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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva elektrostatickym zvlakiiovanim roztoki polykaprolaktonu pro
biologické aplikace. Vldkna byla spinovana pomoci zafizeni pro elektrospining a byly
sledovan vliv pouzitého napéti zdroje a vliv pouzitého kolektoru (staticky, rotacni). Dalsi
sledovanou proménnou byl vliv pouzitych rozpoustédel na vyslednou povrchovou strukturu
polykaprolaktonovych vlaken, a to jak pouze dobrych rozpoustédel, tak 1 smési dobrého a
Spatného rozpoustédla. Morfologie vlaken byla sledovana pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie nafoceny pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu, diky kterému byly
vyhodnoceny morfologické vlastnosti. Ze snimkl byly nasledné stanoveny praméry
vzniklych vlaken. Z vysledka vyplyva, Ze pti pouZziti smési obsahujici polykaprolakton a
smés dobrého a Spatného rozpoustédla 1ze ptipravovat vldkenné vrstvy s riznou povrchovou

strukturou.

Klic¢ova slova: Elektrospining, polykaprolakton, f4zové separace

ABSTRACT

This work deals with electrostatic wetting of polycaprolactone solutions for biological
applications. The fibers were spun using electrospinning equipment and the influence of the
applied voltage source and the effect of the used collector (static, rotating) were investigated.
Another variable studied was the effect of the solvents used on the resulting surface structure
of the polycaprolactone fibers, both of good solvents only and of a mixture of good and bad
solvents. The morphology of the fibers was observed by scanning electron microscopy
photographed using a scanning electron microscope to evaluate the morphological
properties. The diameters of the resulting fibers were then determined from the images. The
results show that by using a mixture containing polycaprolactone and a mixture of good and

bad solvent, fiber layers with different surface structures can be prepared.

Keywords: Electrospinning, polycaprolactone, phase separation
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UvVOD

V soucasné dob¢ maji rizné typy materiali v oblasti biologickych aplikaci, ¢im dal vétsi
vyuziti. Tyto materidly musi splinovat celou fadu kritérii jimiz jsou biokompatibilita,
biodegradabilita, nekarcinogenost, dostate¢cna bunécnd adheze atd. Pokud materidly tyto

kritéria spliiuji oznacuji se jako biomaterialy.

Biomaterialy predstavuji klicovou soucast moderni mediciny a biologického vyzkumu diky
své schopnosti interagovat s biologickymi systémy. Jsou vyuzivany v Sirokém spektru
aplikaci, v€etné tkanového inzenyrstvi, vyroby implantatii, nosict 1éCiv a zdravotnickych
pomticek. Biomateridly mohou byt ptirodni (napt. kolagen), nebo syntetické, (napf.
polykaprolakton, pficemz kazdy typ nabizi specifické vlastnosti a vyhody. Moznosti
zpracovani biomaterialli jsou rovnéz rozmanité a zahrnuji techniky jako elektrostatické
zvlaknovani, 3D tisk, liti a vstiikovani. Elektrostatické zvlaknovani je obzvlasté vyznamné
pro vyrobu nanovlaken, kterda mohou byt vyuzita pro tvorbu scaffoldi podporujicich

regeneraci tkani.

Elektrostatické zvlakiiovani, znamé také jako elektrospining, pfedstavuje vyznamnou
techniku pro vyrobu mikro- a nanovldken z polymernich roztokii, kterd nachazi Siroké
uplatnéni v biologickych a medicinskych aplikacich. Tato prace se zaméfuje na
elektrostatické zvldknovani roztokd polykaprolaktonu, coz je biokompatibilni a
biodegradovatelny polyester ¢asto pouzivany v tkdnovém inZenyrstvi, nosi¢ich 1é¢iv a
dalSich biologickych aplikacich. Vyznamnym aspektem této studie je zkoumani vlivu
riznych experimentalnich podminek na vyslednou morfologii vlaken pfipravenych pomoci

elektrospiningu, coz ma zdsadni vliv na jejich funk¢ni vlastnosti.

Teoretickd Cast prace je zaméfena na témata tykajici se dé€leni, vlastnosti, zpracovani a
vyuziti biomaterialli. Dale je jedna kapitola zamétfena na polykaprolakton — jeho vlastnosti,
vyrobu, zpracovani a vyuZiti.

V praktické €asti je popséan priibéh experimentu, jehoz cilem bylo pfipravit strukturované
vladkenné vrstvy pro biologické aplikace. Také jsou zde uvedeny vSechny pouzité materialy

a pfistroje. Na zavér jsou uvedeny vysledky a diskuze ziskanych vzorkd.
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

1 BIOMATERIALY

Biomaterialy 1ze definovat jako materidly pouzivané k nahrazeni ¢asti zivého systému
nebo k funkci v pfimém kontaktu s zivou tkani. Podle vyboru univerzity Clemons
je biomaterial definovan jako: ,,systémové a farmakologicky inertni latka urCenda k
implantaci do Zivych systémii nebo k za¢lenéni do nich”.!! Biomaterial musi spliiovat
nasledujici kritéria. Musi byt biokompatibilni neboli necytotoxicky, nekarcinogenni,
nemutagenni a neantigenni, coz zpusobuje eliminaci mnoha dostupnych technickych

materidlti. Dale je zapotiebi, aby mél odpovidajici fyzikalni a mechanické vlastnosti.

Materialy, které se pouzivaji na vyrobu biomateridlli 1ze rozdé€lit na kovy, polymery
a keramikul®!. Pouziti t&chto materialti spo¢iva predevsim v medicinskych aplikacich, a to
konkrétné v kontaktu s biologickymi systémy. V&dni obor biomateriall se uz od davnych let
stdle zdokonaluje a mezioborové vyuzivd poznatky zmediciny, biologie, chemie,
materidlovych véd a inzenyrstvi. V oblasti mediciny nalezneme velké mnozstvi aplikaci
biomateriali zahrnujici pomocné implantacni materidly, systémy davkovani 1éCiv €i tkanové

inzenyrstvi.l2!

1.1 Keramiky

Keramiky a keramické materidly jsou charakteristické svou velmi nizkou elasticitou
a vysokou tvrdosti v porovnani s jinymi materidlovymi skupinami. Velkou vyhodou

keramickych materidl je, Ze na rozdil od kovii nepodléhaji korozi.*!

Sirokou $kalu pouziti maji pfevazné ve stomatologii, kde pfedstavuji materialy na korunky,
kotfeny a cementy na umélé zuby. Dal$i pouziti nalezneme v medicin€. Zahrnujeme sem
nahrady kycelnich a kolennich kloubii, opravy onemocnéni désni, rozSifeni a stabilizace
gelistni kosti, fuze patefe a kostni plniva po operaci nadord.) Mimo jiné se z keramiky
vyrabi implantaty pro osteogenezi neboli pro tvorbu kosti, jez jsou zaloZzeny predevsSim
na hydroxyapatitu, jenz je anorganickou slozkou kosti. Ve srovnani s polymery a kovy jejich

pouziti v jiném odvétvi biomediciny zatim neni tolik rozsahlé.1%!

1.2 Kovy

Charakteristickymi vlastnostmi kovi je jejich kovovy lesk, pevnost, vysokda kujnost

a taznost, dobra tepelnd a také elektrickd vodivost. V pifirod¢ se vétSina kovil vyskytuje
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ve form¢ sloucenin a nejsou tedy az na usSlechtilé kovy v Cisté formé. Elementarni kovy
se ziskavaji z nerostii, které se nazyvaji rudy.ls!

Skupina kovl a jejich slitin patii mezi jedny z nejrozsifenéjSich a nejpouzivanéjsich
materidli vyuZzivajici se pro nosné implantaty. Jejich uplatnéni Ize nalézt naptiklad
u jednoduchych drati a Sroubti, které slouzi k fixaci zlomenin az po Gplné protézy. Zarazuji
se zde cCasti ramennich, kycelnich, kolennich a kotnikovych nahrad. Mimo jiné je lze

pouzivat i v obli¢ejové, kardiovaskularni a dentalni chirurgii.l!

1.3 Polymery

Polymery jsou makromolekuldrni latky s velmi vysokou relativni molekulovou hmotnosti.
Pro tyto latky je charakteristické mnohonasobné opakovani jednoho nebo vice druhti atomti
nebo skupin atomt. Tyto atomy nazyvame jako konstitu¢ni jednotky, jez jsou navzijem
spojeny v tak velkém poctu, ze existuje fada vlastnosti, které se vyznamné nezméni piiddnim
nebo odstranénim jedné nebo vice jednotek.[”! Nizkomolekularni latky, které jsou schopny
tvorit fetézec a jsou nutné k vyrobe polymeru se nazyvaji monomery. Polymery Ize rozd¢lit
podle né€kolika kritérii. Podle ptivodu na latky pfirodni a syntetické. Déle ptirodni polymery

délime na piivodni a modifikované neboli chemicky upravené.

