ze nejvyraznéjsi prstencova struktura vznikala pfi
koncentraci fibroinu 10 %. Pii 20% koncentraci jiz neni tak vyraznd a se zvySujici se

koncentraci zaniké, jak bude diskutovano dale.

Vyska prstencovych kruhti €ini jednotky mikrometrli, viz AFM snimek na obr. 34 I.C. Na
optickém profilometru obr. 35 lze opét pozorovat ndsobné vyssi prevyseni dano celkovym
zvInénim povrchu, rovnéz je vSak nezbytné vzit v ivahu moznou nepiesnost méfici techniky

u tohoto typu povrchu. Za zminku stoji fakt, ze v pfipad¢ rostouci koncentrace fibroinu
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dochdzi ke sniZeni poctu prstenci v PCL sférolitu, jejich vySka (charakterizovédna

parametrem Rz, obr. 36) vSak zstdva uniformni.

1,86 pm

0

Obr. 34:Struktura prstencovych sférolitii na PCL filmech s primési fibroinu v podilu I. 10
% a Il. 20 % vuci PCL, A) snimek z optického mikroskopu, B) SEM zndzornéni prstencové
struktury C) AFM snimek detailni prstencové topografie

Obr. 35:Nahled prstencové topografie PCL sférolitii s primesi 1. 10 % BMF, 11. 20 %
BMF, snimky z optického profilometru
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Obr. 36:Topografie PCL filmu s obsahem 1. 10 % fibroinu a II. 20 % fibroinu, profily
porizeny mechanickym profilometrem

Pfitomnost obou sloZek smési v pripravenych filmech s obsahem 10 a 20 % fibroinu vuci
PCL byla zjistovana pomoci FTIR analyzy. Na FTIR spektru na obr 37. lze pozorovat, Ze
ve srovnani s ¢istym PCL dochazi k vyskytu charakteristickych vibraci pro fibroin pfii
vlnoétech 1650 cm™ (Amid I), 1550 cm™ (Amid II). Dale lze pozorovat trend, Ze s rostouci
koncentraci BMF se postupné zvySuji charakteristické piky pro tento materidl, naopak

s klesajici koncentraci PCL klesa charakteristicky pik pro tento material.
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Obr. 37:FTIR spektrum prstencovych struktur
Na obr. 38 jsou snimky z WAXS pro PCL filmy s obsahem 10 a 20 % fibroinu. Pfitomnost
fibroinu se projevila maximem pfi cca 22°. Nelze opomenout maximum pii cca 16°, které

se objevuje pouze u téchto dvou smési a pravdépodobné znaci praveé prstencovou strukturu.
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Obr. 38:WAXS analyza prstencovych struktur

Za UcCelem zjisténi distribuce fibroinovych astic ve sférolitické struktufe hmotnostniho

zastoupeni danych prvki byla provedena pomoci SEM prvkova analyza ¢istého PCL a PCL

s obsahem 10 % fibroinu. Srovnani detailnich struktur je znazornéno na obr. 39, uvedené
J

vytezy maji plochu 50x50 um. V detailu na snimku 39 B lze pozorovat homogenné

distribuované Ccastice fibroinu v PCL matrici. Pfitomnost fibroinu je dale prok4zéana

pritomnosti dusiku z peptidového ftetézce ve struktufe filmu, tab.2, pfiCemz zvySeni

koncentrace fibroinu ve smési je doprovdzena detekci mirné zvySené¢ho obsahu dusiku

v analyzovaném vzorku.
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Obr. 39: SEM snimky struktury A) Cistého PCL, B) PCL s 10% podilem fibroinu

Tab. 2: Prvkova analyza pro roztok cistého PCL a roztoku s 10% podilem fibroinu

Hmotnostni koncentrace [%]
Material } - j
Cisty PCL 10 % fibroin - PCL 20 % fibroin - PCL
Uhlik 70+2 59+3 56=+1,0
Kyslik 30+2 29,4+0,8 28.2+1,6
Dusik 0 11+£3 15.8+0,6

7.1.3 Porézni BMF-PCL povrchy

S nartistajici koncentraci podilu fibroinu ve smési bylo mozné u pfipravenych filma

pozorovat postupny rozpad polykaprolaktonovych sférolitli a fazova separace mezi t€émito

materidly vedla ke vzniku porézni topografie na povrchu

Obr. 40 1. a II. prezentuje snimky optického a elektronového mikroskopu pro filmy

s podilem fibroinu 33 % a 50 % na kterych lze pozorovat téméf vymizeni sférolitické

struktury polykaprolaktonu, ktera jsou htife detekovatelnd ptes zvrasnéni povrchu a dochéazi

zde ke vzniku pravdépodobné agregovanych shlukti fibroinu. Mizeme si na téchto snimcich

vSimnout, Ze v ptipad¢ 33% koncentrace fibroinu sféroliticka struktura jesté zcela nezanikla,
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ovSem toto jiz neplati pro 50% koncentraci. Velmi zajimavého vysledku bylo dosaZeno
v ptipadé 67% roztoku, jelikoz u tohoto sloZeni dochézelo k tvorbé porézniho povrchu, ktery
lze pozorovat v detailu na obr. 40 III, B,C. Podobnou porézni topografii 1ze pozorovat u
smési PCL s epoxydovou pryskyfici, kterd je rovnéz spojena s fazovou separaci téchto dvou

materialt [179].

Obr. 40:Struktura porézniho povrchu na PCL filmech s primési fibroinu v podilu I. 33 %,
11. 50 % a 111.67% vuci PCL, A) snimek z optického mikroskopu, B) SEM zndzornéni
povrchoveé struktury C) AFM snimek detailni porézni topografie

Podobné jako v ptedchozich ptipadech byly potizeny 3D obrazky z optického profilometru,
obr. 41, z kterych je patrné, Ze makroskopicka topografie filma s témito podily fibroinu je

vyrazné nehomogenni.
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Obr. 41:Ndhled porézni topografie PCL s primési 1. 33 % BMF, II. 50 % BMF a I1l. 67 %
BMF, snimky z optického profilometru

Drsnost povrchu charakterizovana parametry Ra a Rz patrné z profilovych fezl na obr. 42

dale nariista, ve srovnani s ¢istym PCL az desetindsobné.
Ra=(220+50) nm Rz=(600+100) nm

" AR, [l LAmpa,

Ra=(420=70) nm Rz=(1000+400) nm

IL.

2800 nm

Ra=(950240) nm Rz=(2300+400) nm

I11.

X [mm]

Obr. 42:Topografie PCL filmu s obsahem 1. 33 % fibroinu, 1. 50 % fibroinu a I1l. 67%
fibroinu, profily porizeny mechanickym profilometrem

Z vysledkii FITR analyzy na obr. 43 plyne potvrzeni trendu, Ze s rostouci koncentraci BMF
se postupné zvySuji charakteristické vibrace pro BMF (Amid I, Amid II) a naopak klesa
charakteristicky pik pro karbonylové skupiny patiici PCL.
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Obr. 43:FTIR spektrum filmii ze smeési PCL s podilem 33 %, 50 % a 67 % BMF
Podobné zmény Ize pozorovat i na grafu z krystalografické analyzy, které jsou zachyceny
na obr. 44, kde je patrné, Ze pti zaniku prstencovych struktur se jiz nevyskytuje maximum
kolem 16 °, jako tomu bylo na obr. 38. Dale bylo zjisténo, ze pfi rostouci koncentraci BMF
se na ukor krystalické oblasti PCL zvySuje intenzita charakteristicka pro krystalickou BMF
oblast. U vzorku s nejvys$$im podilem fibroinu 67 % pak dochézi ptekvapivé k vymizeni

vSech piki, coZ naznacuje, Ze nebylo mozné detekovat krystalickou fazi.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

— 33% 50% 67%

1 .,II'\,"|.N'
e NIII'".”,J
l"l'J If'\
.-.«"|f
y
d J
y K
| 1
i M PR
l‘|l' N |
I [Tl ¥ |I.|'|JllrI !
A d
A WA, e M
—_ NH.II\' Rt ..ﬂf.lk-n_‘ﬂwﬁ"g Wy H.-'
— N il
5 Al Ay
*E h\"'ﬁ ||||II ! .'fl- il IIl'.lﬂ
5] r ll.‘(lu I W
= !H\N '\r '.'I' W
g e MY i "
= U . 4 1J il L
e My Ao .-'I',,.“:"‘
W ey .
~ y
A I
o WY
*h,,'.fwi ! TR _,,-'\_-\,‘-"W d|
- ,\..'\"J" ' " '||‘NII'I 4
i .( '
f'lﬁ
T
3 10 13 20 25 30
26[7]

Obr. 44:WAXS analyza filmii ze smési PCL s podilem 33 %, 50 % a 67 % BMF
7.1.4 Transformace sekundarni struktury fibroinu

Fibroin pfitomny v matrici PCL se po vysuSeni v atmosféte dusiku nachazi v rozpustné
konformaci SILK I. Vzhledem k tomu, Ze ptfipravované substraty jsou do budoucna urcené
pro testy bunécné proliferace, je nezbytné transformovat jejich sekundarni strukturu do ve
vodé nerozpustné formy SILK II, k ¢emuz bylo v této praci zvoleno oSetfeni methanolem.
Na vysuseny film byl deponovan v tenké vrstvé po dobu jednoho dne methanol. U vybraného
vzorku (10%) byl aplikovén ethanol za ucelem ziskani informace, zda 1 rtizné typy alkoholi

ovliviiuji vyslednou topografii [180].

Na obr. 45 je FTIR spektrum Ccistého fibroinu. U spektra, které bylo modifikovano
methanolem, dochédzi ke zméné sekundarni struktury doprovazené posunem maxim pro

charakteristické skupiny BMF k niz§im vIinoctim [181].
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Obr. 45:FTIR spektrum cistého BMF filmu po vysuSeni a po osetreni methanolem
Na obr. 46 je snimek z elektronového mikroskopu filmu z €istého fibroinu, ktery byl
modifikovan pomoci methanolu. Na filmech nebyly zaznamenany po oSetfeni methanolem

vyrazné topografické zmeény.

Obr. 46:Film z cistého BMF:A) pred osetienim methanolem B) po osetreni methanolem
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Naobr. 47 je uvedeno FTIR spektrum ¢istého PCL pied oSetfenim a po oSetieni methanolem,
pfiCemz zde by nemélo dochazet k zddné zméné v posunech vinocti a opravdu lze

pozorovat, Ze u tohoto materidlu na spektru osetfeném alkoholem se nijak neprojevuje zadna

zmeéna.
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Obr. 47: Detail FTIR spektra cistého PCL pred oSetienim methanolem a po oSetieni
methanolem

Na obr.48 je SEM srovnani ¢ist¢tho PCL pfed a po oSetfeni methanolem, na kterém lze

pozorovat, Ze pii pisobenim methanolu nedochézi ke zméné struktury sférolit.
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Obr. 48:Film z cistého PCL:A) pred oSetienim methanolem B) po osetieni methanolem

U PCL filmi s obsahem 10 a 20 % fibroinu jiz bylo mozné pozorovat konformacni ptechod
na FITR spektru, obr. 49. Dochdzi k posunu maxim pro Amid I z 1650 cm™ na 1625 cm™ a
Amid IT z 1550 cm™ na 1525 cm™.
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Obr. 49: Detail FTIR spektra pro transformované filmy s obsahem 10 % a 20 % fibroinu
Na SEM snimcich filmi s 10 % (obr 50. I) a 20 % (obr. 50 II) Ize pozorovat, ze po oSetieni

methanolem nedochazi k zaniku prstencové struktury sférolitli, avSak pii vétSim piibliZzeni

lze pozorovat, ze methanol na téchto filmech tvoii povrchové mikro-prohlubné.
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1. 10 % BMF

1. 20 % BMF

s

Obr. 50:SEM snimky prstencovych struktur A) pied a B) po oSetieni methanolem, 1) 10%
BMF, 11)20% BMF

Na obr. 51 je znazornéno FTIR spektrum filmu s 10% fibroinu po oSetfeni ethanolem pro
srovnani pisobeni dal§iho druhu alkoholu, pfi¢emz dochazi ke stejnému posunu na FITR
spektru jako v pfipadé methanolu. Na obr. 52 jsou SEM snimky povrchu pted a po oSetieni
ethanolem a v tomto pfipad€ mikro-jamky na povrchu jiz nejsou tak vyrazné, jako v ptipadé

pouziti methanolu.
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Obr. 51:Detail FTIR spektra 10% BMF vzorku testovaného v ethanolu
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Obr. 52:SEM snimky prstencovych struktur 10% BMF A) pred a B) po osetreni ethanolem
Na obr. 53 je zndzornéna topografie drsnosti povrchu pti modifikaci riznych typua alkoholt,

pfi¢emz bylo zjisténo, Ze vysledky vysly témét totozné.

