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Anotace:

Tato prace se zabyva pfipravou nanovldkennych materidli z chemicky modifikované
kyseliny hyaluronové s vazanymi antioxida¢nimi latkami. V teoretické Casti je popsana
kyselina hyaluronova, antioxidanty, nanomaterialy a moznosti jejich charakterizace. Prakticka
¢ast je zaméfena na piipravu nanovlaken z derivatl kyseliny hyaluronové a na metody

pouzivané k jejich charakterizaci pomoci vybranych analytickych a biologickych metod.
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This thesis is focuses on the preparation of nanofiber materials from chemically modified
hyaluronic acid with bound antioxidants. The theoretical part describes hyaluronic acid,
antioxidants, nanomaterials and possibilities of their characterization. The practical part is
focuses on preparation of nanofibers with hyaluronic acid derivatives and methods used for

their characterization by selected analytical and biological methods.
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Seznam pouzitych zkratek

ALA — kyselina alfa-lipoova
BDDE - butan-1,4-diol diglycidyl ether
Da — Dalton

DMEM — modifikované Dulbecco Eagleovo médium

DNA — deoxyribonukleova kyselina

Ds— stupen substituce

ES — electrospinning, elektrostatické zvlakniovani
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1. Uvod

V soucasné dobé jsou nanomaterialy pfedmétem zajmu védct po celém svété, patii mezi
materialy s velkym rozvojem a pouzitim ve velmi Siroké skale aplikaci. Jako nanomaterialy se
obecné oznacuji takové, které maji rozméry fadové v nanometrech (obvykle cca 1-100 nm),
tzn. 10°m (miliardtiny metru), coz je piiblizné tisicina tloustky lidského vlasu.
Nanomaterialy lze vyuzit, napf. v letectvi (odlehéené materialy, odolné barvy a natéry pro
aerodynamickeé plochy), v automobilovém prumyslu (barvy a natéry odolné proti poskrabani,
plasty, maziva, kapaliny, pneumatiky), v zeméd¢lstvi a potravinaistvi (senzory pro
optimalizaci produkce potravin), ve stavebnictvi (izolace, odolné stavebni materidly), pii
vyrobé energie (fotovoltaika), zivotni prostiedi (remediace pudy a podzemnich vod), v
kosmetice (opalovaci krémy, zubni pasty, krémy na plet’), ve zdravotnictvi (cileny transport
1é¢iv), v textilnim pramyslu (ochranné odévy), v elektronice a nanobiotechnologii.
Nanomaterialy jsou velmi uzite¢né v mnoha smérech. Mohou zachraiovat zivoty v ptipadé
cileného transportu 1ékd, chemoterapeutik a radioterapeutik, mohou dosahovat zésadnich
objevll ve vyzkumu, pomahaji sniZovat dopady na Zivotni prostfedi v piipadé fotovoltaickych
clankd abaterii ¢i zdokonalovat funkce vyrobkii pro denni potfebu. VSichni lidé se
s nanomaterialy setkavaji kazdy den, aniz by si to uvédomovali. Z divodu toho, Ze hodné
nanomaterial je mozné vyrobit z biologickych slozek, se védci snazi vynalézt nové
technologie a produkty vyroby. A kvuli tomu cilem mé prace bylo vyrobit nanovlakna s
derivath kyseliny hyaluronové s potencialnim vyuzitim v kosmetickych nebo farmaceutickych
aplikacich. Pro tyto oblasti vyuziti je velmi cenné, Ze se jedna o ptirodni material, tvofici
jednu z hlavnich slozek bunétné hmoty a tim je kompaktibilni s lidskym organismem.
Kyselina hyaluronova je tedy piirodni biopolymer, ktery se také nachazi v lidské pokozce, a
proto byla vybrand jako hlavni slozka pfipravenych nanovlaken s dvéma typy ptirodnich
antioxidantt, které jsou také velmi vyznamné v této oblasti vyuziti, nebot’ inhibuji oxidaci
jinych molekul, a tim napf. zabranuji vypuknuti a rozvoji né€kterych onemocnéni. Pro
charakterizace pripravenych nanovldken a moznost potencialniho vyuziti v danych oborech

byly provedeny analytické a biologické zkousky.

Tato diplomova prace obsahuje teoretickou a praktickou ¢ast. Prakticka ¢ast byla plné

zpracovana ve firm¢ Contipro, a. S. V Dolni Dobrouci.
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2. Teoreticka cast

2.1 Ptirodni polymery

Polysacharidy, proteiny a polyestery odvozené z rostlinnych i1 zivocisSnych fiSi tvofi
skupinu pfirodnich polymerd. Nékteré z téchto polymert jsou soucasti stravy a jsou také
pouziviny v riznych farmaceutickych aplikacich.! P¥irodni polymery vykazuji velkou
rozmanitost pomérné slozitych struktur a riznych fyziologickych funkci a mohou nabizet fadu
potenciélnich aplikaci, diky jejich riznym vlastnostem, jako je schopnost gelace, schopnost
vazat vodu, biologicka degradace a mnoho dalsich. Kromé toho maji velky pocet funkénich
skupin (aminoskupiny, karboxylové a hydroxyloveé skupiny), které jsou dostupné pro
chemickou reakci (hydrolyza, oxidace, redukce, esterifikace, etherifikace, zesitovaci reakce

atd.) a enzymatické modifikace nebo konjugace s jinymi molekulami.[?

2.1.1 Polysacharidy

Polysacharidy se skladaji z monosacharidd (cukri) spojenych dohromady ortho-
glykosidickymi vazbami. Rozdily v monosacharidové kompozici, typu vazeb, tvarech fetézct
a molekulové hmotnosti urcuji jejich fyzikalni vlastnosti, jako je rozpustnost, viskozita,
povrchové a mezifdzové vlastnosti. Kromé toho polysacharidy vykonavaji rizné fyziologické
funkce, a proto maji velké potencialni aplikace v oblasti tkafiového inzenyrstvi a regeneracni

mediciny. Biomedicinské aplikace polysacharidi jsou ukazany na Obrazku 1. [
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Nanostruktury OH" O Nosiéi 1é¢iv
Polysacharid - Hydrogely
- Skafoldy

Hydrogely

Obrazek 1: Biomedicinské aplikace polysacharidi [

2.1.1.1 Celuléza

Celuldza je piirodni polymer, obsazeny v baving a dievu. Bavina obsahuje v suchém stavu
90 % celuldzy, dievo asi 50 %. Dalsich ptiblizn€ 30 % obsahu dieva tvofi lignin - pfirodni

fenolicky polymer zpeviujici strukturu dieva, zbytek pak cukry a soli.*!

Celul6za se sklada z molekul glukosy spojenych v polohéach 1,4 B-glykosidickou vazbou
(viz Obrazek 2).[4

CH,~OH H  OH
H O o H
H OH H
OH H H
—0 H H Lo
H  OH CH,~OH "

Obréazek 2: Struktura celulézy B
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Celul6za je netavitelnd a nerozpustnd. Dokud je chemicky nezménéna, nelze ji tvafet.
Proto ji pfeménujeme na derivaty, které Ize tvaret snadno. Z nejznaméjSich jsou to, napf.
amyloid - prusvitny pergamen, vznikajici pisobenim zfedéné kyseliny sirové na celuldzu,
nebo nitrat celulozy, ktery je zédkladem k vyrobé, tzv. viskdzy, suroviny pro celofan a
visk6zové hedvabi. Nitrat celulézy se pouziva také k vyrobé lepidel a natérovych hmot

urcenych pro kovy, dfevo a celofanové folie.

Reakénim produktem pusobeni koncentrované kyseliny octove je triacetat celuldzy, ktery
se jen v n¢kterych piipadech piimo zpracovava jako polymer (na filmy a vlakna). Vétsinou se
vsak triacetat celulozy hydrolyzuje na diacetat pfidavkem vody. Celul6za se také pouziva pro

vyroby visk6zového vlakna (Obréazek 3).Fl

Obrazek 3: Viskdzoveé vlakno [

Diacetat celulozy se pouziva k vyrobé folii, vlaken a natérovych hmot.

Ostatni pouzivané ethery celuldzy jsou vodorozpustné polymery, které nachazeji uplatnéni
jako ochranné koloidy ve farmaceutickych a kosmetickych ptipravcich, jako pfisady do
vodorozpustnych natérovych hmot, impregnaéni Cinidla pro papir a textil, vodorozpustna

lepidla apod.E!
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2.1.1.2 Skrob

Skrob je latka, ktera se nachazi v nékterych rostlinach, napt. v bramborach, kukufici, ryzi,
ve form¢ Skrobovych zrn. Ta se skladaji ze dvou polysacharida - linearni amyl6zy rozpustné v
horké vodé a rozvétveného amylopektinu ve vodé nerozpustného (Obrézek 4). V béznych
Skrobech byva podstatné vice amylopektinu, asi 80 %. Proto se Skrobové zrna ve studené
vodé nerozpousteji a v teplé bobtnaji. Po del§im zahiivani na 60 °C az 70 °C ptechazeji do
koloidniho roztoku, zndmého jako Skrobovy maz. Ten ochlazenim vytvaii gel, coz je

podstatou piipravy pudinkd.

Skrob snadno podléha hydrolyze, oxidaci, tepelnému a mechanickému odbouravani.
Produkty hydrolyzy $krobu jsou tzv. dextriny, vice nebo mén¢ rozpustné ve studené vodé.

Pouzivaji se k vyrobé lepidel a pojiv.Fl

CH,0H CH,0H |

|n
amylosa
CH,0OH
H)—QoH
OH
-0
OH
CH OH sCH CH, OH
()H QH H
40H )
3@

amylopektin

Obrazek 4: Struktura $krobu [
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2.1.2 Bilkoviny

Bilkoviny maji mezi vSemi pfirodnimi latkami zcela zvIastni postaveni, nebot’ bez nich
neni mozna existence zadného zivého organismu.l! Z molekularnino hlediska mohou byt
proteiny povazovany za polymerni struktury slozené z 20 aminokyselin vazanych amidovymi
(nebo peptidovymi) vazbami. Aminokyseliny jsou proto stavebnimi bloky polypeptidii a

proteint.[?l
Podle tvaru molekul bilkoviny rozd¢lujeme na vlaknité a globularni.

Vléknité bilkoviny jsou konstrukénim materidlem tél Zivocichi, podobné jako celuldza tél
rostlin. Patii mezi n¢ fibroin (v pfirodnim hedvabi), keratin (v nehtech a vlasech), myosin (ve

svaloving) a kolagen (ve vazivovych a pojivovych tkanich).

Ke globularnim bilkovinam patii kasein (ve mléku), albumin (ve vejcich) a zein (v

kukufici).F!

2.2 Kyselina hyaluronovéa

2.2.1 Historie

V roce 1934 Karl Meyer a John Palmer popsali postup pro izolaci nového
glykosaminoglykanu ze sklivce skotu. Tato latka obsahovala kyselinu uronovou a aminocukr,
kterou pojmenovali ,,kyselina hyaluronovd*“ (HA), nékdy se oznacuje téz jako ,,hyaluronan®.

Jedna se o polymer, jehoZ zakladni jednotka obsahuje dva rizné sacharidy.!

2.2.2 Chemicka struktura

HA je rovnomérné se opakujici linearni glykosaminoglykan slozeny z 2 000 — 25 000
disacharidi kyseliny glukuronové a N-acetylglukosaminu spojenych stiidajicimi se p1—4 a

B1—3 glykosidickymi vazbami, viz Obrazek 5.
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Obréazek 5: Chemicka struktura kyseliny hyaluronové [

2.2.3 Modifikace

HA obsahuje karboxylové kyseliny a hydroxylové funkéni skupiny, které mohou byt
pouzity pro modifikace (viz Obrézek 6). Hydroxylové skupiny na HA mohou byt zesitovany

etherovou vazbou a karboxylové skupiny prostfednictvim esterové vazby.

