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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace popisuje piipravu strukturovanych vrstev na bazi hedvabného
proteinu Bombyx mori fibroinu pomoci elektrostatického zvlaknovani. Byly pouzity
roztoky o riznych koncentracich proteinu ve tfech typech rozpoustédel. Morfologie
ziskanych vlaken byla charakterizovdna pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu
a konfokalniho mikroskopu. Experimenty ukdazaly, ze vyslednou strukturu i tloustku
vldken lze ovlivnit zménou procesnich parametri pii zvlakiovani a slozenim roztoku,
zejména volbou rozpoustédla. Bylo zjisténo, ze pii pouziti kyseliny mravenéi jako
rozpoustédla byl povrch mnohem vice homogenni a vldkna méla mens$i pramér nez pfi
pouziti hexafluoroisopropanolu. Pouziti dimethylsulfoxidu jako Spatného rozpoustédla

vedlo ke vzniku mechanicky pevnéjSich vldken.

Kli¢ova slova: fibroin, Bombyx mori, elektrospinning, vlakna, tkanové inzenyrstvi

ABSTRACT

This bachelor thesis describes the preparation of structured layers based on the silk protein
Bombyx mori fibroin using electrospinning. Solutions with different protein concentrations
in three types of solvents were used. The morphology of the obtained fibers was
characterized using a scanning electron microscope and a confocal microscope.
Experiments have shown that the resulting structure and thickness of the fibers can be
influenced by changing the process parameters during spinning and the composition of the
solution. It was found if formic acid was used as the solvent, the surface was much more
homogeneous, and the diameter of the fibers were smaller than when
hexafluoroisopropanol was used. The use of dimethyl sulfoxide as a poor solvent has led to

the formation of mechanically stronger fibers.

Keywords: fibroin, Bombyx mori, electrospinning, fibers, tissue engineering
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UvVOD

Hedvabi je funkéni proteinovy biomaterial produkovany riznymi druhy hmyzu. Hedvabi
bource morusového je rozsahle studovano pro své aplikace v regenerativni medicing. Jedna
se o biokompatibilni material se skvélymi mechanickymi vlastnostmi, ale zaroven je
biologicky odbouratelny. Diky jeho hierarchické struktufe a vSestrannosti se mnoho
vyzkumniki zaméfilo na hedvabi jako vhodného kandidata pro navrhovani novych
materidlti s modifikovatelnymi vlastnostmi pro rozmanitou fadu specifickych aplikaci, jako
jsou elektronickd zafizeni, systémy ultrafiltrace vody, biosenzory, systémy dodavani 1ékt
a aplikace v tkanovém inzenyrstvi. VIdkna ptirodniho hedvébi lze zpracovat na piize
a netkané matrice, zatimco fibroinova vldkna lze regenerovat a zpracovat na filmy, houby,
hydrogely, mikrocastice a tkané/netkané matrice. V posledni dobé je velkd pozornost
vénovana procesu elektrostatického zvlakiovani, pomoci kterého lze vyrobit polymerni
nanovldkna o priméru v rozsahu od nékolika mikrometri az po desitky nanometrii
v zavislosti na sloZeni polymerniho roztoku a podminkdch zpracovéani. Tato prace se
zabyva pfipravou roztokd fibroinu s pouzitim dobrého a Spatného rozpoustédla
anaslednym porovnanim vlivu roztoki a parametri na vyslednou morfologii vldken
a jejich primer.

V teoretické ¢asti prace je popsana struktura pfirodniho hedvabného vldkna, jeho syntéza
v pfirod¢ a vlastnosti pfirodniho vldkna. V literarni reSer$i je dale popsano vyuZiti obou
slozek hedvabného vlakna, fibroinu a sericinu, v regenerativni medicin€. Posledni ¢ast se
vénuje shrnuti metody piipravy nanovldkennych struktur pomoci elektrostatického
zvlaknovani.

Prakticka ¢ast prace se zabyva piipravou strukturovanych vrstev na bazi fibroinu za pouZziti
dobrych rozpoustédel kyseliny mravenci a hexafluoroisopropanolu a Spatného rozpoustédla
dimethylsulfoxidu. Struktury tvofené fibroinovymi vlakny byly pfipravovany pomoci
elektrostatického zvladkiovani. Nasledné¢ byla pozorovana morfologie vzniklych vlaken
pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu a posuzovana uUspéSnost zvlaknovani
azména tloustky vlaken v zévislosti na procesnich parametrech zvldknovani a slozeni

roztokd.
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I. TEORETICKA CAST
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1 HEDVABNE PROTEINY

Hedvabi je tfadu let pouzivano k vyrob¢ dlouhych textilnich vldken, které mizeme dale
pouzivat pro vyrobu odévnich a modnich doplikl. Pivodnim domovem hedvabi je
starovéka Cina, prvni zminky datujeme do 3. tisicileti pf. n. 1. Hedvabi bylo povaZzovano za
velmi cenny obchodni artikl, traduje se, Ze pokus o vyvoz technologie vyroby hedvabnych

vlaken byl trestan smrti [1].

Hedvabné proteiny jsou v dneSni dobé pouzivany pii vyrobé biomateriald. Jelikoz je
hedvabi ptirodniho pivodu, je biokompatibilni s lidskym télem, ma skvélé mechanické
vlastnosti, ale zaroven je biologicky odbouratelné, proto je vhodné jej pouzivat i pro

vyrobu biomateriall a také kosmetiky.

Hedvabna vlakna mizou byt ptirodniho i1 syntetického piivodu. Ptirodni vldkna ziskavame
predevsim z kokonli bource morusového (Bombyx mori), ale také z hedvabnych siti

pavouktl, mezi které patii nefila kyjonohd (Trichonephila clavipes) [2].

1.1 Hedvabi bource morusového

Bourec moruSovy patii mezi no¢ni motyly zceledi Bombycidae. Jednd se
o nejvyznamnégj$iho producenta hedvébi na svété. V pribehu let byl vyslechtén z divokého

Bombyx mandarina a v dne$ni dob¢ se uz ve volné ptirod¢ nevyskytuje.

Je to nendpadné zbarveny motyl s bilym ochmytenym télem a rozpétim kiidel okolo 4 cm.

Dospély jedinec nepfijima potravu a béhem procesu domestikace ztratil schopnost 1état.

Hedvabi vytvéreji housenky v patém instaru vyvoje, kdy dochazi k jejich zakukleni.
Béhem tohoto procesu produkuji v hedvabnych zlazdch vldkno, které primarné slouzi
k ochran¢ vyvijejici se kukly. V epitelidlnich buiikdch snovacich zZlaz se zacne vytvéaret

sm¢s proteint, ze kterych se nasledné vytvoii hedvabné vlakno.

Bourec moruSovy produkuje hedvabné vlédkno, které je slozené z vlaknitého fibroinu
a adhezivniho sericinu. Hedvabi se pouziva predev§im v textilnim pramyslu, ale v dne$ni

dobé¢ zacind byt stale Castejsi vyuziti jeho slozek v medicing a kosmetice. [2]

1.1.1 Vznik v pFirodé

Zivotni cyklus bource morugového trva 55 — 60 dni a mezitim projde étyifmi vyvojovymi
stadii — vajicko, housenka, kukla (kokon) a dospélec. Vyvin housenky z vajicka ovliviluji

klimatické podminky, nicméné trva 8—12 dni. Housenka je jediné stadium motyla, které ma
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vyvinuté travici ustroji a zivi se potravou, predevsim listi z moruse. Béhem tohoto obdobi
se housenka zvétSuje a zvySuje svoji hmotnost, maximalni délka je 8 cm a vaha 45 g. Kdyz
je housenka dostatecné velkd a pripravena k zakukleni, pfestane pfijimat potravu, prevléka
se a poté¢ zacne vytvaret kokon. Jeho tvorba trva 1—4 dny. V prabéhu toho se ze dvou
otvorii na spodni ¢asti hlavy uvoliiuje v polotekutém stavu vldkno. Dochazi k ptiisobeni
ruznych tlakl, proto vldkno nema po celé délce stejnou tloustku a jeho délka byva 1200—

1500 m, ale jsou i ptipady, kdy vlakno dosahlo délky 3000 m [3].

K syntéze hedvabi procesem zvlakiiovani jsou urcené¢ hedvabné zlazy larev (Obr. 1) [4].
Jedna se o parovy organ, ktery se d€li na tfi ¢asti a jeho ¢innost je fizena hormonalné [5].
V zadni ¢asti hedvabné zlazy dochazi k syntéze fibroinu. V této fazi ma gelovity roztok
fibroinu koncentraci 12 hm. % a pH je 6,9. Nasledné se roztok ptfesune do stfedni ¢asti o
pH 5.2, kde dochazi k syntéze sericinu a zakoncentrovani piivodniho roztoku fibroinu na
25 hm. %. Z této rozSifené Casti je proteinovy roztok vtlacovan do zuzujici se predni ¢asti
zlazy o pH 5,0, kde se z vodného roztoku stava gel [6]. Pti prichodu predni ¢asti dochazi
ke sniZeni obsahu vody v roztoku na 70 hm. %. Na konci tohoto kandlu se tekuté krystaly
pfeméni na tenké vlakno v konformaci B-skladany list, ktera je nerozpustnd ve vode¢.
Ptedni ¢ast slouzi pouze jako trubice, kterou hedvabi postupuje, sama nema syntetickou
funkci. Je zakoncena sptadacim kandlem, ktery funguje jako lis vystiikujici hedvabi ven

z t€la housenky. V této fazi se tekuté hedvabi pfeméiuje na pevné vlakno.