Ra=(210+40) nm  Rz=(900+20) nm

Ra=(210£20) nm Rz=(880+50) nm

1000 nm

II.

0 0.5
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Obr. 53: Drsnost povrchu 10% vzorku 1) oSetreného methanolem, Il) osetieného
ethanolem

Posun maxim ve FTIR spektrech zpisobeny transformaci sekundarni struktury fibroinu je
samoziejmé vyraznéji detekovatelny na filmech s vysS§im obsahem fibroinu tj. 33, 50 a 67

%, viz obr. 54.
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Povrchy téchto filmi jsou zobrazeny pomoci SEM na obr. 55. Na povrchu nelze pozorovat

vyrazné zmény po pusobeni alkoholu, nedochézi k tvorbé prohlubni jako v piipadé 10 a 20%
podilu fibroinu.
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Obr. 54: Detail FTIR spektra filmii ze smési s obsahem 33 %, 50 % a 67 % fibroinu
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Obr. 55:SEM snimky porézniho povrchu A) pred a za B) po osetieni methanolem, 1) 33%
BMF, 11)50% BMF, III) 67% BMF

7.1.5 Stabilita BMF-PCL filmu ve vodé

Ptipravené filmy byly nésledné vystaveny ptisobeni vody po definované Casy. V piipadé
¢istého PCL po piisobeni vody na methanolem neosSetteny povrch po dobu 48 hodin ziistava
povrchova struktura sféroliti zachovana. Po piisobeni vody na povrch oSetfeni vSak Ize

pozorovat, Ze topografie je méné vyrazna obr. 56
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Obr. 56:Vzorek cistého PCL :A4) po vysuseni, B) po inkubaci ve vodé, C) po osetreni
methanolem a inkubaci ve vodé

Na obr. 57 jsou snimky ze SEM mikroskopu vzorku s 10 % fibroinu osetfen¢ho ve vod¢. U
methanolem neoSetfenych vzorkd bylo mozné pozorovat topografické zmeény na hranach
sférolitd, kdy mohla byt vlivem pfitomnosti rozpustnych ¢astic fibroinu v matrici naruSena
stabilita struktury. Na Obr. 57 C a D je pak zobrazena struktura filmu s 10% obsahem
fibroinu po oSetfeni methanolem, resp. ethanolem a plisobeni vody. Je patrné, Ze ptitomnost
transformovanych ¢astic zvysuje stabilitu topografie filmu. Dale lze pozorovat piitomnost
povrchovych prohlubni vzniklych po oSetfeni methanolem, které ziistavaji i po inkubaci ve

vode¢. Mezi parametry drsnosti jednotlivych typi povrchu na obr. 58 jsou velmi malé rozdily.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 80

Obr. 57:Vzorek s 10 % fibroinu A) po vysuseni, B) po inkubaci ve vodé, C) po osetieni
methanolem a inkubaci ve vodeé a D) po osetieni ethanolem a inkubaci ve vode

Ra=(180+30) nm Rz=(800+100) nm

L
Ra=(200+10) nm Rz=(790+60) nm
II.
g__
§ Ra=(140+20) nm Rz=(620+80) nm
IT1.
Ra=(210+50) nm Rz=(850+130) nm
IV.
0 0,5
X [mm]

Obr. 58:Topografie drsnosti povrchu 10 % fibroinu: I)po vysuseni, Il)po inkubaci ve vode,
111) po osetreni methanolem a IV) po oSetieni ethanolem a inkubaci ve vodeé
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NaruSeni struktury plsobenim vody v pfipad¢ pfitomnosti netransformovanych ¢astic je
jesté vyrazngjsi v pripade filmu s obsahem 20 % fibroinu, obr. 59 B. Na povrchu dochazi
k tvorbé agregovanych ¢astic pravdépodobné fibroinu. Fibroin ve formé SILK I je ve vodé
rozpustny, zaroven se vSak v pfitomnosti vody transformuje do SILK II stavu, naptiklad
pusobenim vodnich par. Stejné tak pti pfevedeni do pevného stavu z vodného roztoku
zaujima SILK II formu. OSetfeni methanolem strukturu opét stabilizovalo, stejné jako

v ptipadé 10 % podilu fibroinu ve smési, obr. 59 C.

Obr. 59:Vzorek s 20 % fibroinu A) po vysuseni, B) po inkubaci ve vode, C) po oSetreni
methanolem a inkubaci ve vodé

Bylo pozorovano, Ze se zvySujici se koncentraci nestabilizovaného fibroinu ve smési (33 %,
50 %, a 67 %) se vyrazné zvySuje mira deformace topografie filmu zplsobena jeho
degradaci, obr. 60-62. Rovnéz byly pozorovany ¢im dale vétsi agregované shluky fibroinu
na povrchu. OSetfeni methanolem opét stabilitu vyrazné zlepSilo, obecné l1ze vSak fict, Ze
vyssi podily fibroinu ve smési cca nad 30 % se na topografii zacinaji projevovat negativne,
zpiisobuji nehomogenni zdrsnéni povrchu a urychluji jeho degradaci. Tento aspekt urychleni
degradace polykaprolaktonu by vSak mohl byt zddouci v n€kterych aplikacich v tkanovém

inzenyrstvi.
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Obr. 60:Vzorek s 33 % fibroinu A) po vysuseni, B) po inkubaci ve vodé, C) po osetieni
methanolem a inkubaci ve vode

Obr. 61:Vzorek s 50 % fibroinu A) po vysuSeni, B) po inkubaci ve vode, C) po oSetreni
methanolem a inkubaci ve vodé
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Obr. 62:Vzorek s 67 % fibroinu A) po vysuseni, B) po inkubaci ve vodé, C) po osetieni
methanolem a inkubaci ve vode

7.1.6 Vliv Spatného rozpoustédla na povrchovou topografii

Za ucelem zmény v povrchové topografii, kterd je zplsobena fazovou separaci pisobenim
smési rozpoustédel, byly pfipraveny vybrané filmy z roztoktit PCL s fibroinem v HFIP s
pfimési Spatného rozpoustédla DMSO. Na obr. 63 jsou snimky ze SEM. Na ¢isté PCL nema
pfitomnost DMSO téméf zadny vliv, ale s vétSim pfidavkem BMF se zafind vyrazné
projevovat fazova separace jednotlivych polymera s vyraznym projevem u smeési s podilem
67 % fibroinu. V ptipad¢ ¢istétho BMF se opét pritomnost DMSO nijak neprojevuje. Fazova
separace fibroinu a polykaprolaktonu je studovdna zejména =z hlediska vlivu na
zpracovatelnost, pfedevsim v ptipad¢ techniky elektrostatického zvldknovani [182]. V ramci
experimentalni ¢innosti bylo testovano i zvlakiovani téchto smési, které jiz neni soucasti
této prace. Vysledky vSak potvrzuji, ze pfitomnost minoritniho podilu fibroinu ve smési
zlepSuje zvlaknitelnost PCL, kterd je dale vyrazn€¢ podpofena Spatnym rozpoustédlem

DMSO ve smési. Néhled preliminarnich vysledkt je na obr. 64.
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Obr. 63:SEM snimky struktur se Spatnym rozpoustédlem: 1) cisté PCL, 1I) 10% BMF,
1l) 67% BMF, 1V) cistée BMF

II1.

6,3 um

Obr. 64:Snimky spinovanych vidken I) Cistého PCL, II) PCL + 10% BMF a III) PCL +
10% BMF+DMSO; A) SEM snimky, B) AFM snimky

7.2 3D tisk smési PCL a BMF

Vybrané smési popsané v predchozi kapitolach byly nasledné€ zpracovany metodou 3D tisku
z roztoku. Kromé podilu fibroinu ve smési byly sledovany rtizné zptisoby suseni vytisku. Na
obr. 65 je nahled na makroskopickou strukturu vytisténych mfizek z roztoku PCL v HFIP
s obsahem 0 %, 10 % a 67 % fibroinu. Pfi tisku bylo patrné, ze nejsnadnéji tisknutelny je
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¢isty PCL. Po mirném pitidavku BMF bylo mozné pozorovat, Ze tisknutelnost smesi

z diivodu nartstu viskozity a postupné krystalizace fibroinu vlivem smykového naméhani se

24

v prebytku.
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Obr. 65:Makroskopicky nahled na vytisténé mrizky: I) Cisté PCL, II) 10% BMF, 1II) 67%
BMF

7.2.1 Vliv rychlosti suSeni na topografii

Na obr. 66 jsou zobrazeny povrchy miizek ze vSech analyzovanych smési, kdy tyto miizky
byly po vytisténi ponechany volné v digestofi s odtahem, tudiz doslo k velmi rychlému
odpareni rozpoustedla a krystalizaci. Pfitomnost 10 % fibroinu ve smési nema vyrazny vliv
na strukturu PCL sférolitl, 1ze pouze pozorovat neorganizované zvrasnéni na povrchu dano
pravdépodobné rychlosti odpatreni rozpoustédla. Zvlastni strukturu lamel sférolitl 1ze vSak
pozorovat v ptipadé obsahu fibroinu 67 %. Ackoliv v ptipad¢ filmt pfi této koncentraci
dochdzi k rozruseni sférolitické struktury PCL, zde zlistava z&asti zachovana. Ve srovnani
s vySe popsanymi filmy Ize konstatovat, ze v tomto piipad¢€ se pfitomnost ¢astic na struktufe
PCL zdanliveé vyrazné neprojevuje. Z profilometrickych méteni na obr. 67 vSak plyne, Ze

s nardstem obsahu fibroinu ve smési opét dochdzi ke zvyseni parametrii drsnosti.
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Obr. 66:SEM snimky mrizek, které byly suseny digestori: 1) Cisté PCL, 11)10% BMF, I1I)
67% BMF

Ra=(15240.2) nm Rz—(56+2) nm

PRSI FSURIOY W09

Ra=(30.1£0.9) nm Rz=(83£8) nm

— I

300 nm

Ra=(70+20) nm Rz=(180+50) nm

X [mm]

Obr. 67:Drsnost povrchu u miizek, které byly suseny digestori: I) Cisté PCL, II)10% BMF,
11l) 67% BMF

Na obr. 68 je prezentovan piipad, kdy po vytisténi byly vytisky umistény do exsikatoru, aby
odparovani rozpoustédla probihalo pomaleji. V ptipad¢ filmu s ptimési 10 % fibroinu bylo

na rozdil od pfedchoziho experimentu srychlym suSenim pozorovano formovani
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prstencovych sférolitl stejné jako v piipad¢ filmt, které byly rovnéz suSeny kontrolované
delsi dobu. Kromé tloustky polymerni vrstvy a velikosti plochy se tedy jako zasadni v roli
pii formovani prstencového sférolitu ukazala rychlost odpatrovani rozpoustédla a tim padem
rychlost krystalizace, kterd je samoziejmé spojena i se dvéma zminénymi parametry. Drsnost
povrchil (obr. 69) opét s narGstajici koncentraci fibroinu nartsta a je vyssi nez v pfipadé

kratké doby suSeni.

I11.