¥
OH OH
H COOH H H COOH T o
-
O 1T QAHO " X=r-TCQ o 'N=rTAHO = rT94

HO N O A AT HO A O A
'H oH H NH "H OH H NH
H H H O= H x| X! H O=¢ e
CH, CH,

D-Glucuronic acid
N -Acetyl D-Glucosamine n

Obrazek 6: Primarni mista vhodna pro chemickou modifikaci HA

HA je mozné chemicky modifikovat pied zesitovanim za vzniku jinych funk¢nich skupin.
Naptiklad HA muze byt deacetylovana kyselinou nebo bazi, coz vede k ptitomnosti volnych
aminoskupin. Tyto aminoskupiny mohou byt zesiténé amidovou, iminovou vazbou nebo jako
sekundarni amin. Iminova vazba mutize byt dale pfevedena na aminovou vazbu v pfitomnosti
reduk¢éniho ¢inidla. Reakce zesiténi mohou byt provedeny za kyselych, neutrdlnich a

alkalickych podminek za pouziti karbodiimidi, aldehyd, sulfidi a polyfunkénich epoxidi.[
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2.2.4 Derivaty HA

Obrazek 7 ilustruje vybrané chemické modifikace HA: dihydrazid kyseliny adipové pro
pouziti pti dalsim zesiténi; butan-1,4-diol diglycidyl ether (BDDE); tyramid pro peroxidazove
zesiténi; dialdehyd ziskany oxidaci jodistanu; methakrylat na primarni 6-hydroxylové
skupin¢; benzyl ester; glycidyl methakrylat; thiopropionyl hydrazid; bromacetat;
nemodifikovana disacharidova jednotka pro srovnani.[*%

HA
0
\
HO—
Adipic dihydrazide \
R 4
“u"r//) Q _, BDDE crosslink
HN . Yy
=0 / & Glycidyl methacrylate
2 ,
= P Thiopropiony! hydrazide
/ { OH o= & MM
o Tyramide Methacrylate ) ( & Bromoacetate
{ \ Benzyl Ester ) /
/ ( \ . Rl ( ) Br ¢l Unmodified disaccharide unit
NH ,/ \ (_ v ] / NH i / 7 ~ N
HN Y . “ \ \ ‘ 9 '
e W/ WA /) O« 0 H P W2 Hy coNa WM\
/ W ‘( H ¢ v I\ Ha O HYy \ Yo H) H \Hs |
( | \H A 0 0 v 7 L.\0 HO Y ‘ 0 A~V
[ _A-L10 HOZ '\"-',{ 0 ¥ ' HOg\} O HOZ \ A g & o) . 0% HOG \ LA -
T N S HO T S0 HON A~ O J
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Obrazek 7: Derivaty HA [

V diplomové praci byly pouzity 2 derivaty: derivat kyseliny hyaluronové s kyselinou

lipoovou (HA-Lipoic) a derivat kyseliny hyaluronové s tokoferol sukcindtem (HA-Toco).

2.2.5 Vlastnosti

Kyselina hyaluronova podporuje hydrataci a pruznost pleti. Pisobi i jako antioxidant,
likviduje skodlivé volné radikaly. HA se vyuziva v lokalni 1é¢bé popalenin a koznich viedu.

Nékteti odbornici uvadéji, ze zabraiuje vytvareni jizev tim, Ze brani ukladani kolagenu pfii
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hojeni rany. V organismu se HA nachazi v mezibunééné hmoté a synovialni tekuting. Ubytek

kyseliny hyaluronové s vékem je provazen zvysenou tvorbou vrasek a dehydrataci pleti.[*]

rtLw ot

Vzhledem ke schopnosti vazat vodu a biokompatibilité je kyselina hyaluronova idealnim

materialem pro vyuziti v oblasti tkafiového inzenyrstvi a regenerativni mediciny.!!!

2.2.6 Vyroba

HA muaze byt produkovana mikrobialni fermentaci. HA je syntetizovana jako
extracelularni kapsle streptokokd skupiny A a C. Pod mikroskopem se tyto nesporulujici a
nepohyblivé bakterie jevi jako sférické nebo ovalné bunky, které jsou typicky uspotadany ve

dvojicich nebo fetézcich obklopenych rozsahlou extracelularni kapsli (viz Obrazek 8).

Obréazek 8: Elektronovéa mikroskopie Streptokoku 2]

2.2.7 Vyuziti v mediciné

HA je pouzitelna pro rtizné medicinské aplikace, piiklady jsou uvedeny v nasledujicich

kapitolach.
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2.2.7.1 Antiadhezni aplikace

Z davodu toho, ze HA je vysoce hydrofilni polymer, je vhodny pro aplikace vyzadujici
minimalni bunéénou adhezi. Pooperacni adheze, které vznikaji mezi sousednimi vrstvami
tkané po chirurgickém zakroku, bréni hojeni ran. Bariéry vytvofené ze zesiténé HA se
pouzivaji k zabranéni tvorby téchto adhezi. Krom¢ toho mize adheze bakterii k
biomaterialim vyvolat infekce a piedstavovat velké riziko pro pacienta. S ohledem na to se
esterifikovand HA také pouzivda k prevenci adheze bakterii k zubnim implantitim,

intraokularnim ¢oc¢kam a katetru.[*?!

2.2.7.2 Dermatologie a aplikace hojeni ran

HA je ptitomna ve vysokych koncentracich v kiizi a mékkych pojivovych tkanich. HA je
proto vhodnou matrici pro podporu dermalni regenerace a augmentace. Napi. Prestwich a
spolupracovnici zjistili, ze zesitované hydrogelové filmy s HA urychluji hojeni ran. Kromé
toho, v disledku své schopnosti vytvaret hydratované, expandované matrice, byla HA také

isp&$né pouzita v kosmetickych aplikacich pro augmentace mékkych tkani.[*]

2.2.7.3 Kardiovaskularni aplikace

HA je ucinny pro zvySeni kompatibility kardiovaskularnich implantati, jako jsou
vaskularni $t€py a stenty. Napfiklad povrchy biomateridlii oSetfené zesitétnou HA snizuji
tvorbu trombii. Kromé toho mohou sulfatované derivaty HA pusobit jako napodobeniny

heparinu. Derivaty HA s vys§imi stupni sulfatace zvysuji schopnost zabranéni srazeni krve.[*®l

2.2.7.4 Oftalmologie

HA je pfirozenou slozkou sklivce oka, naSla mnoho uspésnych aplikaci v oéni chirurgii.

HA se pouziva jako matrice pro zaplnéni prostoru oka. Intraokularni injekce HA se béhem
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operace pouziva k udrZzeni tvaru predni komory. Déle roztoky HA slouZi jako slozka o¢ni

kapky zvysujici viskozitu a jako pomocna latka pii opravé oéni tkang.[t]

2.3 Antioxidanty

Antioxidant je molekula, kterd inhibuje oxidace jinych molekul. Oxidace je chemicka
reakce, kterd muze produkovat volné radikaly, coz vede k fet¢zovym reakcim, které mohou
poskodit bunky. Antioxidanty, napt. kyselina askorbova (vitamin C), ukoncuji tyto fetézové
reakce. Riizné abiotické stresy vedou k nadprodukci reaktivni formy kysliku (ROS) (naptiklad
hydroxylové radikdly HO< a peroxylove skupiny ROO- ) v rostlinach a zvitatech, které jsou
nesmirné Citlivé, coz vede k poskozeni bilkovin, lipidt, skroba a deoxyribonukleové kyseliny
(DNA).

Proces oxidace vyvolava rizné neurotické stavy, zanét kloubl, astma, onemocnéni
imunitniho systému, kardiovaskularni onemocnéni, diabetes, neurodegenerativni onemocnéni,
Alzheimerovy choroby, Parkinsonova demence atd. Antioxidanty vyrovnavaji vliv ROS a

timto zptisobem pomahaji v boji proti témto onemocnénim.

Lécivé rostliny jsou dilezitym zdrojem antioxidantii. Pfirodni antioxidanty zvySuji
antioxidacni kapacitu plazmy a snizuji riziko nékterych onemocnéni, jako je rakovina a
srde¢ni onemocnéni. Sekundarni metabolity, jako jsou flavonoidy z rostlin, jsou uvadény jako
ucinné lapace volnych radikalt. Nachéazeji se ve vSech ¢astech rostlin, jako jsou listy, plody,
semena, kofeny a klira. V pfirodé existuje hodn¢ antioxidantti, které jsou rozdilné ve slozeni,

fyzikélnich a chemickych vlastnostech, mechanismu a misté ptsobeni.

Pro maximalni G¢innost se primarni antioxidanty ¢asto pouzivaji v kombinaci s jinymi
fenolovymi antioxidanty nebo s riznymi ¢inidly pro sekvestraci kovu, napf. tokoferoly s

kyselinou citronovou a isopropylcitratem.

vvvvvv

E), kyselina askorbova (vitamin C) a extrakt z rozmarynu.4
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2.3.1 Kyselina a-lipoovéa

Kyselina a-lipoova (ALA) je disulfidovy derivat kyseliny oktanové (Obrazek 9). ALA je
pfirozeny mitochondrialni koenzym multienzymového komplexu, ktery katalyzuje oxidaéni
dekarboxylace a-keto kyselin, jako jsou pyruvat a a-ketoglutarat. ALA je silny antioxidant,
ktery umoznuje terapeutické vyuziti. ALA byla objevena v roce 1951, jeji prvni klinické

studie byly provedeny ve stejném roce.

Kyselina a-lipoova je rozpustna v tuku a ve vode¢, takze mize proniknout do jakékoli tkané
v téle, coz ma antioxidaéni ucinek nejen vné, ale také uvniti bunky. Aktivuje také ¢innost
dalSich antioxidanti - vitamini A, C, glutathionu a koenzymu Q10. ALA ma unikatni
vlastnosti, které umoziuji jeji pouziti pti 1é¢bé a prevenci Sirokého spektra onemocnéni,
ptedevsim periferniho nervového systému a mozku, protoze nervova tkan je extrémné citliva
na toxické ucinky volnych radikédli. Tradicné se ALA pouzivd pii 1écbé diabetické

polyneuropatie.

OH
g—S

Obrazek 9: Struktura kyseliny a-lipoové 151 [16]

2.3.2 Tokoferol

Vitamin E je souhrnné pojmenovani ptirodnich chemickych latek: ¢tyfi tokoferoly a Ctyfi
tokotrienoly.[*! Vitamin E je vitamin rozpustny v tucich s antioxida¢nimi vlastnostmi, ktery

chrani bunééné membrany pred poskozenim volnymi radikaly.[*8!

Tokoferoly byly poprvé izolovany v roce 1936. Jejich struktura byla popsana v roce 1938

Femholzem.[*]
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Tokoferoly jsou pfirozené piitomny v rostlinnych olejich, ofeSich, ovoci a zelening.
Tokoferoly se vyskytuji v a (alpha), B (beta), y (Jamma) a 6 (delta) — forméach a 1isi se pouze
poétem a polohou methylovych skupin na aromatickém kruhu (Obréazek 10).% Relativni

antioxidaéni aktivity tokoferoli v lipidovych systémech jsou o > p >y > & — isomery.[*"]

CH,
HaC (o} CH,
alpha- Tokoferol 'CH
P 9 CHs CHs CHs
HO
CH;
CHa
)m PO AR N NN
7 7Y
beta-Tokoferol /I; /J;)CH:, Cis Chs Ciy
HO T
CHa
CHs,
HsC o CHs;
gamma-Tokoferol CHs
CHs CHj CHj
HO
CH;
0 CHs
delta-Tokoferol 'CH3
CHs CHj CHs

HO

Obrazek 10: Struktury a, B, v a & tokoferolu [2!]

a-tokoferol a tokoferol sukcinat (Obrazek 11) se vyrabéji synteticky.[2%

CH, CHg O+ OH
H3C 0 CH3
CH3 CHgy CHj3

00
CHa

Obrazek 11: Struktura tokoferol sukcinatu 24
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Antioxidacni G¢inek tokoferolt lze zvysit smichanim s kyselinou askorbovou, lecitinem

nebo kyselinou citrénovou.?"!