Cely tento proces je podporovan smykovymi silami, které zptisobi pohyb hlavy larvy pfi
procesu zakukleni. Nejprve si bourec vytvoii jemné hnizdo, které nasledné opléta a tak
okolo sebe vytvori vodotésny zamotek. Tvorba kokonu trvé tfi dny a housenka béhem toho

vykona asi 300 000 krouzivych pohybu hlavou [6, 7].
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Obr. 1 Schéma hedvabné zlazy [4]

1.1.2 Struktura

Hedvabné vldkno je tvofené dvéma fibroinovymi vlakny, které obaluje vrstva sericinu.
Sericin je adhezivni glykoprotein, ktery tvoii aZz 30 % celkové hmotnosti zdmotku
a funguje jako ochranna vrstva vldken fibroinu. Fibroin i sericin jsou vysokomolekularni

latky tvotené aminokyselinami (AMK).

1.1.2.1 Fibroin

Vlaknity fibroin je produkovéan zadni ¢asti snovacich Zlaz. Zaroven s fibroinem se v této
¢asti zlaz syntetizuje také n€kolik bilkovin, jejichz funkce neni jasna, ale pravdépodobné
jsou napomocné pii pfemeéné fibroinu ztekuté formy na vldkno a ochrané pred
mikrobidlnim rozpadem. U nékterych minoritnich proteini pfedpoklddame, Ze chrani
kokony s housenkami ptfed predatory. Mezi napomocné bilkoviny zahrnujeme seroiny

a dvé tiidy proteinovych inhibitort [9].

Samotny fibroin se skldd4d ze dvou polypeptidovych fetézct, tézkého (H) o molekulové
hmotnosti 350 kDa a lehkého (L) o molekulové hmotnosti 25 kDa, které jsou spojeny
disulfidovou vazbou. Pro tvorbu komplexu tézkého a lehkého tetézce je velmi dulezity N —
glykoprotein P25, ktery s nimi interaguje nekovalentnimi vazbami. Primérni struktura H-
fibroinu tvoii vysoce repetitivni hydrofobni motivy, které jsou v sekvenci glycin — alanin —
glycin — alanin — glycin — serin (GAGAGS) a dohromady tvoii téméf 90 % vSech

aminokyselin v hedvabném vlaknu, které¢ jsou zodpovédné za tvorbu antiparalelnich f-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

skladanych listd v polymerovaném fetézci. Toto uspotaddani do krystalické struktury B-
skladanych listi zajiStuje stabilitu a jedinecné mechanické vlastnosti hedvabného vlékna.
Vlakna jsou vysoce odolna také ztoho divodu, Ze jsou spojena pouze slabymi
hydrofobnimi interakcemi postrannich fetézcti aminokyselin, kterymi jsou tzv. R skupiny.
Fibroin obsahuje také malé mnozstvi aminokyselin valinu a tyrosinu (GAGAGY,
GAGAGVQY), které se v fetézci periodicky opakuji a zptuisobuji pteruseni struktury [-
skladaného listu, diky ¢emuz dodavaji vlaknu ohebnost nutnou k tvorbé kokonu [4, 7]. L —

fibroin je tvofen 244 aminokyselinami s acetylovanym sericinem na N-konci [4, 9, 10].

1.1.2.2 Sericin

Ve stfedni casti zlazy housenky Bombyx mori vznikd ve vodé€ rozpustna,
vysokomolekularni latka (molekulovd hmotnost od 20 do 400 kDa) sericin. Kokon je
tvofen sericinem z asi 25 — 30 %. Sericin se sklada z 18 riznych aminokyselin a obsahuje
polarni fetézce s hydroxylovou, karboxylovou aamino skupinou. Nejvyssi zastoupeni
AMK ma serin, dale pak kyselina asparagova a glycin. Polarni skupiny postrannich fetézcii
aminokyselin, jejich organické sloZeni, rozpustnost a strukturni organizace umoZiuji
zesitovani, kopolymerizaci a kombinace s jinymi polymery. Toto dava sericinu jedine¢né
vlastnosti, kterymi jsou antioxidacni schopnost, pfi aplikacich v kosmetice nebo mediciné
zajistuje hydrataci pokozce, rychlejsi hojici funkci a antimikrobialni ochranu. Sericin ma

také velmi silnou afinitu ke keratinu [11, 12].

Sericin délime na zakladé rozpustnosti na tfi formy, jednd se o sericin 1, sericin 2
a sericin 3. Vné&jsi vrstvu tvoii sericin 1, ktery obsahuje 17,2 % dusiku a aminokyseliny
serin, threonin, glycin a kyselinu asparagovou. Stfedni vrstva je tvofena sericinem 2. Tato
frakce je tvorena z 16,8 % dusikem, lysinem, kyselinou glutamovou, asparagovou
a tryptofanen. Vnitini vrstva, ktera ptiléha k fibroinu je ze sericinu 3, ktery obsahuje pouze
16,6 % dusiku, oproti pfedchozim typlim sericinii obsahuje také prolin a je nerozpustny

v horké vodé [13, 14].

S ohledem na molekulovou hmotnost klasifikujeme sericiny ze stiedni ¢asti hedvabné
zlazy na sericiny A, M a P, které obsahuji tfi nejvétsi polypeptidy a které tvoii protein.
Sericiny P a M jsou kdédovany genem Serl a tvoii prvni a druhou sericinovou vrstvu, ktera
zahrnuje fibroin. Exprese genu Ser2 je detekovana v piedni Casti zlazy. Zatimco produkty

genit Serl a Ser3 tvoii sericinové vrstvy v zamotku bource moruSového, proteiny
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kédované genem Ser2 jsou klasifikovany jako nekokonové a jsou piibuzné s larvalnim

hedvabim [15, 16, 17].

1.1.3 Mechanické vlastnosti

Charakteristickymi vlastnostmi hedvabného vldkna jsou vysoka mira biokompatibility
s lidskym télem, pevnost, jemnost, Spatnd vodivost a dobrd zpracovatelnost. Také
mechanické vlastnosti prirodniho vldkno bource morusového jsou velmi dobré, protoze
sekundarni struktura B-skladany list je tvofena krystalickymi oblastmi s hydrofobnimi
fetézci. Mechanické vlastnosti, napt. pevnost vldkna, umoznuji mnoho zpracovatelskych
moznosti. Bylo prokdzano, ze pevnost a houzevnatost hedvabi ma tendenci se zvySovat
s klesajicim primérem vléken, klesajicim hmotnostnim obsahem sericinu a zvySujicim se
obsahem [-sklddanych listl. Pevnost vlaken bource moruSového je v rozmezi 0,13 —
1,41 GPa. Casopis Nature uvadi, Ze pevnost komeréniho hedvabi je okolo 0,5 GPa.
Pevnost vlaken nefily kyjonohé je okolo 1,3 GPa [19]. Primér vléken je v rozmezi 15,01 —

24,16 pm [18, 19].

1.1.4 1Izolace

Kokony se sbiraji 8-10 den po zakukleni a poté se susi horkym vzduchem pii 80 °C, aby
doslo k usmrceni housenky. Vné&j$i vrstva je nepravidelna, a tak se odstrafiuje jako
hedvéabny odpad. Vnitini vrstvu také nezpracovavame. Idedlni strukturu ma sttedni vrstva,

protoze je rovnomérna [6, 20].

K ziskani €istého fibroinu, ktery se vyuziva v textilnim primyslu je nutné se nejprve zbavit
sericinu. JelikoZz je sericin dobfe rozpustny v horké vodé, zbavime se ho pravé cestou
povafeni v horké vodé a pfidavkem Na>COs, ktery pfidavame pro odstranéni ve vodé

nerozpustného sericinu 3 [23].

Hedvabi se ¢asto michéd s vlnou nebo Inem a vznikla pfize se pouziva na mddni tkaniny
v textilnim primyslu. Fibroin i sericin se pouzivaji bud’ samotné, nebo ve smési s dal§imi

latkami také v biomedicin€ a kosmetickém primyslu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

2 APLIKACE HEDVABNYCH PROTEINU

Hlavni vyuziti hedvabi stile zastava textilni pramysl. Uz ve Starovéké Cing zacali
zpracovavat kokony bource moruSového do podoby vléken, ze kterych néasledné sptadali

nit¢ a vyrabély textilie.

V posledni dobé¢ je velmi oblibené vyuziti ptirodnich prekurzord, strukturnich a funkénich
polymerti jako biomateridly. Hedvabi produkované pravé Bombyx mori a pavouky je
zvlasté¢ zajimavé. Diky pfirodnimu plivodu hedvabi, jeho biokompatibilité,
neimunogenocité, netoxicité¢ a pomalé/kontrolovatelné biologické rozlozitelnosti je hedvabi

vhodny k pouziti v regenerativni medicing.

Roztoky hedvabi se daji vyuzivat ve form¢ filma, hydrogeld, vldken, poréznich struktur

a sericin také ve formé prasku [23, 24].

2.1 Aplikace fibroinu

Hedvabi je znamé po tisice let jako luxusni surovina v textilnim primyslu. Diky svym
vlastnostem je uzndvan jako kralovna textilii, protoze ma jedinecny leskly vzhled,
vynikajici mechanickou pevnost, pruznost a prodySnost. Kazdy rok se na celém svéte
vyrobi vice nez 120 000 metrickych tun hedvabi a hlavni vyrobci se nachazeji v Cing, Indii
a Japonsku. Krom¢ vySe uvedenych charakteristik biokompatibilita také umoznila pouziti

hedvabi jako chirurgického $iti od roku 150 naseho letopoctu.

