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ABSTRAKT

Predlozend bakalaiska prace se zabyva problematikou elektrostatického zvlaknovani
hyaluronanu (HA) a posouzenim vlivi chaotropnich a kosmotropnich ionti na
zvlaknovatelnost HA. Bézné se k elektrostatickému zvlakiovani HA vyuzivaji dal§i nosné
polymery jako napt. polyethyenglykol. V této praci, vSak bylo k zvladknovani HA
pristoupeno bez pomocnych polymert. Namisto nosné¢ho polymeru, byly pouzity piidavky
ruznych soli, s cilem podpofit proces zvlakiovani HA, ¢i pouzitim rozdilnou koncentrace
Spatného rozpoustédla (EtOH), ktery byl pfidavan, z divodu Upravy povrchového napéti
roztoki HA. Kromé téchto parametrit byl hodnocen vliv uspotfddani aparatury pfi
zvlaknovani a to (a) z jehly (pozice ,,shora doli*) nebo (b) z volné hladiny (pozice ,,zdola
nahoru*). Morfologie a velikost ziskanych vlaken byla charakterizovana pomoci elektronové
skenovaci mikroskopie (SEM). Na zaklad¢ pritbéhu procesu zvlakinovani doplnéné analyzou
SEM snimki bylo zjisténo, ze kosmotropni ionty rozbaluji polymerni fetézec, v disledku
¢ehoz usnadnuji proces zvldknovani, zatimco ptidavek chaotropnich iontd polymerni fetézec
sbaluje a tim proces zvldkiovani podstatné¢ znesnadiiuje. K uceleni znalosti feSené
problematiky byl provedeny experiment doplnén o analyzu velikosti polymerniho klubka
HA a to pomoci metody dynamického rozptylu svétla (DLS), kterd pozorované chovani
potvrdila. V budoucnu by urcité stalo za to prostudovat feSenou problematiku mnohem
komplexnéji, zejména z pohledu napt. $ir§i kombinatoriky iontl (zj. aniontll), kombinaci

dobrého a Spatného rozpoustédla.

Kli¢ové slova: Hyaluronan, Hofmeistrova fada, electrospinning, SEM, DLS



ABSTRACT

The presented bachelor thesis deals with the electrospinning of hyaluronan (HA) and the
assessment of the effects of chaotropic and cosmotropic ions on the HA electospinning.
Other carrier polymers such as polyethylene glycol are commonly used for electrospinning
of HA. In this work, the electrospinning of HA was approached without other polymers.
Instead of the carrier polymer, additions of different salts were used in order to promote the
HA electrospinning by changing the concentration of the poor solvent (EtOH), which was
used, in order to modify the surface tension of the HA solutions. In addition to these
parameters, the influence of the apparatus arrangement during the electrospinning was
evaluated, namely (a) from the needle (top-down position) or (b) from the free surface
(bottom-up position). The morphology and size of the fibers obtained were characterized by
scanning electron microscopy (SEM). Based on the course of the electrospinning,
supplemented by the analysis of SEM images, it was found that cosmotropic ions salting-
out behavior the polymer chain, as a result of which they facilitate the electrospinning, while
the addition of chaotropic ions unfolding (salting in behaviour) the polymer chain and thus
makes the electrospinning significantly more difficult. To complete the knowledge of the
solve problem, the experiment was complemented by the analysis of the HA polymer coil
size using the dynamic light scattering (DLS) method, which confirmed the observed
behaviour. In the future, it would certainly be worthwhile to study the solved problem more
comprehensively, especially in terms of e.g. broader combinatorics of ions (i.e. anions),

combinations of good and bad solvent.

Keywords: Hyaluronan, Hofmeister series, electrospinning, SEM, DLS
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UvVOD