2.3.2.1 Aplikace

Jedna z moznosti aplikace tokoferolit s ptidavkem jinych antioxidanti, jako jsou
askorbylpalmit, lecitin nebo kyselina citrénova je cukraistvi. Zaklad zvykacky lze doplnit a- a

v -tokoferolem, aby se prodlouzila doba pouzitelnosti.[?°!

Estery tokoferolu, zejména tokoferol acetét, sukcinat a linoleat, se ukazaly jako slibné
latky pfi snizovani poskozeni kize zpisobeného UV zéfenim. Jejich ochranné ucinky jsou
vSak méné vyrazné ve srovnani s tokoferolem. To je zcela pochopitelné, protoze estery
tokoferoli musi byt nejprve hydrolyzovany béhem absorpce v kuzi, aby vykazovaly

antioxidaéni aktivitu.[!”]

2.3.3 Vitamin A

Vitamin A a jeho derivaty jsou Siroce pouzivanymi prostiedky pro Gpravu kize nebo
normalizatory v kosmetice. Mohou regulovat bunéény riist a diferenciaci v kiiZi, normalizovat
keratinizaci, zmenSovat vrasky a dodavat hladkou a vla¢nou pokozku. Vitamin A a jeho
derivaty zvysuji obrat koznich bunék, kontroluji nadmérnou sekreci kozniho mazu a zabranuji
ucpavani poru.

Jednou z forem vitaminu A (Obrazek 12) pouzivaného v kosmetice je B-karoten, G¢inné
fotoprotektivni ¢inidlo pouzivané v kosmetickych prostiedcich. -karoten je velmi populérni
v barvivech nebo kosmetickych prostiedcich pouzivanych pii opalovani. Analyza in vivo
Ramanovy spektroskopie ukazala, ze lokaln¢ aplikovany karotenoid pronikd hluboko do

pokozky a urychluje antioxida¢ni potencial kize.

Okolo 15 % prumyslového B-karotenu je produkovano mikroorganismy.
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TN X OH

CHj3

Obrézek 12: Struktura vitaminu A

2.3.4 Vitamin C

Potencidlnimi  farmaceutickymi  funkcemi vitaminu C (kyselina askorbovd) jsou
antioxidacéni aktivita a fotoprotektivni ptisobeni zhasenim volnych radikald indukovanych UV
zafenim. M4 mirnou protizanétlivou aktivitu, a proto muze byt pouZzit na poskozené kuzi, aby
se snizila piecitlivélost.

Vitamin C (Obréazek 13) hraje dulezitou roli v biosyntéze kolagenu a je bé&zné pouzivan v

kompozici béleni kize, diky své antimelanogenni vlastnosti.

Jsou dvé metody vyroby vitaminu C. Jednou z nich je Reichsteintiv proces, ktery vyuziva
kratky fermentacni krok vyuzivajici druhy Gluconobacter a rizné chemické konverzni kroky.
Druha metoda je dvoustupiiova fermentace s pouzitim riznych druhti. Mikrofasy, jako je
Chlorella pyrenoidosa, jsou schopny produkovat kyselinu I-askorbovu jednostupfiovym

procesem, ale hlavni nevyhodou je nizky vytézek ve srovnani s jinymi metodami.

CH,OH

HC—OH

HO OH

Obrazek 13: Struktura vitaminu C 2]

31



2.3.5 Vitamin B2

Riboflavin je zndmy jako vitamin B2 (Obrazek 14). Ribofalvin je pfirodni barvivo
pouzivané v potravinach. Hodné mikroba syntetizuje riboflavin, ke kterym patii vIaknité
houby, kvasinky a bakterie. Nutritional Products je hlavnim vyrobcem riboflavinu s pouzitim
geneticky modifikovaného Bacillus subtilis. Vitamin B2 je nezbytny vitamin a dodava jasné
zlutou barvu. Riboflavin je silné fotosenzitivni Cinidlo a mtize byt pouzit ke stabilizaci

bioaktivnich molekul v krémech na ochranu proti slune¢nimu zareni.
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Obrazek 14: Struktura vitaminu B2 23]

2.3.6 Vitamin B5

Vitamin B5 nebo kyselina pantothenova (Obrdzek 15) je ve vodé rozpustny vitamin, ktery
se vyrabi hlavné¢ chemickymi zplsoby. K normalni funkci pokozky je zapotiebi kyselina
pantothenova, kterd vede k tvorbé koenzymu Q a podili se na metabolismu sacharidu,
proteinti a lipidi. Kyselina pantothenova zlepSuje hojeni ran, regeneraci pokozky a také
snizuje zjizveni. Kyselina pantothenovd muze byt pouzita v riiznych ptipravcich pro péci o
plet. Kyselina pantothenovad se pouZziva v pfipravcich pro péci o vlasy, protoze hydratuje

vlasy a chrani vlasy ptfed chemikaliemi a UV paprsky.
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Obrazek 15: Struktura vitaminu B5 [2]

2.4 Nanomaterialy

2.4.1 Historie

Termin ,,nanotechnologie byl poprvé pouzit v roce 1974 japonskym védcem N.
Taniguchi. V roce 1981 némecky védec G. Glater se zminil o0 moznosti vytvoreni materialti s

velikosti zrna mensi nez 100 nm, které budou mit jedine¢né vlastnosti.

Soucasné se rozvijely i koncepty nanomaterialti. Které byly poprvé formulovany ve vztahu
ke kovovym materidlim G. Glaterem (1981). Uvedl také pojem ,nanokrystalické

materialy*.[?4

2.4.2 Klasifikace nanomateriala

Problematika nanomaterialii je extrémné Siroka, protoze zahrnuje veskeré strukturni slozky
v nanoméfitku. Pfedpona nano- (poch&zi z feckého slova ,.trpaslik®) predstavuje miliardtinu

jednotky metru, takZe nanodastice se obvykle povazuji v rozpéti od 1 do 100 nanometrd. [2°]

G. Glater navrhl rozd¢lit nanomaterialy do tii kategorii. Prvni kategorie zahrnuje materialy
ve formé nanocastic, jemnych vldken a filmd, které jsou izolovany, uloZeny na substratu nebo
vloZzeny do matrice. Materidly této kategorie ziskané kondenzacnimi a aerosolovymi

metodami, se pouzivaji napiiklad v polovodicové technologii a jako katalyzatory.
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Druha kategorie zahrnuje materialy, ve kterych je nanostruktura omezena na tenkou
povrchovou vrstvu masivniho materidlu. Pro ziskani takové vrstvy se pouzivaji rizné metody,

naptiklad iontova implantace a laserové obrabéni.

Tteti kategorie zahrnuje masivni materidly s nanostrukturami, které mohou byt rozdéleny
do dvou tfid. Prvni zahrnuje materialy, jejichz atomova struktura nebo chemické slozeni se
li$i podle objemu materidlu na atomové urovni. K této tiid¢ patii: skla nebo implantované
materialy (ziskané naptiklad iontovym bombardovanim). Nanomaterialy druhé t¥idy se
skladaji z nanocastic (krystalitli), které se liS§i atomovou strukturou, krystalografickou
orientaci, chemickym slozenim a oblastmi mezi sousednimi bloky (hranice zrn). Tyto
materialy jsou strukturné nehomogenni, na rozdil od materialt prvni tiidy, které jsou

strukturné¢ homogenni.

Chemické slozeni, atomova struktura, tvar a velikost krystalitd, stejné¢ jako rozhrani, se

znacné 1isi a tento rozdil ma vyznamny vliv na vlastnosti nanostrukturovanych materiali.

Podle geometrické klasifikace nanomaterialt, kterou nabizel P. Zigel (Obrazek 16) lze
rozliSovat 0 - nanodisperze (atomové klastry a nanocastice), 1 - vicevrstevné nanomaterialy, 2

- nanostrukturované povlaky a 3 - objemové nanostrukturované materialy.
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Obrazek 16: Klasifikace nanomaterialt podle Ziegela 24

Nanomaterialy je také mozné¢ rozdélit na anorganické nekovové nanomaterialy (napf. oxid

titanicity), kovové nanocastice (napf. nanozlato, nanostiibro), uhlikové nanomaterialy (napf.
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uhlikové nanotrubice a fullereny) a organické, makromolekularni nebo polymerni ¢asticové

materialy (napf. dendrimery).[2¢]

2.4.2.1 Nanovlakenné materialy

K nanomaterialim patfi nanovldkenné materidly a jsou to vrstvy slozené z jednotlivych
vldken o priméru v rozsahu desitek nanometrii az jednotek mikrometri (takto jsou obecné
popisovany vrstvy vytvafené metodou elektrostatického zvlaknovani). Nanovlakna maji

vysokou porozitu, malou velikost périi a maly pramér vldken.[?”]

Nanovldkna lze ptipravit s Sirokého spektra pfirodnich a syntetickych biomateridla. V
soucasné dobé jsou k dispozici rizné techniky pro syntézu nanovlaken, napi. elektrospinning,
samosestaveni a separace fazi. Jednou z potencialnich aplikaci je vyvoj nosi¢u 1é¢iv na bazi

nanovlaken, které napodobuji strukturu tkané v nanoméfitku. 28!

2.4.3 Vyuziti nanomateriali

Vyuziti nanomateriall je velice rozmanité, od aplikaci ve vyrobcich kazdodenni potteby az
po vysoce specializované malosériové technické aplikace, napt. v elektronice a biomedicing.
Zdaleka nejvétsi vyuZiti nachazeji nanomateridly jako zpeviujici latky v pneumatikéch a
ostatnich pryzovych vyrobcich. Nasleduji funkéni plniva v polymerech, riznd pouziti v
elektronice, v kosmetice, ve zdravotnictvi, mediciné a nanobiotechnologii (napf. cileny

transport 16¢iv).[2¢]

Jednou z atraktivnich aplikaci nanomateriali v mediciné je vytvofeni zafizeni v
nanomé&fitku pro zlepSeni terapie a diagnostiky. Takova zafizeni s nanotrovnémi jSou

oznacovana jako nanoroboti nebo nanoboti (Obrazek 17).12°)
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Obrazek 17: Nanobot 3%

2.5 Piiprava roztoki pro vlaknéni

Roztok HA ma neobvykle i pfi pomémé nizké koncentraci vysokou viskozitu, coz
vyznamné brani procesu elektrostatického zvlaknovani. Dalsi prekazkou pro dosazeni
uspésného elektrostatického zvlaknovani roztoktit HA je relativné vysoké povrchové napéti.
Se zvysujici se molekulovou hmotnosti neni schopna tato kyselina vlaknit samostatng&.*! Pro
zlepSeni vlaknéni se ptidava synteticky polymer, napt. polyethylenoxid (PEO), ktery slouzi
jako nosny polymer. Pro snizeni viskozity a povrchového napéti se voli rtizna rozpoustédla.

V moji praci jsem pouzil izopropylalkohol (IPA) a ethanol .l

2.6 Urceni roztokovych parametrua

2.6.1 Méreni viskozity

Viskozimetry jsou uréeny k vyuziti teoretického vztahu mezi smykovym napétim a
rychlosti deformace pro méfeni viskozity. Existuji tfi hlavni typy sty¢nych ploch rota¢nich
viskozimetri: dva valce, kuzel a deska, paralelni desky. Rotaéni viskozimetr kuzel-deska (viz
Obréazek 18) poskytuje rovnomérnou smykovou rychlost pies rotujici desku. Skladaji se z
kuzelové plochy a ploché desky oddélené malou mezerou, ktera se naplni kapalnym vzorkem.