Skutecny potencidl tohoto sofistikovaného materidlu za¢indme vyuZzivat v pokrocilejSich
aplikacnich oborech, jako je optika, elektronika a biomedicina. Hedvabi lze pouZzit jako
opticky materidl pro aplikace v biomedicinském inzenyrstvi, fotonice a nanofotonice.
Z fibroinu lze vytvaret nanovldkna, coZ umoznuje vyrobu struktur, jako jsou holografické
miizky, fadzové masky, paprskové difuzory a fotonické krystaly z Cistého proteinového
filmu [25, 26]. Pokrocilé technologie a moderni nastroje pouzivané v chemii, materidlovém
inZenyrstvi, chemickém inZenyrstvi, genetickém inzenyrstvi a koncepénim modelovani
vyznamné piispély k analyze struktury a mimotfadnych vlastnosti hedvabi. Diky své
hierarchické struktufe a vSestrannosti se mnoho vyzkumniki zamétilo na hedvébi jako
biologického kandidata pro navrhovéani novych materialti s modifikovatelnymi vlastnostmi
pro rozmanitou fadu specifickych aplikaci, jako jsou elektronickd zafizeni, systémy
ultrafiltrace vody, biosenzory, systémy dodavani 1€kt a aplikace v tkafiovém inZenyrstvi.

Vlakna ptirodniho hedvabi lze zpracovat na ptize a netkané matrice, zatimco fibroinova
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vlakna lze regenerovat a zpracovat na filmy, houby, hydrogely, mikrokulicky

a tkané/netkané matrice. [26, 27, 28].

2.1.1 Regenerativni medicina

Regenerativni medicina je obor vénovany aplikaci tkanovych nebo organovych implantat
za ucelem hojeni nebo ndhrady poskozenych tkani nebo orgdnd. Nejvétsim podoborem
regenerativni mediciny je tkanové inzenyrstvi, coz je vybér a prostorové uspoiadani
biomateriali a bun¢k pro navrh umélé tkan¢. Hedvabny fibroin je skvélym kandidatem pro
pouziti v regenerativni medicing, protoze ma jedine¢né vlastnosti. Disponuje pomalou
biologickou degradaci a je hypoalergenni. Pouziti fibroinu je stile ve fazi vyvoje, ale
v budoucnu by se mohl vyuzivat na vyrobu scaffoldli pro ndhradu riznych organti a ¢asti
téla, napt. kostni tkan¢, chrupavek, a také za ucelem vytvotreni umélé kozni tkdné [29, 30,

31].
Potahy implantatii

Zavedeni implantatu do lidského téla mulze zpusobit zavazné zdravotni infekce. Z toho
divodu se vyviji povlakovani implantatli regenerovanym hedvabnym proteinem pomoci
namaceni nebo sprejovanim. K tomu pouzivime vodné roztoky cistého fibroinu. Pfi

pouziti jinych rozpoustédel by mohlo dojit k poskozeni materidlu implantatu [34].
Hojeni ran

Kuze lidského téla slouzi jako bariéra proti pivodcim infekce, dehydrataci a okolnimu
prostiedi. Pii naruSeni pokozky dochézi ke vzniku oteviené rany. PoCatecni fazi hojeni je
zanét, ke kterému dochazi kratce po zranéni. Dalsi fazi je vyvoj nové tkané, kdy dochézi
k ukladani kolagenu, kontrakci rdny a ke znovuvytvoreni poskozeného povrchového
epitelu. V posledni fazi nastava prestavba epidermis a extracelularni matrix, coZ miiZe trvat
1 rok. Je znamo, ze zvySenim bunécné proliferace a migrace riznych typti bunék fibroin
vyvolava a urychluje hojeni ran. Pro tuto aplikaci miizeme fibroin vyuZzivat ve formé
roztokli, filmi, nanovlakennych podlozek, hydrogelti a hydrokoloidnich obvazi [28].
Velmi zajimavym pouzitim fibroinu v regenerativni medicing je tvorba biokompatibilniho
obvazového materidlu, ktery zabrani dehydrataci rany, zachovava vlhké prostiedi na jejim
povrchu, ale zarovenl slouzi jako ochranna bariéra proti mikroorganismiim a prachu. Na
obr. 2 muzeme vidét vysledek studie, kdy se srovnavalo pouziti komeréné dostupné

1ékatské gazy a obvazu z fibroinu pro hojeni popalenin, pfi¢emz obvazovy material na bazi
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hedvébi vyrazné urychloval hojeni rdny [34]. Dalsi biomateridly, které se pouzivaji pro

hojici obvazy jsou chitosan, polyuretan, kyselina hyaluronové a kolagen [33, 34].

Extracelularni matrix stimuluje hojeni ran, proto pfi vyvoji inovativnich obvazovych
materiald byva konstrukéné i1 slozenim simulovéana pravé extraceluldrni matrix. Lze toho
docilit naptiklad kombinaci paramylonu a hedvabného proteinu. Paaramylon je sacharid,
ktery ma Siroké spektrum biologickych aktivit a ma schopnost posilit imunitni odpovéd'.
Folie ze smési fibroin/paramylon lze snadno vyrobit rozpuSténim lyofilizovaného SF
a paramylonu v kyselin€ mravenci, nasledovanym suSenim pii 40°C. Tato kompozitni folie
vykazuje vysokou tepelnou stabilitu, dobrou hydrofobnost a vysoké hodnoty tuhosti,
pficemz je také netoxickd a biokompatibilni. Proto lze tuto kompozitni membranu dale
zvazovat pro aplikaci samoobsluznych obvazovych materidll na rany na zvifecich

modelech [37].

21D 28D

Obr. 2 Oblast rany oSetiena riiznymi obvazovymi materialy

(C: lékarska gadza, S: nanomatrix z hedvabného fibroinu) [33]

2.2 Sericin

Hedvébny sericin je pfirodni polymer produkovany bourcem morusovym, ktery obklopuje
a drzi pohromadé¢ dvé fibroinova vldkna a dotvaii hedvabné vldkno. V textilnim primyslu
nema sericin vyuziti, protoze je rozpustny ve vode¢ a sam vldkna netvofi, slouzi pouze jako

tzv. ,,lepidlo®.

Ziskavani a opétovné pouziti sericinu obvykle vyfazeného v textilnim primyslu nejen
minimalizuje problémy zivotniho prostfedi, ale ma také vysokou védeckou a komercni
hodnotu. Béhem zpracovani surovych hedvabnych kokont se kazdy rok vytvoii 50 000 tun

sericinu, ktery predstavuje vétSinou odpad pii zpracovani hedvabi, nicméné diky svym
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vlastnostem by mohl byt dale vyuzivan na vyrobu biodegradabilnich materialti, membran,

1ékatskych biomaterialii a funkcnich tkanin [11, 25, 26].

2.2.1 Vyuziti sericinu

Fyzikalné-chemické vlastnosti molekuly umoznuji Cetné aplikace v biomediciné a jsou
ovlivnény extrakéni metodou a druhem bource morusového, coz mize vést ke zméndm
v molekulové hmotnosti a poméru mezi aminokyselinami v sericinu. Pfitomnost vysoce
hydrofobnich aminokyselin a jejich antioxida¢ni potencidl umoznuji pouziti sericinu

v potravinaiském a kosmetickém primyslu [21].

Diky zvlh¢ujicim vlastnostem je dale mozné uziti pfi hojeni ran, ke stimulaci bunécné
proliferace, jako ochrana pied ultrafialovym zafenim a také v kosmetice. Antioxidacni
aktivita spojend s nizkou stravitelnosti sericinu umoziuje pouziti v Iékarské oblasti, jako
protinadorova, antimikrobidlni a protizanétliva latka, antikoagulant, pfispivd ke spravné
funkci tlustého stieva a chrani télo pred obezitou prostiednictvim zlepSeného profilu
plazmatickych lipidd. Kromé& toho vlastnosti sericinu umoziuji jeho pouziti jako
kultiva¢niho média a pfi kryokonzervaci, v tkaflovém inZenyrstvi a pro dodavani 1é€iv, coz

dokazuje jeho efektivni pouZiti jako biomateridlu [20, 23, 24, 25].

2.2.1.1 Biodegradabilni materialy

Ekologicky rozloZitelné polymery mizeme vyrobit smichanim sericinu s pryskyfici.
Polyuretanové pény, ke kterym je pfidan sericin maji skvélé absorpéni vlastnosti. Po
pfidani sericinu je absorpce vlhkosti az pétindsobné vys$si nez u samotné polyuretanové
pény. Sericin se piidava v koncentraci 0,01 — 50 % a polyuretanu dodava skvélé

mechanické vlastnosti a je biologicky odbouratelny [7].

2.2.1.2 Membranové materialy

Membranové materidly jsou Siroce vyuzivané napt. pii odsolovani vody, vyrob¢ ultracisté
vody, v biozpracovatelském primyslu a pfi nékterych chemickych procesech.
Pii membranovych separacich vyuZivame reverzni osmozu, dialyzu, ultrafiltraci
a mikrofiltraci. Sericin by mohl byt pouZivan pii separacnich procesech. Samotny sericin
neni diky svym vlastnostem na vyrobu membran vhodny, nicméné po jeho zesitovani nebo
kopolymeraci s jinymi latkami to je mozné. Jelikoz obsahuje velké mnozstvi aminokyselin
s polarnimi funk¢énimi skupinami, jsou sericinové membrany znacné hydrofilni a jsou

selektivni pro vodu ve vodné-organické kapalné smeési. Tohoto se d& vyuzit tieba pfi
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vyrobé separa¢nich membran pro vodu s ethanolem, kdy by pravé tato membrana mohla

ucinn¢ oddélit alkohol ze smési [30, 31, 32].

2.2.1.3 Funkcni biomaterialy

Jak bylo zminéno vyse, ze sericinu je obtizné vyrobit membrany, nicmén¢ jej 1ze formovat
do tenkého filmu, ktery je pfipojen kjiné matrici. Sericinové filmy lze vyuzit
v zobrazovaci technice au vizudlnich teplotnich senzorti, kdy v kombinaci s tekutymi

krystaly dochazi k jejich orientaci a ke zvyseni kvality obrazu [33, 34].