Biomateridly tu byly v jisté form¢ odedavna, dilezita je predevsim jejich definice, a to, jak
jsou vnimany dnes. Biomaterial 1ze v soucasné dob¢ chapat jako material ¢i jeho kombinaci
latek napt. syntetického nebo ptirodniho pivodu, ktery ptispiva k 1€cbé, podpote nebo
nahradé (Castecné ¢i kompletni) tkang, organu ¢i funkei téla. Této kategorii je vénovana
velka pozornost zejména z diivodu zachovani nebo zlepSeni kvality Zivota jednotlivce.
Jednim z populéarnich a hojné¢ vyuzivanych biomateriali resp. biopolymeri je hyaluronan
(HA), respektive sodna stl kyseliny hyaluronové. Tento biopolymer lze ziskat izolaci z
nékterych zivocichi (napf, z kohoutich hiebinkl), nebo v soucasnosti spiSe fermentaci
mikroorganismibeta, coZ minimalizuje projevy imunitni reakce pii jeji aplikaci. Své vyuZiti
nachdzi primarné v kosmetice, tkanovém inZenyrstvi a na poli mediciny ve formé
nejriznéjsich gell, hydrogelt ¢i ¢astic. HA mé nezaménitelné vlastnosti, které se odviji
primarn¢ od nadstandardné vysokych molekulovych hmotnosti, kterych bézné¢ dosahuje, na
rozdil od ostatnich biopolymert. Kromé hydrogell na bazi hyaluronanu, se mizeme setkat
s HA ve formé& nejriznéjSich vldken. Tak naptiklad vyuzitim HA v elektrospinningu, je
mozné vytvaret rizné¢ biokompatibilni matrice pro tkanové inzenyrstvi, napiiklad pro
regeneraci kiize, chrupave nebo cév. Nanovlakna z hyaluronanu mohou slouzit i jako nosice
1é¢iv nebo jako podpora bunééného ristu [1-3].

S pfirodnimi polymery, mezi které hyaluronan neodmyslitelné patfi, je spojen fenomén tzv.
Hofmeisterovy tfady. Jednd se o fadu soli sefazenych podle jejich schopnosti interagovat
s polymery (napft. proteiny, polysacharidy) ve formé roztokt. F. Hofmeister se svymi kolegy
se tomuto tématu vénoval uz v druhé poloviné 19. stoleti, a zjistil, Ze v pfitomnosti téchto
soli dochéazi k tzv. vysolovani proteinii z bunécného bilku [4]. Na zdklad€ zjiSténych
vysledkd, rozdélil soli na skupinu s chaotropnim a kosmotropnim ti¢inkem. Chaotropni ionty
1ze vnimat jako ionty, které se podili na, v literatufe znaCovaném, ,,saltig in*“ chovani, které
1ze chépat jako sbalovéani polymernich fetézcii. Kosmotropni ionty, které tvoti druhou stranu
spektra Hofmeiterovi fady, naopak vykazuji tzv. ,salting out” chovéni, tedy rozbalovani
polymernich fetézci [5,6]. VIiv konkrétnich ionti z Hofmeisterovy fady se odviji od jejich
chemické povahy a pouzité koncentrace. Byt toto téma bylo poprvé definovano jiz pred 150
lety, stale obsahuje spoustu neobjasnénych véci, zejména v polymernich roztocich, které
nebyly stale plné€ vysvétleny.

Pfi¢ina tohoto nejednoznacného a slozittho chovéani pfipisovaného w¢inkiim

Hofmeisterovych fady, souvisi mimo jiné s komplikovanym uspofddanim moZnych
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konformaci polymernich fetézcii ptirodnich polymerd. Pohyb makromolekul v roztoku je
totiz komplexni védni obor. Tak napftiklad hyaluronan, jehoz molekulova hmotnost se bézné
pohybuje v jednotkdch (MDa)[7,8], a je ddana do jist¢ miry pfitomnymi funkénimi
skupinami, které jsou soucasti polymerniho fetézce. Ty se v daném prostredi (vliv pH,
pfitomnych soli, teploty, koncentrace) mohou rizné¢ orientovat, a zaujimat tak mnohé
konformace, které lze do jist¢ miry ovlivnit pravé piidavkem vybranych iontd z
Hofmeisterovych fady soli. Pouzité soli mohou ovlivnit konformacni strukturu hyaluronanu,
coZ se muze projevit napt. na jeho biologické aktivite.

Jak uz bylo zminéno, Hofmeisterova fada soli ma vliv na chovani hyaluronanu v roztocich
a muze ovlivnit jeho viskozitu a konformacni strukturu, proto se ¢ast této prace zabyva
problematikou vhodného pouziti spravného typu a koncentrace iontd, které by mohly byt
pouzity pii jeho zpracovani pomoci elektrostatického zvldknovéani. Zvldknovani
hyaluronanu totiz ptedstavuje velmi komplikovanou zalezitost. Podobné jako tomu je i u
nékterych dalsich ptirodnich polymerd, zvlaknitelnost HA je sice velmi obtizna, ale zddana.
Za ucelem ulehéeni procesu zvlakiiovani HA, jsou roztoky kombinovany piidavkem dalSich
polymert, které funguji jako tzv. ,,nosné* polymery. Nosné polymery iniciuji zvlakiiovani a
zvySuji mimo jiné jeji proveditelnost a vytéznost, jehoz vysledkem jsou vSak tzv.
neodd¢litelné smési HA a ptislusného nosného polymeru.