Jedna z desek se ota¢i a méfi se to¢ivy moment potiebny k drzeni druhé desky na misté.]
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Obrazek 18: Rotacni viskozimetr kuzel-deska [34

2.6.2 Méreni vodivosti roztoku

Pro méfeni vodivosti roztokli se pouziva konduktometr (Obrézek 19). Hodnota mérné
vodivosti (konduktivity) je sumarni parametr pro koncentraci ionti méfeného roztoku. Cim
vice soli, kyselin nebo také zdsad méfeny roztok obsahuje, tim vysSi je jeho vodivost.

Jednotkou mérné vodivosti je S/m, ¢asto také S/cm.

Méteni konduktivity se provadi meéfenim elektrochemického odporu. Pouzivana méfici
cela se v nejjednodussim piipadé sklada ze dvou elektrod stejného druhu. Stiidavé napéti
prilozené¢ na elektrody zplsobi na elektrodach uspofadany pohyb iontdl, pfitomnych
v méfeném roztoku. Cim vice iont méfeny roztok obsahuje, tim vétsi je proud protékajici
mezi elektrodami. MéFici pfistroj nejprve vypocte, na zakladé Ohmova zakona, ze zméfeného
proudu, vodivost méfeného roztoku a potom, pii zohlednéni parametrti cely, hodnotu mérné
vodivosti. V praxi slouzi mé&feni konduktivity, napf. ke sledovani procesu, pii vyrobé vysoce

¢istych vod nebo ke stanoveni salinity moiské vody.
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Obréazek 19: Konduktometr [3°!

2.6.3 Méieni povrchového napéti pomoci metody Wilhelmyho desti¢ky

Tato metoda zahrnuje nékolik zpisobi méteni povrchového napéti, bud’ odtahovani
sklenéné nebo platinové desky od rozhrani méteného roztoku, nebo povrchové napéti se méfti
staticky s pouzitim pfesné mikrobilance (Obrazek 20). V metodé odtahovani desky je celkova

sila F dana hmotnosti desky W a mezifazovou napinaci silou vy,
F=W+yp
kde p je "kontaktni délka" desky s kapalinou, tj. obvod desky.[*!

Statickd metoda se pouZzivd k méfeni zmény sily potfebné k udrZeni desky na konstantni
urovni pii zménach povrchového napéti. Tato metoda je zvlasté ucinna a uzitecnd, kdyz
povrchové napéti roztoku se méni pti zméné vlastnosti roztoku. Vlastnosti roztoku se mohou
meénit, kdyZ se zméni chemické sloZeni roztoku. Takové zmény jsou b&zné v reakénim

systému.

Kapalina

Kapalina

(A) (B)
Obréazek 20: Princip metody odtahovani desky (A) a statické metody (B) 71
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2.7 Zvlaknovani

2.7.1 Historie

Principem elektrostatického zvlaknovani (z anglického jazyka pievzat pojem
,»Electrospinning®, ES) je fenomén elektrostatickeé atrakce, ktera byla objevena pied vice nez
400 lety. V roce 1600 Anglican William Gilbert zjistil, ze kdyz byl kousek odtrzeného jantaru
drzen blizko vodni kapky, mohla byt kapka pfitahovdna k jantaru a pfitom vytvaiela

kuzelovity tvar.

Dalsim velkym pfispévatelem k ES je Anton Formhals, ktery podal fadu patentii o ES
sestavach mezi lety 1931 a 1944. V jednom z téchto patentd navrhl mySlenku pro vyrobu
nekone¢nych vlaken za pomoci elektrického pole. Obrézek 21 ukazuje zé&kladni sestaveni.
Bylo vytvofeno elektrické pole mezi ozubenym kolem [obr. 21 (f)] a kovovym krouzkem
[obr. 21 (g)]. Otacenim kolecka a krouzku ve stejném nebo opacném sméru se roztok
pohyboval z nadoby [obr. 21 (c)] kolem kola. Navrh dokonce obsahoval myci zafizeni [obr.

21 (h) a ()] a topné zafizeni [obr. 21 (m)] pro kontinualni vyrobu.

Obréazek 21: Princip vyroby nekone¢nych vlaken za pomoci elektrického pole ]
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2.7.2 Princip metody

Metoda ES pro svoji funkci vyzaduje vysokonapétovy zdroj elektrické energie a dvé
elektrody piipojené k opacnému potencialu (Obrazek 22). Jedna z elektrod (emitor nebo
tryska) pfivadi roztok polymeru a tvaruje ho do vychozich tvaru. Sily vysokonapétového
elektrického pole vytvareji na roztoku takzvany Taylortv kuzel, ze kterého je dale vytvareno
vlakno. VI&kno je vytahovano elektrostatickymi silami smérem k druhé, opaéné nabité
elektrod¢ (kolektoru), ktera slouzi ksbéru leticich vlaken. Béhem letu vlakna dochazi
K extrémné rychlému odpafovani rozpoustédla a tuhnuti roztoku. Cely pohyb vldkna mezi
obéma elektrodami je velmi slozity a je charakterizovan nahodnou trajektorii. Tento chaoticky
pohyb zpisobi, ze vlakna se nanasi nahodné na sbérnou elektrodu, kde se vytvaii vrstva
vldken s primérem od desitek nanometrt do desitek mikrometri (v zavislosti na typu

zvlakiiovaného polymeru, parametrech roztoku a procesnich podminkéch). 2

nanofibers

polymer solution

nozzle )
\ —é— {

T —

polymer jet

collector

high voltage

Obréazek 22: Princip metody elektrostatického zvlakiovani [

2.7.3 Pristroj 4SPIN®

Ptistroj 4SPIN® (Obrazek 23) zahrnuje metody elektrospinning, elektroblowing a
elektrospraying, které umoznuji ptipravu nanostrukturnich materialii. Devét emitord a Ctyfi
kolektory umoziiuji provadét rizné typy experimentt. 4SPIN® umoznuje provadét

zvlakiiovani piirodnich a syntetickych polymeri. "]
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Obrazek 23: Piistroj 4SPIN® [41]

Emitory neboli zvlakfiovaci elektrody jsou pfipojeny ke zdroji vysokého napéti a ke
stiika¢ce s roztokem. Zakladni typy emitora (E1 - E4) (Obrazek 24) jsou E1 - jednoducha
tryska, E2 - vicenasobna tryska, E3 - bezjehlova tryska (trn) a E4 - bezjehlova vicenasobna

tryska.

i
-

&)
= & Lol O]

Single jet capillary emitter E1 Multi jet capillary emitter E2 Needleless rod emitter E3 Multijet needleless emitter E4

Obrazek 24: E1 - E4 emitory
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4SPIN® ma riizné typy sbérnych elektrod neboli kolektord, které uréuji kone¢nou velikost,
tvar a strukturu materialu (napf. i orientaci vladken). Z&kladni typy kolektori Cl1 - C4
(Obréazek 25) jsou C1 - staticky kontinualni, C2 - staticky déleny, C3 - rota¢ni kontinualni a
C4 - rota¢ni déleny. V diplomove préci byly pouzity emitor E1 a kolektor C1.

0] @

Static continual collector C1 Static patterned collector C2 Rotating continual collector C3 Rotating patterned collector for
electrospinning C4

(=]

Obréazek 25: C1 - C4 kolektory [

2.7.4 VyuZziti

Zatizeni je ur€eno pro pouZziti v riznych oblastech vyzkumu a vyvoje nanovldkennych
materiald. Schopnost zpracovat 1 vysoce viskézni roztoky ptirodnich polymerti, jako je
kyselina hyaluronova, je klicova pro vyvoj novych aplikaci, zejména v medicing, tkanovém

inZenyrstvi, dodavani lé¢iv nebo hojeni ran.

2.8 Charakterizace nanovlakennych materiala

2.8.1 Skenovaci (rastrovaci) elektronovy mikroskop (SEM)

Skenovaci elektronovy mikroskop (Obrazek 26) je jednim z nejpouzivangjSich pfistroji v

laboratofich pro vyzkum materialii a je bézny v riiznych formach ve vyrobnich zavodech.[*?
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Pii metodé¢ SEM je elektronovy paprsek usmérnén na vzorek zpisobem podobnym tomu,
ktery je pouzivan u staromddnich televizord s obrazovkami. Pocet zpétné odrazenych
elektroni nebo sekundarnich elektroni generovanych paprskem, ktery vychazi ze vzorku,
zavisi na lokalnim slozeni a topografii vzorku. Odrazené sekundarni elektrony emitované z

povrchu vzorku jsou elektronicky detekovany.[431 [44]

SEM poskytuje informace tykajici se topografickych znakti, morfologie, rozlozeni fazi,
kompozi¢nich rozdila, krystalové struktury, orientace krystald, pfitomnosti a umisténi
elektrickych defektid. Vyhoda SEM spociva v §irokém rozsahu zvétseni a vynikajici hloubce
ostrosti.[*2!

zdroj elektronu

kondenzorova
tocka

objektivova

clona skanovaci civky
objektiv

zesilovac

vychylovaci
civky

Obréazek 26: Schéma skenovaciho elektronového mikroskopu ]

2.8.2 Ramanova spektroskopie

Ramanv jev je nepruzny rozptyl svétla na ¢asticich (molekulach a atomech), pfi kterém
castice prejdou do nékterého z kvantovych stavll predanim kvanta energie. Ramanova
spektroskopie piredstavuje velmi efektivni a nedestruktivni techniku, kterd poskytuje

informace o vibracnich a rotacnich pfechodech v molekulach. Nachazi uplatnéni v mnoha
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aplikacich, vcetné zadkladniho vyzkumu, rutinniho fizeni procesti a identifikace materiald.

Schéma Ramanova mikroskopu je znazornéno na Obrazku 27.

Molekula nejprve absorbuje foton budiciho zafeni (je excitovana z pocatecniho stavu do
virtudlniho energetického stavu). Pfi relaxaci pak molekula emituje foton a dostane se do
koncového (vibra¢niho nebo rotacniho) stavu, ktery neni totozny s pocatecnim energetickym
stavem molekuly. Energeticky rozdil mezi pocatecnim a koncovym stavem vede k posunu
frekvence emitovanych fotoni dale od excitacni frekvence (wo). Pokud koncovému
vibra¢nimu stavu piislusi vyssi (resp. nizsi) hodnota energie nez pocateCnimu stavu, pak
emitovany foton bude posunut smérem k nizSim (resp. vy$$im) frekvencim. Spektrum
Ramanova rozptylu se tedy skladd z dvojic ¢ar, které jsou symetricky rozlozeny vici Care
elasticky rozptyleného zafeni o frekvenci wo. Oblast nizsich frekvenci se nazyva Stokesovou,

a oblast vyssich frekvenci anti-Stokesovou vétvi Ramanova spektra (Obrazek 28).[41
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Obréazek 27: Schéma Ramanova mikroskopu 6!
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Obréazek 28: Spektrum Ramanova rozptylu [l

Ramanova spektroskopie je vyhodnd, protoze umoznuje rychlé¢ a pfesné zméteni
chemického slozeni vzorku. Timto zptisobem se daji méfit pevné, kapalné nebo plynné

vzorky a to i s minimalni piipravou vzorku.!’]

2.8.3 Obrazové analyza

Systém pro pocitacovou analyzu obrazu je slozen z digitalizacniho zafizeni a pocitace,
ktery je vybaven specialnim softwarem (napt. aplikace ACC od firmy SoFo Brno nebo
LUCIA od Laboratory Imaging Praha). Klicovym krokem v celém postupu je ziskani
kvalitniho digitalizovaného obrazu piedlohy (napf. mikroskopického preparatu). K
digitalizaci lze uzit skener nebo mikroskop, ktery je propojen s digitalni kamerou. Poté je
obraz v nekomprimované podob¢ uloZen v pocitaci a s pomoci vyse zminénych aplikaci dale
upravovan a hodnocen. Kli¢ovym krokem analyzy obrazu je tzv. segmentace, pfi které jsou v
obraze oznaceny objekty ur¢ené k hodnoceni, teprve pak je mozné provést méteni a stanovit
pozadované morfometrické nebo denzitometrické vlastnosti objektii, napt. plochu, obvod,

delku, kulatost objektl nebo intenzitu zvolené barevné slozky.