Obr. 68: SEM snimky mrizek, které byly suseny v exsikatoru: I) Cisté PCL, II)10% BMF,
11l) 67% BMF
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Obr. 69: Drsnost povrchu u miizek, které byly suseny v exsikdatoru: I) Cisté PCL, I1)10%
BMF, I1l) 67% BMF

7.2.2  Vliv vody a alkoholu na topografii

Déle bylo sledovano, jaky vliv na topografii bude mit pokryti vytisku vodou nebo alkoholem
s cilem generovat porézni strukturu na povrchu. V prvni fazi byla na miizky deponovéna
bezprostiedné po vytiSténi voda. Naznak porézni povrchoveé topografie 1ze pozorovat na obr.
70 IL. pro film s 10 % fibroinu. V piipadé vyssiho plnéni 67 % (obr. 70 III.) 1ze pozorovat
podobny jev jako v ptipad¢ filmt, tedy Ze pti vysychani mtizky dochazi k vysrazeni fibroinu
do vétsich ¢astic. Parametry drsnosti vykazovaly stale stejny trend, Ze s rostouci koncentraci

BMF se zvySuje drsnost povrchu.
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Obr. 70:SEM snimky miizek, které byly ihned po vytisténi zakapnuty vodou: I) Cisté PCL,
11)10% BMF, I1l) 67% BMF
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1000 nm
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Obr. 71:Drsnost povrchu u miizek, které byly ihned po vytisténi zakdpnuty vodou: I) Cisté
PCL, 11)10% BMF, III) 67% BMF
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V posledni ¢asti se zamefime na pouZziti ethanolu, pficemz zpisob suseni byl stejny, jako
v predchozim ptipad¢ s vodou. Na strukturu byl ihned po vytisténi deponovan ethanol
Vysledky poskytuji zajimavé informace o topografii jednotlivych vytiskli. Odpatujici se
HFIP z vytiskl je pro oba polymery dobrym rozpoustédlem, kdezto ethanol je pro oba
polymery rozpoustédlem Spatnym [183; 184]. Pii postupném odpatfovéani rozpoustédel tak
dochazi k formovani tvaru povrchu. Po depozici ethanolu na cerstvy vytisk z PCL doslo na
tomto povrchu k tvorbé nehomogenni porézni topografie. Vyraznéjsi efekt byl pozorovan
v pripad¢ vzorku s plnénim 10 % fibroinem (obr. 72 II.). Zde vlivem pusobeni ethanolu
vznikla na povrchu homogenni jamkova struktura V tomto kroku vlivem piisobeni ethanolu
dochazi zéaroven ke stabilizaci pfitomného fibroinu. Specifickou texturu lze pozorovat 1
v ptipadé vyssiho podilu fibroinu ve smési 67 %, kdy tato definovana struktura opét kopiruje
tvar sféroliti PCL, ackoliv se zdalo, ze pfi tomto slozeni jiz k jejich tvorbé nedochdzi.
Parametry drsnosti (obr. 73) jsou nyni nejvyssi pro jamkovy povrch vzorku s plnénim 10 %

fibroinu, pficemZ maximalni pfevysSeni dosahuje pfiblizn€ 5 pm.

I1I.

e

o ‘s
I .;v
ST 40 pm |

Obr. 72:SEM snimky miizek, které byly ihned po vytisténi zakdpnuty ethanolem: I) Cisté
PCL, 11)10% BMF, I1l) 67% BMF
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Obr. 73: Drsnost povrchu u mrizek, které byly ihned po vytisténi zakapnuty ethanolem: 1)
Cisté PCL, 11)10% podil BMF, I11I) 67% podil BMF
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ZAVER
V ramci diplomové prace byly studovany moznosti zpracovani polykaprolaktonu a

hedvéabného proteinu. Cilem prace bylo prostudovat vliv koncentrace fibroinu ve smési na

strukturu sféroliti polykaprolaktonu, na zpracovatelnost a topografii ptipravenych struktur.

Vramci experimentalni prace bylo zjiSténo, ze fibroin rozpuStény v organickém
rozpoustédle spolu s polykaprolaktonem tvofi ¢astice, které maji vyrazny vliv na naslednou
krystalizaci polykaprolaktonu pii susSeni tenkych polymernich vrstev. Pfi nizSich
koncentracich fibroinu ve smési se polykaprolakton organizuje do formy prstencovych
sféroliti. Rostouci koncentrace hedvabného proteinu postupné narusuje organizované
usporadani lamel sférolitl souvisejici se separaci téchto dvou materiall, coz vede ke vzniku
nehomogenné drsného povrchu. Pfi vét§Sinovém podilu hedvabného proteinu bylo dosazeno
povrchové topografie porézniho charakteru. Fdzova separace téchto dvou polymert byla
podpoiena pridanim Spatného rozpoustédla pro oba polymery do roztoku, ptfi¢emz byl
nastinén pozitivni vliv tohoto jevu na elektrostatické zvldknovani smesi. Pomoci WAXS

analyzy byly zachyceny jednotlivé krystalické formy obou materiala.

Z divodu planovanych biologickych experimenti byla dale studovdna transformace
sekundarni struktury fibroinu za ticelem pievedeni materialu do formy nerozpustné ve vodé.
Navazujici bylo nasledné sledovani stability ptfipravenych struktur ve vod¢é na zékladé
povrchovych zmén. Bylo zjisténo, Ze povrchova struktura PCL-fibroinovych filml je po
transformaci sekundérni struktury fibroinu pfi jeho niZSich koncentracich stabilni ve vodé.
U filma s nestabilizovanym fibroinem dochazelo ptisobenim vody pravdépodobné k jeho
rozpusténi a vysrazeni ve forme vétSich Castic. Bylo dale pozorovano, ze oSetifeni povrchu

alkoholem mélo za nasledek tvorbu mikro-prohlubni na povrchu.

Vybrané smési ve formé roztoku byly zpracovany extruznim 3D tiskem. Zde bylo zjisténo,
ze nejen slozeni smési, ale taky zpusob suSeni hraje zcela kli€ovou roli na vyslednou
topografii vytiskli. Pomalej$i odpatrovani rozpoustédla ma za nésledek vznik prstencovych
sférolith 1 ve struktufe vytisku. Déle byl sledovan vliv piisobeni vody a alkoholu na
topografii vytisku pfi odpafovani rozpoustédla. Pfitomnost téchto rozpoustédel vedla
k tvorbé jamkové povrchové topografie. Dale lze konstatovat, ze piidavek hedvabného
proteinu ma ve vsSech piipadech za nésledek zvySeni drsnosti povrchu. V soucasné dobé
jsou studovany biokompatibilita a reologické vlastnosti smési v pevném stavu za tcelem

jejich tisku z taveniny.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 93

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]
[2]
[3]
[4]

[5]
[6]

[7]

[8]
[9]
[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

LOPEZ, Irving. Facture Mechanics Fundamentals And Applications. 3rd. 2001.
ISBN 978-1-107-09676-9.

ANDERSON, Ted. Fracture Mechanics: Fundamentals and Applications. 4th. CRC
Press, 2017. ISBN 9781498728133.

SPERLING, Laslie Howard. Introduction to physical polymer science. 4th. New
Jersey: John Wiley, 2006. ISBN 13 978-0-471-70606-9.

FELDMAN, Dorel. Polymer History. online. Designed Monomers and Polymers.
2012, ro¢. 11, ¢ 1, s. 1-15. ISSN 1568-5551. Dostupné z:
https://doi.org/10.1163/156855508X292383. [cit. 2023-09-30].

HORROCKS, A. a ANAND, R. Handbook of Tecnical Textilies. 2nd. Woodhead,
2000. ISBN 978-1-85573-385-5.

HOFFMAN, Allan S. a LEMONS, Jack E. Biomaterials Science An Introduction to
Materials in Medicine. 3rd. Boston: Elsevier/Academic Press, 2013. ISBN 978-0-12-
374626-9.

TEMENOFF, Johnna S. a MIKOS, Antonios G. Biomaterials: The Intersection of
Biology and Materials Science. 1st. New York: Pearson, 2008. ISBN 978-
0130097101.

HENCH, Larry L. a JONES, Jelian R. Biomaterials, artificial and tissue engineering.
Ist. Cambridge: Woodhead, 2005. ISBN 9780849325779.

OHRING, M. Journal of the Brazilian Society of Mechanical Sciences and
Engineering. 1st. New York: Academia Press, 1995.

ROBINSON, Jeremy a PADMARUJU, Anoop. Polymer in Medicine CE 435
Introduction to Polymer Department of Chemical Engineering.

BARONE, D. T.-J.; RAQUEZ, J.-M. a DUBOIS, Ph. Bone-guided regeneration:
from inert biomaterials to bioactive polymer (nano)composites. online. Polymers for
Advanced Technologies. 2011, roC. 22, €. 5, s. 463-475. ISSN 1042-7147. Dostupné
z: https://doi.org/10.1002/pat.1845. [cit. 2024-05-06].

RATNER, B. Biomaterials science: an instroduction to materials in medicine. 1st.
San Diego: Academci Press. ISBN 01-258-2460-2.

DEB, Payel; DEOGHARE, Ashish B.; BORAH, Animesh; BARUA, Emon a DAS
LALA, Sumit. Scaffold Development Using Biomaterials: A Review. online.
Materials Today: Proceedings. 2018, ro€. 5, €. 5, s. 12909-12919. ISSN 22147853.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.matpr.2018.02.276. [cit. 2023-10-01].

VAN BLITTERSWIIK, Clemens; THOMSEN, Peter; HUBBELL, Jeffrey a
CANCEDDA, Ranieri. Tissue Engineering (Academic Press Series in Biomedical
Engineering). 1st. London, 2008. ISBN 978-0123708694.

MILNE, Ian; RITCHIE, R.O. a KARIHALOO, B.L. Comprehensive Structural
Integrity. 1st. Boston: Elsevier, 2003. ISBN 9780080490731.

SHUKLA, Sudheesh K.; MISHRA, Ajay K.; AROTIBA, Omotayo A. a MAMBA,
Bhekie B. Chitosan-based nanomaterials: A state-of-the-art review. online.
International Journal of Biological Macromolecules. 2013, ro€. 59, s. 46-58. ISSN
01418130. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2013.04.043. [cit. 2023-
10-07].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 94

[17]
[18]
[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

JENNINGS, J. a BUMGARDER, J. Chitosan Based Biomaterials. 2nd. Boston:
Elsevier, 2016. ISBN 9780081002285.

NARAYAN, R. Nanostructured Materials for Biomedical Applications. 1st. Elsevier,
2017. ISBN 9780081007167.

MA, P.X. Biomaterials and Regenerative Medicine. 1st. Cambridge University Press,
2014. ISBN 978-1107012097.

GOA, Karen L. a BENFIELD, Paul. Hyaluronic Acid. online. Drugs. 1994, roc. 47,
C. 3, s. 536-566. ISSN 0012-6667. Dostupné z: https://doi.org/10.2165/00003495-
199447030-00009. [cit. 2023-10-07].

SALWOWSKA, Natalia M; BEBENEK, Katarzyna A; ZaD!O, Dominika A a
WCISIO-DZIADECKA, Dominika L. Physiochemical properties and application of
hyaluronic acid: a systematic review. online. Journal of Cosmetic Dermatology.
2016, ro¢. 15, ¢ 4, s. 520-526. ISSN 1473-2130. Dostupne z:
https://doi.org/10.1111/jocd.12237. [cit. 2023-10-07].

RINAUDO, Marguerite. Main properties and current applications of some
polysaccharides as biomaterials. online. Polymer International. 2008, ro€. 57, €. 3, s.
397-430. ISSN 0959-8103. Dostupné z: https://doi.org/10.1002/pi.2378. [cit. 2023-
10-07].

THOMAS, S.; BALAKRISHNAN, P. a SREEKALA, M.S. Fundamental
Biomaterials:  Polymers. 1st. United Kingdom: Elsevier, 2018. ISBN
9780081021941.

AMBROSIO, Luihi. Biomedical Composites. 2nd. Duxford: Elsevier, 2017. ISBN
9780081007525.

WANG, X.; LI, X.; BANK, R.A. a AGRAWAL, CM. Effects of Collagen
Unwinding and Cleavage on the Mechanical Integrity of the Collagen Network in
Bone. online. Calcified Tissue International. 2002, ro€. 71, ¢. 2, s. 186-192. ISSN
0171-967X. Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s00223-001-1082-2. [cit. 2023-10-
07].

FAKIROV, S. a BHATTACHARYYA, D. Handbook of engineering biopolymers:
homopolymers, blends, and composites. 1st. 2007. ISBN 978-1-56990-405-3.