U syntetickych polymerd rozd€leni zalezi na typu chemické reakce (polymerace,
polykondenzace, polyadice) anebo na tvaru molekuly (linearni, rozvétvené, zesitované,
prostorové zesitované).l8! Polymery maji irokou $kdlu vyuziti a u nékterych odvétvi hraji
dilezitou roli. Velké uplatnéni nachéazeji naptiklad v Iékatskych aplikacich, medicing, do

které spadd i kosmeticky primysl.2

1.3.1 Ptirodni polymery

Ptirodni makromolekularni latky muzeme nalézt i pod pojmem biopolymery. Tyto
biopolymery se od syntetickych polymert 1i§i pfedevS§im stavbou polymerniho fetézce
bilkoviny, nukleové kyseliny a polyterpeny (pfirodni kaucuk).lJ Konkrétng to mohou byt
napiiklad chitosan, kolagen, zelatina, celuldza, hedvébi, elastin, fibrin a kyselina

hyaluronova.
Siroka $kala polymerti pirodniho piivodu se pouZiva jakoZto nosiée pro buiiky a bioaktivni
molekuly. Tyto materialy maji dobré schopnosti v jejich biologickém rozpoznavani interakci

receptor — ligand, proteolyze, biokompatibilité, snadnému zpracovani a podobnosti
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materidlim, jez jsou télu znamé. Ptirodni materidly ve vétSiné ptipadii nemaji problém
s toxicitou. Jednou znevyhod téchto materidlu je vSak jejich tendence k denaturaci

nebo rozkladu pii nizsich teplotach.1%

1.3.1.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (HA) je linearni polysacharid tvofeny disacharidovymi jednotkami.
Tyto jednotky obsahuji N-acetyl-D-glukosamin a kyselinu glukuronovou. Jeji molekulova
hmotnost je vysokd a pohybuje se v fddech milioni Daltont. M4 zajimavé viskoelastické
vlastnosti, jez jsou ovlivnény jejimi polymernimi a polyelektrolytovymi vlastnostmil¢l,
Je jednou z hlavnich slozek extracelularni matrix, kde je mnohdy povazovana pouze
za molekulu. Vyuziti této molekuly nalezneme jak v primyslu, tak 1ékatskych védach, a to
diky dobrym fyzikalné-chemickym a biologickym vlastnostem. Soucasny vyzkum také
poukazuje na objev novych funkci této molekuly. Tyto funkce se nachazeji jak na bunécné,
tak 1 na orgadnové urovni. Také je dokdzano, Ze molekula kyseliny hyaluronové mé velky
vyznam ve vztahu se spravnou funkci lidského organismu. Nachdzi se témét ve vétSing
biologickych tekutindch a tkanich.!'%7 Vyuziti HA molekuly je nejvétsi jakozto 1égivé
latky, a to diky své vSude pfitomnosti a podpoie celé fady biologickych procest. Mezi tyto
procesy patii angiogeneze, migrace a proliferace rtiznych bunéénych typi, ucCast
na zanétlivych procesech, procesech hojeni a mnoho dalsich.! Jelikoz je HA biologicky
odbouratelné a teoreticky neméd Zadné riziko alergie najde velké vyuziti 1 v oblasti
kosmetiky. Zde se pouziva jako vyplnova latka pro vypli vrasek a jizev, k hydrataci a také

pro omlazeni pokozky.!8!

coo’ CH,OH
0]
]
H
U
NHCOCH,

Obr. 1: Monomerni vzorec kyseliny hyaluronové!®%

1.3.1.2 Kolagen

Kolagen je primarnim strukturnim materialem obratlovcii. Patii k nejrozsifenéjSimu savéimu

proteinu, ktery tvofi asi 20-30% celkovych télesnych proteini. Nachdzi se primarné
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v tkanich plnicich pfedevSim mechanické funkce. Pfiblizné jedna polovina celkového
télesného kolagenu tvofi kizi. Dal$imi asi 70 % materialu mimo vody pfitomného v dermis
ktze a Slachach je pravé kolagen. Syntéza kolagenu probihd v bunkéch, predev§im pak
ve fibroblastech, které vétSinou pochazeji z pluripotentnich bun€k nebo bunék retikula.
Kolagen ma jedinecnou molekularni strukturu, velikost a aminokyselinovou sekvenci.
Molekula kolagenu se sklada ze tii navzijem propletenych polypeptidovych fetézci.[122U
Vhodné vyuziti kolagenu nalezneme v tkanovém inzenyrstvi, protoze podporuje bunéénou
migraci, interakci bunééné matrice a regeneraci tkani.2 Kolagen mé své velké uplatnéni
1 v kosmetice. Je jednou z hlavnich slozek mnoha kosmetickych piipravkl, kterymi jsou
pletové krémy a vody. Zde ma totiz kolagen funkci ptfirodniho zvlhcovadla ve formé
okluziva. Zustava tedy na stratum corneum, kde vytvoii tenky film, ktery brani ztraté
vlhkosti pokozky, zaroven také vaze vodni paru ze vzduchu a udrzuje tak pokozku

hydratovanou.21:22]

Wt
|

Molekula kolagenu

Obr. 2: Strukturni sloZeni kolagenul®®!

1.3.1.3 Celuléza

Celuléza je pfirozeny linearni polysacharid. Tento polysacharid je tvofen D —
glukopyrandzovymi kruhy, které jsou navzajem spojeny PB-(1-4)-glykosidickymi vazbami.

Celuloza je nejhojnéjSim zdrojem biomasy a také ma vyborné mechanické a tepelné

vlastnosti. Pfirodni celul6za ma mimo jiné i velmi dobry modul pruznosti a pevnost v tahu
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diky krystalickym oblastem, které jsou rovnobézné sosou hlavniho fetézce, ktery
je srovnatelny se syntetickymi vldkny. Déle vynika vysokym Youngovym modulem pro
pfirodni rostlinné celuldzy, ktery dosahuje vyssich hodnot nez u hliniku, nebo sklenénych
vlaken. Celuldza se pouziva pii vyrobé riznych vyztuzovacich vlaken pro kompozity2,
V kosmetickém prumyslu ma nejvétsi vyuziti bakterialni celuldza. Pouziva se v péci o rany
vcetn¢ popalenin, protoze dokaze zajisti vlhké prostiedi. Je UCinnou bariérou proti
patogeniim, vytvaii dobré podminky pro regeneraci tkani a doporucuje se k docasnému kryti
koznich ran. Dalsi vyuziti nalezne v implantatech meniskové chrupavky, implantaty kostni
tkdn€ a primarné jako transportni systém pro léky a dalsi aktivni slouc¢eniny. Vyhodou je
1 vysoké schopnost zadrzovat vodu, a proto se bakterialni celul6za pouziva jako zvlhcovac

a ¢inidla proti starnuti.[24:23]

H OH CH,OH
0 /o H H H H ©
NG 5 o OH i A
CH,OH H OH  HOH,C

Obr. 3: Monomerni vzorec celulozy!%%

1.3.2 Syntetické polymery

Retézce syntetickych polymerti obvykle tvoii atomy téhoZ prvku, nejéastdji uhliku. Hlavni
fetézec miize obsahovat i atomy jinych prvkii jako je napiiklad kyslik, dusik a sira. Retézce
silikoni tvofi atomy kifemiku a kysliku. Struktura makromolekuly urcuje prostorové
uspoiadani stavebnich jednotek v fetézci®! Tyto polymery Ize rozdélit do dvou velkych
skupin, kterymi jsou termoplasty a reaktoplasty. Syntetické polymery nabizi fadu vyhod
na rozdil od ptirodnich polymeri. Jednou z vyhod je moznost vyroby syntetickych polymerti
ve velkém méfitku reprodukovatelnym zptisobem a s nizkymi néklady. Jejich dalsi vyhodou
je jednoznacné& jednodussi zpracovani. Vlastnosti téchto polymert mohou byt pfizplisobeny
dané aplikaci. Nevyhodou je mensi biologickd kompatibilita oproti pfirodnim polymertm.
Produktem degradace nemuseji byt pfirozené¢ metabolity a mohou v pfipad¢ nahromadéni
zplsobit zanétlivé reakce.l' Mezi syntetické polymery miizeme zatadit polyvinylalkohol
(PVA), polyvinylpirrolidon (PVP), polydimethylsiloxan (PDMS) a polykaprolakton,

jenz maji vyuziti pfedevSim v mediciné a kosmetice.
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1.3.2.1 Polyvinylalkohol