Sericin se da také pouZit na potaZeni riznych materidld ke zvySeni jejich povrchové
ochrany a jejich funk¢nosti. Materidly potazené sericinem maji vybornou odolnost proti

povétrnostnim vliviim a dobrou prodysnost [7].

2.2.1.4 Lékaiské biomaterialy

Zajimavé je vyuziti sericinu v regenerativni medicin€. Byl vyvinut obvaz pro hojeni ran ze
smési fibroinu se sericinem, ktery mél stupen krystalinity mensi nez 10 % a absorpci vody

pii teploté mistnosti 100 a vice procent [46].

Membrana sloZzend ze sericinu a fibroinu je UCinnym substritem pro proliferaci
adherentnich ZivociSnych bunék a miiZze byt pouZita jako nahrada kolagenu. Filmy
z Cistého sericinu umoziuji uchyceni a rast bun€k srovnatelny s kolagenem, ktery je pro

savCi bunécné kultury Siroce pouZivanym materidlem [47].

Film vyrobeny ze sericinu ma vybornou propustnost pro kyslik a svymi vlastnostmi je
velmi podobny lidské rohovce. Pro vyrobu tohoto filmu se hedvabny protein rozpusti
v kyseliné trifluoroctové (1 g kokonu ve 3 ml 98 % CF3;COOH) a vznikla gelovita latka se
nalije do forem a nasledn¢ formuje do filmu. Ztuhly vylisek se potom opakované promyje
vodou. Tato metoda by se dala vyuzit 1 pii vyrobé kontaktnich Cocek a vysoce elastickych

umélych cév [48].

Sulfonaci sericinu lze vytvofit materidl s antikoagulaénimi vlastnostmi. Sulfonace
se provadi kyselinou sirovou o koncentraci 10 — 90 % pii teploté 20 — 100 °C po dobu
nckolika hodin. Vysledny koagulant by mohl slouzit jako potencialni ndhrada heparinu,
k oSetfeni povrchii zdravotnickych pomtcek. Také bylo zjisténo, Ze sulfonovany protein

interferuje s pfipojenim viru lidské imunodeficience k imunocytiim [39, 40, 41].
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Bylo zjisténo, ze sericin potlacuje peroxidaci lipidi a inhibuje aktivitu tyrosinasy in vitro

[52].

2.2.1.5 Funkcniviakna a textilie

Funk¢ni vlastnosti nékterych syntetickych vlaken lze zlepSit potazenim pfirodnimi
makromolekulami, jako je chitin, chitosan, fibroin a sericin. Syntetickd polyesterova
vlakna maji mikropéry o priméru 0,001-10 um. Molekula sericinu mtize byt zavedena do
téchto mikroport a zesiténa. Polyestrové vlakno modifikované sericinem je az pétkrat
hygroskopi¢téjsi neZ neoSetfeny polyester a 1 po 50 pranich zlstavd az 85 %
hygroskopi¢nost oproti ptivodni. Dal§i syntetickd vladkna, kterd se mohou potahovat

sericinem jsou vlakna polyaminova a polyolefinova [43, 44].

Vlékna potazend sericinem mohou zabrénit abrazivnimu poranéni kiize a rozvoji vyrazek.
Tkaniny tkané z vldken potazenych sericinem byly testovany ve vyrobcich, jako jsou

plenky, plenkové vlozky a obvazy na rany [55].

Sericin také zajistuje lepSi biokompatibilitu kaucuku. Po smichani hydrolyzovaného
sericinu s kaucukem tvoii produkt, ktery ma oproti pfirodnimu kaucuku niZsi iritacni
vlastnosti. Z této modifikované pryze lze vyrobit gumové rukavice, rukojeti jizdnich kol

a jiné podobné vyrobky [56].

2.2.1.6 Kosmetika

Sericin ma také Siroké zastoupeni v kosmetickém primyslu. Aminokyselinové slozky
sericinu zajiSt'uji vynikajici absorpci a udrZeni vlhkosti na pokoZce. Velikost molekulové
hmotnosti sericinu piimo ovlivni typy kosmetickych aplikaci. Vysledky ukazuji, Ze sericin

muze ucinn¢ inhibovat aktivitu tyrosinu a tvorbu melanochromu.

Diky podobnym vlastnostem a piibuznosti s keratinem ma sericin adhezivni u¢inek
na povrch lidské ktize, kde tvoii ochrannou bariéru, kiizi zvlaciuje, zlepsuje jeji elasticitu,
chréani pred vnéjsimi vlivy, zadrzuje v pokozce vlhkost a pisobi proti starnuti kiize. Sericin
muzeme pouzit také ve formée hydrolyzatu, ktery ma regeneracni schopnosti, a proto se do
fady pfipravkl na kiizi, vlasy i1 nehty ptidava jako aktivni latka. Sericin je vyuZivan ve
form¢ krému a masti [14, 47].

Sericin obsahuje 1 jedineCny podil sacharidi a unikatné¢ se opakujici sekvence

aminokyselin, které¢ dodavaji sericinim jejich vysokou afinitu vii¢i bilkovinam. Tohoto se

v kosmetickém primyslu vyuzivd k vyhlazovani vrasek. Tvorba jednotného filmu po



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

aplikaci prosttedkli obsahujicich sericiny je déna jejich vysokou molekulovou hmotnosti.
Tato polopropustna vrstva ziistdva zachovana i po umyti a chrani pokozku pted skodlivymi

vlivy prostiedi. Sericin brani TEWL (transepidermalni ztrata vody).

Diky vlastnostem je sericin vhodny pro suchou, citlivou a namahanou pokozku a také
je idedlni do ptipravki slouzicich k opalovani. Jelikoz obsahuje serin a glycin, je vhodny
i do hydratacnich pfipravkl jako humektant. Dale mizeme sericin vyuzit také v nehtové
kosmetice proti praskani a lamani nehtti. V lacich na nehty se pouziva v koncentraci 0,02 —
2 % sericinu. V koncentraci 0,02 —2 % se sericin pfidava do vlasovych a koupelovych

prostiedki [58].

Sericinové gely také zvysuji obsah hydroxyprolinu ve Stratum corneum, ktery je pouzivan
pfi prevenci a redukci strii. Hydroxyprolin pfedchézi vzniku vrasek, mirné rozjasnuje plet’

a stimulaci procesu lipolyzy podporuje eliminaci toxind [59].

Sericiny jsou diky své vSestrannosti skvélou piirodni slozkou do mnoha kosmetickych

prostiedki.
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3 ELECTROSPINNING

Electrospinning, nebo také elektrostatické zvldknovani je proces, pii kterém vznikaji
vldkna o primeéru az desitek nanometrti. Do oblasti nanotechnologii se elektrostatické
zvlaknovani dostava mezi lety 1990 a 2000. Existuje né€kolik zptsobii vyroby nanovlaken,
nicmén¢ nejvice vynika praveé tato metoda, jelikoZ pomoci ni mizeme vyrabét nejjemné;si
vldkna, a také patfi mezi relativné ekonomickou vyrobni techniku. Je také velmi
univerzalni, protoZze jsme pomoci ni schopni zpracovavat velkou skalu materiald,
napft. organické a anorganické polymery a biopolymery, a to v riznych formach, jako jsou
emulze, roztoky nebo také taveniny. Electrospinning zdvisi na velmi slozité souhie
povrchill, reologii materialu i na elektrickém néaboji. Tyto jevy se vzajemné ovliviiuji
riznymi zplUsoby a vytvéreji elektrifikované proudy polymernich roztokii a roztavenych
polymert. Technologie polymernich nanovldken se stale velmi rychle vyviji, protoze jsou

velmi uzite¢né v mnoha oblastech [51, 52, 53, 54].

3.1 Princip electrospinningu

Elektrostatické¢ zvldknovani je uc€innou technikou pro vyrobu polymernich vlaken
v priméru mikrometri az nanometrl. Touto technikou jsme schopni vytvaret ultra jemna
vlakna zrGznych druhG polymerli. Proces electrospinningu muize probihat rGznymi
zplsoby, mezi které fadime zvlaknovani z jehly a zvlaknovani z volného povrchu — tycka,

struna a rotacni valeCek. Zatizeni ve vSech téchto ptipadech funguji na podobném principu.

Pted vybérem vhodné metody pro zvlaknovani je dillezité zvazit vyhody a nevyhody obou.
Pii bezjehlovém elektrostatickém zvlakiiovani se vychozi roztok polymeru pienese do
oteviené nadoby, kde jsou vldkna generovana ze stacionarni nebo rotacni platformy.
Jednou z vyhod bezjehlového procesu elektrostatického zvlakinovani je hromadnd vyroba
materidlu. Nevyhodou je, ze morfologie a kvalita vldken nejsou piesné kontrolovany,
suroviny, které lze pouzit, jsou omezené, coZ zase omezuje vSestrannou vyrobu vlaken
a parametry procesu, jako je pritok, nelze kontrolovat. Pti elektrostatickém zvlakiiovani na
bazi jehly je vychozi roztok polymeru obvykle obsazen ve vzduchotésné uzavieném
zasobniku, coz minimalizuje a zabranuje odpafovani rozpoustédla. Tento dulezity rozdil
umoziuje snadné zpracovani Siroké skaly materialli, véetné vysoce t€kavych rozpoustédel.
Elektrostatické zvldkiiovani na bazi jehly ma mnoho vyhod, vcetné¢ flexibility pro
zpracovani rtiznych struktur, jako jsou jadro-plast a multiaxialni vldkna. Toto rozliSeni

umoziuje zaclenéni aktivnich farmaceutickych slozek (API) do vlakna. Dal§imi vyhodami
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jehlového elektrostatického zvlaknovani je piesné fizeny prutok, pocet trysek
a minimalizace plytvani roztokem. Tyto vyhody elektrostatického zvlakiiovani na bazi
jehly zvysily popularitu této techniky, coz ma za nésledek vysoky pocet publikovanych

praci o elektrostatickych vldknech, které nabizeji Sirokou variabilitu receptur feSeni.