BHATTACHARIEE, Promita; KUNDU, Banani; NASKAR, Deboki; KIM, Hae-
Won; MAITI, Tapas K. et al. Silk scaffolds in bone tissue engineering: An overview.
online. Acta Biomaterialia. 2017, ro¢. 63, s. 1-17. ISSN 17427061. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2017.09.027. [cit. 2023-10-07].

SANGAMESH, G.; LAURENCIN, Cato a DENG, Meng. Natural and Synthetic
Biomedical Polymers. 1st. Burlington: Elsevier, 2014. ISBN 9780123972903.

PALADINI, Federica a POLLINI, Mauro. Novel Approaches and Biomaterials for
Bone Tissue Engineering: A Focus on Silk Fibroin. online. Materials. 2022, ro€. 15,
¢. 19. ISSN 1996-1944. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/mal15196952. [cit. 2023-
10-07].

KOH, Leng-Duei; CHENG, Yuan; TENG, Choon-Peng; KHIN, Yin-Win; LOH,
Xian-Jun et al. Structures, mechanical properties and applications of silk fibroin
materials. online. Progress in Polymer Science. 2015, ro€. 46, s. 86-110. ISSN
00796700. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.progpolymsci.2015.02.001. [cit.
2023-11-02].

DANIELS, C.D. Polymes structure and properties. 1st. USA, 1989. ISBN 87762-
552-2.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 95

[32]
[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

SEYMOUR, R.B. Polymers fot engineering applications. 1st. London: Asm Intl,
2015. ISBN 978-0871702470.

CALLISTER, W.D. a RETHWISCH, D.G. Materials Science and Engineering, an
Introduction. 3rd. USA: Willey, 1994. ISBN 978-1-118-32457-8.

HAIJIALIL, Faezeh; TAJBAKHSH, Saeid a SHOJAEI, Akbar. Fabrication and
Properties of Polycaprolactone Composites Containing Calcium Phosphate-Based
Ceramics and Bioactive Glasses in Bone Tissue Engineering: A Review. online.
Polymer Reviews. 2017, ro€. 58, ¢. 1, s. 164-207. ISSN 1558-3724. Dostupné z:
https://doi.org/10.1080/15583724.2017.1332640. [cit. 2023-10-15].

OERTEL, G. Polyurethane handbook. 1st. Munich: Hanser, 1994. ISBN 1-56990-
157-0.

GUARINO, V.; GENTILE, G.; SORRENTINO, L. a AMBROSIO, L.
Polycaprolactone. online. Synthesis, properties, and applications. Encyclopedia of

Polymer Science and Technology [ 2017. Dostupné Z:
https://doi.org/10.1002/0471440264.pst658. [cit. 2023-10-15].

LABET, Marianne a THIELEMANS, Wim. Synthesis of polycaprolactone: a review.
online. Chemical Society Reviews. 2009, ro¢. 38, ¢. 12. ISSN 0306-0012. Dostupné
z: https://doi.org/10.1039/b820162p. [cit. 2023-10-15].

AZIMI, Baharch; NOURPANAH, Parviz; RABIEE, Mohammad a ARBAB,
Shahram. Poly (€-caprolactone) Fiber: An Overview. online. Journal of Engineered
Fibers and Fabrics. 2014, ro¢. 9, ¢. 3. ISSN 1558-9250. Dostupné z:
https://doi.org/10.1177/155892501400900309. [cit. 2023-10-15].

HAKKARAINEN, Minna a THIELEMANS, Wim. Aliphatic Polyesters: Abiotic and
Biotic Degradation and Degradation Products. online. Degradable Aliphatic
Polyesters. Advances in Polymer Science. 2002, ro¢. 38, €. 12, s. 113-138. ISBN 978-
3-540-42249-5. ISSN 0306-0012. Dostupné z: https://doi.org/10.1007/3-540-45734-
8 4. [cit. 2023-10-17].

DOBRZYNSKI, Piotr. Mechanism of e-caprolactone polymerization and e-
caprolactone/trimethylene carbonate copolymerization carried out with Zr(Acac)4.
online. Polymer. 2007, ro€. 48, ¢. 8, s. 2263-2279. ISSN 00323861. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.polymer.2007.02.005. [cit. 2023-10-15].

DUBOIS, P.; COULEMBIER, O. a RAQUEZ, J. Handbook of Ring-Opening
Polymerization. 1st. 2009. ISBN 978-3-527-31953-4.

PENCZEK, Stanislaw a SLOMKOWSKI, Stanislaw. Progress in Anionic Ring-
Opening Polymerization. online. Recent Advances in Anionic Polymerization. 1987,
s. 275-295. ISBN 978-94-010-7924-2. Dostupné z: https://doi.org/10.1007/978-94-
009-3175-6_19. [cit. 2023-10-21].

SAZANOV, Yu N. Polymerisation of Lactones. online. Russian Chemical Reviews.
1968, ro¢. 37, ¢. 6, s. 463-469. ISSN 0036-021X. Dostupné z:
https://doi.org/10.1070/RC1968v037n06ABEHO001653. [cit. 2023-10-21].

RYNER, M. a ALBERTSSON, A. Degradable Aliphatic Polyesters. 1st. Berlin:
Heidelberg, 2002. ISBN 978-3-540-42249-5.

ICART, Luis; FERNANDES, Edson; AGUERO, Lissette; CUESTA, Maelia;
SILVA, Dionisio et al. End Functionalization by Ring Opening Polymerization:
Influence of Reaction Conditions on the Synthesis of End Functionalized Poly(lactic
Acid). online. Journal of the Brazilian Chemical Society. 2017. ISSN 01035053.
Dostupné z: https://doi.org/10.21577/0103-5053.20170118. [cit. 2023-10-21].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 96

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

MECERREYES, David; JEROME, Robert a DUBOIS, Philippe. Novel
Macromolecular Architectures Based on Aliphatic Polyesters: Relevance of the
“Coordination-Insertion” Ring-Opening Polymerization. online. Macromolecular
Architectures. Advances in Polymer Science. 1999, s. 1-59. ISBN 978-3-540-65576-
3. Dostupné z: https://doi.org/10.1007/3-540-49196-1 1. [cit. 2023-10-21].

LING, Jun; SHEN, Jingguo a HOGEN-ESCH, Thieo E. A density functional theory
study of the mechanisms of scandium-alkoxide initiated coordination—insertion ring-
opening polymerization of cyclic esters. online. Polymer. 2009, ro¢. 50, €. 15, s. 3575-
3581. ISSN 00323861. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.polymer.2009.06.006.
[cit. 2023-10-21].

PLATEL, Rachel;, HODGSON, Linda a WILLIAMS, Charlotte. Biocompatible
Initiators for Lactide Polymerization. online. Polymer Reviews. 2008, ro€. 48, €. 1, s.
11-63. ISSN 1558-3724. Dostupné z: https://doi.org/10.1080/15583720701834166.
[cit. 2023-10-22].

BROWNING, E. Toxicity of industrial metals. 1st. Butterworths, 1969. ISBN 978-
0407415508.

WANG, Yi a KUNIOKA, Masao. Ring-Opening Polymerization of Cyclic
Monomers with Aluminum Triflate. online. Macromolecular Symposia. 2005, roc.
224, C. 1, S. 193-206. ISSN 1022-1360. Dostupné z
https://doi.org/10.1002/masy.200550617. [cit. 2023-10-24].

NOMURA, Nobuyoshi; TAIRA, Atsuko; TOMIOKA, Takashi a OKADA,
Masahiko. A Catalytic Approach for Cationic Living Polymerization: Sc(OTf) 3 -
Catalyzed Ring-Opening Polymerization of Lactones. online. Macromolecules. 2000,
roc. 33, ¢ 5, s. 1497-1499. ISSN  0024-9297. Dostupné z:
https://doi.org/10.1021/ma991580r. [cit. 2023-10-24].

CHAN, Chi-Ming a LI, Lin. Direct Observation of the Growth of Lamellae and
Spherulites by AFM. online. Intrinsic Molecular Mobility and Toughness of Polymers
1. Advances in Polymer Science. 2005, s. 1-41. ISBN 978-3-540-26162-9. Dostupné
z: https://doi.org/10.1007/b136971. [cit. 2023-10-27].

KELLER, A. A note on single crystals in polymers: Evidence for a folded chain
configuration. online. Philosophical Magazine. 1957, ro¢. 2, €. 21, s. 1171-1175.
ISSN 0031-8086. Dostupné z: https://doi.org/10.1080/14786435708242746. [cit.
2023-10-27].

LI, Yiguo; WANG, Zongbao a HE, Tianbai. Morphological Control of Polymer
Spherulites via Manipulating Radial Lamellar Organization upon Evaporative
Crystallization: A Mini Review. online. Crystals. 2017, ro¢. 7, €. 4. ISSN 2073-4352.
Dostupné z: https://doi.org/10.3390/cryst7040115. [cit. 2023-10-27].
RAMANATHAN, Muruganathan a DARLING, Seth B. Mesoscale morphologies in
polymer thin films. online. Progress in Polymer Science. 2011, ro€. 36, €. 6, s. 793-
812. ISSN 00796700. Dostupné Z:
https://doi.org/10.1016/j.progpolymsci.2010.12.006. [cit. 2023-10-27].

BASSETT, D.C. Principles of Polymer Morphology. St. UK: Cambridge University
Press, 1981. ISBN 978-0521298865.

LI, Yiguo; HUANG, Haiying; WANG, Zongbao a HE, Tianbai. Tuning Radial
Lamellar Packing and Orientation into Diverse Ring-Banded Spherulites: Effects of
Structural Feature and Crystallization Condition. online. Macromolecules. 2014, roc.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 97

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]
[67]

[68]

47, C. 5, . 1783-1792. ISSN 0024-9297. Dostupné z:
https://doi.org/10.1021/ma402579d. [cit. 2023-10-27].

KOZIOL, Paulina; KOSOWSKA, Karolina, LIBERDA, Danuta; BORONDICS,
Ferenc a WROBEL, Tomasz P. Super-Resolved 3D Mapping of Molecular
Orientation Using Vibrational Techniques. online. Journal of the American Chemical
Society. 2022, ro¢. 144, ¢. 31, s. 14278-14287. ISSN 0002-7863. Dostupné z:
https://doi.org/10.1021/jacs.2c05306. [cit. 2023-10-28].

NGUYEN-TRI, Phuong; GHASSEMI, Payman; CARRIERE, Pascal; NANDA,
Sonil; ASSADI, Aymen Amine et al. Recent Applications of Advanced Atomic Force
Microscopy in Polymer Science: A Review. online. Polymers. 2020, ro¢. 12, €. 5.
ISSN 2073-4360. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/polym12051142. [cit. 2023-
10-28].

KOSSACK, Wilhelm a KREMER, Friedrich. Banded spherulites and twisting
lamellae in poly—e—caprolactone. online. Colloid and Polymer Science. 2019, roc.
297, ¢.5,s. 771-779. ISSN 0303-402X. Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s00396-
019-04503-8. [cit. 2023-10-27].

CRIST, Buckley a SCHULTZ, Jerold M. Polymer spherulites: A critical review.
online. Progress in Polymer Science. 2016, ro¢. 56, s. 1-63. ISSN 00796700.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.progpolymsci.2015.11.006. [cit. 2023-10-27].

LL Yiguo; HUANG, Haiying; HE, Tianbai a WANG, Zongbao. Rhythmic Growth
Combined with Lamellar Twisting Induces Poly(ethylene adipate) Nested Ring-
Banded Structures. online. ACS Macro Letters. 2012, roC. 1, €. 1, s. 154-158. ISSN
2161-1653. Dostupné z: https://doi.org/10.1021/mz2000785. [cit. 2023-10-27].

LI Yiguo; WANG, Zongbao; GU, Qun a WU, Xuedong. Enhance understanding of
thythmic crystallization in confined evaporating polymer solution films: from
environment to solution film and then to one period. online. RSC Advances. 2016,
roc. 6, ¢ 51, s. 45241-45249. ISSN  2046-2069. Dostupné z:
https://doi.org/10.1039/C6RA02803A. [cit. 2023-10-27].