Hlavnim cilem této prace proto bude zvlaknit roztoky HA bez ptidavku nosného polymeru.
To se v minulosti podafilo autoriim L. Vitkové (2019), kterd se podaftilo uspésné zvlaknit
samotny hyaluronan vyladénim rozpoustédla za pouziti izopropylalkoholu (IPA) [9], nebo
Li a spol. (2005) pozili v rozpoustédle pro zménu dimethylfumarat (DMF) a také se jim tak
podafilo zvlaknit samostatny hyaluronan [10]. V této praci byl k tomuto ucelu pouzit
pridavek iontl z Hofmeisterovy fady soli, u kterych byl prokézan jejich vliv na zménu
konformace polymerniho fetézce, a to ve smyslu sbaleni a rozbaleni polymerniho klubka.
Zvlaknovani bude provedeno dvéma zpisoby — a to zvlakiovanim z volné hladiny a
zvlaknovanim z jehly. Obé metody budou vzajemné porovnany. Kromé zmény uspotradani
pfi spinovani, bude v praci feSena zména povrchového napéti vzorki piidavkem Spatného
rozpoustédla (ethanolu (EtOH)) do roztokl, a to v zavislosti na koncentraci. Krom¢
samotného zvlaknovani bude vySetien vliv chaotropnich a kosmotropnich iontli na sbaleni a
rozbaleni polymerniho klubka hyaluronanu, coz souvisi s praci skupiny L. Musilové (2019),
kterd pojednavéa o chovani hyaluronanu v pfitomnosti Hofmeisterovych iontd, ne ovSem
v kontextu s electrospinningem [6]. Potvrzeni téchto pfedpokladii by mohlo do jisté miry

ovlivnit komplikovany proces zvlakiiovani hyaluronanu. Ziskand vlakna budou dale
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analyzovany z pohledu jejich morfologie a velikosti pomoci SEM. Uéinnost vybranych iont
z Hofmeisterovy fady bude analyzovana zpohledu velikosti polymerniho klubka

hyaluronanu pomoci DLS.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOMATERIALY

V poslednich desetiletich 1ze v oblasti medicinskych aplikacich zaregistrovat zvyseny
vyskyt pojmu ,biomaterial“. V minulych letech byl biomaterial vniman jako nezivy
material, umoziujici 1écbu nebo néhradu poskozené ¢i chybéjici tkané zivého organismu,
aniz by sdm zptsobil nezddouci uc¢inky nebo zapticinil jiné Skody na okolni Zivé tkani (napf.
mechanické poskozeni okolni zdravé tkané a nervl, infekci, nekrézu, nebo potize
s hojenim). S postupnym rozvojem stale SirSiho uplatnéni dostupnych biomateriali bylo
potieba ptivodni definici pfizpisobit aktudlnimu pouziti, jelikoz stdvajici formulace jiz
nebyly zcela relevantni. [11] Dle nynéjsi definice 1ze biomaterial chapat jako latku (jina nez
1€k) ¢i kombinaci latek syntetického nebo ptirodniho plivodu, ktera ptispiva k 1€¢bé, podpoie
nebo nahradé (¢astecné ¢i kompletni) tkang, orgdnu ¢i funkei téla, a to libovolnou dobu. [12]
Biomaterialy jsou aplikovany piedev§im v z4jmu zachovani nebo zlepSeni kvality Zivota
jednotlivce, to znamena, Ze vyvoj biomaterialil se zamétuje nejen na preziti jedince, na rozdil

od 1€k, ale klade si vyssi cile, jako je celkové zlepSeni kvality zivota.[13]

1.1 Biopolymery

Polymery jsou velké molekuly skladajici se z mnoha opakujicich se elementarnich jednotek
tzv. monomert (tj. atom nebo skupina atomil) spojenych za sebou do polymerniho fetézce.
Pocet merti vietézci vyjadiuje polymeracni stupeni, se kterym piimo Umeérné roste

molekulova hmotnost polymeru [14,15].

Biopolymery jsou potom polymery spadajici do mnoziny biomaterialt (viz vyse). Podle
vychozich zdroji pro vyrobu a typu jejich degradace, 1ze biopolymery rozttidit do téchto
skupin:
a) Biopolymery, které jsou vyrobeny z obnovitelnych piirodnich zdroji a jsou
biodegradabilni.
b) Biopolymery, které jsou vyrobeny z obnovitelnych pfirodnich zdrojii a nejsou

biodegradabilni.

c) Biopolymery, které jsou syntetizovany z fosilnich zdroji a které jsou

biodegradabilni.