Obrazova analyza se vyuziva ve vyzkumu zivé i nezivé hmoty. V biologickych védach se
pomoci ni hodnoti, napf. poéty objekti (bun€k, bakterii) ve zkoumaném vzorku, intenzita
barevné reakce nebo fluorescencniho signdlu pii kvantitativnim hodnoceni pribehu
metabolickych reakci. S jejim uzitim se muzeme setkat i v patologii jako s pomocnou

diagnostickou metodou, napf. pfi stanoveni obsahu DNA v tkanovych fezech nebo pfi
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zjistovani morfologickych vlastnosti bun¢k a tkéni. V laboratofi se mize uplatnit rovnéz jako

nastroj pro kvantifikaci vysledki elektroforetické separace.!

2.8.4 Méfeni cytotoxicity a bunééné aktivity

Od osmdesatych let dvacatého stoleti se pouzivaji alternativni biologické modely k
minimalizaci po¢tu pokusnych zvifat nebo k jejich Uplnému nahrazeni za ucelem studia
toxicity riznych 1é¢iv a sloucenin. Jednim z téchto modeld je bunéénd kultura. Lidské a
zvifeci bunééné kultury, jako biologické testovaci systémy, jsou stale vice vyuzivany
vyzkumnymi pracovniky z davodu jejich snadné kultivace, kontrolovatelnosti a vétsi
reprodukovatelnosti ve srovnani se systémy in vivo. Dulezitou roli navic hraje snizovéani
casovych a ekonomickych nakladi. Hlavni vyhodou kultivovanych bunék je moznost
intravitdlniho vizudlniho pozorovani bunck, které zlstavaji zivotaschopné v pribéhu
experimentu, za pouziti mikroskopu. Pouziti bunécnych kultur umoziuje stanovit povahu

biologické aktivity studovanych slouc¢enin pfimo na bunécné urovni.

Pojem cytotoxicita znamena vyskyt patologickych zmén v bufikach pisobenim fyzikalnich,
chemickych a biologickych c¢inidel. Pro experimenty in vitro se béZzn€ pouzivaji zvifeci nebo

lidské buiiky odebrané mimo té&lo zvitete.[*"]
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

V Tabulce 1 jsou znazornény vSechny pouzité latky pro pfipravu roztokd pro

elektrostatické zvlakfovani.

Tabulka 1: PouZité chemikélie

Nazev Vzorek Vlastnosti Vyrobce
Nativni kyselina (C14H2:NO11)n Mw = 70-90 kDa Contipro, a.s.
hyaluronova
HA-Toco Mw=82 kDa, Ds = 2,11 % Contipro, a.s.
HA-Lipoic Mw = 84 kDa, Ds = 24,6 % Contipro, a.s.
PEO (-CH2CH20-)n Mw = 600 kDa Sigma-Aldrich
IPA CsHsO 100%, M = 60,1 g/mol, p= | Contipro, a.s.

0,785 g/cm?®
Ethanol C2HsOH 96%, M = 46,07 g/mol, p= | Lach-Ner,
0,785 g/cm?® S.I.0.

Pod Tabulkou 1 jsou ukazany struktury HA-Toco (Obrazek 29) a HA-Lipoic (Obrazek 30).

oONa

Obrazek 29: Struktura HA-Toco

HsC O
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Obrazek 30: Struktura HA-Lipoic

3.2 Priprava roztoki

Pro diplomovou praci byly pouzity derivaty kyseliny hyaluronové s navazanou kyselinou
lipoovou (HA-Lipoic), se stupném substituce 24,6 % a s navdzanym tokoferol sukcinatem
(HA-Toco), se stupném substituce 2,11 %. Z literatury je znamo, ze kyselina hyaluronova
(HA) je samostatné obtizné zvlaknitelny polymer. Z tohoto divodu se zvlakiiuje ve smési

s dal§imi pomocnymi syntetickymi polymery, nejéastéji se jedna o polyethylenoxid (PEO).

Pro prvotni experiment byl pfipraven roztok z nativni kyseliny hyaluronové ve smési

s pomocnym polymerem PEO pro sezndmeni s procesem vlaknéni.

Dalsim krokem byla navrZzena smés polymerd HA-Lipoic/PEO nejprve v poméru 1:1. Pro
proces zvlaknovani je potfeba vytvofit roztok. Derivat HA-Lipoic neni rozpustny ve vod¢, v
PEO je naopak rozpustny. Michani probihalo vzdy do druhého dne, poté se sledovala kvalita
roztoku. Jako rozpoustédlovy systém byly vytipovany smeési voda/IPA a voda/etanol
v riaznych pomérech v tadé¢ 70/30, 50/50 a 30/70. Ptipravované roztoky byly nejprve
s koncentraci polymert 5 %. Timto zpisobem bylo pfipraveno 6 vzorkl, viz Obrazek 31.
Tento dil¢i experiment mél prokazat rozpustnost smeési polymerid ve vytipovanych

rozpoustédlovych systémech a tvorbu vladken pii procesu zvlaknovani.

Dalsi experimentalni kroky byly navrZzeny az na zdkladé vyhodnoceni vysledka

charakterizace ptipravenych pivodnich 6 vzorku pomoci SEM.

Celkem bylo tedy ptipraveno 17 roztoka (viz Tabulka 2).
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Tabulka 2: Priprava roztoki

Oznaceni | Pouzité Pomér | Rozpoustédla Pomér Hmotnostni
roztoku | polymery | polymera rozpoustédel (-) | koncentrace (%)
Q)

1 Kyselina 1:1 voda - 5
hyaluronova,
PEO

2 HA-Lipoic, 1:1 Ethanol/voda 50:50 5
PEO

3 HA-Lipoic, 1:1 Ethanol/voda 30:70 5
PEO

4 HA-Lipoic, 1:1 Ethanol/voda 70:30 5
PEO

5 HA-Lipoic, 1:1 IPA/voda 50:50 5
PEO

6 HA-Lipoic, 1:1 IPA/voda 30:70 5
PEO

7 HA-Lipoic, 1:1 IPA/voda 70:30 5
PEO

8 HA-Lipoic, 1:1 Ethanol/voda 30:70 3
PEO

9 HA-Lipoic, 1:1 Ethanol/voda 30:70 4
PEO

10 HA-Lipoic, 1:1 Ethanol/voda 30:70 6
PEO

11 HA-Lipoic, 1:1 Ethanol/voda 30:70 7
PEO

12 HA-Lipoic, 9:1 Ethanol/voda 30:70 5
PEO

13 HA-Lipoic, 8:2 Ethanol/voda 30:70 5
PEO

14 HA-Lipoic, 7:3 Ethanol/voda 30:70 5
PEO

15 HA-Lipoic, 6:4 Ethanol/voda 30:70 5
PEO

16 HA-Toco, 9:1 Ethanol/voda 30:70 3
PEO

17 HA-Toco, 1:1 Ethanol/voda 30:70 3
PEO
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Obréazek 31: Pfipravené roztoky ¢. 2 —7

3.3 Zvlaknovani

Samotny zvldkiovaci proces probihal v zafizeni 4SPIN® (Obrazek 32).

Obréazek 32: Zvlakiovani v zafizeni 4SPIN®
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Ptipravené roztoky byly vlaknény pii dvou riznych vlhkostech: I) nizka vlhkost pod 15 %
a II) stiedni vlhkost vétsi nez 25 %. Ruznéd vlhkost byla docilena ptivadénim suchého
vzduchu do depozi¢ni komory riiznou rychlosti, tj. 99 1/min pro ptipad (I) a 6 I/min pro ptipad

(I1). Parametry vlaknéni jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Parametry vlaknéni

| I

Kolektor: K1 K1
Emitor: E1l El
Napéti (kV): 40 40
Déavkovani (pL/min): 30 30
Substrat: alobal alobal
Vzdus$na vlhkost (%): <15% >25 %
Teplota (°C): 23-26 23-26
Vzdalenost E a K (cm): 18 18
Primeér jehly: 21 21
Doba vlaknéni (min): 10 10
Pritok vzduchu (L/min): 99 6

3.4 Urceni roztokovych parametri

Ze vsech 17 roztokd na zdkladé vyhodnoceni snimki ze SEM byly vybrané nejvhodné;jsi
roztoky (1, 12 a 17) pro dal$i pouziti a pouze ty byly zpétné charakterizovany pomoci méfeni

vodivosti, povrchového napéti a viskozity.

3.4.1 Méreni povrchového napéti

Na méfeni povrchového napéti byl pouzit pristroj Tensiometer K9 (Obrazek 33). Na
zacatku méfeni se platinova desticka oziha plamenem pro odstranéni necistot a pak se zavési

na rameno vah. V pribéhu méfeni je desticka Castecné ponotena do roztoku a na ni se vytvoii

51



meniskus kapaliny. Meniskus na desticce vytvari silu, kterd ji tdhne doli. Tato sila je
zobrazena pfistrojem a rovna povrchovému napéti. Kazdé méteni trvalo 20 minut. Méfeni

povrchového napéti se provadélo 3 - krat pro jednotlivé vzorky.

Obréazek 33: Pristroj Tensiometer K9

3.4.2 Méreni vodivosti roztoka

Na méfeni vodivosti roztokti byl pouzit piistroj inoLab WTW se sondou TetraCon 325
(Obrézek 34). Piipravené roztoky byly nality do kadinek. Méfeni probihalo pfi teploté 25 °C.
Me¢rna elektroda byla kompletné ponofena do roztoku. Kazdé méfeni probihalo po dobu 5

minut. Kazdy vybrany vzorek se méfil 3 - krat.
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Obréazek 34: Pristroj inoLab WTW se sondou TetraCon 325

3.4.3 Méfeni viskozity

Na méfeni viskozity byl pouzit rota¢ni reometr kuzel — deska, typ AR-G2 (Obréazek 35).
Pied pridanim polymerniho roztoku na povrch desky byl piistroj nastaven a vytemperovan na
pozadovanou teplotu. V prubéhu méfeni se chovani vzorku sledovalo na monitoru pocitace.
Po ukonéeni méteni byl vypracovan graf v Excelu na zaklad¢ ziskanych dat. Kazdy vybrany

vzorek se méfil 3 - krat.
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Obrazek 35: Rota¢ni reometr AR-G2

3.5 Hodnoceni nanovlakennych materiali

3.5.1 SEM a obrazové analyza

Morfologie nanovlaken byla pozorovana pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu
od firmy ZEISS a pomoci digitdlniho mikroskopu Keyence VHX-6000. Pfed analyzou
metodou SEM byl povrch nanovldken pokryt vodivou vrstvou zlato/paladium (80:20)
V naprasovacim piistroji Leica EM ACE 600, vodiva vrstva na povrchu preparatu umoznila co
nejvetsi ,,zisk* vyzarenych sekundarnich elektrond. Takto pripraveny material byl nasledné

pouzit pro analyzu SEM.

Meéfeni pruméru nanovlaken probihalo ze snimkt pii 5 000x zvétSeni pomoci programu
ImageJ a statistické zpracovani dat v programu OriginPro. Z 30 naméfenych hodnot na fotce

byl vypocitan pramér vldken.

Obrazova analyza slouzila pro zjistovani priméri vrstev, velikosti port a riznych defektu.
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3.5.2 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektra v této praci byla méfena pomoci Ramanova mikroskopu inVia™
Qontor® confocal Raman microscope. Navlaknéna vrstva byla sundana z alobalu, umisténa
na sklo a vloZena pod laser. Prasek byl nasypan do kovové nadoby. Byl pouzit laser o vinové

délce 532 nm. Vyhodnoceni nanovlaken bylo provadéno pomoci programu Origin.

3.6 Méreni cytotoxicity a bunééné aktivity

Pro méfeni cytotoxicity byl vybran vzorek €. 12 ve formé nanovldkna.