WANG, Zongbao; ALFONSO, Giovanni C.; HU, Zhijun; ZHANG, Jidong a HE,
Tianbai. Rhythmic Growth-Induced Ring-Banded Spherulites with Radial Periodic
Variation of Thicknesses Grown from Poly(g-caprolactone) Solution with Constant
Concentration. online. Macromolecules. 2008, ro¢. 41, ¢. 20, s. 7584-7595. ISSN
0024-9297. Dostupné z: https://doi.org/10.1021/ma8005697. [cit. 2024-04-26].

LI, Wei; YAN, Rongjiang a JIANG, Bingzheng. The ring-banded spherulite structure
of poly(e-caprolactone) in its miscible mixtures with poly(styrene-co-acrylonitrile).
online. Polymer. 1992, ro¢. 33, €. 4, s. 889-892. ISSN 00323861. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/0032-3861(92)90358-4. [cit. 2024-05-09].

HECHT, E. Optics. 4th. Addison-Wesley, 2001. ISBN 978-0805385663.

CIRILLO, Valentina; GUARINO, Vincenzo a AMBROSIO, Luigi. Design of
Bioactive Electrospun Scaffolds for Bone Tissue Engineering. online. 2012, roc. 10,
¢. 3, S. 223-228. ISSN 2280-8000. Dostupné z
https://doi.org/10.5301/JABFM.2012.10343. [cit. 2023-10-28].

WOODRUFF, Maria Ann a HUTMACHER, Dietmar Werner. The return of a
forgotten polymer—Polycaprolactone in the 21st century. online. Progress in
Polymer Science. 2010, roc. 35, €. 10, s. 1217-1256. ISSN 00796700. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.progpolymsci.2010.04.002. [cit. 2023-10-28].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 98

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

LI, L. a LABARBERA, D.V. 3D High-Content Screening of Organoids for Drug
Discovery. online. Comprehensive Medicinal Chemistry III. 2017, s. 388-415. ISBN
9780128032015. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/B978-0-12-409547-2.12329-7.
[cit. 2023-10-28].

SALGADO, Christiane L.; SANCHEZ, Elisabete M. S.; ZAVAGLIA, Cecilia A. C.
a GRANIJA, Pedro L. Biocompatibility and biodegradation of polycaprolactone-
sebacic acid blended gels. online. Journal of Biomedical Materials Research Part A.
2012, ro¢. 100, ¢ 1, s. 243-251. ISSN 1549-3296. Dostupné z:
https://doi.org/10.1002/jbm.a.33272. [cit. 2024-05-08].

LOWERY, Joseph L.; DATTA, Néha a RUTLEDGE, Gregory C. Effect of fiber
diameter, pore size and seeding method on growth of human dermal fibroblasts in
electrospun poly(e-caprolactone) fibrous mats. online. Biomaterials. 2010, ro¢. 31, .
3, S. 491-504. ISSN 01429612. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2009.09.072. [cit. 2023-10-28].

MOERS-CARPI, Marion Michaela a SHERWOQOD, Sally. Polycaprolactone for the
Correction of Nasolabial Folds: A 24-Month, Prospective, Randomized, Controlled
Clinical Trial. online. Dermatologic Surgery. 2013, ro€. 39, €. 3, s. 457-463. ISSN
1076-0512. Dostupné z: https://doi.org/10.1111/dsu.12054. [cit. 2023-10-28].

KIM, Jongseo Antonio a VAN ABEL, Daan. Neocollagenesis in human tissue
injected with a polycaprolactone-based dermal filler. online. Journal of Cosmetic and
Laser Therapy. 2015, ro¢. 17, €. 2, s. 99-101. ISSN 1476-4172. Dostupné z:
https://doi.org/10.3109/14764172.2014.968586. [cit. 2023-10-28].

HIRAISHI, Noriko; YAU, Joyce Y.Y.; LOUSHINE, Robert J.; ARMSTRONG,
Steven R.; WELLER, R. Norman et al. Susceptibility of a Polycaprolactone-based
Root Canal-filling Material to Degradation. III. Turbidimetric Evaluation of
Enzymatic Hydrolysis. online. Journal of Endodontics. 2007, ro€. 33, €. 8, s. 952-
956. ISSN 00992399. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.joen.2007.05.004. [cit.
2023-10-28].

RICKS, ChristianB; SHIN, SamuelS; BECKER, Christopher a GRANDHI, Ramesh.
Extracellular matrices, artificial neural scaffolds and the promise of neural

regeneration. online. Neural Regeneration Research. 2014, ro€. 9, ¢. 17. ISSN 1673-
5374. Dostupné z: https://doi.org/10.4103/1673-5374.141778. [cit. 2023-10-28].

CHEN, Fa-Ming a LIU, Xiaohua. Advancing biomaterials of human origin for tissue
engineering. online. Progress in Polymer Science. 2016, ro€. 53, s. 86-168. ISSN
00796700. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.progpolymsci.2015.02.004. [cit.
2023-10-28].

REN, Xiaoyan; TU, Victor; BISCHOFF, David; WEISGERBER, Daniel W,
LEWIS, Michael S. et al. Nanoparticulate mineralized collagen scaffolds induce
in vivo bone regeneration independent of progenitor cell loading or exogenous
growth factor stimulation. online. Biomaterials. 2016, ro¢. 89, s. 67-78. ISSN
01429612. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2016.02.020. [cit.
2023-10-28].

ABDAL-HAY, Abdalla; SHEIKH, Faheem A.; GOMEZ-CEREZO, N.; ALNEAIRI,
Abdulrahman; LUQMAN, Monis et al. A review of protein adsorption and bioactivity
characteristics of poly e-caprolactone scaffolds in regenerative medicine. online.
European Polymer Journal. 2022, ro¢. 162. ISSN 00143057. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.eurpolym;.2021.110892. [cit. 2023-10-28].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 99

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

VEPARI, Charu a KAPLAN, David L. Silk as a biomaterial. online. Progress in
Polymer Science. 2007, roc. 32, ¢. 8-9, s. 991-1007. ISSN 00796700. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.progpolymsci.2007.05.013. [cit. 2023-11-02].

KUNDU, Banani; RAJKHOWA, Rangam; KUNDU, Subhas C. a WANG, Xungai.
Silk fibroin biomaterials for tissue regenerations. online. Advanced Drug Delivery
Reviews. 2013, ro¢. 65, ¢. 4, s. 457-470. ISSN 0169409X. Dostupne z:
https://doi.org/10.1016/j.addr.2012.09.043. [cit. 2023-11-02].

NASKAR, D.; BARUA, R.R.; GHOSH, A.K. a KUNDU, S.C. Introduction to silk
biomaterials. online. Silk Biomaterials for Tissue Engineering and Regenerative
Medicine. 2014, s. 3-40. ISBN  9780857096999.  Dostupné¢  z:
https://doi.org/10.1533/9780857097064.1.3. [cit. 2023-11-02].

VOLLRATH, Fritz a KNIGHT, David P. Liquid crystalline spinning of spider silk.
online. Nature. 2001, ro¢. 410, €. 6828, s. 541-548. ISSN 0028-0836. Dostupné z:
https://doi.org/10.1038/35069000. [cit. 2023-11-02].

RAJITHA, K. a SOWMYA, P. Biochemical and Cellular Archives Dermestid beetle
[Dermestes ater (De Geer)] : A pest in silkworm (Bombyx mori L.) seed production.
2021.

ANDERSSON, Marlene; JOHANSSON, Jan a RISING, Anna. Silk Spinning in
Silkworms and Spiders. online. International Journal of Molecular Sciences. 2016,
ro¢. 17, €. 8. ISSN 1422-0067. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/1ijms17081290.
[cit. 2023-11-02].

ZHOU, Cong-Zhao; CONFALONIERI, Fabrice; JACQUET, Michel; PERASSO,
Roland; LI, Zhen-Gang et al. Silk fibroin: Structural implications of a remarkable
amino acid sequence. online. Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics.
2001, ro¢. 44, ¢ 2, s. 119-122. ISSN 0887-3585. Dostupné z:
https://doi.org/10.1002/prot.1078. [cit. 2023-11-04].

NIRMALA, Xavier; KODRIK, Dalibor; ZUROVEC, Michal a SEHNAL, Frantisek.
Insect silk contains both a Kunitz-type and a unique Kazal-type proteinase inhibitor.
online. European Journal of Biochemistry. 2001, ro€. 268, €. 7, s. 2064-2073. ISSN
0014-2956. Dostupné z: https://doi.org/10.1046/j.1432-1327.2001.02084.x. [cit.
2023-11-04].

SPRAGUE, Karen U. Bombyx mori silk proteins. Characterization of large
polypeptides. online. Biochemistry. 1975, ro€. 14, €. 5, s. 925-931. ISSN 0006-2960.
Dostupné z: https://doi.org/10.1021/b100676a008. [cit. 2023-11-04].

JOHNSTON, Erik R.; MIYAGI, Yu; CHUAH, Jo-Ann; NUMATA, Keiji a
SERBAN, Monica A. Interplay between Silk Fibroin’s Structure and Its Adhesive
Properties. online. 2018, roc€. 4, €. 8, s. 2815-2824. ISSN 2373-9878. Dostupné z:
https://doi.org/10.1021/acsbiomaterials.8b00544. [cit. 2023-11-04].

ASAKURA, Tetsuo; OKUSHITA, Keiko a WILLIAMSON, Mike P. Analysis of the
Structure of Bombyx mori Silk Fibroin by NMR. online. Macromolecules. 2015, roc€.
48, ¢. 8, S. 2345-2357. ISSN 0024-9297. Dostupné Z:
https://doi.org/10.1021/acs.macromol.5b00160. [cit. 2023-11-04].

RIZZO, Giorgio; LO PRESTI, Marco; GIANNINI, Cinzia; SIBILLANO, Teresa;
MILELLA, Antonella et al. Bombyx mori Silk Fibroin Regeneration in Solution of
Lanthanide Ions: A Systematic Investigation. online. Frontiers in Bioengineering and
Biotechnology. 2021, ro¢. 9. ISSN  2296-4185. Dostupné¢  z:
https://doi.org/10.3389/fbioe.2021.653033. [cit. 2023-11-04].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 100

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

TANAKA, Kazunori; KAJTYAMA, Naoki; ISHIKURA, Kiyohide; WAGA, Shou;
KIKUCHI, Aiko et al. Determination of the site of disulfide linkage between heavy
and light chains of silk fibroin produced by Bombyx mori. online. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Protein Structure and Molecular Enzymology. 1999, roc.
1432, ¢. 1, s. 92-103. ISSN 01674838. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/S0167-
4838(99)00088-6. [cit. 2023-11-04].

INOUE, Satoshi; TANAKA, Kazunori; ARISAKA, Fumio; KIMURA, Sumiko;
OHTOMO, Kohei et al. Silk Fibroin of Bombyx mori Is Secreted, Assembling a High
Molecular Mass Elementary Unit Consisting of H-chain, L-chain, and P25, with a 6:
6. online. Journal of Biological Chemistry. 2000, roc. 275, ¢. 51, s. 40517-40528.
ISSN 00219258. Dostupné z: https://doi.org/10.1074/jbc.M006897200. [cit. 2023-
11-04].

TANAKA, Kazunori; INOUE, Satoshi a MIZUNO, Shigeki. Hydrophobic
interaction of P25, containing Asn-linked oligosaccharide chains, with the H-L
complex of silk fibroin produced by Bombyx mori. online. /nsect Biochemistry and
Molecular Biology. 1999, roc€. 29, €. 3, s. 269-276. ISSN 09651748. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/S0965-1748(98)00135-0. [cit. 2023-11-04].

VOLKOV, Vadim; FERREIRA, Ana V. a CAVACO-PAULO, Artur. On the
Routines of Wild-Type Silk Fibroin Processing Toward Silk-Inspired Materials: A
Review. online. Macromolecular Materials and Engineering. 2015, ro€. 300, ¢. 12,
S. 1199-1216. ISSN 14387492. Dostupné Z:
https://doi.org/10.1002/mame.201500179. [cit. 2023-11-04].

WOLTIJE, M. a BOBEL, M. Natural biodegradable medical polymers. online.
Science and Principles of Biodegradable and Bioresorbable Medical Polymers.
2017, s. 351-376. ISBN 9780081003725. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/B978-
0-08-100372-5.00012-X. [cit. 2023-11-04].