Polyvinylalkohol (PVA) je synteticky hydrofilni linedrni polymer. Vyrabi se ¢astecnou nebo
uplnou hydrolyzou polyvinylacetatu za ucelem odstranéni acetatovych skupin. Bézné
se vyskytuje jako kopolymer vinylalkoholu a vinylacetditu. Tento fakt je spojeny
se strukturnimi vlastnostmi polymeru, které primarn¢ zavisi na stupni polymerace a stupni
hydrolyzy. Vysledny PVA ma vysokou rozpustnost ve vod¢, zaroven je vSak odolny vici
vetsSin€ organickym rozpoustédlim. S rozpustnosti ve vode¢ souvisi i jeho vyuziti ve spousté
aplikacich. Polyvinylalkohol se pfevazné vyuziva ve form¢ hydrogeld, a proto musi byt
ve vod¢ zesitovan, aby se pozadovany hydrogel vytvoiil. U hydrogelu je dilezita
strukturélni stabilita, diky které hydrogel nabobtnd v ptfitomnosti vody nebo biologickych
tekutin, kterou zajist'uje fyzikalni nebo chemické sitovani. Stupen sitovani urcuje mnozstvi
absorpce tekutin. Mezi dal$i dobré vlastnosti patii jeho pfilnavost, pevnost, tvorba filmu,
biokompatibilita, bobtnani, bezpe¢nost a nekarcinogenita. Uplatnéni tohoto polymeru
nalezneme v biomedicinském, farmaceutické, textilnim a kosmetickém primyslu. Vyzkum
hydrogelti PV A nalezl jejich dobré vyuziti jako materialy pro mékké kontaktni cocky, umelé
srdeéni vystelky, umélé chrupavky, katetry kiize a membrany pankreatu.2%27 V kosmetice
se pouziva do fady kosmetickych produkti jako pojivo, formotvorny prostiedek, a zvlhcujici
ginidlo!2822,

oH

Obr. 4: Monomerni vzorec polyvinylalkoholul®%

1.3.2.2 Polyvinylpirrolidon

Polyvinylpirrolidon (PVP) je béZn¢ znam jako povidon. Je to synteticky polymer slozeny
z linearniho 1-vinyl-2-pyrrolidonové skupiny. Charakteristicky je svou bilou az krémovou
barvou, bez zdpachu ve form¢ hygroskopického prasku. Patii k jednomu z nejpouzivangjSich
polymeri ve farmaceutickych ptipravcich. Jiz diive byly prokazany jeho dobré fyzikalné-
chemické vlastnosti, kterymi jsou stabilita, hygroskopie, povrchova aktivita,
biokompatibilita, netoxicita a vynikajici rozpustnost v riznych rozpoustédlech. PVP se Casto

pouziva jako pojivo, zahuStovadlo a potahovaci Cinidlo. Velké vyuziti ma v perordlnich
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pevnych latkach (tablety, kapsle, plety) jako pojivo 1éCiv a také v transdermalnich a o¢nich
ptipravcich diky svym dobrym vlastnostem solubilizace, adhezivity a inhibice krystalt.
Dalsi aplikace PVP nalezneme jako nosi¢e polymernich 1é¢iv ve formé nanovldken 2031321
Své vyuziti nalezne 1 v kosmetickém pramyslu jako pojivo, stabilizator emulzi, filmotvorny

prostiedek a vlasovy fixator.23:34

Obr. 5: Monomerni vzorec polyvinylpyrrolidonul®¥

1.3.2.3 Polydimethylsiloxan

Polydimethylsiloxan (PDMS) je zndmy i pod nazvy dimethylpolysiloxan nebo dimetikon.
Je to elastomerni polymer s vhodnymi vlastnostmi vyuzitelnymi v biomedicin€é. Bézné
se pouziva jako biomateridl. Typickymi vlastnostmi tohoto polymeru je vysoka odolnost
vuci biodegradaci, biokompatibilita, chemické stabilita, propustnost pro plyny, dobré
mechanické vlastnosti, opticka transparentnost a snadnd vyroba. PouZziva se v optickych
systémech, obvazech, ve studiich nemoci in vitro, v implantitech, v mikrofluidice
a fotonice.3>3% V kosmetice je béZn& oznacovan jako silikon, protoze patii do skupiny
organokfemicitych polymernich slouc¢enin. Dimetikon patfi do skupiny silikonovych oleji
a ma silné hydrofobni vlastnosti. Nalezneme ho ptedevs§im v ptipravcich pro péci o vlasy,
kde slouzi jako kondiciona¢ni ingredience. Na strukturu a povrch vlasu ma pozitivni vliv.

Strukturu vlasii uhlazuje a ty jsou po pouziti ptipravku s dimetikonem hebké a Ize je snadno

roz¢esat . B7:381
[ (|:H3 —‘
Si—0O

[ b ]

n

Obr. 6: Monomerni vzorec polydimethylsiloxanul®¥
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2 POLYKAPROLAKTON

Polykaprolakton (PCL) je polyester se semikrystalickym (¢astecnym) uspotadanim, jenz
je biodegradabilni a ma nizkou teplotu tani (t; = 59-64 °C) a teplotu skelné¢ho prechodu(t; =
-60 °C) 12l Vychozi monomer je e-kaprolakton (Obr. 1) a vyrabi se oxidaci cyklohexanonu
pomoci kyseliny peroxooctové v prostiedi acetonu. Druhou moznosti je katalyticka

dehydrogenace hexan-1,6- diolut,

O
O

Obr. 7: e-kaprolakton!Y
Je netoxické povahy a s nékterymi télnimi tkanémi velmi dobte cytokompatibilni, coZ z néj
¢ini idedlni material pro tkanové inzenyrstvi. Je znamy pro svou biokompatibilitu
biodegradabilitu PCL ma flexibilni mechanické vlastnosti, kterymi jsou Youngtv modul,
pruznost, pevnost vtahu a prodlouzeni pii pietrzeni. Tyto vlastnosti jsou vhodné
pro lékarské aplikace, které jich vyuzivaji v situacich, kdy je potieba zakryti rany, ale také

v antikoncepci a stomatologii.l'*]

2.1 Vyroba

Polykaprolakton je alifatickym polyesterem, ktery mutze byt pfipravovan hned dvéma
zpisoby syntézy. Prvnim feSenim je polykondenzace, druhym pak polyadice za otevieni

kruhu cyklického monomeru neboli fetézova polymerace. 1!

ﬁ polykondenzace ﬁ
C——(CHs—X  ———= C——(CHg)s—0
Ho” 2)s (CHz)s
n
=}

X =0OH, Cl,.. o RO/'

Obr. 8: Vyroba polykaprolaktonul®%
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2.1.1 Polykondenzace

Polykondenzace dioli a dikarboxylovych kyselin a jejich derivati je jednim z nejznaméjSich
zpisobil syntézy polyesterti. Béhem polykondenzace vznika vedle polymeru jako vedlejsi
nizkomolekularni produkt voda, kterou je zapotfebi odstraniovat. DalSimi dulezitymi
podminkami pro spravny chod polymerace je vysoka polymeracni teplota, dostate¢né dlouhy
reakéni Cas, piesnd stechiometrickd rovnovdha mezi reagujicimi karboxylovymi
a hydroxylovymi skupinami a odstranovani vedlejSich produkti. Posledni zminéna
podminka je nutnd dodrzet za ucelem dosazeni pottebné vysoké konverze vedouci k zisku

produktu s dostate¢né vysokou molekulovou hmotnosti.13!

2.1.2 Polymerace za otevi‘eni kruhu

Uz ptes 70 let je polymerace za otevieni kruhu (ROP) laktonti studovana a v dnesni dob¢
je hlavni metodou syntézy alifatickych polyesterd. Hlavnim krokem je obecné otevieni
(uvolnéni  vnitfnitho pnuti) kruhu monomeru, kterého dosdhneme plsobenim
termodynamické hnaci sily. Vyuziti klasické tepelné a hydrolytické ROP jsou obtizné
na kontrolu pribéhu a c¢asto jsou doprovazeny nadmérnym mnozstvim vedlejSich reakci,
probihat tfemi mechanismy. Jsou jimi kationtovy, aniontovy a koordina¢ni mechanismus.
Za zminku stoji uvést i méné¢ uplatiiované mechanismy, jimiz jsou mechanismy radikalové,

zwitteriontové nebo pomoci aktivovaného vodiku.[1315]

2.2 Vlastnosti

Polykaprolakton ma velmi vSestranné vlastnosti, coZ dokazuje skute¢nost, Ze umoznuje
modifikaci fyzikalnich, chemickych a mechanickych vlastnosti u¢innou kopolymeraci
nebo miSenim s mnoha jinymi polymery. Pfi pozorovani, bylo zjiSté€no, Ze kopolymerace
méni chemické vlastnosti, které dale ovliviiuji vSechny ostatni vlastnosti, jimiZ jsou iontové

vlastnosti, krystalinita, rozpustnost a degradace.!'*]

2.3 Zpracovani

V dnesni dob€ je zpracovani polykaprolaktonu jakoZto biomateridlu tfadicitho se mezi
syntetické polymery je velmi rozmanité. Dalsi kapitoly této prace jsou zaméteny
na zpracovani tohoto polymeru, které jsou vyuzivany v biomediciné a kosmetickém

primyslu. Radi se sem tedy elektrospinning, nebo 3D tisk.
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2.3.1 Elektrospinning

Elektrospinning nebo také elektrostatické zvlakinovani je napétove tfizeny vyrobni proces.
Charakteristicky je svym specifickym elektro-hydrodynamickym jevem, kde se
z polymerniho roztoku ziskavaji vlakna o velmi malém préiméru.22 Zakladni nastaveni této
techniky zahrnuje roztok situovany uvniti rezervoaru, kterym je obvykle injek¢ni stiikacka

zakoncena tupou jehlou, Cerpadlo, vysokonapét'ovy zdroj energie a sbérac (Obr.3).