Stanoveni cytotoxicity bylo provadéno na buikdch NIH-3T3 mySich fibroblastech v
modifikovaném Dulbecco Eagleové médiu (DMEM). Testovani probihalo pfi teploté 37 °C
pro koncentrace 10, 100, 500 a 1000 pg ml?. Vzorky byly méfené v triplikatoru. Bune¢na
viabilita (Zivotnost) byla stanovena pomoci MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-
tetrazoliumbromidu) testu po 24, 48 a 72 hodinach. Vysledky poskytlo biologické oddéleni
firmy Contipro.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Charakterizace morfologie nanovldkennych vrstev

Celkem bylo ptipraveno 16 roztokt kyseliny hyaluronové s riznymi antioxidanty a jeden
roztok samotné HA, ktery byl pouzit jako urcity standard pro hodnoceni kvality zvlaknovani a
dalSich charakteristik roztokii a vlaken. Jako antioxidanty byly pouzity kyselina lipoova a
tokoferol sukcinat. Jednotlivé roztoky se dale liSily poméry polymerd, pouzitymi
rozpoustédly, jejich poméry a hmotnostni koncentraci. Tii roztoky nebyly, z divodu
rozpu$téni ¢i zatuhnuti, zvlaknovany (vzorky ¢. 7, 11 a 16). Zvlaknéné vzorky byly dale

charakterizovany pomoci SEM, obrazové analyzy a Ramanovy spektroskopie.

4.1.1 SEM

4.1.1.1 Nanovldkna s obsahem nativni kyseliny hyaluronové

Prvnim krokem v experimentalni ¢asti byla piiprava nanovlakennych vrstev z nativni
kyseliny hyaluronové ve smési s pomocnym polymerem PEO. V tomto ptipadé se jedna
pouze 0 sezndmeni se s procesem vlaknéni HA a ziskani vlaken pro srovnani s dal$imi
vysledky. Roztokové parametry a procesni podminky byly obdrzeny z internich zprav firmy
Contipro. Z divodu toho, Ze samotna kyselina hyaluronova pii stiedni vlhkosti (Il) se
nevlakni, vlaknéni probihalo jen pfi nizké vlhkosti (I). Na Obrazku 36 je znazornéna

morfologie vlaken ziskana pomoci méfeni SEM.
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Obrazek 36: Snimky nanovlakenné struktury ze SEM nativni kyseliny hyaluronové
(vzorek €. 1), (I — nizk& vihkost)

Vlevo (zvétseni 500x), vpravo (zvétseni 5 000x).
Roztokové parametry: rozpoustédlo — voda, kyselina hyaluronova: PEO (1:1) — 5%.

Vyhodnoceni praiméra vlaken shrnuje Tabulka 4.

Tabulka 4: Primé&ry vlaken (vzorek ¢. 1), (I — nizka vihkost)

Cislo vzorku voda, kyselina hyaluronova:
PEO (1:1) - 5%

1 (230 £ 18) nm

Roztok samotné kyseliny hyaluronové, jeho zvlaknéni a néslednd charakterizace byla

provedena z divodu porovnani s ostatnimi ptipravenymi roztoky derivatd HA a v neposledni

fadé také z diivodu sezndmeni s procesem zvldkiiovani na piistroji 4SPIN® na znamém

roztoku.
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4.1.1.2 Nanovlakna s obsahem derivatu HA-Lipoic

a) Vliv typu a poméru rozpoustédel

Prvni ¢ast vysledkd ukazuje vliv pouzitého rozpoustédlového systému na morfologii
nanovlakennych vrstev. Vzorky ¢. 2 az 4 (Obrézek 37) jsou pfipraveny V rozpoustédlech
ethanol/voda v riznych pomérech a vzorky €. 5 az 6 (Obrézek 38) jsou piipraveny Vv systému

rozpoustédel IPA/voda. Roztok s pomérem IPA/voda 70:30 (vzorek €. 7) nebyl rozpustén.

Obrazek 37: Snimky nanovlakenné struktury ze SEM pfi rizném poméru rozpoustédel

ethanol/voda (vzorky ¢. 2, 3 a 4), (I — nizka vihkost)
Horni fada (zvétSeni 500x): 50:50 vlevo, 30:70 uprostied a 70:30 vpravo.
Dolni fada (zvétSeni 5 000x): 50:50 vlevo, 30:70 uprostied a 70:30 vpravo.

Ostatni roztokové parametry jsou zachovany stejné: HA-Lipoic/PEO 1:1, celkové 5 %
roztok.
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Obrazek 38: Snimky nanovlakenné struktury ze SEM pii rizném pomeéru rozpoustédel
IPA/voda (vzorky €. 5 a 6), (I — nizka vihkost)

Horni tada (zvétseni 500x): 50:50 vlevo, 30:70 vpravo.
Dolni tada (zvétSeni 5 000x): 50:50 vlevo, 30:70 vpravo.

Ostatni roztokové parametry jsou zachovany stejné: HA-Lipoic/PEO 1:1, celkové 5 %

roztok.

Ze stejnych roztokl jako byly ptipraveny vzorky ¢. 2 - 6 jsou navlaknény vrstvy na
Obréazcich 39 a 40, které byly ptipraveny za stejnych podminek, pouze vlhkost prostfedi byla
vyssi (nad 25 %).
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Obréazek 39: Snimky nanovlakenné struktury ze SEM pii rizném poméru rozpoustédel
ethanol/voda (vzorky ¢. 2, 3 a 4), (Il — stfedni vlhkost)

Horni fada (zvétSeni 500x): 50:50 vlevo, 30:70 uprostied a 70:30 vpravo.
Dolni fada (zvétSeni 5 000x): 50:50 vlevo, 30:70 uprostied a 70:30 vpravo.

Ostatni roztokové parametry jsou zachovany stejné: HA-Lipoic/PEO 1:1, celkové 5 %

roztok.
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Obrazek 40: Snimky nanovlakenné struktury ze SEM pii rizném poméru rozpoustédel
IPA/voda (vzorky €. 5 a 6), (Il — stiedni vlhkost)

Horni tada (zvétseni 500x): 50:50 vlevo, 30:70 vpravo.
Dolni tada (zvétSeni 5 000x): 50:50 vlevo, 30:70 vpravo.

Ostatni roztokové parametry jsou zachovany stejné: HA-Lipoic/PEO 1:1, celkové 5 %

roztok.

Nejvyhodné&jsi systém a pomér rozpoustédel pro zvlaknovéani byl vybran na zakladé
vyhodnoceni snimkii nanovldken ze SEM. Piedpoklddame, Ze nejlepSiho rozpusténi smési

polymeril a nejlepSiho procesu zvlaknovani je dosazeno v piipad€, Ze pozorujeme:
e morfologie vlaken je bez defektd,
e prameérid vlaken dosahuje nejmensich hodnot,
e rozptyl pruméra vlaken dosahuje nejmensich hodnot.

Vyhodnoceni pramért vlaken shrnuje Tabulka 5 (nizka vlhkost) a Tabulka 6 (stfedni
vihkost).
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Tabulka 5: Priméry vlaken (vzorky ¢. 2 — 7), (I — nizka vihkost)

Cislo vzorku Pomér rozpoustédel Ethanol/voda, (5 %)
HA-Lipoic, PEO (1:1)

2 50:50 (610 + 29) nm

3 30:70 (400 + 31) nm

4 70:30 (850 + 41) nm
Cislo vzorku Pomér rozpoustédel IPA/voda, (5 %) HA-

Lipoic, PEO (1:1)

5 50:50 (1760 + 78) nm

6 30:70 (620 + 42) nm
7 70:30 roztok nebyl rozpustén

Tabulka 6: Priméry vlaken (vzorky ¢. 2 — 7), (Il — stfedni vlhkost)

Cislo vzorku Pomér rozpoustédel Ethanol/voda, (5 %)
HA-Lipoic, PEO (1:1)
2 50:50 (380 + 62) nm
3 30:70 (260 £ 43) nm
4 70:30 (810 + 41) nm
Cislo vzorku Pomér rozpoustédel IPA/voda, (5 %) HA-
Lipoic, PEO (1:1)
5 50:50 (470 £ 57) nm
6 30:70 (300 + 46) nm
7 70:30 roztok nebyl rozpustén

Porovnanim snimkt viz Obrazky 37 - 40 lze usoudit, Ze vldknéni probiha s lepSimi
vysledky morfologie pii malé vlhkosti (I) v depozi¢ni komofte. Pti sttedni vihkosti (11) jsou ve

struktufe patrné defekty v podobé slitych vlaken do folii, napt. Obréazek 40 (dolni fada).

Pfi porovnani hodnot z Tabulek 5 a 6 lze usoudit, ze vice vyhovujicim systémem pro
rozpousténi je smes kapalin ethanol/voda v poméru 30/70. Dlvodem jsou nejnizs$i hodnoty
pruméra vlaken a zaroven nejmensi smérodatné odchylky (¢islo vzorku 3). Dale je z tabulky

patrné, Ze niz8i praméry vlaken byly ziskany pfi stftedni vlhkosti pro stejné typy vzorkda.

U vzorkl 2 az 7 byla koncentrace roztoku 5 % vytipovana jako pocatecni hodnota, proto
bylo dale ovéteno, zda nebude pro tvorbu nanovldken vyhodnéjsi jina koncentrace.
Koncentra¢ni fada byla doplnéna o koncentrace v hodnotach 3, 4, 6 a 7 %. Rozpoustédlovy

systém ethanol/voda v poméru 30/70 byl nadale zachovan.
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b) Vliv koncentrace polymer v roztoku

V prvni ¢asti byl vybran nejvhodnéjsi rozpoustédlovy systém na zékladé vyhodnoceni
vysledkll morfologie vldken pfipravenych z roztokli o vytipované koncentraci 5 %. V dalSim
kroku se stejnym zptisobem studuje vliv koncentrace polymeri v roztoku ve zvolené fadé od
3 do 7 % (Obrazky 41 a 42). V tomto piipad¢ je snahou vytvofit nanovlakna s dostate¢né
kvalitni morfologii z roztoku s co nejvétsi koncentraci, protoze vyssi koncentrace roztoku
vede k rychlejsi produkci nanovlakennych vrstev. Roztok s koncentraci polymert 7 % (vzorek
¢. 11) zatuhl.

Obréazek 41: Snimky nanovlakenné struktury ze SEM pii riznych koncentracich roztoki
(vzorky ¢. 8,9 a 10), (I — nizka vlhkost)

Horni fada (zvétSeni 500x): 3 % vlevo, 4 % uprostied a 6 % vpravo.
Dolni fada (zvétSeni 5 000x): 3 % vlevo, 4 % uprostied a 6 % vpravo.

Ostatni roztokové parametry jsou zachovany stejné: HA-Lipoic/PEO 1:1, ethanol/voda
30/70.
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Obrazek 42: Snimky nanovlakenné struktury ze SEM pfi ruznych koncentracich roztoku
(vzorky ¢. 8, 9 a 10), (Il — stfedni vlhkost)

Horni fada (zvétseni 500x): 3 % vlevo, 4 % uprostied a 6 % vpravo.
Dolni fada (zvétSeni 5 000x): 3 % vlevo, 4 % uprostied a 6 % vpravo.

Ostatni roztokové parametry jsou zachovany stejné: HA-Lipoic/PEO 1:1, ethanol/voda
30/70.