[15]
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Za “biodegradabilni* resp. za “biologicky odbouratelny* je material povazovan, rozklada-li
se vlivem pusobeni mikroorganismii, jako jsou plisn€, houby a bakterie na oxidu uhlidity,

methan, vodu, anorganické slouc¢eniny, nebo biomasu [16].
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2 HYALURONAN

Hyaluronan neboli sodna stil kyseliny hyaluronové (HA) patii mezi ptirodni polysacharidy,
konkrétné glykosinaminoglykany. Strukturni jednotka je tvofena d-glukuronové kyseliny a
N-acetyglukosaminu, které jsou spojeny B-1,3 a B-1,4 glykosidickou vazbou. V zavislosti na
rozdilné délce polymerniho fetézce HA, zdroji a metod¢ zpracovéani, se molekulova
hmotnost nativni HA pohybuje v rozmezi od jednotek tisic az po miliony daltonii (Da), jedna
se tedy o vysoce viskozni polymer. Mezi nejCastéjsi zdroje HA lze zatadit extracelularni
matrix (ECM) mnohych organismt (vyjma hub, rostlin a hmyzu), v lidském téle je soucasti
napft. synovialni tekutiny nebo o¢niho sklivce. Pravé z (hovéziho) o¢niho sklivce jej poprvé
roku 1934 izoloval Karl Meyer a J.W. Palmer v biochemické laboratotfi Kolumbijské
univerzity. Od té doby se moZnosti, jak syntetizovat a extrahovat HA roz§ifily a zdokonalily.

Produkci HA dnes dominuje fermentace bakterialnich mikroorganismda. [7,17-20] tem

2.1 Zpisob vyroby HA

Jak uz bylo naznaceno vyse, existuje nékolik zptsobu vyroby kyseliny hyaluronové. Mezi
nejcastéj$i patfi mikrobialni fermentace, extrakce z zivociSnych tkani (napf. kohouti
hiebinky, pupecni $iilira, ocni sklivec) nebo enzymatickou ¢i chemickou syntézou. Po fadné
purifikaci je 1 HA ziskany pravé z kohoutich hiebinkd vhodny k pouziti pro vyzkum a
nékteré klinické aplikace. Z ekologického hlediska lze tuto cestu povaZovat za vyhodnou,

jelikoz je vyuzivan vedlejsiho produkt dribezatského pramyslu. [21-23]

Roku 1995 byl skotskeé spolecnosti Fermentech Medical Limited schvalen patent na produkeci
HA prostfednictvim Streptococctl, ktefi jej vytvaii fermentacnim procesem, jako sloZzku

svych ochrannych a zasobnich kapsli. [23,24]

Kwvuli riziku v podobé virovych a jinych infekei, které by mohly byt ptfitomny v HA
extrahované z zivociSnych zdroji, tento zpisob produkce v soucasné dobé postupné
nahrazuje mikrobialni produkce HA. Purifikace mikrobidlniho produktu neni tak
komplikovana a upfednostiiovanym zdrojem jsou mikroorganismy také proto, ze neceli
etické otdzce tykajici se zabijeni zvitat. Také fakt, Ze mikrobidlni produkce HA zahrnuje
kroky jako jsou kontrola teploty, michani a provzdusnovani bakterialnich kultur, které 1ze
automatizovat, je jeden z hlavnich diivodl, pro¢ se tento zplsob vyroby nyni nachdzi na

prvni pficce. [22,23,25]
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2.2 Struktura a vlastnosti

Monomer hyaluronanu je tvofen dvéma sacharidovymi jednotkami, kyselinou D-
glukoronovou a N-acetylglukosaminem. Kyselina D-glukoronova je na amino-sacharid
navazana B-(1—3) glykosidickou vazbou a amino-sacharid je z druhé stany navazan na dalsi
jednotku D-glukoronové B-(1—4) glykosidickou vazbou [26]. Na Obrazku 1 je znazornéna
jedna zékladni disacharidové jednotka, méa délku cca 1 nm [27]. Provdzané monomerni
jednotky jsou za sebou poskladany do linearniho fetézce. Na rozdil od ostatnich
glykosaminoglykanti je hyaluronan samostatny, tzn. neni enzymy asociovan na jadrovy

protein. [20,28]