Plastova stiikacka
|

}:‘,’——g:‘;‘:

Davkovaci pumpa

Tayloriiv kuzel

Zdroj vysokého
napéti

i}

Kolektor

Obr. 9. Schéma elektrospinnerul®Z

Proces elektrospinningu za¢ina tehdy, kdyz pfivedeme urcité napéti, které zptisobi Ze se mezi
Spickou jehly a sbéracem vytvoii elektrického pole. K tomu, aby proudici roztok mél
konstantni rychlost slouzi Cerpadlo. Mezitim se na povrchu kapaliny hromadi néboje.
V tomto Case dochédzi k dosaZzeni bodu, vnémz je elektrostatické odpuzovani vétsi
nez povrchové napéti. Tento jev ma za nasledek deformaci kapalného menisku do struktury,
ktera je konicky tvarovana a znama jako Taylorav kuZzel. Jakmile se Taylortv kuzel vytvofi,
tak je proud nabité kapaliny protaZzen smérem ke kolektoru, ktery muize mit rizné
geometrické konfigurace. Tyto konfigurace mohou byt v podobé¢ ploché desky, rotujicich
bubnd, trnil a diskti, coZ vSak nejsou jediné varianty 3240 Vyuziti elektrospinningu m4 siroké
vyuziti v mnoha oborech. Radime zde biomedicinské inzenyrstvi, vyzkum bakterii a celkovy
vyvoj, vyrobu a komercializaci nanovladkennych materiali. Velikost vytvarenych vldken

se pruméerné pohybuje v rozmezi desitek nanometrt az jednotek mikrometrt.
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Vyhodou této techniky je jeji univerzalnost pii tvorbé vldken s vice usporadanymi
a morfologickymi strukturami. Také umoznila vyvoj rGznych technologii tkanového
inzenyrstvi a regenerativni mediciny a zapouzdieni bioaktivnich molekul. Mezi
nejrozsifenéjsi aplikace vyuziti elektrospinningu patii tkanové inzenyrstvi, distribuce
1é¢ivych latek, izolacni membrany, a i v nékterych kosmetickych produktech typu jako jsou

platéné masky. 4041

2.3.2 3D tisk

Technologie 3D tisku je také zndma jako aditivni vyroba. Aditivni vyrobou je mysleno
postupné vrstveni materialu, na jehoz konci vznika kone¢ny produkt vytvofeny praveé témito
vrstvami®Z, Zakladnimi technikami 3D tisku jsou stereolitografie, fused deposition
modeling (FDM — depozice tavné struny), selektivni laserové taveni (SLM) nebo taveni

materialt elektronovym paprskem (EBM)

Tiskowd
hlava

Ozubend posuving

Stavebni
padicika

Platforma

Padpdrng

mataridl ‘

Stavebinl
rrsleridl

Obr. 10. Schéma principu 3D-tiskul®8!

Stereolitogrfie je druh 3D tiskové techniky, kterd je zaloZena na principu lokalni polymerace
fotosenzitivniho polymeru pomoci UV svétla. Tato technika se pouziva zejména k vytvareni
prototypt, kdy dochazi k vytvrzovani polymeru v jednotlivych vrstvach az do podoby
kone¢ného vyrobku, ktery dale musi byt vymyvan od zbytki nevytvrzeného polymeru

a dotvrzovani.[4
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Technologie 3D tisku je Siroce spjata s aplikacemi biomedicinskych zatizeni v tkanovém
inzenyrstvi. Zasadnim aspektem zde je schopnost navrhovat a vyrabét 3D biomedicinska
zatizeni. Aplikace pro tyto 3D zatfizeni jsou obnova 3D anatomickych defekti, rekonstrukce
slozitych organi se slozitou mikroarchitekturou a scaffoldy (tkanoveé nosice) pro diferenciaci
kmenovych bunék.3! Pii vyrobé scaffoldd je dileZity navrh architektury na makro, mikro a
nano urovni pro celkovou strukturu scaffoldy, ktera dale ovliviluje transport Zzivin
a podminky interakce builkka — matrice, které¢ jsou nezbytné pro dal$i bunécné procesy.
Makroarchitektura udava celkovy tvar zatizeni, ktery mtze byt slozity (anatomické rysy,
specificnost pacienta a organu). Mikroarchitektura popisuje vzhled a strukturu tkané
(velikost pord, tvar, pdérovitost, prostorové rozlozeni a propojeni port). Nanoarchitektura
byva nejcastéji vytvarena povrchovou modifikaci (pfipojeni biomolekul pro bunécnou
adhezi, proliferaci a diferenciaci). I ptes tvorbu idealniho scaffoldy, co se tyce vSech stupniil
jeho architektury, stile existuji rizika jako je naptiklad sprdvny vybér biomateridlu
a specificita 3D tvaru. Mezi béZzné pouzivanymi biomateridly jsou polymery (syntetické
a pfirodni), keramika a kovy. Kazdy biomateridl ma své specifické materidlové
a mechanické vlastnosti, zptisoby zpracovani, chemické vlastnosti a interakce buika —
material, které znané zdvisi na vyrobé 3D konstruktu. Nejmodernéjsim 3D tisk, zejména
pro vyrobu implantovatelnych biomedicinskych zafizeni, je silné¢ omezen tisknutelnymi
materialy. Z tohoto divodu jsou ve vétsiné pripadi vyzadovany alternativni metody
zpracovani materialti pro praci s materidly, které¢ nelze snadno tisknout. V pftipadé, ze lze
materidl tisknout je 3D tisk zvlaSt¢ vyhodny pro jedinecnd, ptizplisobend komplexni
zafizeni, kterd nejsou ndkladové efektivni v konvencnich vyrobnich metodach jako

je napiiklad vst¥ikovani.[43]

2.3.3 Meltblown

Meltblowing neboli vyfukovani taveniny je vysoce vykonny, jednokrokovy vyrobni proces,
pfi kterém prevadi pevny polymer pifimo na netkanou podlozku bez pouziti zdroje napéti
a rozpoustédel. Polymerni materidl se tavi v extrudéru, ve kterém za vysoké teploty probiha
mechanické stfithani polymernich pelet pomoci rotaéniho S$neku. Extrudér obsahuje tfi
odli$né zoény, kterymi jsou ptivadéci, prechodovéa a odméfovaci zona. Roztaveny polymer
proudi tryskou, kterd obsahuje nckolik otvori o malém priméru, jenZ méni material
na vlakna. Vldkna jsou nasledné¢ vysokou rychlosti natahovana horkym vzduchem

na kolektor, a to diky vakuovému sacimu systému.
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Velikost vyrobni aparatury se miize lisit od stolniho modelu az po primyslové sestavy, kde
muze rychlost tvorby vldken dosahovat rychlosti az 5000 m/min. Podobné jako
u elektrostatického zvlaknovani mohou byt parametry vyfukovani taveniny, kterymi jsou
vzdalenost mezi tryskou a kolektorem, proudéni vzduchu a geometrie trysky, ptizptisobeny
pro zisk pozadovanych fyzikéalnich charakteristik. V dnesni dobé je proces vyfukovani
taveniny Siroce rozsifeny. Pouziva se k vyrob¢ riznych typt filtracnich medii, jako jsou
patronové filtry, kabinové filtry a filtry do Cisticich prostor. Filtrace patfi mezi nejvétsi
segment aplikaci foukanych tkanin. Nasleduji je jednorazové 1ékaiské produkty, ubrousky,

obli¢ejové masky, plenky a ddmska hygiena 22153

Proud vidken

Polymerni Head i
pelety F ea udeny
Horky ; vzduch
\ / vzduch
ot et ke ) Kolektor
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Extruder Horky Studeny
vzduch vzduch

Obr. 11. Schéma procesu vyfukovani taveniny>*!

2.4 Vyuziti

Polykaprolakton diky nékterym svym vlastnostem ma vyuZiti v riznych aplikacich.
Dobrymi vlastnostmi je jeho biodegradace, nebo misitelnost s ostatnimi komerénimi
polymery. Vyuziti PCL nalezne pfedevsim v tkanovém inzenyrstvi, kosmetologii, ale také
jako biodegradabilni nosice 1é¢iv a v neposledni fadé i v ostatnich 1ékatskych aplikacich,

které souvisi s vyrobou inovativnich zatizenich.