Vyhodnoceni primért vlaken shrnuje Tabulka 7 (nizka vlhkost) a Tabulka 8 (stfedni
vihkost).
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Tabulka 7: Praméry vlaken (vzorky ¢. 8 — 11), (I — nizk& vihkost)

Cislo vzorku Koncentrace roztoku Ethanol/voda 30:70 HA-
Lipoic, PEO (1:1)

8 3% (280 + 48) nm
9 4% (380 + 70) nm
10 6% (750 £ 50) nm
11 7% zatuhl

Tabulka 8: Praiméry vlaken (vzorky ¢. 8 — 11), (Il — sttedni vlhkost)

Cislo vzorku Koncentrace roztokud Ethanol/voda 30:70, HA-
Lipoic, PEO (1:1)

8 3% (270 £ 54) nm
9 4% (290 £ 57) nm
10 6% (340 £ 43) nm
11 7% zatuhl

Roztok (5 %) mél mensi pramér vlaken (260 = 43) nm nez 3 %, 4 %, 6 % a 7 % roztoky
viz Tabulky 6 a 8. Protoze pivodni 5 % roztok vytvarel vlakna s nejmensim primérem nez

ostatni koncentrace mezi 3 a 7 %, byla pravé 5 % koncentrace uréena jako optimalni hodnota.

¢) Vliv poméru smési viaknénych polymeri

Déle nas zajimalo, zda lze navysit obsah derivatu kyseliny hyaluronové v poméru vaci
pomocnému polymeru (PEO) ve vlaknicim roztoku tak, Ze se vlakna budou stdle vytvaiet
stabilnim procesem a budou bez morfologickych defekti. Byl tedy pfipraven roztok s
optimalnim sloZenim rozpoustédlového systému kapalin ethanol/voda v poméru 30:70 (viz
4.1.1 bod a) a s optimalni koncentraci 5 % (viz 4.1.1 bod b). Nyni je studovanou zménou
v roztoku pouze pomér polymerua HA-Lipoic/PEO, ktery byl v jednotlivych vzorcich
nasledujici: 9:1 (vzorek ¢. 12), 8:2 (vzorek ¢. 13), 7:3 (vzorek €. 14) a 6:4 (vzorek ¢&. 15)
(Obrazky 43 - 46).
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Obréazek 43: Snimky nanovlakenné struktury ze SEM pii riznych pomérech polymert
HA-Lipoic/PEO (vzorky €. 12 a 13), (I — nizka vihkost)

Horni tada (zvétseni 500x): 9:1 vlevo, 8:2 vpravo.
Dolni fada (zvétSeni 5 000x): 9:1 vlevo, 8:2 vpravo.

Ostatni roztokové parametry jsou zachovany stejné: ethanol/voda 30/70, celkové 5 %

roztok.
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Obrézek 44: Snimky nanovlakenné struktury ze SEM pfi riznych pomérech polymert
HA-Lipoic/PEO (vzorky €. 14 a 15), (I — nizka vihkost)

Horni tada (zvétseni 500x): 7:3 vlevo, 6:4 vpravo.
Dolni fada (zvétSeni 5 000x): 7:3 vlevo, 6:4 vpravo.

Ostatni roztokové parametry jsou zachovany stejné: ethanol/voda 30/70, celkové 5 %

roztok.
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Obréazek 45: Snimky nanovlakenné struktury ze SEM pii riznych pomérech polymert
HA-Lipoic/PEO (vzorky €. 12 a 13), (Il — stfedni vlhkost)

Horni tada (zvétseni 500x): 9:1 vlevo, 8:2 vpravo.
Dolni fada (zvétSeni 5 000x): 9:1 vlevo, 8:2 vpravo.

Ostatni roztokové parametry jsou zachovany stejné: ethanol/voda 30/70, celkové 5 %

roztok.
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Obrazek 46: Snimky nanovlakenné struktury ze SEM pfi riznych pomérech polymeri
HA-Lipoic/PEO (vzorky €. 14 a 15), (Il — stfedni vlhkost)

Horni tada (zvétseni 500x): 7:3 vlevo, 6:4 vpravo.
Dolni fada (zvétseni 5 000x): 7:3 vlevo, 6:4 vpravo.

Ostatni roztokové parametry jsou zachovany stejné: ethanol/voda 30/70, celkové 5 %

roztok.

Vyhodnoceni praméra vlaken shrnuje Tabulka 9 (nizk& vlhkost) a Tabulka 10 (stfedni
vihkost).

Tabulka 9: Praiméry vlaken (vzorky ¢. 12 — 15), (I — nizk& vlhkost)

Cislo vzorku Pomér polymert HA- Ethanol/voda 30:70, (5 %)
Lipoic, PEO HA-Lipoic, PEO
12 9:1 (220 £ 27) nm
13 8:2 (190 £ 24) nm
14 7:3 (370 £ 38) nm
15 6:4 (380 £ 27) nm
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Tabulka 10: Praméry vldken (vzorky ¢. 12 — 15), (Il — stfedni vlhkost)

Cislo vzorku Pomér polymert HA- Ethanol/voda 30:70, (5 %)
Lipoic/PEO HA-Lipoic, PEO
12 9:1 (180+ 33) nm
13 8:2 (390 £ 45) nm
14 7:3 (290 £ 61) nm
15 6:4 (380 £ 42) nm

Z vyhodnocenych vysledkt z Tabulek 9 a 10 je patrné, ze vzorky se zastoupenim polymera
9:1 a 8:2 maji dost podobné priméry vldken (220 + 27) nm a (190 £ 24) nm. Pokud se
podivame na stejné vzorky, které byly zvlaknované pii rizné vlhkosti (I) a (I) je jasné, Ze
vzorek se zastoupenim polymera 9:1 je nejlepsi (180 = 33) nm, nebot’ byly ziskany vlakna o
nejmensim primeéru. Na zdkladé méteni pfi nizké vlhkosti byly vytipovany jako nejvhodnéjsi
vzorky 12 a 13, ale pfi méfeni pfi stiedni vlhkosti se zcela jasné jevil 1épe vzorek €. 12. Z

porovnani vzorku €. 12 pfi nizké vlhkosti se samotnou HA vyplyva podobny primér vlaken
(230 £ 18) nm.

Studiem vlivu rozpoustédlového systému, vlivu koncentrace polymeri a jejich poméri na
morfologii nanovlakennych vrstev pfipravenych pii nizké a stfedni vlhkosti byl jako

optimalni vytipovan roztok a podminky shodné se vzorkem ¢. 12.

4.1.1.3 Nanovlakna s obsahem derivatu HA-Toco

Pro porovnani postupu piipravy nanovlakennych vrstev s obsahem derivatu HA-Lipoic
jsme vybrali dal$i derivat s navazanym antioxidantem. V tomto ptipadé se jedna o derivat
s nizkym stupném substituce 2,1 % HA-Toco. Cilem tohoto experimentu bylo ovéfit, zda je
mozné pii stejnych podminkach zvldknit jiny derivat bez optimalizace slozeni zvlaknovaného

roztoku.

Roztok s polymery v poméru 1:1 byl vytipovan jako vychozi parametr, se kterym lze
srovnavat dalsi vysledky. Dalsi roztok s pomérem polymert 9:1 byl ptipraven na zkousku, na
zéklad¢ dobrych zkuSenosti s roztokem HA-Lipoic ve stejném poméru k PEO. V obou
ptipadech bylo ocekavano, ze roztoky se budou pii procesu vlaknéni chovat odlisné. Nicméné

roztok HA-Toco (5 %) v poméru 9:1 zatuhl a nebylo mozné ho zvlaknit. Z tohoto diivodu byl
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dale roztok nafedén na 3 %, ktery ovsem také zatuhl, proto pro méfeni byl k dispozici pouze
jeden roztok v poméru 1:1 (Obrdzky 47 a 48). Pro dosazeni optimalniho sloZeni roztoku s
HA-Toco pro zvlaknéni bude nutné provést optimalizaci obdobnym postupem jako v piipadé

HA-Lipoic (mimo ramec této prace).

Obréazek 47: Snimky nanovlakenné struktury ze SEM HA-Toco (vzorek ¢. 17), (I — nizka
vlhkost)

Horni fada: vlevo (zvétseni 500x), vpravo (zvétseni 5 000x).

Roztokové parametry: Ethano/voda (30:70), HA-Toco: PEO (1:1) — 3 %.
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Obréazek 48: Snimky nanovlakenné struktury ze SEM HA-Toco (vzorek ¢. 17), (11 —
stfedni vlhkost)

Horni fada: vlevo (zvétSeni 500x), vpravo (zvétseni 5 000x).
Roztokové parametry: Ethano/voda (30:70), HA-Toco: PEO (1:1) — 3 %.

Vyhodnoceni priméri vlaken shrnuje Tabulka 11 (nizka vlhkost) a Tabulka 12 (stfedni
vihkost).
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Tabulka 11: Praméry vlaken (vzorky ¢. 16 a 17), (I — nizké vihkost)

Cislo vzorku

Pomér polymerd HA-

Ethanol/voda (30:70) (3 %)

Toco/PEO HA-Toco, PEO
16 9:1 zatuhl
17 1:1 (240 + 31) nm

Tabulka 12: Priméry vlaken (vzorky ¢. 16 a 17), (11 — stfedni vlhkost)

Cislo vzorku

Pomér polymert HA-

Ethanol/voda (30:70) (3%)

Toco/PEO HA-Toco, PEO
16 9:1 zatuhl
17 1:1 (220 + 37) nm

Nanovlakna s obsahem derivatu HA-Toco se podafilo pfipravit za obdobnych podminek

jako derivat HA-Lipoic, avSak depozi¢ni proces nebyl stabilni a vrstvy zahrnovaly

morfologické defekty. Pro dosazeni lepSich vysledki by musel byt proces piipravy

optimalizovan ve stejnych krocich, jako tomu bylo v ptipadé¢ derivatu HA-Lipoic. Z

porovnani vzorku €. 17 pii nizké vlhkosti se samotnou HA vyplyva podobny primeér vldken

(230 £ 18) nm. V Grafu 1 jsou shrnuty v§echny praméry vlaken (vzorky ¢. 1 — 17 s vyjimkou

vzorku ¢. 7, 11 a 16) pii vlhkosti T a II, které byly ziskané v rdmci této prace. Graficka

zéavislost potvrzuje jiz vySe diskutované zavéry.
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Graf 1: Porovnani praméra vlaken
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4.1.2 Obrazova analyza

- o = O = O = O = o = o =< =

Byla provedena obrazova analyza, pii 200x zvétSeni, ktera slouZzila pro zjistovani

morfologie nanovlaken. Tii vzorky nebyly hodnoceny, z divodu nerozpusténi ¢i zatuhnuti

jejich roztokd (vzorky ¢. 7, 11 a 16). Vysledky této analyzy jsou uvedené na Obrazcich 49 -
52.
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VIhkost 15 ' ‘ 17
Nizka PGB 7 v

Stredni

Obrazek 52: Morfologie nanovlaken (vzorky ¢. 15 a 17)

Pfi vyhodnoceni morfologie vlaken na Obrazcich 49 - 52 je patrné vidét, ze nékteré vzorky
maji ruzné defekty, a to bylo nasledkem riznych faktor, napf. pii elektrostatickém
zvlaknovani cast roztoku v elektrickém poli se neodpatilo a na povrchu vrstvy vznikly
kratery“ (vzorky ¢. 8, 9 a 17). U vzorku 4 je vidét ¢erné pozadi a to je substrat (alobal).
Vzorek 12 mél hladky, skoro bezdefektni povrch vrstvy a ten samy vzorek mél nejmensi

priamér vlaken.

4.1.3 Ramanova spektroskopie

Toto méfeni bylo provedeno na vybraném vzorku ¢. 12 (ve formé prasku a vlakna) a na
vstupnich surovinach v praskové formé (HA a PEO). Vysledné grafy na obrazcich 53 a 54
porovnavaji spektra vstupnich materiald pouzitych pro pfipravu roztokd a porovnavaji spektra
v praskové a nanovlakenné form¢ derivatu HA-Lipoic. Z namétfenych spekter je nejprve

odstranéno pozadi a poté jsou spektra pro piehlednost normovana (v programu OriginPro).
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Obrézek 53: Porovnani Ramanovych spekter HA-Lipoic (prasek) s praskem PEO a s
praskem HA
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Obréazek 54: Porovnani Ramanovych spekter HA-Lipoic (vlakno a prasek)

76



Prvni Obréazek 53 je graf, ktery porovnava spektra vychoziho derivatu HA-Lipoic s PEO a
HA v praskové formé. Z obrazku vyplyva, ze vzorky HA a HA-Lipoic maji pomérné podobna
spektra, coz je dano relativné nizkym stupném substituce derivatu kyseliny hyaluronove.
Nejvyraznéjsi pas ve spektru v okoli 1375 cm™ odpovida vibracim vazeb CHs skupin, druhy v
okoli 1130 cm™ pak COH a CH.[% Nejvyraznégjsi pasy ve spektrech prasku PEO jsou v okoli
1280 cm™ a 1480 cmt odpovidajici CH2 skupinam.