WILSON, Donna; VALLUZZI, Regina a KAPLAN, David. Conformational
Transitions in Model Silk Peptides. online. Biophysical Journal. 2000, ro¢. 78, €. 5,
s. 2690-2701. ISSN 00063495. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/S0006-
3495(00)76813-5. [cit. 2023-11-04].

MARSH, Richard E.; COREY, Robert B. a PAULING, Linus. An investigation of
the structure of silk fibroin. online. Biochimica et Biophysica Acta. 1955, ro€. 16, s.
1-34. ISSN 00063002. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/0006-3002(55)90178-5.
[cit. 2023-11-04].

KAPLAN, David L. Fibrous proteins—silk as a model system. online. Polymer
Degradation and Stability. 1998, roc. 59, €. 1-3, s. 25-32. ISSN 01413910. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/S0141-3910(97)00000-1. [cit. 2023-11-04].

TAKAHASHI, Yasuhiro, GEHOH, Mikio a YUZURIHA, Kimio. Structure
refinement and diffuse streak scattering of silk (Bombyx mori). online. International
Journal of Biological Macromolecules. 1999, roc. 24, ¢. 2-3, s. 127-138. ISSN
01418130. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/S0141-8130(98)00080-4. [cit. 2023-
11-04].

[100] RAJKHOWA, Rangam; HU, Xiao; TSUZUKI, Takuya; KAPLAN, David L. a

WANG, Xungai. Structure and Biodegradation Mechanism of Milled Bombyx mori
Silk Particles. online. Biomacromolecules. 2012, ro¢. 13, ¢. 8, s. 2503-2512. ISSN
1525-7797. Dostupné z: https://doi.org/10.1021/bm300736m. [cit. 2023-11-04].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 101

[101] BINI, Elisabetta; KNIGHT, David P a KAPLAN, David L. Mapping Domain
Structures in Silks from Insects and Spiders Related to Protein Assembly. online.
Journal of Molecular Biology. 2004, ro¢. 335, ¢. 1, s. 27-40. ISSN 00222836.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.jmb.2003.10.043. [cit. 2023-11-04].

[102] ZHOU, C.-Z. Fine organization of Bombyx mori fibroin heavy chain gene. online.
Nucleic Acids Research. ro€. 28, €. 12, s. 2413-2419. ISSN 13624962. Dostupné z:
https://doi.org/10.1093/nar/28.12.2413. [cit. 2023-11-02].

[103] SASHINA, E. S.; BOCHEK, A. M.; NOVOSELOV, N. P. a KIRICHENKO, D. A.
Structure and solubility of natural silk fibroin. online. Russian Journal of Applied
Chemistry. 2006, ro¢. 79, ¢. 6, s. 869-876. ISSN 1070-4272. Dostupné z:
https://doi.org/10.1134/S1070427206060012. [cit. 2023-11-04].

[104] POZA, P; PEREZ-RIGUEIRO, J; ELICES, M a LLORCA, J. Fractographic analysis
of silkworm and spider silk. online. Engineering Fracture Mechanics. 2002, ro¢. 69,
€. 9, s. 1035-1048. ISSN 00137944. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/S0013-
7944(01)00120-5. [cit. 2023-11-04].

[105] OMENETTO, Fiorenzo G. a KAPLAN, David L. New Opportunities for an Ancient
Material. online. Science. 2010, ro¢. 329, ¢. 5991, s. 528-531. ISSN 0036-8075.
Dostupné z: https://doi.org/10.1126/science.1188936. [cit. 2023-11-04].

[106] PUTTHANARAT, S.; STRIBECK, N.; FOSSEY, S.A.; EBY,R.K.a ADAMS, W.W.
Investigation of the nanofibrils of silk fibers. online. Polymer. 2000, ro€. 41, €. 21, s.
7735-7747. ISSN  00323861. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/S0032-
3861(00)00036-7. [cit. 2023-11-04].

[107] JIN, Hyoung-Joon; FRIDRIKH, Sergey V.; RUTLEDGE, Gregory C. a KAPLAN,
David L. Electrospinning Bombyx mori Silk with Poly(ethylene oxide). online.
Biomacromolecules. 2002, ro€. 3, €. 6, s. 1233-1239. ISSN 1525-7797. Dostupné z:
https://doi.org/10.1021/bm025581u. [cit. 2023-11-06].

[108] KAEWPIROM, Supranee a BOONSANG, Siridech. Influence of alcohol treatments
on properties of silk-fibroin-based films for highly optically transparent coating
applications. online. RSC Advances. 2020, ro€. 10, ¢. 27,s. 15913-15923. ISSN 2046-
2069. Dostupné z: https://doi.org/10.1039/DORA02634D. [cit. 2024-05-09].

[109] CHIAO, Yu-Hsuan a HUNG, Wei-Song. Separation performance of alcohol-induced
silk fibroin membranes with homogeneous and heterogeneous microstructures.
online. Separation and Purification Technology. 2022, ro¢. 293. ISSN 13835866.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.seppur.2022.121004. [cit. 2024-05-09].

[110] CHEN, Xin; SHAO, Zhengzhong; KNIGHT, David P. a VOLLRATH, Fritz.
Conformation transition kinetics of Bombyx mori silk protein. online. Proteins:
Structure, Function, and Bioinformatics. 2007, ro¢. 68, €. 1, s. 223-231. ISSN 0887-
3585. Dostupné z: https://doi.org/10.1002/prot.21414. [cit. 2023-11-06].

[111] BARTH, Andreas a ZSCHERP, Christian. What vibrations tell about proteins. online.
Quarterly Reviews of Biophysics. 2002, ro€. 35, €. 4, s. 369-430. ISSN 0033-5835.
Dostupné z: https://doi.org/10.1017/S0033583502003815. [cit. 2023-11-06].

[112] HU, Xiao; KAPLAN, David a CEBE, Peggy. Dynamic Protein—Water Relationships
during B-Sheet Formation. online. Macromolecules. 2008, ro€. 41, ¢. 11, s. 3939-
3948. ISSN 0024-9297. Dostupné z: https://doi.org/10.1021/ma071551d. [cit. 2023-
11-06].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 102

[113] LAITY, P.R.; GILKS, S.E. a HOLLAND, C. Rheological behaviour of native silk
feedstocks. online. Polymer. 2015, ro¢. 67, s. 28-39. ISSN 00323861. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.polymer.2015.04.049. [cit. 2023-11-06].

[114] JIN, H.-J.; PARK, J.; KARAGEORGIOU, V.; KIM, U.-J.; VALLUZZI, R. et al.
Water-Stable Silk Films with Reduced B-Sheet Content. online. Advanced Functional
Materials. 2005, ro¢. 15, ¢. 8, s. 1241-1247. ISSN 1616-301X. Dostupné z:
https://doi.org/10.1002/adfm.200400405. [cit. 2023-11-06].

[115] SHEN, Gaotian; HU, Xingyou; GUAN, Guoping; WANG, Lu a MATSUSAKI,
Michiya. Surface Modification and Characterisation of Silk Fibroin Fabric Produced
by the Layer-by-Layer Self-Assembly of Multilayer Alginate/Regenerated Silk
Fibroin. online. PLOS ONE. 2015, ro¢. 10, ¢. 4. ISSN 1932-6203. Dostupné z:
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0124811. [cit. 2023-11-06].

[116] JARAMILLO-QUICENO, Natalia; ALVAREZ-LOPEZ, Catalina a RESTREPO-
OSORIO, Adriana. Structural and thermal properties of silk fibroin films obtained
from cocoon and waste silk fibers as raw materials. online. Procedia Engineering.
2017, roC. 200, S. 384-388. ISSN 18777058. Dostupne  z:
https://doi.org/10.1016/j.proeng.2017.07.054. [cit. 2023-11-06].

[117] CHENG, Guotao; WANG, Xin; TAO, Sijie; XIA, Ju a XU, Shui. Differences in
regenerated silk fibroin prepared with different solvent systems: From structures to
conformational changes. online. Journal of Applied Polymer Science. 2015, ro¢. 132,
¢. 22. ISSN 0021-8995. Dostupné z: https://doi.org/10.1002/app.41959. [cit. 2023-
11-06].

[118] NAM, Jin a PARK, . : Effects of freezing temperature, alcohol addition, and
molecular weight. online. Journal of Applied Polymer Science. 2001, €. 12, s. 3008-
3021. ISSN 0021-8995. Dostupné z: https://doi.org/10.1002/app.1751. [cit. 2023-11-
06].

[119] CHO, Hee Jung; KI, Chang Seok; OH, Hanjin; LEE, Ki Hoon a UM, In Chul.
Molecular weight distribution and solution properties of silk fibroins with different
dissolution conditions. online. International Journal of Biological Macromolecules.
2012, ro¢. 51, ¢ 3, s. 336-341. ISSN 01418130. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2012.06.007. [cit. 2023-11-07].

[120] NAM, Jin a PARK, Young Hwan. Morphology of regenerated silk fibroin: Effects of
freezing temperature, alcohol addition, and molecular weight. online. Journal of
Applied Polymer Science. 2001, ro¢. 81, ¢. 12, s. 3008-3021. ISSN 0021-8995.
Dostupné z: https://doi.org/10.1002/app.1751. [cit. 2023-11-07].

[121] ALTMAN, Gregory H; DIAZ, Frank; JAKUBA, Caroline; CALABRO, Tara;
HORAN, Rebecca L et al. Silk-based biomaterials. online. Biomaterials. 2003, roc.
24, ¢. 3, s. 401-416. ISSN 01429612. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/S0142-
9612(02)00353-8. [cit. 2023-11-11].

[122] HOLLAND, Chris; NUMATA, Keiji; RNJAK-KOVACINA, Jelena a SEIB, F.
Philipp. The Biomedical Use of Silk: Past, Present, Future. online. Advanced
Healthcare Materials. 2019, ro€. 8, ¢. 1. ISSN 2192-2640. Dostupné z:
https://doi.org/10.1002/adhm.201800465. [cit. 2023-11-11].

[123] WANG, Yuancheng; WANG, Feng; XU, Sheng; WANG, Riyuan; CHEN, Wenjing
et al. Genetically engineered bi-functional silk material with improved cell
proliferation and anti-inflammatory activity for medical application. online. Acta



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 103

Biomaterialia. 2019, roc¢. 86, s. 148-157. ISSN 17427061. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2018.12.036. [cit. 2023-11-11].

[124] SUN, Weizhen; GREGORY, David Alexander; TOMEH, Mhd Anas a ZHAO,
Xiubo. Silk Fibroin as a Functional Biomaterial for Tissue Engineering. online.
International Journal of Molecular Sciences. 2021, ro¢. 22, ¢. 3. ISSN 1422-0067.
Dostupné z: https://doi.org/10.3390/ijms22031499. [cit. 2023-11-11].

[125] PEREIRA, Rui F. P.; SILVA, Maria M. a DE ZEA BERMUDEZ, Veroénica. Bombyx
mori Silk Fibers: An Outstanding Family of Materials. online. Macromolecular
Materials and Engineering. 2015, ro¢. 300, ¢. 12, s. 1171-1198. ISSN 14387492.
Dostupné z: https://doi.org/10.1002/mame.201400276. [cit. 2023-11-11].

[126] ARTHE, R.; ARIVUOLI, D. a RAVI, Venkatraman. Preparation and characterization
of bioactive silk fibroin/paramylon blend films for chronic wound healing. online.
International Journal of Biological Macromolecules. 2020, ro¢. 154, s. 1324-1331.
ISSN 01418130. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.11.010. [cit.
2023-11-11].

[127] AIGNER, Tamara Bernadette; DESIMONE, Elise a SCHEIBEL, Thomas.
Biomedical Applications of Recombinant Silk-Based Materials. online. Advanced
Materials. 2018, ro¢. 30, ¢ 19. ISSN  0935-9648. Dostupné z:
https://doi.org/10.1002/adma.201704636. [cit. 2023-11-11].

[128] WANG, Danyan; LIU, Haifeng a FAN, Yubo. Silk fibroin for vascular regeneration.
online. Microscopy Research and Technique. 2017, ro¢. 80, ¢. 3, s. 280-290. ISSN
1059-910X. Dostupné z: https://doi.org/10.1002/jemt.22532. [cit. 2023-11-11].