Béhem tohoto procesu vyuzivame vysoké napéti (v fadu desitek kV), které slouzi

k vytvoreni elektricky nabitého proudu polymerniho roztoku nebo taveniny [65, 66].

3.2 Aparatura

Aparatura pro elektrické zvlaknovani se skladd ze tfi zdkladnich c¢asti, kterymi jsou
adsorbér, zdroj vysokého napéti a extrudér. Jako adsorbér slouzi néjaky kolektor, vétSinou
se jedna o elektricky vodivy prvek (kovova desticka), na kterou je uchycen Cerny papir
nebo vodiva lepici paska. Na desticku je pfiveden zaporny pol elektrického napéti.
Kladnou elektrodu tvoii kovova tycka, na kterou je nanesen roztok spinnované latky.
Pomoci elektrického proudu dochdzi k tvorbé sil v nabitém roztoku a zméné tvaru kapky
v kuzel, tzv. Taylortiv kuzel. Pti dalSim zvySeni elektrického pole dochézi k ptekonani
povrchového napéti roztoku a z kuZelu je vypuzen nabity proud kapaliny. Ten vytvari na

kolektoru zmét’ naspinnovanych nanovlaken [66].
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Obr. 3 Electrospinning

3.3 Elektrostatické zvlaknovani hedvabného proteinu

Biomaterial z hedvabného fibroinu se stal oblibenym materidlem pro tkanové inzenyrstvi
kvtli jeho nizké zanétlivé reakci in vivo a jeho schopnosti podporovat bunéénou adhezi,
rust a proliferaci. Pro zlepSeni mechanickych a biologickych vlastnosti biomaterialii pro
pouziti v tkdnovém inzenyrstvi se biomateridly SF obecné misi s chitosanem, agarézou,

gellanovou gumou, rastovymi faktory nebo buiikami [73, 74, 75, 76, 77].

3.3.1 Rozpoustédla vhodna pro zvlakiiovani fibroinu

Vlékna ptirodniho hedvabi se ve srovnani s globuldrnimi proteiny rozpoustéji pouze
v omezeném mnozstvi rozpouStédel, a to kviali pfitomnosti velkého mnoZstvi
intramolekularnich a intermolekularnich vodikovych vazeb ve fibroinu, jeho vysoké
krystalinit¢ a specifickym fyzikdlné-chemickym vlastnostem. Fibroin Ize rozpustit
v koncentrovanych  vodnych roztocich kyselin  (fosforecnd, mravenc¢i, sirova

a chlorovodikova) a vodnych roztocich soli s vysokou iontovou silou, jako je chlorid
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vapenaty (CaCly), chlorid zine¢naty (ZnCl), bromid lithny (LiBr) a chlorid hotfecnaty
(MgCl) [66, 67].

K ziskadni regenerovanych materidli scaffoldii je obvykle vyZadovano predbézné
rozpusténi nativnich vlaken SF. Rozsah dostupnych rozpoustédel zahrnuje mineralni
a organické kyseliny, organicka rozpoustédla, iontové kapaliny, koncentrované roztoky

mineralnich soli a také riizné smési voda/rozpoustédlo/sul.

Cista kyselina mravenéi sice nerozpousti nativni SF vldkna, ale je u¢innym rozpoustédlem
pro regenerované fibroinové materidly, jako jsou filmy. Zpisob rozpousténi SF filml pro
ptipravu elektrostatickych zvlakiiovacich latek byl Siroce vyuzivan k vyrobé
elektrostaticky zvlaknovanych fibroinovych podlozek. Kyselina mravenci se také pouziva
pro vznik nanovldken. FA je vysoce tékavé rozpoustédlo, jehoz vétSina se bchem

elektrostatického zvladknovani odpatuje [74].

Typ pouzitého rozpoustédla i vyslednd koncentrace roztoku maji vliv na vysledné
vlastnosti vldken a také na jejich strukturu. V ptipad¢ nizké koncentrace roztoku fibroinu
dochazi ke vzniku tzv. koralkli na vladknech (Obr. 4). ZvySovanim koncentrace mizeme
tuto vadu odstranit za vzniku hladkych vladken, nicméné pfi zvySené koncentraci také roste

pramér vzniklého vldkna [70, 71]

Obr. 4 AFM obrazek elektrospinnovanych viaken z materialu PEO [72]
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3.3.2 Pouziti primési
Pouziti pfimési pfi zvldkinovani fibroinu pomahd zlepSovat jeho vlastnosti. Pro vyrobu
fibroinovych scaffold se jako pfimési pouzivaji poloxamer 407, ktery poméha zvySovat

adhezi lidskych dermalnich fibroblast, a manuka med, ktery zvySuje absorpci vody
a hustotu bun¢k na scaffoldech [77].

Pro ptipravu kostnich tkéni se jako aditivum pifiddva hydroxyapatit, ktery zlepSuje
biologické a mechanické vlastnosti fibroinu. Tyto kompozity jsou velmi podobné ptirozené
kostni struktufe, protoze napodobuji anorganickou i organickou cast kostni tkané. Pouziti
tohoto hybridniho kompozitu =zlepsSuje flexibilitu, mechanickou pevnost a také

houzevnatost vzniklé kostni tkan¢ [74, 75].

3.3.3 Procesni parametry zvlakiovani hedvabi

Vlastnosti vyrobenych vldken i cely proces zvlaknovani ovliviiuje fada parametrii. Jednim
z parametru, které maji na elektrostatické zvldknovani vliv je vzdalenost mezi elektrodou
s nanesenym roztokem a kolektorem. Je diilezité mit nastavenou takovou vzdalenost, aby
doSlo k dostatecnému odpareni rozpoustédla. Pfi krat$i vzdalenosti ndm nevzniknou
samostatna vlakna, ale objevuji se na nich koralky, nebo se vldkna slévaji dohromady.
Mezi vliv prostiedi fadime teplotu a vlhkost. S rostouci teplotou se prumér vldken snizuje,
coz je zpusobeno zavislosti viskozity na teploté. Se zvySujici se vlhkosti dochazi k tvorbé
malych pord ve vladknech [79]. Dulezita je také plocha, na které je umistén roztok. Je
dilezité, aby byla vodiva a dostate¢né velkd, aby na vzniklych vldknech nevznikaly vady

ve formé koralkd. Dal§im procesnim parametrem je velikost pouzitého napéti.

Mezi systémové parametry se fadi vlastnosti spinnovaného polymeru, typ pouzitého
rozpoustédla a také viskozita, koncentrace a povrchové napéti pouzitého roztoku [77, 78,

791.

3.3.4 Aplikace hedvabnych nanovlaken

Hedvabny fibroin (SF) je pfirodni biopolymer, ktery je biokompatibilni, biodegradabilni,
flexibilni, m& dobré antitrombogenni a mechanické vlastnosti. SF porézni materialy byly
Siroce zkoumany v systémech fizeného dodavani 1¢kl,, antikoagulacnich krevnich
materialech, biosenzorech, umélych vazech, umélych Slachdch, umélé kiazi, opravach

rohovky a obvazech ran.
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Srdecni naplasti z fibroinu jsou v soucasné dob¢ Siroce pouzivany k zahajeni regenerace
myokardu. Electrospinning je vykonna technika, kterd dokaze vytvofit matrici vzajemn¢
propojenych nanovldken, které napodobuji architekturu extracelularni matrice.
V soucasnosti se vétSina biomateridlit SF pouzivanych v srde¢nich naplastech piipravuje
pravé elektrostatickym zvldkiovanim. Polyvinylalkohol (PVA) je bézné pouzivany
polymer pfi elektrostatickém zvldknovani SF diky své elasticit¢, hydrofilité
a biokompatibilité. Zaclenéni SF a PVA naplasti prokazalo vynikajici pevnost v tahu,

modul v tahu a dobré ptichyceni a proliferaci bunék [71].

Oprava a rekonstrukce poskozené kiize je dulezitym tématem v oblasti kosmetické
a plastické chirurgie. Pouziti obvazu na otevienou ranu je dilezitym faktorem v prevenci
bakteridlni infekce a udrzovéani vlhkého prostiedi kolem mista rany pro dosazeni hojeni
rany. Biomateridly na bdzi kolagenu jsou uzite¢né diky své vynikajici schopnosti
podporovat hojeni ran, jsou vsak pfili§ kiehké na to, aby byly aplikovany pfimo na misto
poranéni klize, aby je chranily, dokud neni kiize rekonstruovana. Ve srovnani s kolagenem
bylo prokézano, Ze biomateridly na bazi fibroinu vice pfispivaji k hojeni ran a rekonstrukci

ktze a mohou sniZit tvorbu jizevnaté tkan¢ béhem hojeni ran [83].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 POPIS EXPERIMENTU

Cilem experimentalni casti prace byla piiprava roztokli hedvabného fibroinu a jejich
nasledné¢ zpracovani pomoci -elektrostatického zvldknovani. Za timto ucelem byly
pfipravovany roztoky hedvabného proteinu v kyseliné mravenci a hexafluoroisopropanolu.
Byl sledovan vliv slozeni roztoku a procesnich parametri zvlaknovani na strukturu
vlaknitych substrat.  Pfipravend vldkna byla charakterizovana pomoci skenovaci

elektronové mikroskopie a konfokalni mikroskopie.