Na dalsim obrazku ¢. 54 je graf, ktery porovnava spektra vychoziho derivatu HA-Lipoic a
ptipravenych nanovlédken obsahujici ptimés PEO (pomér polymert 9:1). Vyrazny pas v okoli
1375 cm? je vlivem p¥imési viditeln& rozsifen, u nanovlakenné formy se dale objevuje pas
v okoli 850 cm™, jez je vyraznym u samotného prasku PEO. Avsak dilezité je, Ze spektrum
pfipravené nanovlakenné formy se vzhledem k vychozi praskové formé derivatu HA-Lipoic

zmeénilo pouze v oblastech charakterizujici znamou ptimés polymeru PEO.

4.2 Charakterizace vybranych roztoku pro zvlaknovani

Pro charakterizaci roztokii byly na zékladé hodnoceni priméru vldkna pomoci metody
SEM vybrany tfi roztoky (¢. 1, 12 a 17). Tyto roztoky byly charakterizovany pomoci méfeni

vodivosti, povrchového napéti a viskozity roztoki.

4.2.1 Vodivost roztoku

Elektricka vodivost zvldkiiovanych roztoki je dalezitym parametrem, protoze roztok je
zpracovavan ve vnéjsim elektrickém poli. Vyssi elektrickd vodivost roztoku vede k jeho vyssi
hybnosti vlivem pusobiciho pole a tim i k vyssi produkci nanovlakennych vrstev. Elektricka
vodivost nebyla, ale zamérn¢ navysSovana, z divodu zachovani ¢istoty vrstev a minimalniho

poctu slozek roztoku. V Tabulce 13 a Grafu 2 jsou znazornény hodnoty vodivosti roztok.
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Tabulka 13: Vodivost roztoka

Vodivost (mS/cm)

Cislo vzorku Slozeni vzorki
Priamér
Voda, kyselina
1 hyaluronova: PEO (2,680 £ 0,002)

(1:1) - 5 %.

Ethanol/voda
12 (30:70), HA-Lipoic, (2,290 + 0,020)
PEO (9:1)-5%

Ethanol/voda
17 (30:70), HA-Toco: (0,654 + 0,004)
PEO (1:1) — 3 %.

Graf 2: Porovnani vodivosti roztokt

Vodivost roztoku
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Z namétenych vysledkl je patrné, ze vodivost roztoku s obsahem derivatu HA-Lipoic je
podobnd roztoku s nativni kyselinou hyaluronovou a proces zvlaknéni by z tohoto pohledu
nemél byt vyrazné ovlivnén. Naopak vodivost roztoku s obsahem derivatu HA-Toco je
priblizné 5x mensi a miize se tak negativné projevit na procesu zvlaknovani (to podporuje i

vysledek experimentu).
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4.2.2 Povrchové napéti roztokii

Povrchové napéti je pii

vzniku vldkna piekroceno silami vnéjSiho ptisobiciho

elektrostatického pole. Z tohoto pohledu jsou pro proces vyhodnéjsi roztoky s mens$im

povrchovym napétim (obecné rozpoustédla). Vodné roztoky maji veétsi povrchové napéti a

v we

latek, kterym se v nasem ptipad¢ chceme vyvarovat z divodu Cistoty. V Tabulce 14 a Grafu 3

jsou znazornény hodnoty povrchového napéti roztoka.

Tabulka 14: Povrchové napéti roztokt

Cislo vzorku

SloZeni vzorka

Povrchové napéti
(mN/m)

Prumér

Voda, kyselina
hyaluronova: PEO
(1:1) -5 %.

(45,40 +0,11)

12

Ethanol/voda
(30:70) HA-Lipoic,
PEO (9:11)-5%

(36,80 + 0,03)

17

Ethanol/voda
(30:70), HA-Toco:
PEO (1:1) — 3 %.

(39,20 + 0,01)
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Graf 3: Porovnani povrchového napéti roztokt

Povrchové napéti
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Vysledky ukazuji na nizs$i povrchové napéti v pfipadech pouziti ethanolu ve slozce
rozpoustédla. Ten tedy snizuje povrchové napéti oproti vodé. To by mohlo vézt k lepSimu
zvlaknéni takovych roztokl, piipadn€ postacujicimu menSimu plsobicimu napéti pro
zvlaknéni. Rozdily povrchovych napéti testovanych roztokti jsou ale pravdépodobné

zanedbatelné malé.

4.2.3 Viskozita roztoku

Viskozita zvladkinovaného roztoku ovliviiuje nejen proces zvlaknéni, ale i1 vyslednou
morfologii, protoze se zapojuje do celé hydrodynamiky podilejici se na transformaci roztoku
do vldken. Pokud je viskozita nizkd, polymerni roztok vylétajici z trysky se rozpada na kapky
a vysledkem je defektni morfologie. Naopak vyss§i viskozita vede k tvorbé vlaken s velkym
primérem nebo zamezi vytvoreni vlakna elektrickym polem tplné. V Tabulce 15 a Grafech

(4 - 6) jsou znazornény hodnoty viskozity roztok.
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Tabulka 15: Viskozita roztoku

Viskozita p¥i smykové

Cislo vzorku SloZeni vzorka rychlosti (1/s)

Voda, kyselina
1 hyaluronova: PEO (1:1) — 1,24
5 %.

Ethanol/voda (30:70),

12 HA-Lipoic, PEO (9:1) - 1,12
5%
Ethanol/voda (30:70),
17 HA-Toco: PEO (1:1) - 3,7
3 %.

Graf 4: Viskozita roztoku (vzorek ¢. 1)
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Graf 5: Viskozita roztoku (vzorek ¢. 12)

Ethanol/voda (30:70), HA-Lipoic, PEO (9:1) -5 %
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Graf 6: Viskozita roztoku (vzorek ¢. 17)
Ethanol/voda (30:70), HA-Toco: PEO (1:1) — 3 %.
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Obdobné jako v ptipadé vysledkii méfeni elektrické vodivosti, i zde je vyrazné odliSna
viskozita v ptipad¢ roztoku s derivatem HA-Toco. Vysledek tedy také poukazuje na odliSnost
pii procesu zvlakiovani, kterd byla potvrzena experimentalné. Naopak charakteristiky
viskozit nativni HA i roztoku s HA-Lipoic jsou velmi podobné a nelze tedy predpokladat vétsi

problémy pii zvlaknéni nebo defekty v nanovlakenné strukture.
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4.3 Méreni cytotoxicity a bunééné aktivity

Pro méfeni cytotoxicity byl vybran vzorek ¢. 12. Vychozi material (derivat HA-lipoic ve
form¢ prasku) i vysledna nanovldkenna vrstva byla podrobena biologickému testovani
aktivace a inhibice linii 3T3 bunck. Testovani probihalo v Sirokém spektru koncentraci
testovaného materidlu viici bunécnému médiu (10 az 1000 ug/ml) a odbéry probéhly po 24, 48
a 72 hodinach. Vysledky cytotoxicity jsou piehledné ukazany v Grafu 7. Vysledky poskytlo
biologické oddé€leni firmy Contipro. Z grafu je jasné vidét, Ze po 24 hod oba testované vzorky
nejsou cytotoxické, coz odpovida normam stanovenym Statnim zdravotnickym Gstavem. Na
srovnavacim grafu je patrné, ze ve vSech ptipadech byla mira aktivace pfiblizné v rozmezi
+20 %. Pfitom vychozi material piisobil na buiiky pfizniv€, naopak nanovlakenné vrstvy spis§
negativné. Nicméné vysledny material neni pro buiiky toxicky, pouze mirné zpomaluje jejich
aktivitu a rust. Vychozi derivat v podobé prasku nijak vyrazn€ nepodporuje buinie¢nou
aktivitu, i kdyz ji nepatrné posiluje (cca +10 %). Pro materialy pouzivané v kosmetickych a
farmaceutickych aplikaci je toto chovani velice bézné a standardni. Mtizeme tedy konstatovat,
ze z hlediska viability (zivotnosti) lze tento derivit HA pouzit pro kosmeticky ¢i

farmaceuticky pramysl, coz naplnilo cil diplomové prace.

Graf 7: Grafické srovnani usmrcenych bunék
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5. Zavér

Celkem bylo piipraveno 16 roztokt kyseliny hyaluronové s riznymi antioxidanty a jeden
roztok samotné HA, ktery byl pouzit jako urcity standard pro hodnoceni kvality zvlaknovani a
dalSich charakteristik roztokii a vlaken. Jako antioxidanty byly pouzity kyselina lipoova a
tokoferol sukcinat. Jednotlivé roztoky se dale liSily poméry polymerd, pouzitymi

rozpoustédly, jejich poméry a hmotnostni koncentraci.

Zvlaknéné vzorky byly charakterizovany pomoci SEM, obrazové analyzy a Ramanovy

spektroskopie.

Porovnanim vysledkt Ize usoudit, Ze vlaknéni probiha s lep§imi vysledky morfologie pii
malé vlhkosti v depozi¢ni komote. Pii stfedni vlhkosti jsou ve struktufe patrné defekty
v podobg slitych vldken do folii. Vice vyhovujicim systémem pro rozpousténi je smes kapalin
nejmensi smérodatné odchylky. Je patrné, Ze niz$i priméry vlaken byly ziskany pfi stfedni

vlhkosti pro stejné typy vzork.

Nanovlékna s obsahem derivatu HA-Toco se podatilo pfipravit za obdobnych podminek
jako derivat HA-Lipoic, avSak depozi¢ni proces nebyl stabilni a vrstvy zahrnovaly
morfologické defekty. Pro dosazeni lepSich vysledki by musel byt proces piipravy
optimalizovan ve stejnych krocich, jako tomu bylo v ptipadé derivatu HA-Lipoic.

Pii vyhodnoceni morfologie vldken z obrazové analyzy vyplyva, ze nékteré vzorky maji
rizné defekty, a to bylo nasledkem rtznych faktord, napt. pii elektrostatickém zvlaknovani
Cast roztoku v elektrickém poli se neodpafilo a na povrchu vrstvy vznikly , kratery*. Vzorek ¢.
12 mél hladky, skoro bezdefektni povrch vrstvy a ten samy vzorek mél nejmensi pramér
vlaken a z hlediska vSech méfenych vlastnosti se jevil jako nejleps$i varianta pro dané

aplikace.

V ptipadé vysledkd méteni elektrické vodivosti i viskozity jsou vyrazné odlisné vlastnosti
Vv piipad¢é roztoku s derivatem HA-Toco. Vysledek tedy také poukazuje na odliSnost pti
procesu zvlaknovani, ktera byla potvrzena experimentaln¢. Naopak charakteristiky viskozit
nativni HA i roztoku s HA-Lipoic jsou velmi podobné a nelze tedy piedpokladat vétsi

problémy pii zvlaknéni nebo defekty v nanovlakenné struktute.
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Oba testované vzorky nejsou cytotoxické (24 hod), ve vSech ptipadech byla mira aktivace
ptiblizné v rozmezi £20 %. Muzeme tedy konstatovat, ze z hlediska viability (zivotnosti) 1ze
tento derivat HA pouzit pro kosmeticky ¢i farmaceuticky primysl, coz naplnilo cil diplomové

prace.
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