2.4.1 Kosmeticky priamysl

Biokompatibilita a biodegradabilita patfi k hlavnim vyhovujicim vlastnostem pro tkanovou
regeneraci, a proto naléza polykaprolaktom vyuZiti v kosmetickém primyslu ve formé
kompozitii na bazi kolagenu. Byly vyvinuty dermélni vyplné ve formé tekutého injekéniho
pfipravku z PCL, ktery aktivuje pfirozenou regeneraci kolagenu v pokoZce bez pouZiti
mikroc¢astic. V porovnani naptiklad s kyselinou hyaluronovou ma PCL dlouhodobéjsi

kosmeticky ucinek. Zabranuje starnuti pleti a podporuje jeji omlazeni. Tyto produkty patii
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v kosmetickém primyslu mezi velmi poptavané. Polykaprolakton se ukazal jako odolna

a bezpe¢na forma dermaélni vyplng. 425051

2.4.2 Biodegradabilni nosice 1é¢iv

V soucasné dob¢ vznika stale vice novych studii o nosic¢ich 1éCiv, pfevazné v souvislosti s
vyvojem novych terapeutickych systémti urcenych pro 1écbu mnoha typii onemocnéni.
Hlavni funkci téchto nosicti by méla byt schopnost umoznit prodlouzenou cirkulaci t¢innych
latek v krevnim fecisti neboli proudéni krve v kardiovaskuldrnim systému. Dalsi z funkci je
fizend aktivace a Ucinek selektivné zaméfeny na cilovou tkan, soubor bunék, jednotlivou
buitkku nebo i bunéfnou cast celku tedy kompartmentu. Timto zpisobem lze zmirnit
nezadouci ulinky terapie, zajistit ve vod€é nerozpustnym aktivnim sloucenindm jejich
rozpustnost, pomoci piekonat rezistenci cilové tkan¢ k lécivu ad. Celad fada nosici byla
vyvinuta na zéklad¢ vlastnosti zalozenych na rozpustnych liposomech, nanocasticich,
polymerech a polymernich koloidi. Biodegradovatelné polymery jsou z chemického
hlediska makromolekularni latky, které 1ze dle piivodu rozd¢lit na ptirodni, syntetické nebo
polysyntetické (biologicky odvozené). Tyto latky se v organismu rozkladaji na specifické
produkty normalniho metabolismu, nebo na produkty, které jsou kompletné eliminovany z
organismu. V tomto pifipadé jde o biodegradaci nebo biologicky rozklad latek.
Biodegradabilitu vyZadujeme ptedevsim v piipad¢ parentdlniho podani léiv, jenZ se
aplikuje pfimo na misto ucinku, ptipadné do ob&hu systému, kde nedochazi k degrada¢nimu

plisobeni gastrointestindlnimu traktu, 441431

2.4.2.1 Pftirodni polymerni nosice léciv

Mezi pfirodni makromolekuly patii chemické latky jako jsou naptiklad proteiny,
glykoproteiny nebo polysacharidy. Pfirodni nosi¢e nesou pfi jejich pouziti fadu vyhod,
ale maji 1 fadu nevyhod. Mezi hlavni pozitivni vlastnosti patii urcité biodegradabilita a dobra
snasenlivost molekul v organismus. Z velké ¢asti jsou pfirodni makromolekuly ziskavany
z obnovitelnych zdrojii. Nicméné tyto molekuly mohou po konkrétni chemické modifikaci
ztratit svoji biodegradovatelnost, pomérné nestalé mize byt 1 jejich fyzikalné-chemické
chovani a také se mohou stit po spojeni s dal$i komponentou dopravniho systému

imunogennimi, 4446
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2.4.2.2 Syntetické polymerni nosice 1é¢iv

Syntetické polymerni materily, patii k nejrozsifenéjSim materidlim pouzivanym predevsim
pro syntézu polymernich nosi¢t 1é¢iv. Tyto materidly mohou mit hydrofilni, hydrofobni
nebo amfifilni charakter neboli obsahovat jak hydrofilni, tak hydrofobni ¢ast. Pfi syntéze
polymernich nosict je dualezité, aby vSechny pouzivané polymerni materidly spliovaly
nekolik podminek, a to ze musi byt netoxické, biokompatibilni, neimunogenni a po
dokongeni tikolu snadno vylugitelné z organismu.*” Dillezitym aspektem je dale i rozmér
syntetickych polymert, které jsou vazany na 1é¢ivo. VSeobecné plati, ze se polymerni 1é¢ivo
vyluCuje z téla ven pomaleji tehdy, ¢im vétsi je hydrodynamicka velikost polymerniho
systému a o to déle konjugat cirkuluje v krevnim fecisti. Mezi Siroce pouzivané synteticky
biodegradovatelné polymery patii kopolymer kyseliny mlécné a glykolové, jenz se pouziva
pro fizené uvoliiovani z nanoc¢astic, mikrocastic a implantatti. Polymery jako jsou PCL,
PLLA a PGA maji vybornou biokompatibilitu a dobré mechanické vlastnosti. Diky témto
vlastnostem maji vyuziti pfedev§im v tkanovém inzenyrstvi jakoZto material pro vyrobu
nosich. 4748

2.4.3 Tkanové inZenyrstvi

Tkénové inzenyrstvi je multidisciplinarni obor, ktery kombinuje znalosti a technologie
s riznych védnich oblasti. Jsou jimi chemie, biologie, medicina, farmacie, inZenyrstvi,
a véda o materialech, které spojuje za ucelem vyvoje terapii a produkti pro opravu nebo
nahradu poskozenych tkani. Proces je vicestupniovy a zahrnuje konstrukci riiznych element,
které jsou kombinovany za Gicelem vytvoreni pozadované nové tkan& nebo organu.l>Z
Princip tkanového inzenyrstvi je zaloZen na odbéru bunék, izolaci a kultivaci buné€k, osazeni
a nasledné kultivaci bun€k na nosic¢i (scaffold) a implantaci do téla pacienta. Buiiky se
ziskavaji z tekutych tkani (napf. jako je krev), pomoci odstfed’ovani ¢i aferazou. Z pevnych
Stépi enzymy trypsinem nebo kolagendzou, coz ma za ucinek odstranéni extracelularni
matrix, ve které se buniky drzi. Nasledna extrakce voln¢ plovouci buiiky probiha opét pomoci
odstfedéni, nebo aferdzou. Tkanovy nosi¢ neboli scaffold, je netoxicka 2D nebo 3D struktura
vypadajici jako leseni, které in vitro slouzi pomoci osazeni vhodnymi buiikami, nebo mtize
samo podporovat migraci novych bun€k in vivo. Scaffold ma tlohu docasné mechanické
podpory pro implantované buiiky, umozituje jim vyhovujici prostiedi pro adhezi, rust,

proliferaci a stimuluje je k produkci vlastni extraceluldrni matrix. Na povrchu scaffoldu
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mohou byt bunky kultivovany, nebo pfimo zabudovéany do jeho struktury diky vysoké
porozit¢ nanomaterialu. Biodegradace je dulezitou vlastnosti nosiCe, kterd umoziuje
adsorbovatelnost okolni tkdn¢ bez potieby chirurgického odstranéni. Nejcasteji pouzivané
materidly pfi konstrukci nosice se pouziva kolagen a nékteré polyestery ve formé pén,
hydrogeli a ptedevSim nanovldken. B&zné¢ pouzivanymi syntetickymi materidly jsou
kyselina polymlécna, polyglykova a polykaprolakton. Z pfirodnich materialu je to kolagen,

chitosan nebo kyselina hyaluronova.>3!

®
0 4%
i o S
~—T pacient izolace bunék
vyvoj tkiané /
 — ¢
-
scaffold: & jj —

kultivace bunék

Coll/CTS/SF
SF/Coll/CTS
SF/CTS/Coll

proliferace bunék

Obr. 12. Princip tkafiového inzenyrstvil>X
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II. PRAKTICKA CAST
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem této prace byla ptiprava strukturovanych vlakennych vrstev na bazi polykaprolaktonu
pro jejich mozné biologické a kosmetické aplikace. Cilem byla tvorba nékolika druhii vlaken
o razné koncentraci polykaprolaktonu s dobrym a ptipadné i Spatnym rozpoustédlem. Déle
ovetit pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) morfologii vldken.
V nasledujicich podkapitolach jsou popsany vysledky ziskané béhem vypracovavani této

bakalarské prace.

3.1 Pouzité chemikalie

Pro ptipravu roztokti byl pouzit jako hlavni material v této praci polykaprolakton (PCL;
Purasorb 12) ve form¢ malych vlocek a stiedni molekulové hmotnosti Mw = 80 000 g/mol.

PCL pochazi od firmy Corbion, ktera je jak vyrobcem, tak i dodavatelem tohoto materialu.