[129] FAN, SuNa; ZHANG, Yi; HUANG, XiangYu; GENG, LiHong; SHAO, HuiLi et al.
Silk materials for medical, electronic and optical applications. online. Science China
Technological Sciences. 2019, ro€. 62, €. 6, s. 903-918. ISSN 1674-7321. Dostupné
z: https://doi.org/10.1007/s11431-018-9403-8. [cit. 2023-11-11].

[130] FINK, J.K. Additives for High Performance Applications: Chemistry and
Applications. 1st. New Jersey: Wiley, 2016. ISBN 978-1-119-36389-7.

[131] MOTTAGHITALAB, Fatemeh; FAROKHI, Mehdi; SHOKRGOZAR, Mohammad
Ali; ATYABI, Fatemeh a HOSSEINKHANI, Hossein. Silk fibroin nanoparticle as a
novel drug delivery system. online. Journal of Controlled Release. 2015, roc. 206, s.
161-176. ISSN 01683659. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2015.03.020.
[cit. 2023-11-11].

[132] LI, Adrian B.; KLUGE, Jonathan A.; GUZIEWICZ, Nicholas A.; OMENETTO,
Fiorenzo G. a KAPLAN, David L. Silk-based stabilization of biomacromolecules.
online. Journal of Controlled Release. 2015, ro€. 219, s. 416-430. ISSN 01683659.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2015.09.037. [cit. 2023-11-09].

[133] WANG, Qiusheng; HAN, Guocong; YAN, Shuqin a ZHANG, Qiang. 3D Printing of
Silk Fibroin for Biomedical Applications. online. Materials. 2019, ro¢. 12, €. 3. ISSN
1996-1944. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/ma12030504. [cit. 2023-11-11].

[134] MU, Xuan; GONZALEZ-OBESO, Constancio; XIA, Zhiyu; SAHOO, Jugal Kishore;
LI, Gang et al. 3D Printing of Monolithic Proteinaceous Cantilevers Using
Regenerated Silk Fibroin. online. Molecules. 2022, ro€. 27, ¢. 7. ISSN 1420-3049.
Dostupné z: https://doi.org/10.3390/molecules27072148. [cit. 2023-11-11].

[135] CHAREST, Joseph L.; GARCIA, Andrés J. a KING, William P. Myoblast alignment
and differentiation on cell culture substrates with microscale topography and model



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 104

chemistries. online. Biomaterials. 2007, ro¢. 28, ¢. 13, s.2202-2210. ISSN 01429612.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2007.01.020. [cit. 2023-11-15].

[136] HU, Xiao; PARK, Sang-Hyug; GIL, Eun Seok; XIA, Xiao-Xia; WEISS, Anthony S.
et al. The influence of elasticity and surface roughness on myogenic and osteogenic-
differentiation of cells on silk-elastin biomaterials. online. Biomaterials. 2011, ro¢.
32, ¢. 34, S. 8979-8989. ISSN  01429612. Dostupné  z:
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2011.08.037. [cit. 2023-11-15].

[137] LU, Qiang; HU, Xiao; WANG, Xiaoqin; KLUGE, Jonathan A.; LU, Shenzhou et al.
Water-insoluble silk films with silk I structure. online. Acta Biomaterialia. 2010, roc.
6, ¢. 4, S. 1380-1387. ISSN 17427061. Dostupné zZ:
https://doi.org/10.1016/j.actbi0.2009.10.041. [cit. 2023-11-26].

[138] BORKNER, Christian B.; ELSNER, Martina B. a SCHEIBEL, Thomas. Coatings
and Films Made of Silk Proteins. online. 2014, ro¢. 6, ¢. 18, s. 15611-15625. ISSN
1944-8244. Dostupné z: https://doi.org/10.1021/am5008479. [cit. 2023-11-26].

[139] SERVOLI, Eva; MANIGLIO, Devid; MOTTA, Antonella; PREDAZZER, Rosanna
a MIGLIARESI, Claudio. Surface Properties of Silk Fibroin Films and Their
Interaction with Fibroblasts. online. Macromolecular Bioscience. 2005, ro€. 5, ¢. 12,
S. 1175-1183. ISSN 1616-5187. Dostupné Z:
https://doi.org/10.1002/mabi.200500137. [cit. 2023-11-26].

[140] HUEMMERICH, D.; SLOTTA, U. a SCHEIBEL, T. Processing and modification of
films made from recombinant spider silk proteins. online. Applied Physics A. 2006,
roc. 82, & 2, s.  219-222. ISSN  0947-8396. Dostupné¢  z:
https://doi.org/10.1007/s00339-005-3428-5. [cit. 2023-11-26].

[141] KWEON, Haeyong; HA, Hyun Chul; UM, In Chul a PARK, Young Hwan. Physical
properties of silk fibroin/chitosan blend films. online. Journal of Applied Polymer
Science. 2001, ro¢. 80, ¢. 7, s. 928-934. ISSN 0021-8995. Dostupné z:
https://doi.org/10.1002/app.1172. [cit. 2023-11-26].

[142] FREDDI, Giuliano, ROMANO, Maria; MASSAFRA, Maria Rosaria a TSUKADA,
Masuhiro. Silk fibroin/cellulose blend films: Preparation, structure, and physical
properties. online. Journal of Applied Polymer Science. 1995, roc. 56, €. 12, s. 1537-
1545. ISSN 0021-8995. Dostupné z: https://doi.org/10.1002/app.1995.070561203.
[cit. 2023-11-26].

[143] WANG, Ling Shuang; YAN, Shu Qin a LI, Ming Zhong. Silk Fibroin/Hyaluronic
Acid Blend Film with Good Water Stability and Cytocompatibility. online. Applied
Mechanics and Materials. 2013, ro¢. 377, s. 209-214. ISSN 1662-7482. Dostupné z:
https://doi.org/10.4028/www.scientific.net/ AMM.377.209. [cit. 2023-11-26].

[144] PARK, Hyun-Ji; YANG, Kisuk; KIM, Mun-Jung; JANG, Jiho; LEE, Mihyun et al.
Bio-inspired oligovitronectin-grafted surface for enhanced self-renewal and long-
term maintenance of human pluripotent stem cells under feeder-free conditions.
online. Biomaterials. 2015, ro¢. 50, s. 127-139. ISSN 01429612. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2015.01.015. [cit. 2023-11-26].

[145] GUPTA, Maneesh K.; KHOKHAR, Shama K.; PHILLIPS, David M.; SOWARDS,
Laura A.; DRUMMY, Lawrence F. et al. Patterned Silk Films Cast from Ionic Liquid
Solubilized Fibroin as Scaffolds for Cell Growth. online. Langmuir. 2007, ro€. 23, €.
3, s. 1315-1319. ISSN 0743-7463. Dostupné z: https://doi.org/10.1021/1a062047p.
[cit. 2023-11-26].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 105

[146] BAIL Lun; WU, Dongping; XU, Janmei; LIU, Huifeng; XIE, Min et al. On model of
angiogenesis and the mechanism in porous silk fibroin films. online. Journal of
Materials Science: Materials in Medicine. 2011, ro¢. 22, ¢. 4,s. 927-933. ISSN 0957-
4530. Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s10856-011-4258-y. [cit. 2023-11-28].

[147] ZHENGSHI, Zhang; ZHAOZHAO, Ding; JIWEI, Huang; JIANZHONG, Qin;
YIXIN, Shen et al. Green process to prepare water-insoluble silk scaffolds with silk
I structure. online. International Journal of Biological Macromolecules. 2018, roc.
117, . 144-151. ISSN 01418130. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.05.175. [cit. 2023-11-28].

[148] XUE, Longjian; ZHANG, Jilin a HAN, Yanchun. Phase separation induced ordered
patterns in thin polymer blend films. online. Progress in Polymer Science. 2012, roc.
37, ¢. 4, S. 564-594. ISSN 00796700. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.progpolymsci.2011.09.001. [cit. 2023-11-28].

[149] JIN, Hyoung-Joon; PARK, Jachyung; VALLUZZI, Regina; CEBE, Peggy a
KAPLAN, David L. Biomaterial Films of Bombyx M ori Silk Fibroin with
Poly(ethylene oxide). online. Biomacromolecules. 2004, roc. 5, €. 3,s. 711-717. ISSN
1525-7797. Dostupné z: https://doi.org/10.1021/bm0343287. [cit. 2023-11-28].

[150] GALEOTTI, Francesco; ANDICSOVA, Anita; YUNUS, Sami a BOTTA, Chiara.
Precise surface patterning of silk fibroin films by breath figures. online. Soft Matter.
2012, roC. 8, ¢. 17. ISSN 1744-683X. Dostupné z:
https://doi.org/10.1039/c2sm25089f. [cit. 2023-11-28].

[151] WRZECIONKO, Erik; MINARIK, Antonin; SMOLKA, Petr; MINARIK, Martin;
HUMPOLICEK, Petr et al. Variations of Polymer Porous Surface Structures via the
Time-Sequenced Dosing of Mixed Solvents. online. 2017, ro€. 9, €. 7, s. 6472-6481.
ISSN 1944-8244. Dostupné z: https://doi.org/10.1021/acsami.6b15774. [cit. 2023-
11-28].

[152] STRATHMANN, H. a KOCK, K. The formation mechanism of phase inversion
membranes. online. Desalination. 1977, ro¢. 21, ¢. 3, s. 241-255. ISSN 00119164.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/S0011-9164(00)88244-2. [cit. 2023-11-28].

[153] NAKAJI-HIRABAYASHI, Tadashi; KATO, Koichi; ARIMA, Yusuke a IWATA,
Hiroo. Oriented immobilization of epidermal growth factor onto culture substrates
for the selective expansion of neural stem cells. online. Biomaterials. 2007, roc. 28,
¢. 24, S. 3517-3529. ISSN 01429612. Dostupné Z
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2007.04.022. [cit. 2023-12-01].

[154] LEIPZIG, Nic D.; WYLIE, Ryan G.; KIM, Howard a SHOICHET, Molly S.
Differentiation of neural stem cells in three-dimensional growth factor-immobilized
chitosan hydrogel scaffolds. online. Biomaterials. 2011, ro€. 32, €. 1, s. 57-64. ISSN
01429612. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2010.09.031. [cit.
2023-12-01].

[155] BOJEDLA, Sri Sai Ramya; CHAMEETTACHAL, Shibu; YELESWARAPU, Sriya;
NIKZAD, Mostata, MASOOD, Syed H. et al. Silk fibroin microfiber-reinforced
polycaprolactone composites with enhanced biodegradation and biological
characteristics. online. Journal of Biomedical Materials Research Part A. 2022, roc.
110, ¢. 7, s 1386-1400.  ISSN 1549-3296.  Dostupné  z:
https://doi.org/10.1002/;bm.a.37380. [cit. 2024-05-02].

[156] BARNTHIP, Naris; TEEKA, Jantima; KANTHA, Puripat; TEEPOO, Siriwan a
DAMIJUTI, Watchara. Fabrication and characterization of polycaprolactone/cellulose



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 106

acetate blended nanofiber mats containing sericin and fibroin for biomedical
application. online. Scientific Reports. 2022, roC. 12, ¢. 1. ISSN 2045-2322. Dostupné
z: https://doi.org/10.1038/s41598-022-26908-2. [cit. 2024-05-06].

[157] WANG, Zengkai; SONG, Xiaolu; CUI, Yanhua; CHENG, Kai; TIAN, Xiaohua et al.
Silk fibroin H-fibroin/poly(e-caprolactone) core-shell nanofibers with enhanced
mechanical property and long-term drug release. online. Journal of Colloid and
Interface Science. 2021, ro¢. 593, s. 142-151. ISSN 00219797. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.jcis.2021.02.099. [cit. 2024-05-06].

[158] WEI, Gaijie; LI, Chao; FU, Qiang; XU, Yuemin a LI, Hongbin. Preparation of
PCL/silk fibroin/collagen electrospun fiber for urethral reconstruction. online.
International Urology and Nephrology.2015,r0¢.47,¢. 1,5.95-99. ISSN 0301-1623.
Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s11255-014-0854-3. [cit. 2024-05-06].