Prostorovym uspofadanim se HA velmi podobad glukéze v tzv. beta konfiguraci, ktera
umoznuje prostorové objemnym funkénim skupindm (hydroxylova, karboxylova skupina,
anomerni uhliky sousedni sacharidové jednotky) nachazet se ve stéricky pfiznivé
ekvatorialni poloze (tj. poloha kdy jsou prostorové narocné skupiny od sebe co nejvice
vzdaleny), zatimco vSechny ostatni malé atomy vodiku zaujimaji méné stericky pfiznivé
axialni polohy, v dusledku ¢ehoz lze strukturu disacharidové jednotky povazovat za

energeticky velmi stabilni. [27]

4 I

COOH CH,OH
0 O 0

H H NHCOCH
\_ oo ")

Obrazek 1 Schéma disacharidové jednotky HA sklddajici se z meru kyseliny D-glukoronové
(vlevo) a meru N-acetylglukosaminu (vpravo) spojenych glykosidickou vazbou

Z pohledu jejiho strukturniho uspotfadani rozliSujeme tzv. primarni, sekundarni, a tercialni

usporadani hyaluronanu.

Popis monomeru HA — tedy jeho disacharidové jednotky, je popis tzv. primérni struktury.
Pro jeho uceleni je nutno zminit pfitomné kli¢ové funkéni skupiny, které strukturni jednotka
HA obsahuje a které vyznamné ovliviiuji jeji vysledné prostorové/strukturni usporadani a

vlastnosti. Mezi tyto skupiny patfi:
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e Karboxylova skupina (-COOH) — karboxylové skupiny jsou umistény podél

fetézce.
e hydroxylovéa skupina (-OH)
e Acetylova skupina (-COCH3)

Dale jsou rozliSovany struktura sekundarni a tercialni. Sekundarni struktura HA se odviji od
vodikovych miustki, na kterych se ve vodném roztoku podileji molekuly vody a karboxy- a
acetamido- skupiny. Na kazdou tetrasacharidovou jednotku (tj. na dva mery) ptipada 5
vodikovych mustki, ptes které se fetézec staci do jednovldkenné levotocivé Sroubovice a
stabilizuje se tak [28,29]. Ve fyziologickém roztoku se polymer stabilizuje tak, ze dochazi
k tzv. ztuzeni hlavniho fetézce HA molekuly (tzv. backbone) vlivem vzajemného plsobeni
samotn¢ struktury disacharidové jednotky, vnitinich vodikovych vazeb a interakci s danym
rozpoustédlem. Podél Sroubovice se stiidaji nepolarni, relativné hydrofobni ¢asti, tvofené
axialnimi vodiky a ¢ast polarni, spiSe hydrofobni, zajiSténou postrannim fetézcem, vlivem
které dochazi k vytvoteni prostorového uspotadani tzv. stocené stuhy podobné jako u
ostatnich aniontovych glykosanaminoglykanii. Protéjsi strany stuhy jsou identické, ale
antiparalelni. Na tfi sousedni sacharidové jednotky piipadéa 8 az 9 C-H jednotek, které lemuji
konfiguraci a ptes které je polymerni fetézec schopen interakce s lipidy, membranami nebo
za urcitych podminek také sam se sebou. [29] Na rozdil od primarni struktury, ovliviiuje
sekundarni a tercialni struktura hyaluronanu jeho molarni hmotnost. Ve vodném prostredi
HA disociuje na sodné kationty a kyselinu hyaluronovou (HY). Obecné je HY ve formé soli
(napf. jako hyaluronat sodny, hore¢naty, vapenaty ¢i ,,metal hyaluronate®) velmi dobie

rozpustna ve vodnych roztocich, pro které je charakteristickd vysokd viskozita (nulova
smykova viskozita No = 10 [30]) a to 1 pfi nizkych koncentracich HA (100 mg/l [30]).