Pro ptipravu roztoki PCL byla pouzita dvé dobrd (chloroform, toluen) a jedno Spatné

(dimethylsulfoxid) rozpoustédlo:
o Chloroform (CHCI3); (99%), stabilizovany, dodavatel: VWR Chemicals
o Toluen (CsHsCHz3); (> 98%), technicky, dodavatel: VWR Chemicals

o Dimethylsulfoxid (DMSO); (99,99%), dodavatel: VWR Chemicals

3.2 Priprava polymernich roztoku

Pti piipraveé roztokli polymeru polykaprolaktonu (PCL) o rtiznych koncentracich byly
pouzity tzv. dobra a Spatna rozpoustédla. Jako dobréd rozpoustédla byl pouzit toluen (T)
a chloroform (CF) a jako Spatné rozpoustédlo dimethylsulfoxid (DMSO). Byly piipraveny
roztoky PCL+CF, PCL+T, PCL+CF+DMSO (5%), PCL+CF+DMSO (10%),
PCL+T+DMSO (5%) a PCL+T+DMSO (10%) o koncentraci 12,5%

3.2.1 Metoda pripravy roztoki PCL s dobrym a Spatnym rozpoustédlem

Byly pfipraveny 3 ml roztoky PCL, kdy bylo navazeno 0,375 g PCL ve formé malych vlocek.
Nasledné bylo ptidano dobré rozpoustédlo (CF nebo T) o objemu 2,625 ml. Vysledny roztok
byl o pfiblizné koncentraci 12,5 % PCL v rozpoustédle. Pripravené roztoky byly pomoci

magnetického michadla rozpoustény pfi laboratorni teploté 3 hodiny.
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V piipadé piipravy roztoku s ptidavkem Spatného rozpoustédla bylo po rozpousténi PCL
v dobrém rozpoustédle ptidano Spatné rozpoustédlo, a to o koncentraci 5 % nebo 10 %

z objemu pouzitého dobrého rozpoustédla.
3.3 Pristroje

3.3.1 Elektrospinovaci zatizeni

Elektrostatické zvlakinovani bylo provedeno na laboratornim ptistroji (Obr. 13) sestaveném
na Ustavu fyziky a materialového inZenyrstvi UTB ve Zling. Zatizeni je slozeno z davkovaci
pumpy, injekéni jehly, vysokonapét'ového zdroje a kolektoru, ktery je uzemnén. Elektricke
zvlaknovani probihalo ve vzdalenosti jehla-kolektor 7 cm a napéti 8,5 kV a 15kV. Vlakna

se spinovala na rotacni grafitovy kolektor a nasledné i na staticky kolektor.

3.4 Metoda pripravy vlakennych vrstev

Hlavnim zaméfenim této prace byla pfiprava strukturovanych vldkennych vrstev

pro biologické aplikace, kdy tyto vrstvy byly vyrobeny pomoci metody elektrospinningu.

Pii ptipravé vldkennych vrstev z polymernich roztokt PCL byla nastavena vzdalenost jehla-
kolektor 7 cm a napéti zdroje bylo 8,5 a 15kV. Davkovany objem roztokt byl 0,6 ml/hod.
Pro zachyceni vlaken byly pouzity dvé moZnosti nosného materidlu. V prvnim piipad¢ to
byl grafitovy kolektor, ktery byl uchycen do rotacniho pftistroje a jako druha moznost byl
pouzit staticky kolektor ve formé celulozového substratu. Polymerni roztok byl v injekéni
stiikacce, ktera byla opatfena hadickou a jehlou, kterou byl roztok davkovan pomoci
davkovaci pumpy. Ihned po spusténi ddvkovaci pumpy byl zapnut zdroj elektrického napéti,

a to po dobu, dokud se tvofila vlakna, tento proces trval ptiblizn€ 40 minut.

Nasledné byl grafitovy kolektor vyjmut z pfistroje zajistujici rotaci, a naspinovanda vldkna
byla odebrana na tercik opatfeny uhlikovou paskou pro mozné pozorovani na elektronovém
mikroskopu. Cela davkovaci ¢ast byla dikladné ocisténa pied dalsim opakovanim procesu.
Pii tvorbé vldken na staticky kolektor se postupovalo obdobné, jen s rozdilem nosného
materidlu. Nosny material, tedy celuléozovy substrat byl umistén pod injekéni jehlu do
vzdalenosti 7 cm v nehybné poloze a proces tedy mohl byt spuStén. Proces spinovani na

celul6zovy substrat probihal do uplného prekryti substratu vlakny, tedy cca 20 minut.
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Zdroj napéti Dévkovaci pumpa

Rotacni grafitovy kolektor Injekéni jehla

Obr. 13. Laboratorni zafizeni — elektrospinner

3.5 Charakterizace strukturovanych vlakennych vrstev

Pro analyzu povrchu vlakennych vzorkl byl vyuZit skenovaci elektronovy mikroskop SEM.
Vzorky bylo nutné pfed samotnou analyzou pokovit tenkou vodivou vrstvou kvili lepSimu
zobrazeni pti mikroskopovani. Princip skenovaciho elektronového mikroskopu je zalozen
na dopadu paprskt elektronti na vzorek, které se nasledné odrazi do detektoru, ktery vytvori
obraz v pfipojeném pocitaci. Vzorky byly analyzovany pfti zvétSeni 500%, 3000% a piipadné

9700x.

3.5.1 Skenovaci elektronovy mikroskop

Pted samotnou analyzou vzorkii na elektronovém mikroskopu bylo nutné pro lepsi zobrazeni
vzorky pokovit tenkou vodivou vrstvou pomoci pokovovaciho ptistroje (Obr. 14). Proces
pokoveni probihal v napraSovacim zatizeni SC7620 od spole¢nosti Quorum Technologies

smési zlata a paladia v pfitomnosti argonu po dobu 60 s.

Obr. 14. Pokovovaci piistroj
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K samotné charakterizaci byl po pokoveni vyuzit skenovaci elektronovy mikroskop Phenom
Pro XL G2 od firmy Thermo Fisher Scientific. Pfipravené vzorky ptipevnénych na kovovych
tercicich pomoci vodivé oboustranné uhlikové péasky byly zpokovovaciho pfistroje
premistény do specidlniho drzaku pro vodivé vzorky. Pro charakterizaci morfologie vldken
byla pouzita zvétseni 500%, 3000% a pripadné 9700x. Snimani probihalo v rezimu Image pii
urychlovacim napéti 10 kV a byly pouzity detektory zpétné odraZzenych a sekundarnich

elektront v poméru 1:1.

Diky pofizenym snimkiim z elektronového mikroskopu, bylo mozné naméfit priméry
jednotlivych vlaken a s priméry koralka. Paramenty byly naméfeny a vyhodnoceny za
pouziti softwaru Phenom Image Viewer. Vyhodnocené priméry koralkd i vldken byly

potizeny ze snimki o zvétSeni 3000x a prumérnéd hodnota byla spoc¢itdna z 10 hodnot.
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4 DISKUZE A VYSLEDKY

Béhem prace byly pfipraveny strukturované vldkenné vrstvy na bazi poly-e-kaprolaktonu,
modifikované ptidavkem dobrych a Spatnych rozpoustédel. Polymerni vlakenné struktury
byly pfipraveny metodou elektrospinningu. Jako material byl zvolen PCL, ktery
je charakteristicky svou vysokou biokompatibilitou a biodegradabilitou. Byl sledovan vliv
dobrych a Spatnych rozpoustédel na zvlakinovani a také na morfologii, ktera souvisi s dalsim
vyuzitim vlakennych vrstev. Pro charakterizaci vlivu dobrych a Spatnych rozpoustédel
na vlakenné vrstvy byla vyuzita metoda sledovani povrchové struktury pomoci skenovaciho

elektronového mikroskopu.

4.1 Vliv dobrého rozpoustédla na zvlakinovani polykaprolaktonu

Vzorky byly spinovéany v prvnim piipad€ na rotacni grafitovy kolektor a v druhém ptipadé
na staticky kolektor ve formé¢ papirového substratu. Dal§im parametrem bylo napéti, kdy

kazdy vzorek byl naméten pfi 8,5kV a 15kV.

4.1.1 Zvlakiovani na rotaéni kolektor

Pti spinovani na rota¢ni kolektor se neprojevily Zddné nezddouci vlivy, které by ovliviiovaly
tvorbu vlakennych vrstev, a to jak pti vyuziti chloroformu ani toluenu. Vlakna se na kolektor
chytala bez problému. Zvlaknovani probihalo 40 minut, aby vznikla dostate¢na vrstva vlaken

potiebna pro dostate¢né pokryti plochy ter¢iku pro nasledné sledovani SEM.

Z vyslednych snimka vyplyva, Ze roztoky PCL s chloroformem vytvofily velké mnoZstvi
vlaken, obsahujici malé kulicky, nebo spise kapicky, jez maji mirn€ zvrasnény povrch a jsou
mezi sebou propojeny vlakny. Pfitomnost kapek je pravdépodobné zplisobena nizkou
koncentraci roztoku.!®H Z vysledki je patrné, Ze velikost pouzitého napé&ti mé vliv na velikost
kapek. U mensiho napéti (Obr. 15 A) vznikly spiSe malé utvary a u vyS$§iho napéti (Obr. 15
B) vznikly podlouhlé kapicky coz je nejspiSe zptisobeno vétSim protahovanim vznikajicich
vlaken pti pouZiti vétsiho napéti.