4.1 Materialy

Kokony bource moruSového byly dodany Univerzitou Bayreuth. Pro izolaci fibroinu ze
surového materidlu byl pouzit uhliitan sodny Na>COs, bromid lithny LiBr (Sigma
Aldrich) a ultracista voda. Pro pfipravu roztokll z regenerovaného fibroinu byla pouzivana
kyselina mravenci FA (Sigma Aldrich), hexafluoroisopropanol HFIP p.a. 99% (abcr
Gmbh) a dimethylsulfoxid DMSO p.a. 99,99% (VWR Chemicals). Pro fluorescencni
znaceni vlédken byl pouzit fluorescein isothiokyanat dextran FITCD (Mw 59 000 — 77 000,
Sigma Aldrich).

4.2 1Izolace fibroinu

Pro pouziti fibroinu (BMF) v medicinskych aplikacich je velmi dilezité hedvabny protein
efektivné purifikovat z kokoni Bombyx mori tak, aby doslo k odstranéni sericinu. Tento
proces se nazyva ,, degumming“. Odstranéni sericinu je velmi dilezitym krokem pro dalsi
vyuziti fibroinu. Dfive se unékterych osob piedpokladalo, Ze hedvabi a pouzZiti
hedvabného fibroinu zptisobuje alergickou reakci. Nasledny vyzkum ale ukazal, ze

pric¢inou imunitnich reakci byl sericin. Pro zajisténi biokompatibility, lepsi zpracovatelnost

vvvvv

Fibroin 1ze z hedvabi izolovat riznymi zptisoby [84], v této praci byl s mirnymi upravami
aplikovan nejcastéji uzivany postup dle protokolu D. L. Kaplana, D. N. Rockwood et al.
[23].

Nasttihané kokony byly vafeny po dobu 1 h v 0,02 M roztoku Na,CO3 za ucelem
odstranéni sericinu z vldken. Nasledné byla vldkna opakované proplachovana ultracistou
vodou a vysuSena. Po ususSeni byl degumovany fibroin rozpustén v 9,3 M roztoku LiBr

(1 g fibroinu na 4 ml LiBr) pfi teplot¢ 60 °C (po dobu 4 h). Poté dosSlo k odstranéni
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nezadoucich ionti pomoci dialyzy. Poslednim krokem byla centrifugace a nasledna

lyofilizace fibroinu.

4.3 Priprava roztoki

Pro ptipravu roztokti byl pouzit lyofilizovany fibroin. Jako dobra rozpoustédla byla pouzita
kyselina mravenc¢i a HFIP. Jako $patné rozpoustédlo dimethylsulfoxid, ktery se ptidaval do
roztoku fibroinu v HFIP. Pro fluorescenéni barveni vldken byl pfipraven roztok FITCD
v DMSO, ktery byl pfidavan k roztoku fibroinu v HFIP. Fibroin byl rozpoustén na tfepacce
pii pokojové teploté po dobu 6-12 h. Pfesna slozeni roztoku budou popsana v jednotlivych

kapitolach.

4.4 Priprava a charakterizace fibroinovych substratii

K pfipravé nanovladkennych vrstev z fibroinu byl pouzit pfistroj pro elektrostatické
zvlaknovani (znazornény na obr. 5). Elektrospinner je slozen ze zdroje vysokého napéti,
uzemnéného kolektoru a elektrody ve formé kovové ty€inky. Elektrostatické zvlaknovani
probihalo z kapky roztoku pii napétich 15 — 30 kV, pokojové teploté¢ a vzdalenosti
kolektoru od 9 do 13 cm.

Obr. 5 Zarizeni pro electrospinning
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Jako vhodny podklad pro piipravu vldkennych substrat byl testovan papir, slida
a oboustranné¢ lepici vodivé uhlikovéd paska. Papir neni vhodny podklad pro spinnovani
vlaken vzhledem k tomu, ze vldkna podkladu zkresluji vysledek zvlakinovani. Uhlikova
lepici paska se ukazala jako prakticky nosny podklad z toho divodu, Ze je relativné hladka,
nezkresluje tedy vysledny obraz, zajistuje dobrou adhezi fibroinovych vldken k podkladu
avzorek je takto pfipraven k pfimé aplikaci pro méfeni elektronovym mikroskopem.

Dalsim pouzitym podkladem byla slida, ktera je vhodna pro zobrazovani pomoci optického

a konfokalniho mikroskopu. Vliv podkladu na vyslednou kvalitu vlaken je zndzornén na

obr. 6.

Obr. 6 SEM snimky fibroinovych viaken na riznych podkladech:

A — oboustrannd vodiva paska; B — papir

4.4.1 Skenovaci elektronovy mikroskop

Morfologie vlaken byla pozorovana pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu
(SEM) Phenom Pro (Phenom World). SEM slouzi k topografické analyze rGznych
materiali. Vyuziva principu odrazu svazku elektront od vzorku. Interakci dopadajicich
elektroni s materidlem vzorku vznikaji rizné detekovatelné slozky, ze kterych je
sestavovan vysledny obraz [85]. Vzorky byly upevnény na ter¢ik pomoci oboustranné
uhlikové pasky a pokoveny smési paladia a zlata po dobu 60 s v argonovém plazmatu.
Snimky byly pofizovany pii urychlovacim napéti 10 kV. Nasledna obrazova analyza byla

provedena v programu Imagel, verze 1.6 0 24.
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4.4.2 Konfokalni mikroskop

Fluorescencné znacCend vldkna byla zobrazovana pomoci konfokalniho mikroskopu
Fluoview FV3000 (Olympus). Principem konfokalniho mikroskopu je odraz laserovych
paprski, které osvétluji preparat, a jejich nasledna detekce ve fotonasobici. Zdrojem svétla
je laser, ktery prochazi ptes konfokalni clonu a osvétluje preparat. Odrazené svétlo nebo
emitované fluorescencni zareni pies clonu do fotondsobi¢e a nésledn¢ do detektoru.
Vyhodou konfokéalniho mikroskopu je moznost snimani jednotlivych optickych fez

a rekonstrukce preparatu do 3D modelu [86].
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Zvlaknovani z kyseliny mraven¢i

Prvnim pouzitym rozpoustédlem byla kyselina mravenci (85 %). Roztoky pro zvlaknovani

byly pfipravovany v koncentraci 8,5, 10,7 a 13 hm. % (tab. 1).

Z téchto roztokl byla pomoci electrospinningu vytvarena vldkna. Pouzité napéti bylo 30
kW. Cely proces byl ovliviiovan koncentraci fibroinu, vzdalenosti elektrody od kolektoru,
ale také dobou procesu. Nasledné byl porovnavan vliv téchto parametri na morfologii

vlaken pomoci SEM.

5.1.1 Vliv koncentrace

Prvni ¢ast vysledk ukazuje vliv pouzité koncentrace fibroinu na vyslednou morfologii
vlaken. Snimky pro srovnani téchto vlaken byly potizeny pomoci SEM a jsou znédzornény
na obr. 6, 7 a 8. Ostatni parametry zvldknovani byly zachovany u vSech roztoki stejné, viz

tabulka 1.

Tabulka 1 Parametry pfipravy fibroinovych vlaken o riznych koncentracich a srovnani
jejich priméru

w Vzdalenost Doba oy 1,
vex Koncentrace Napéti w .. Primér vladken
Rozpoustédlo fibroinu [hm., %] [kV] elektrodya  zvldknovani [nm]
0 kolektoru [cm] [s]

Kyselina 8,5 30 10 240 180 + 8
mravenci

Kyselina 10,7 30 10 240 410+ 11
mravenci

Kyselina 13 30 10 240 350 + 14

mravenci
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Obr. 9 SEM snimky fibroinovych vidken z roztoku o koncentraci 13 hm. %

Pti porovnani snimki 1ze vidét, Ze pouziti vyssi koncentrace fibroinu je pro tvorbu vlaken
lepsi. Na obr. 6 a 7, pii 8,5 a 10,7 hm. % koncentraci, miizeme pozorovat vznik
nezadoucich utvart — koralkl,, coz bylo zpiisobeno pulzovanim kapky pfi zvlaknovani
nizké koncentrace fibroinu [72]. Souvisld vldkna ndm vznikala pouze pii koncentraci
13 hm. %. Ze srovnani riznych koncentraci plyne, Ze s vys$Si koncentraci dochazi

k homogennéjsimu pokryti povrchu a k eliminaci nestabilit.

Nejmensi primér vldken (180 £ 8) nm mél 8,5 hm. % roztok fibroinu. Oproti tomu roztok

s koncentraci 10,7 hm. % mél primér vldken nejvyssi.

5.1.2 Vliv vzdalenosti kolektoru a elektrody

Vliv vzdélenosti kolektoru od elektrody pii elektrostatickém zvldknovani roztokii na
morfologii vyslednych vldken a jejich primér byl pozorovan u roztokli o koncentraci
8,5 hm. % a pro vzdalenosti 9, 11 a 13 cm. Ostatni parametry zvlaknovani byly zachovany

stejné, viz tabulka 2.
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Tabulka 2 Parametry ptipravy fibroinovych vldken o riznych koncentracich a srovnani
jejich priméru

w Vzdalenost Doba RV
e Koncentrace Napéti .. Primér vlaken
Rozpoustédlo fibroinu [hm. %] [kV] elektrodya  zvlaknovani [hm]
e kolektoru [cm] [s]

Kyselina 8,5 30 9 240 130+ 6
mravenci
Kyselina 8,5 30 11 240 180 + 8
mravenci
Kyselina 8,5 30 13 240 240 + 8
mravenci

Obr. 10 SEM snimek fibroinovych vidken pri vzdalenosti elektrody od kolektoru 9 cm
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Obr. 12 SEM snimek fibroinovych vidken pri vzdalenosti elektrody od kolektoru 13 cm

Po porovnani fotek srovnavanych roztokii mizeme pozorovat, ze pii krat$i vzdalenosti
kolektoru od elektrody (obr. 9) vlakna nestihaji béhem spinnovani uschnout, a tak vypadaji
slita do vrstvy. Pii aplikovani vétsi vzdalenosti (obr. 11), vldkna 1épe proschla a jsou Iépe

viditelna.
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Nejmensi pramér vldken (130 £ 6) nm mél vzorek, pro ktery byla pouZzita nejmensi
vzdalenost kolektoru a elektrody (9 cm). Oproti tomu nejvétsi pramér byl pozorovéan
u vlaken pii nejvétsi vzdalenosti kolektoru od elektrody (13 cm). Cim byla tedy mensi

vzdalenost kolektoru a elektrody, tim byl niz§i pramér vlaken.