[159] CENGIZ, Ibrahim Fatih; MAIA, Fatima Raquel; DA SILVA MORAIS, Alain;
SILVA-CORREIA, Joana; PEREIRA, Helder et al. Entrapped in cage (EiC) scaffolds
of 3D-printed polycaprolactone and porous silk fibroin for meniscus tissue
engineering. online. Biofabrication. 2020, ro€. 12, ¢. 2. ISSN 1758-5090. Dostupné
z: https://doi.org/10.1088/1758-5090/ab779f. [cit. 2024-05-02].

[160] VYAS, Cian; ZHANG, Jun; @VREBg, Qystein; HUANG, Boyang; ROBERTS, Iwan
etal. 3D printing of silk microparticle reinforced polycaprolactone scaffolds for tissue
engineering applications. online. Materials Science and Engineering: C. 2021, roc.
118. ISSN 09284931. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.msec.2020.111433. [cit.
2024-05-02].

[161] DADRAS CHOMACHAYI, Masoud; JALALI-ARANI, Azam; BELTRAN, Freddys
R.; DE LA ORDEN, Ma Ulagares a MARTINEZ URREAGA, Joaquin.
Biodegradable Nanocomposites Developed from PLA/PCL Blends and Silk Fibroin
Nanoparticles: Study on the Microstructure, Thermal Behavior, Crystallinity and
Performance. online. Journal of Polymers and the Environment. 2020, ro€. 28, €. 4,
s. 1252-1264. ISSN 1566-2543. Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s10924-020-
01684-0. [cit. 2024-05-08].

[162] DADRAS CHOMACHAYI, Masoud; JALALI-ARANI, Azam a URREAGA,
Joaquin Martinez. The effect of silk fibroin nanoparticles on the morphology,
rheology, dynamic mechanical properties, and toughness of poly(lactic acid)/poly(e-
caprolactone) nanocomposite. online. Journal of Applied Polymer Science. 2020, ro€.
137, ¢. 40. ISSN 0021-8995. Dostupné z: https://doi.org/10.1002/app.49232. [cit.
2024-05-08].

[163] GAO, Ming; LIU, Xin; JI, Bing; HUA, Ruheng; LI, Guicai et al. Electrospun Silk
Fibroin/Polycaprolactone Biomimetic Scaffold for Peripheral Nerve Regeneration.
online. Journal of Biomaterials and Tissue Engineering. 2016, ro€. 6, ¢. 11, s. 902-
909. ISSN 2157-9083. Dostupné z: https://doi.org/10.1166/jbt.2016.1517. [cit. 2024-
05-09].

[164] LI, Yangyang; CHEN, Mingxue; ZHOU, Wenhao; GAO, Shuang; LUO, Xujiang et
al. Cell-free 3D wet-electrospun PCL/silk fibroin/Sr2 scaffold promotes successful
total meniscus regeneration in a rabbit model. online. Acta Biomaterialia. 2020, roc€.
113, . 196-2009. ISSN 17427061. Dostupné Z:
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2020.06.017. [cit. 2024-05-09].

[165] MARIN, Elia; YOSHIKAWA, Orion; BOSCHETTO, Francesco; HONMA, Taigi;
ADACHI, Tetsuya et al. Innovative electrospun PCL/fibroin/l-dopa scaffolds
scaffolds supporting bone tissue regeneration. online. Biomedical Materials. 2022,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 107

ro¢. 17, ¢. 4. ISSN 1748-6041. Dostupné¢ z: https://doi.org/10.1088/1748-
605X/ac6¢68. [cit. 2024-05-09].

[166] KHOSRAVI, Alireza, GHASEMI-MOBARAKEH, Laleh; MOLLAHOSSEINI,
Hossein; AJALLOUEIAN, Fatemeh; MASOUDI RAD, Maryam et al.
Immobilization of silk fibroin on the surface of PCL nanofibrous scaffolds for tissue
engineering applications. online. Journal of Applied Polymer Science. 2018, roc. 135,
¢. 37. ISSN 0021-8995. Dostupné z: https://doi.org/10.1002/app.46684. [cit. 2024-
05-09].

[167] FENG, Yanping; JUPEI, Zhang; DONG, Zhihong a TANG, Lu. Characterization,
biocompatibility, and optimization of electrospun SF/PCL composite nanofiber films.
online. REVIEWS ON ADVANCED MATERIALS SCIENCE. 2023, ro¢. 62, ¢. 1. ISSN
1605-8127. Dostupné z: https://doi.org/10.1515/rams-2022-0333. [cit. 2024-05-09].

[168] ROCKWOOD, Danielle N; PREDA, Rucsanda C; YUCEL, Tuna; WANG, Xiaoqin;
LOVETT, Michael L et al. Materials fabrication from Bombyx mori silk fibroin.
online. Nature Protocols. 2011, ro¢. 6, ¢. 10, s. 1612-1631. ISSN 1754-2189.
Dostupné z: https://doi.org/10.1038/nprot.2011.379. [cit. 2023-11-07].

[169] PRASONG, S.; YAOWALAK, S. a WILAIWAN, S. Characteristics of Silk Fiber
with and without Sericin Component: A Comparison between Bombyx mori and
Philosamia ricini Silks. online. Pakistan Journal of Biological Sciences. 2009, roc.
12, C. 11, . 872-876. ISSN 10288880. Dostupné z:
https://doi.org/10.3923/pjbs.2009.872.876. [cit. 2024-04-02].

[170] ROY, Sagar a SINGHA, Nayan. Polymeric Nanocomposite Membranes for Next
Generation Pervaporation Process: Strategies, Challenges and Future Prospects.
online. Membranes. 2017, ro¢. 7, ¢. 3. ISSN 2077-0375. Dostupné z:
https://doi.org/10.3390/membranes7030053. [cit. 2024-04-02].

[171] WANG, Xin; JIANG, Man; ZHOU, Zuowan; GOU, Jihua a HUI, David. 3D printing
of polymer matrix composites: A review and prospective. online. Composites Part B:
Engineering. 2017, ro€. 110, s. 442-458. ISSN 13598368. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.compositesb.2016.11.034. [cit. 2024-04-02].

[172] YU, Chengtao; XIE, Qing; BAO, Yongzhong; SHAN, Guorong a PAN, Pengju.
Crystalline and Spherulitic Morphology of Polymers Crystallized in Confined
Systems. online. Crystals. 2017, roc. 7, €. 5. ISSN 2073-4352. Dostupné z:
https://doi.org/10.3390/cryst7050147. [cit. 2024-05-02].

[173] WANG, Kan; CAI, Lei; JESSE, Stephen a WANG, Shanfeng. Poly(e-caprolactone)-
Banded Spherulites and Interaction with MC3T3-E1 Cells. online. Langmuir. 2012,
roc. 28, ¢ 9, 5. 4382-4395. ISSN  0743-7463. Dostupné z:
https://doi.org/10.1021/1a205162d. [cit. 2024-05-02].

[174] ELZEIN, Tamara; NASSER-EDDINE, Mohamad; DELAITE, Christelle; BISTAC,
Sophie a DUMAS, Philippe. FTIR study of polycaprolactone chain organization at
interfaces. online. Journal of Colloid and Interface Science. 2004, ro¢. 273, €. 2, s.
381-387. ISSN 00219797. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.jci1s.2004.02.001.
[cit. 2024-05-02].

[175] GUTIERREZ GONZALEZ, Jessica; FERNANDEZ LEYES, Marcos D.; RITACCO,
Hernan A.; SCHROEDER, Walter F. a ZUCCHI, Ileana A. Long PEO-based
nanoribbons generated in a polystyrene matrix through reaction-induced microphase
separation followed by a fast crystallization process. online. Soft Matter. 2021, roc.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 108

17, ¢. 8, . 2279-2289. ISSN 1744-683X. Dostupné  z:
https://do1.0rg/10.1039/DOSM02058C. [cit. 2024-05-06].

[176] PONJAVIC, Marijana; NIKOLIC, Marija S.; JEREMIC, Sanja; DJOKIC, Lidija;
NIKODINOVIC-RUNIC, Jasmina et al. Influence of Short Central PEO Segment on
Hydrolytic and Enzymatic Degradation of Triblock PCL Copolymers. online. Journal
of Polymers and the Environment. 2018, roC. 26, €. 6, s. 2346-2359. ISSN 1566-2543.
Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s10924-017-1130-2. [cit. 2024-05-06].

[177]) TRTEK, Adam. : 3D tisk polymernich smési na badzi hedvibného proteinu.
Bakalarska prace. UTB Zlin, 2022.

[178] LI, Yiguo; WU, Lin; HE, Chengdong; WANG, Zongbao a HE, Tianbai. Strong
enhancement of the twisting frequency of achiral orthorhombic lamellae in poly(e-
caprolactone) banded spherulites via evaporative crystallization. online.
CrystEngComm. 2017, ro€. 19, €. 8, s. 1210-1219. ISSN 1466-8033. Dostupné z:
https://doi.org/10.1039/C6CE02577C. [cit. 2023-10-27].

[179] POEL, G. Vanden; GOOSSENS, S.; GODERIS, B. a GROENINCKX, G. Reaction
induced phase separation in semicrystalline thermoplastic/epoxy resin blends. online.
Polymer. 2005, ro¢. 46, ¢. 24, s. 10758-10771. ISSN 00323861. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.polymer.2005.09.013. [cit. 2024-05-06].

[180] CHEN, Xin; KNIGHT, David P. a SHAO, Zhengzhong. B-turn formation during the
conformation transition in silk fibroin. online. Soft Matter. 2009, roc. 5, ¢. 14. ISSN
1744-683X. Dostupné z: https://doi.org/10.1039/b900908f. [cit. 2024-05-02].

[181] LING, Shengjie; QI, Zeming; KNIGHT, David P.; SHAO, Zhengzhong a CHEN,
Xin. Synchrotron FTIR Microspectroscopy of Single Natural Silk Fibers. online.
Biomacromolecules. 2011, ro€. 12, €. 9, s. 3344-3349. ISSN 1525-7797. Dostupné z:
https://doi.org/10.1021/bm2006032. [cit. 2024-05-02].

[182] ZHU, Jiang; LUO, Jingjing; ZHAO, Xingyan, GAO, Junjiu a XIONG, lJie.
Electrospun homogeneous silk fibroin/poly (e-caprolactone) nanofibrous scaffolds by
addition of acetic acid for tissue engineering. online. Journal of Biomaterials
Applications. 2016, ro€. 31, ¢. 3, s. 421-437. ISSN 0885-3282. Dostupné z:
https://doi.org/10.1177/0885328216659775. [cit. 2024-05-08].

[183] CAO, Yu; HAN, Wenjuan; PU, Ziyang; WANG, Xiaofeng; WANG, Bo et al.
Fabrication of hierarchically porous superhydrophilic polycaprolactone monolith
based on nonsolvent-thermally induced phase separation. online. RSC Advances.
2020, ro¢. 10, ¢ 44, s. 26319-26325. ISSN 2046-2069. Dostupné z:
https://doi.org/10.1039/DORA04687F. [cit. 2024-05-09].

[184] SILVA, Mariana F.; DE MORAES, Mariana A.; NOGUEIRA, Grinia M.; RODAS,
Andrea C. D.; HIGA, Olga Z. et al. Glycerin and ethanol as additives on silk fibroin
films: Insoluble and malleable films. online. Journal of Applied Polymer Science.
2013, ro¢. 128, ¢ 1, s. 115-122. ISSN 0021-8995. Dostupné z:
https://doi.org/10.1002/app.38139. [cit. 2024-05-09].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

109

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

PCL Polykaprolakton

BMF Bombyx mori fibroin

Tm Teplota tani

T Teplota skelného pfechodu

ROP Polymerace oteviranim cyklu

Mn Molekulova hmotnost

HFIP Hexafluoroizopropanol

RPM Otacky za minutu

Ra Primérna drsnost

Rz Nejvyssi vyska profilu

DMSO Dimethylsulfoxid

WAXS Sirokouhly rozptyl rentgenového zéateni
FTIR Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
SEM Skenovaci elektronovy mikroskop

AFM Mikroskop atomérnich sil
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