Podobny vysledek je mozné sledovat i u roztoku PCL s toluenem. Pfi niz§im napéti je patrné,
ze kromé vzniklych vldken se zde objevuji 1 velké kapky (Obr. 15 C) v porovnani s vét§im

napétim (Obr. 15 D), kde je pocet kapek mnohem vyssi a kapky jsou mensiho praméru.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

PCL + chloroform PCL + toluen
8,5 kV 15kV 8,5 kV 15 kV

PCL+CF 8,5kV | -- s j i TN
. : ]

PCL+T15kv SV SSRGS

=

Obr- 15. — Srovnani snimkti ze SEM spinovanych vldken z roztoku PCL pouze s dobrym
rozpoustédlem na rotacni kolektor A) PCL:CF 8,5 kV, B) PCL:CF 15kV, C) PCL:T 8,5kV,
D) PCL:T 15kV

Z Tab. 1, kde jsou uvedeny primeéry vlaken, je patrné, Ze pti zvldkinovani s nizSim nap&tim

vznikaji vldkna s vétsim priimérem, coZ je podpoieno i vysledky z literatury.[®?)

Tab. 1 — stanoveni priméru vladken a kapek na vzorcich spinovanych z roztokti PCL
pouze s dobrym rozpoustédlem na rotacni kolektor.

Napéti [kV] | Cést vzorku llZI'CﬁIr;lJ;rC[rljm] ifﬁfn;T[nm]
05 vlakna 1076 + 12 1192+13
’ kapky 12 440 + 10 3840 + 20
s vlakna 760 £ 10 450 + 10
kapky 9520+ 10 10 180 £ 30
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4.1.2 Zvlaknovani na staticky kolektor

Pti spinovéni vlaken na staticky kolektor (papirovy substrat) nastal problém u vzorka
s toluenem. Tyto vzorky nemohly byt ptipraveny z diivodu tvorby mokrych skvrn, nikoliv
vlaken. Nejspise to bylo zptisobeno nedokonalym vyschnutim rozpoustédla z vldken pied
dopadem na substrat, coz mize byt zpisobeno nizsi viskozitou roztoku oproti PCL:CF 1 pies

to, Ze oba roztoky byly pfipraveny se stejnou koncentraci 63

Nizsi viskozita roztoku miize v nasem ptipadé, kdy je roztok spinovan shora dolti (ve sméru
gravitace), vést k toku vétSiho mnozstvi roztoku, ktery jiz nestiha dostate¢né vysychat. Pti
spinovani na rotacni kolektor dochazi pfi otaCeni kolektoru ke vzniku proudéni, které mize
napomahat k odpafovani rozpoustédla, a proto je zfejmé mozné pozorovat vznik vldken
(Obr. 15 C, D).

PCL + chloroform
8,5kV 15kV

PCL+CF 8,5kV

A

Obr. 16 — Srovnani snimkid ze SEM spinovanych vladken z roztoku PCL pouze s dobrym
rozpoustédlem CF na staticky kolektor A) PCL:CF 8,5kV, B)PCL:CF 15kV, C) PCL:CF
8,5kV, D) PCL:CF 15kV

Pti spinovani na staticky kolektor tedy byly pofizeny pouze vzorky z roztoku PCL:CF.
V Tab. 2 jsou uvedeny namétfené primeéry vlaken a vzniklych kapek. Které se zde objevuji

stejn€ jako u spinovani na rota¢ni kolektor.
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Tab. 2 — stanoveni praméru vlaken a kapek na vzorcich spinovanych z roztokia PCL
pouze s dobrym rozpoustédlem na staticky kolektor.

Napéti [kV] | Cast vzorku ircﬁl;n—gr([::m] ll:fﬁl;n-gr"[[nm]
vldkna 468 £ 12 -

8,5 kapky 10761 £ 16 -
vladkna 760 £+ 10 -

15 kapky 8837+9 -

Po srovnani vysledkl z Tab. 2 a snimki z Obr. 16 je vidét, ze vznikaji vldkna s primérem
v fadu stovek nanometr, a pfi srovnani s primérem vlaken i kapek ziskanych pfi spinovani
na rotacni kolektor (Tab. 1, Obr. 15) je mozné fict, ze jak vlakna, tak vzniklé kapky maji

mensi pramer.

4.2 Vliv pridavku Spatného rozpoustédla na zvlakinovani

polykaprolaktonu

Pro ptipravu strukturovanych vlaken bylo vyuzito jevu znamého jako fazova separace. Diky
fazové separaci je mozné pfipravovat nejriznégjsi strukturované systémy.[$H65] Fazova
separace mize byt zpiisobena riznymi faktory.[®*7) V nagem piipadé bylo pro dosazeni
efektu poréznich vldken zvolen pfistup fdzové separace indukované Spatnym

rozpoustédlem.[6®]

4.2.1 Zvlakinovani na rotaéni kolektor

Vzorky, které obsahovaly Spatné rozpoustédlo byly zvlakiiovany na kolektor, a to bez
jakychkoliv pozorovanych nezddoucich vlivi. Pti spinovani roztoku PCL s chloroformem a
5 % dimethylsulfoxidem vznikla souvisla vldkna s ob¢asnym vyskytem protédhlych kapek
s nepatrnym zvrasnénim volné pfechazejicich do vlaken, avsak ani u jednoho zvléknovaciho

napéti neni mozné pozorovat vznik poréznich vlaken.

U vzorkt ptipravenych z roztoku PCL s toluenem a 5 % DMSO (Obr. 17 C, D) lze patrné
vidét, Ze vznikaly vlakna, ale je zde vétsi mnoZzstvi kapek, nez pti zvlakiovani s CF. Pfi
porovnani PCL:T:DMSO je mozné pozorovat, ze pouziti vétsiho zvlakiiovaciho napéti vede

k tvorbé ndsobné¢ vice kapicek, které maji kulaty tvar.

Vznik kapicek (tzv. beads on strings) pti elektrospiningu je obecné povazovano za nezadouci

jev. AvSak v posledni dobé se n€které vyzkumy zabyvaji jejich slibnymi aplikacemi, mezi
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které patii napiiklad povlaky s hydrofobnimi vlastnostmil®®! nebo systémy pro doru¢ovani

1é¢iv se zapouzdfenymi terapeutickymi latkami.[”"!

PCL +chloroform +dimethylsulfoxid (5%) PCL +toluen +dimethylsulfoxid (5%)
8,5 kV 15kV 8,5 kV 15kV

PCL4CF + DMSO(5%) 15KV Wl ' TR ~c.. - omsoss isiv 2

[

Obr- 17. — Srovnani snimkii ze SEM spinovanych vladken z roztoku PCL s dobrym i
$patnym rozpoustédlem na rotacni kolektor A) PCL:CF:DMSO 5% 8,5kV, B)
PCL:CF:DMSO 5% 15kV, C) PCL:T:DMSO 5% 8,5kV, D) PCL:T:DMSO 5% 15kV

Tab. 3 pak udava udaje primeérii vlaken a kapicek pii spinovani PCL:CF/T s 5 % DMSO na
rotacni kolektor. Z udaji uvedenych v Tab.3 je mozné fici, ze v ptipad€ pouziti toluenu jako
dobrého rozpoustédla vznikaji vlakna i kapicky s mensim primérem v porovnani s CF, coz

je pravdépodobné zplisobeno nizsi viskozitou roztoku.”!!

Dale je mozZzné pozorovat, stejné¢ jako v piipadé spinovani PCL pouze s dobrym

rozpoustédlem, ze s vy$§im napétim dochézi ke snizovani priméru vlaken i kapek.

Tab. 3 — stanoveni priméru vldken a kapek na vzorcich spinovanych z roztokti PCL
s dobrym a Spatnym rozpoustédlem (5 % obsah) na rota¢ni kolektor.

Napéti [kV] | Cast vzorku Cttlorf)form + DMSO(5%) Tooluevn + DMSO(5%)
Primér [nm] Primér [nm]
8.5 vlakna 890 + 10 663 + 11
’ koralky 11658 +16 4487+ 16
15 vlakna 680+ 10 426 £ 11
koralky 561020 4520+ 30
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Dalsi ¢asti experimentu byl ptidavek vétsiho mnozstvi Spatného rozpoustédla do roztoku.

Z Obr. 18 A, B je mozné pozorovat, ze v piipad¢ roztoku PCL s CF a DMSO dochazi
v porovnani s DMSO 5 % (Obr. 17 A, B) k zfejmému snizeni poctu vznikajicich kapek.
Vlékna vypadaji homogennégji a vice zvrasnénd a jsou zde 1 viditelné pory a to v ptipadé
pouziti niz8iho 1 vy$§iho napéti.