5.1.3 Vliv ¢asu depozice pri zvlakinovani

Pro ziskani samonosné vrstvy bylo tfeba dosahnout hustého pokryti substratu siti vlaken.
Jednim z dulezitych faktorti je zde samoziejmé doba trvani zvldknovani. Pro sledovani
vlivu rizné doby spinnovani na hustotu sit€¢ byl pro toto porovnani pouZit roztok
v koncentraci 10,7 hmot. %. Vzdalenost kolektoru od elektrody byla 10 cm, pouzité napéti

30 kW. Stanoveny cas depozice 120 a 240 s.

Tabulka 3 Parametry ptipravy fibroinovych vladken o riznych koncentracich a srovnani
jejich priméru

s Vzdalenost Doba o . 1s
. Koncentrace Napéti v ., Primér vldken
Rozpoustédlo fibroinu [hm. %] kV] elektrody a zvlaknovani [nm]
-0 kolektoru [cm] [s]
Kyselina 10,7 30 10 120 350 +7
mravenci
Kyselina 10,7 30 10 240 410+ 11

mravenci
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]

Obr. 13 SEM snimky fibroinovych vidken pri riizné dobé zviaknovani
A — cas depozice 120 s; B — cas depozice 240 s
Pfi srovnani snimkili na obr. 13 vidime, Ze po delSim Case depozice bylo pokryti povrchu
hustsi. V tabulce 3 mizeme vidét, ze pii vétsim Case depozice dochdzi k tvorbé silngjsich

fibroinovych vlaken.

5.2 Zvlaknovani z roztoku fibroinu s hexafluoroisopropanolem

Hexafluorisopropanol (HFIP) je bézné rozpoustédlo pouzivané pro elektrostatické
zvlaknovani, je pouzivan pro electrospinning syntetickych i pfirodnich polymert véetné

tropoelastinu, kolagenu a polykaprolaktonu.

Pro zvlakiovani z ¢ist¢ho HFIP byly vybrany poméry BMF:HFIP 1:40 (1,5 hm. %), 1:30
(2,1 hm. %), 1:20 (3 hm. %) a 1:10 (5,9 hm. %). U koncentrace 5,9 hm. % byla pouZita
koncentrace pfili§ vysokd, takze kapka rychle vysychala a tento roztok nebylo mozné
spinnovat. Tomuto jevu by se dalo zabranit pii zvlakiiovani z jehly [87]. Ostatni parametry
u zvlaknovani se neménily a bylo pouzito napéti 20 kW, vzdalenost elektrody od kolektoru
10 cm, Cas depozice 30 s, jako podklad byla zvolena vodiva paska pro SEM a slida pro
konfokalni mikroskop.

Morfologie ziskanych vldken byla porovnavana pomoci skenovaciho elektronového

mikroskopu a nasledné byly opét zméteny priméry vlaken.
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5.2.1 Vliv koncentrace proteinu v roztoku

Pti pouziti HFIP byl porovnavan vliv koncentrace roztokl na vyslednou strukturu vlaken.

Byla porovnéna morfologie vldken a jejich priiméry, které jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4 Parametry ptipravy fibroinovych vladken o riznych koncentracich a srovnani
jejich priméru

Vzdalenost Doba

Rozpoustédlo ﬁbljgirrlliel[lﬁ;?i %] I\Elil\)f]ﬁ elektrody a  zvlaknovani Prﬁm[irn\lf]léken
kolektoru [cm] [s]
HFIP 1,5 20 10 30 (1000 =+ 20)
HFIP 2 20 10 30 (1220 £ 40)
HFIP 3 20 10 30 (2000 £ 70)

Obr. 14 Srovnani fotek naspinnovanych fibroinovych viaken s HFIP

A — koncentrace 1,5 hm. %; B — koncentrace 2 hm. %, C — koncentrace 3 hm. %

Na obr. 14 vidime srovnani fibroinovych vldken o rtznych koncentracich ihned po
elektrostatickém zvlakiiovani na papir. Mlizeme pozorovat, ze nejvetsi pokryti povrchu

vlakny bylo pfi koncentraci 2 hm. %. Pfipravena vlakna byla velmi jemna.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

-, LRI O PN AL SRSl
DN BRI S B
ff

% g’é{rs LA {‘& S %
>, . ‘532“«,‘@!‘ /- 3 ‘\ ./J\éi w
N

‘if"y RS
SE /ﬁ’&%’@%» 4
A
0 A

‘5

2

. 3 2200} TR Eva\Esie

S zeade — e alraady
RO PV B N DA oA
i @ STies A e

VI Za SN N —————
Y )/ N AR SR T 60

VoS QYA ;\ SO\ pm |

g@?ﬁ%&“)ﬁ!i&{k %a ./?EQ?%&‘&%W ’;@L‘-:’.ﬂn;:-.swﬁ

Par . =

=2

?4&’
>I/
.

N

Ii
%

Obr. 16 SEM snimky fibroinovych vidken z roztoku o koncentraci 2,1 hm. %
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Obr. 17 SEM snimky fibroinovych vidken z roztoku o koncentraci 3 hm. %

Na SEM snimcich pfipravenych vlaken miiZzeme pozorovat, ze pii pouziti HFIP jako
rozpoustédla nedochdzelo k tvorb& homogenniho pokryti povrchu a vlakna maji mnohem
vetsi pramér nez pii pouziti kyseliny mravenci. Pii koncentraci 3 hm. % (obr. 16) vidime,

ze na vlaknech vznikaji ¢etné defekty.

Pti pouziti koncentrace fibroinu 1,5 hm. % vznikaly vldkna o primeéru (1000 + 20) nm, po
pouziti vyS$8i koncentrace fibroinu (3 hm. %) byl primér vldken mnohem vyssi, a to

(2000 % 70) nm.

5.3 Zvlaknovani z roztoku s piridavkem Spatného rozpoustédla

Spatné rozpoustédlo bylo k roztoku p¥idavano s cilem vytvofit pomoci fizové separace
porézni vlakna [88]. Pti fazové separaci se dobré rozpoustédlo HFIP odpaiuje rychleji nez
Spatné rozpoustédlo DMSO. Kapky pomaleji se odpaiujiciho DMSO by poté mély vytvaiet

ve struktufe vldkna porézni strukturu.

Roztoky se pfipravovaly tak, Ze se nejprve piipravil roztok fibroinu s HFIP
v koncentracich, jaké byly pouzity v minulé kapitole (1,5, 2 a 3 hm. %). Dale byl pfipraven
roztok DMSO s HFIP v objemovém poméru 1:5. Tyto roztoky byly nasledné¢ smichany
v poméru 10:1, jak je uvedeno v tabulce 5. Tento postup byl zvolen z toho ditvodu, Ze pti
pridani samotného DMSO k roztoku fibroinu s HFIP kapka DMSO vytvoftila nerozpustnou

micelu.
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Pti pouziti DMSO byl opét sledovan vliv koncentrace roztokli na vyslednou strukturu

vlaken.
Tabulka 5 Slozeni roztokt fibroinu s HFIP a praiméry vzniklych vldken
Vychozi koncentrace Slozeni Slozeni Primér vldken
BMF v HFIP [hm. %] DMSO : HFIP  BMF/HFIP : DMSO/HFIP [nm]
1,5 1:5 10:1 (1400 £ 60) nm
2 1:5 10:1 (1730 + 40) nm
3 1:5 10:1 (7200 £+ 30) nm

Obr. 18 Srovnani fotek naspinnovanych fibroinovych vidken s HFIP a DMSO

A — koncentrace 1,5 hm. %; B — koncentrace 2 hm. %, C — koncentrace 3 hm. %

Na obr. 18 je uvedeno srovnani fibroinovych vldken o rtiznych koncentracich ihned po
elektrostatickém zvlaknovani na papir. Mzeme pozorovat, Ze pifi pouZziti koncentrace 1,5
12 hm. % vznikala hustd sit’ pevnych vlaken. Se zvySujici se koncentraci fibroinu bylo
pokryti vlaken slabsi. Pfi porovnani obr. 14 a 18 Ize vidét, Ze vldkna pii pouziti Spatného

rozpoustédla tvoii pevnéj$i samonosnou matrici oddé€litelnou od podlozniho materiélu.
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Obr. 20 SEM snimky fibroinovych vidken z roztoku s DMSO o koncentraci BMF 2,1 hm. %
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60 pm ~ A\ 5 um
Obr. 21 SEM snimky fibroinovych vidken z roztoku s DMSO o koncentraci BMF 3 hm. %

Po ptidani Spatného rozpoustédla — DMSO k fibroinu s HFIP vidime, Ze pfi pouziti vétsi
koncentrace fibroinu dochazi k tvorbé Sirokych vldken a nehomogenné pokrytého
substratu. Se sniZujici se koncentraci vznikaji ten¢i vlakna. VIdkenné vrstvy zahrnuji

morfologické defekty.

Na obr. 20 si lze déale v§imnout, Ze fibroin zvlaknény z HFIP ma tendenci tvofit zvrasnéna
plochd vlakna, podobné jako poly(etherimid) rovnéz zvldknovany z HFIP [89]. Ke
zborceni vlaken do plochych ,stuzek® dochdzi ptfi narazu vldkna na sbérny substrat,

pfi¢emz zahyby na povrchu vldkna jsou spojeny s napétim na vnéjSim povrchu vlakna [60].

Primér vldken sobsahem DMSO se se zvySujici koncentraci zvySuje. Roztok
o koncentraci 1,5 hm. % mél primér vldken (1400+ 60) nm, oproti tomu roztok

o koncentraci 3 hm. % (7200 + 30) nm.

5.4 Fluorescen¢ni barveni hedvabnych vlaken

Pii fluorescenénim barveni byl pfipraven roztok fluorescein isothiokyanat dextranu
s dimethylsulfoxidem, ktery byl nésledné¢ smichan s hexafluoroisopropanolem
v objemovém poméru 1:5. Roztoky fibroinu s HFIP byly pfipraveny v koncentracich 1,5, 2
a 3 hm. %. Roztoky fibroinu s HFIP byly nésledné¢ smichdny s roztokem fluoresceinu

v DMSO a HFIP v objemovém poméru 10:1, viz tabulka 6.
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Tabulka 6 Slozeni roztokt s fluoresceinem a priméry vzniklych vlaken

Vychozi
koncentrace Slozeni Slozeni Slozeni Pramér vldken
BMF v HFIP F:DSMO F-DMSO : HFIP BMF/HFIP : F-DMSO/HFIP [nm]
[hm. %]
1,5 1:200 1:5 10:1 660 £+ 20
2 1:200 1:5 10:1 2000 + 70
3 1:200 1:5 10:1 7700 + 300

Obr. 22 Srovnani fotek naspinnovanych fibroinovych viaken z roztoku s HFIP, DMSO
a fluoresceinem

A — koncentrace 1,5 hm. %; B — koncentrace 2 hm. %, C — koncentrace 3 hm. %

Na obr. 22 vidime srovnani fibroinovych vldken o rtznych koncentracich ihned po
elektrostatickém zvladknovani. MlZeme pozorovat, Ze pii pouziti koncentrace 1,5 hm. %
vznikala husta sit’ pevnych vldken. Se zvySujici se koncentraci fibroinu bylo opét pokryti

vlaken slabsi.
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Obr. 23 Snimky fibroinovych vidken z roztoku s F-DMSO o koncentraci BMF 1,5 hm. %
A, B— SEM; C, D — konfokalni mikroskop
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Obr. 24 Snimky fibroinovych vidken z roztoku s F-DMSO o koncentraci BMF 2,1 hm. %
A, B— SEM; C, D — konfokalni mikroskop
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Obr. 25 Snimky fibroinovych vidken z roztoku s F-DMSO o koncentraci BMF 3 hm.
%

A, B— SEM; C, D — konfokalni mikroskop

Po analyze snimkil roztokii miizeme pozorovat, ze pii pouziti DMSO s fluoresceinem jako
Spatnym rozpoustédlem bylo pokryti povrchu homogenni, primér vladken je podobny jako
v ptipadé zvlaknovani z roztoku s DMSO bez fluoresceinu. Na obr. 23 a 24 pozorujeme
vlakna pfipravena v koncentraci 1,5 a 2,1 hm. % charakterizovana pomoci SEM
a konfokdlniho mikroskopu. Miizeme vidét, Ze pii pouziti niz§i koncentrace fibroinu
vznikéd hust&jsi sit’ vlaken. Na obr. 25 pozorujeme vznik velmi silnych vldken. I v tomto

pripadé lze tedy s rostouci koncentraci pozorovat narast priméru vlaken.
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Pfi pouziti koncentrace fibroinu 1,5 hm. % vznikala vlakna o priméru (660 £ 20) nm,
po pouziti vyssi koncentrace fibroinu (3 hm. %) byl primér vldken mnohem vyssi, a to

(7700 £+ 300) nm.

Z obrazkla potizenych konfokalnim mikroskopem je patrné, Ze fluorescenéni znaceni

hedvabného proteinu bylo uspésné.

Z provedenych experimentl plyne, ze zvlakiiovani z kyseliny mravenci poskytuje mnohem
ten¢i fibroinova vladkna, pfi¢emz s rostouci koncentraci fibroinu v roztoku dochazi
k potlaceni vznikajicich nestabilit na vlaknech a dochazi k tvorbé homogenni sité (obr. 9).
Pti zvlaknovani z hexafluoroisopropanolu musela byt zvolena mnohem mensi koncentrace
fibroinu v roztoku z dtvodu rychlejsiho odpafovani HFIP. Zde bylo mozné sledovat
opacny trend u vlivu koncentrace na homogennost pokryti substratu vlakny — s rostouci
koncentraci pokryti vlakny klesalo (srovnani obr. 15, 16 a 17), tato skute¢nost opét
pravdépodobné souvisi s rychlosti odpafovani rozpoustédla. Pii rychlém odpafeni
rozpoustédla zroztoku o vyssi koncentraci dochdzelo k tvorbé proteinového filmu
na zvlaknovaci elektrodé a k nedostatecnému zvlaknéni materialu. VIdkna spinnovana
z HFIP dale maji vétsi tlouStku nez vldkna z kyseliny mravenc¢i (tab. 1 a 4). Ackoliv
po ptidavku Spatného rozpoustédla nedoslo k o¢ekavané tvorbé poréznich vldken, piidavek
DMSO do smési, ptipadné v kombinaci s FITCD, ma za nasledek podporu zvlaknitelnosti
fibroinu a zlepSeni mechanickych vlastnosti vlaknité matrice, viz srovnani obr. 14, 17 a 22.
Pomoci FITCS Ize fluorescencné oznacit vladkna, coz bude dale rozvijeno v budoucim

vyzkumu pfi zvlaknovani fibroinu s jinymi polymery.
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ZAVER

V ramci bakalarské prace byly pfipraveny strukturované vrstvy na bazi hedvabného
fibroinu za pouziti rozpoustédel kyseliny mravenci, hexafluoroisopropanolu
a dimethylsulfoxidu. Struktury tvofené fibroinovymi vlakny byly pfipravovany pomoci
elektrostatického zvldknovani. Nasledné¢ byla porovnavana morfologie vzniklych vlaken
ajejich tloustka. Zvldknéné vzorky byly charakterizovany pomoci SEM a konfokélniho

mikroskopu.

V ramci literdrni reSerSe byla jako vhodnd rozpoustédla vybrana kyselina mravenci
a hexafluoroisopropanol. V obou ptipadech byl porovnavan vliv koncentrace na morfologii
a tloustku vzniklych vldken. Vldkna s pouzitim kyseliny mravenc¢i vznikala o priimérech
130410 nm. Pii koncentraci 13 hm. % dochazelo k homogennimu pokryti povrchu
a pripravend vldkna byla souvislda a netvofily se na nich nestability. Pfi nizSich
koncentracich fibroinu vznikaly nezddouci utvary — koralky, coz bylo zplusobeno
pulzovanim kapky pti zvlakiiovani. Pti pouziti hexafluoroisopropanolu jako rozpoustédla
dochazelo ke vzniku vlaken o priméru 1000 — 2000 nm. Pti pouziti HFIP nedochazelo
k tvorbé homogenniho pokryti povrchu a vlakna méla mnohem vétsi primér nez pii pouziti

kyseliny mravenci. Pfi koncentraci 3 hm. % na vlaknech vznikaji defekty.

Dale byly pfipraveny roztoky fibroinu s HFIP a DMSO jako Spatnym rozpoustédlem
a stejné roztoky s pfidavkem fluorescenéniho barviva. Po pfidani Spatného rozpoustédla
DMSO k fibroinu s HFIP dochézelo pti pouziti vyssi koncentrace k tvorbé Sirokych vldken
a nehomogenné pokrytého sbérné¢ho substratu. Se snizujici se koncentraci vznikala tenci
vlakna. Vldkenné vrstvy také obsahovaly morfologické defekty. Homogenni pokryti
vlakny bylo pouze u koncentrace 1,5 hm. %. Primér vyslednych vldken byl v rozmezi
1400 — 7200 nm a se zvySujici se koncentraci se zvySoval. Pii fluorescencnim barveni
dochézelo v porovnani vlaken bez fluoresceinu k tvorbé homogenniho pokryti povrchu.
U koncentrace 3 hm. % vznikala velmi silnd vldkna o praméru (7700 + 300) nm, pokryti
povrchu bylo nehomogenni. Pfi pouziti koncentrace 1,5 hm. % méla vldkna primér
(660 +20) nm a byla mnohem ten¢i nez vlakna bez ptidani fluoresceinu, kterd méla

primér (1400+ 60) nm.

Fluorescencni barveni bylo zvoleno ztoho divodu, ze by se pii spinnovani
z viceslozkového materidlu daly jednotlivé slozky nésledné rozeznat mezi sebou. Vldkna

z Cistého fibroinu, pfipadné v kombinaci s jinymi polymery, by mohla predstavovat vhodné
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substraty pro testy bunécné proliferace a nasledné aplikace v oblasti tkaniového inzenyrstvi.

Tyto sméry budou rozvijeny v dalSich fazich vyzkumu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
BMF  Bombyx mori fibroin

SF Hedvabny fibroin

PEG Polyethylenglykol

PEO Polyethylenoxid

DMSO Dimethylsulfoxid

PCL Polykaprolaktam

HFIP Hexafluorpropanol

FA  kyselina mravenci

FITCD fluorescein isothiokyanat dextran
TEWL transepidermalni ztrata vody

kV  kilovolt

kDa kilodalton

AMK aminokyselina/aminokyseliny
Serl 3-fosfoserin aminotransferdza
GPa gigapascal

nm  nanometr

pum  mikrometr

cm  centimetr

g gram

m metr
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