Vlédkna s obsahem toluenu (Obr. 18 C, D) byla tvofena velkym mnoZstvim malych a vysoce
poréznich kapek. Pocet kapek se pifi pouziti vétSiho napéti zvysil. Vldkna vytvofena
pii vysSim napéti obsahovaly vétsi mnozstvi kapicek stejn¢ tak jak tomu bylo u vldken

s chloroformem.

PCL + chloroform + dimethylsulfoxid (10%) PCL + toluen + dimethylsulfoxid (10%)
8,5kV 15kV 8,5kV 15kV

Obr- 18. — Srovnani snimki ze SEM spinovanych vléken z roztoku PCL s dobrym i
Spatnym rozpoustédlem na rotacni kolektor A) PCL:CF:DMSO 10% 8,5kV, B)
PCL:CF:DMSO 10% 15kV, C) PCL:T:DMSO 10% 8,5kV, D) PCL:T:DMSO 10% 15kV

Z vysledkti uvedenych v Tab. 4, ktera udava pramér vlaken a kapek, miizeme opét fict, ze v
ptipad€ pouziti toluenu jako dobrého rozpoustédla dochazi k vzniku vléken i kapicek s
mensim primérem oproti roztoku s CF. Dale je mozné poznamenat, Ze s vySSim napétim

dochazi ke vzniku tenéich vlaken.
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Tab. 4 — stanoveni priméru vlaken a kapek na vzorcich spinovanych z roztoktt PCL
s dobrym a Spatnym rozpoustédlem (10 % obsah) na rotac¢ni kolektor.

Napéti [kV] | Cast vzorku Cholorf)form + DMSO (10%) Tooluevn + DMSO (10%)
Primér [nm] Primér [nm]
8.5 vldkna 1215+17 654 + 14
’ koralky 6770+ 20 5300+ 30
15 vldkna 954+ 9 564 +9
koralky 5884+16 3810+19

4.2.2 Zvlaknovani na staticky kolektor

Zvlaknovani vzorkul na staticky kolektor opét nebylo mozné provést s roztoky s toluenem ze
stejnych divodu, které jsou uvedeny v kapitole 4.1.2. Na Obr. 19 jsou zobrazeny snimky ze
SEM vzorktl, které byly spinovany z roztoki PCL:CF:DMSO 5 % nebo DMSO 10%.

PCL + chloroform + dimethylsulfoxid (5%) PCL + chloroform + dimethylsulfoxid (10%)
8,5 kV 15kV 8,5 kV 15kV

PCL+CF + DMSO (5%) B,5kV PCLACF + DMSO (5%] 15K  poLs MSO (10%) 8,5kV % PCLeCF+ DMSO (10%) 15kV

Obr. 19 — Srovnani snimkt ze SEM spinovanych vlaken z roztoku PCL s dobrym i $§patnym
rozpoustédlem na staticky kolektor A) PCL:CF:DMSO 5% 8,5kV, B) PCL:CF:DMSO 5% 15kV,
C) PCL:CF:DMSO 10% 8,5kV, D) PCL:CF:DMSO 10% 15kV



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

Z Obr. 19 je mozné pozorovat, ze se podafilo piipravit vlakna s povrchovou texturou. Pii
srovnani snimkil ze SEM je vidét, ze vétsi mnozstvi DMSO (Obr. 19 C, D) vedlo k vzniku
vyrazngj$i textury vldken a zaroven i k mensimu mnozstvi vznikajicich kapek. Pti niz$im
obsahu DMSO (Obr. 19 A, B) vzorek obsahuje vice kapek protahlého tvaru, které jsou
porézni, avsak vzniklé¢ pory jsou mnohem mensi nez v ptipadé pouziti vétsiho mnozstvi
DMSO. Zaroven je mozné pozorovat u obou koncentracich DMSO, ze jakmile dojde
k ztenCeni vldkna, tak zanika i textura. To mize byt zptsobeno tim, ze ten¢i vldkna vysychaji
rychleji nez mista, kde je vice materialu (kapky, vldkna s vétSim primérem) a nedochazi tak

k dostatecné fazové separaci.

Z vyslednych priméri kapek a vlaken, uvedenych v Tab. 5 je patrné, Ze pii spinovani
roztokd s dobrym i §patnym rozpoustédlem vede k vzniku vldken s primérem mensim nez
1 um (v porovnani se spinovanim na rotacni kolektor, Tab. 4). Priméry vlaken a kapek se
pak s vyssi hodnotou napéti opét snizuji.

Tab. 5 — stanoveni pruméru vlaken a kapek na vzorcich spinovanych z roztoki PCL
s dobrym a Spatnym rozpoustédlem (5 a 10 % obsah) na staticky kolektor.

Napéti [kV]

Cast vzorku

PCL:CF:DMSO (5%)

PCL:CF:DMSO (10%)

Primér [nm]

Primér [nm]

8.5 vlakna 772+ 11 832 £8
’ kapky 7140 + 30 4372 +£ 11
15 vlakna 681 +7 570+ 10
kapky 5370 + 20 6680 + 20
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ZAVER

Cilem této prace bylo pfipravit strukturované vldkenné vrstvy pro biologické aplikace
na bazi polykaprolaktonu. Vzorky byly pfipraveny pomoci metody elektrospinningu
ve form¢ vldken na grafitovy rotac¢ni kolektor a staticky kolektor (celulézovy substrat).

Morfologie ptipravenych vzorkli byla charakterizovana metodou skenovaci elektronové

mikroskopie.

Elektrostatick¢ zvlaknovani roztokti polykaprolaktonu (PCL) za pouziti riaznych
rozpoustédel a procesnich podminek poskytlo zajimavé poznatky o vlivu téchto parametri
na vyslednou morfologii vldken. Experimenty provadéné na rota¢nim a statickém kolektoru

ukézaly, ze typ kolektoru méa vyznamny vliv na tvorbu vlaken a jejich povrchovou strukturu.

Pti zvlakniovani na rotacni kolektor s pouzitim dobrych rozpoustédel, jako jsou chloroform
(CF) a toluen (T), se ukazalo, Ze napéti vyrazné ovliviiuje velikost a tvar vznikajicich kapek
i vlaken. Vyssi napéti (15 kV) vedlo k tvorbé tencich vldken a mensich kapek, zatimco nizsi
napéti (8,5 kV) zptsobilo vznik vldken s vétSim primérem a vétSich kapek. To bylo
potvrzeno jak snimky ze skenovaci elektronové mikroskopie (SEM), tak namétenymi
priméry vldken a kapek. Tento jev je pravdépodobné zplsoben intenzivnéj$im

protahovanim vlaken pfi vys$§im napéti, coz zvysuje tendenci tvorby mensich struktur.

Pti zvldknovani na staticky kolektor bylo mozné piipravit vzorky pouze s chloroformem
jako dobrym rozpoustédlem. V piipadé roztoku s toluenem dochézelo ke vzniku mokrych
skvrn a nebylo moZné pifi zachovani stejnych procesnich podminek ziskat vldkna. To
naznacuje, Ze rotacni kolektor zajiSt'uje lepsi podminky pro odpafovani rozpoustédla, coz je
nezbytné pro tvorbu vldken. Pti zvlakniovani roztokt na staticky kolektor vznikala vldkna a
kapky o mensim primeéru nez pti zvlakiiovani na rotacni kolektor. Zaroven v ptipadé€ roztoki
s toluenem vznikaly kromé vldken 1 kapky kulovitého tvaru oproti roztokim

s chloroformem, kdy dochazelo k tvorbé zejména kapek protahlého tvaru.

Ptidavek $patného rozpoustédla, jako je dimethylsulfoxid (DMSO), do roztokti PCL vedl
diky fazové separaci ke vzniku vlaken s viditelnou povrchovou texturou. Bylo zjisténo, ze

vy$$i obsah DMSO zplisobuje tvorbu vldken s vyrazngjsi texturou a mensim poctem kapek.
Ziskané poznatky mohou byt vyuzity pfi optimalizaci vyroby vldken pro specifické
biologické aplikace, kde je pravé struktura materidlu velmi ditllezitym parametrem. Vysledky

této prace prispivaji k lepSimu pochopeni procesii pti elektrostatickém zvlaknovani.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
PCL Polykaprolakton

e-CL e-kaprolakton, monomer pro vyrobu PCL
HA  Kyselina hyaluronova

PVA Polyvinylalkohol

PVP  Polyvinylpirrolidon

PDMS Polydimethylsiloxan

DMSO Dimethylsulfoxid

CF  Zkratka chloroformu

T Zkratka toluenu

CHCI3 Chemicky vzorec chloroformu
C6HsCH3 Chemicky vzorec toluenu

ROP Polymerace otevirani cyklu

FDM Depozice tavné struktury, technika 3D tisku

SLM Selektivni laserové taveni, technika 3D tisku

EBM Taveni materialt elektronovym paprskem, technika 3D tisku

UV  Ultrafialové zafeni
SEM Metoda skenovaciho elektronového mikroskopu

Mw  Stfedni molekulova hmotnost
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