Vysokomolekularni HA je na rozdil od ostatnich biopolymert (uvést ptiklad schopna tvorit
trojrozmérnou sit¢ (pfi koncentraci < 0,1 mg/l). Ostatni biopolymery (napi. dalsi
aminokyseliny a jejich disacharidy jako 3,5-dimethyl-1-adamantanamin- hydrochlorid, 5-
methyl-1-adamantanamin-3-carboxylova  kyselina, N-octadecanoyl-1,5-bis(L-glutamic
acid)-L-glutamic diamide [31]) mohou tvofit tyto rozsahlé sit¢ - pseudo-gely,(tedy
polymerni struktury, projevujici nékteré vlastnosti gell, které jim propdjcuji fyzikalni
propleteniny fetézct, které jsou vSak docCasné, na rozdil od vazeb chemickych u pravych gelt

[32]) az od koncentrace okolo 10° mg/l a to v disledku mnohonasobné niz§i molarni

hmotnosti, kterd se pohybuje okolo 100 - 200 g/mol. Tvofii-li vodné roztoky HA dvou a
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vicemocné ionty, dochazi ke spojeni jednotlivych fetézct ptfi€nymi vazbami, vedouci ke
vzniku gelu s velkym obsahem vody. Zapleteni fetézci zpusobuje nenewtoské chovani

roztoku. [29,33]

Diusledkem ptitomnosti vodikovych mustki je snizeni konfiguracni flexibility, tedy zvySena
tuhost fetézce [34] jak jiz bylo zminéno v souvislosti se sekundarni a tercidlni strukturou

fetézce.

2.3 Vyuziti HA

Pro svou biokompatibilitu (tzn. schopnost lokalné spoustét a fidit hojeni ran, rekonstrukci a
integraci tkani [3]) a vysokou biologickou odbouratelnost je dnes HA oblibenym komerénim
produktem. Své misto na trhu a v hledac¢ku védct, doktort i vefejnosti si vydobyl diky Siroké
Skale vyuziti v kosmetice pleti po tkanové inzenyrstvi. Jak uz bylo zminéno v predchozi ¢asti
teoretické Casti, molekulova hmotnost HA se v zavislosti na zdroji a metodé pfipravy se
pohybuje v rozmezi hodnot od jednotek tisic Da, az po miliony Da. Rozdilnd molekulova
hmotnost zadsadné ovlivni biologickou aktivitu, fyzikalné-chemické vlastnosti a kone¢nou

aplikaci.
Vysokomolekularni HA

e Mw lezZi v rozsahu stovek kDa aZ po MDa. V I€kaiskych a terapeutickych aplikaci
se pouziva jako tzv. viskosuplementace pii 1é¢be osteopordzy, aplikuje se do kloubti
z dlivodu zvySeni lubrika¢ni funkce a nasledné zmirnéni bolesti a probihajiciho

zanétu spojeného s osteoartrézou.
Nizkomolekularni HA

e Mw se pohybuje v rozsahu jednotek kDa aZ stovky kDa. Diky své nizké molekulové
hmotnosti pronikd HA mnohem snadnéji kGzi (smaller molecular size). Zlepsuje
stimulaci produkce endogenni HA a kolagenu, a proto je soucasti kosmetickych
ptipravku k oSetfeni pleti proti starnuti. Nemén¢ dileZité je jeji vyuziti pfi hojeni ran
a regenerace tkani, protoze se podili na podpoie migrace bun€k, procesu obnovy
tkané ¢i modulaci zanétu.

[18,23,28,33]

V oblasti mediciny, kde je HA aplikovan nejhojnéji, slouzi napf. jako médium pro podavani

ucinnych latek, injekéné je zavaddén do mist postizenych osteoartritidou, kde ulevuje od
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bolesti, v ocnim 1ékatstvi se vyuziva pfi 1écbé napt. syndromu suchého oka, napomaha pti
s receptory, jako CD44, které iniciuji riist bun€k. Ve zregenované tkani podnécuje tvorbu

krevnich kapilar zajistujici piivod klicovych zivin. [28,35,36]

V oblasti kosmetiky vychazi pouziti HA zejména zjeho hydratacnich schopnosti. HA
napomahd napinani vlaken kolagenu, coz vede k zadouci vypinani pleti. Napt. némecka
studie od T. Pavicice a spol.[37], Rzany B. a spol. [38], nebo americka studie skupiny Stacy
R. Smithové [39] se soustfed’uji na to, jak hydratace tkani pfitomnosti HA napomaha redukci
koznich defektt, jako jsou vrasky a starnuti kize. Pro tyto ucely je HA slozkou gelt, sér a
krémt, nebo intradermdlnich injekci a implantatt. [23,40]. Japonska studie z roku 2017
vyzkumniki Mariko Oe, Seigo Sakai, Hideto Yoshida a spol. prokazala pozitivni efekt na
kvalitu pleti také pti ordlnim uzivani HA, jako dopliikku stravy, po kterém doslo k ubytku

ploch vyskytu a ke zmenseni hloubky vrasek. [41,42]
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3 HOFMEISTEROVA RADA SOLI

Ve druhé poloving€ 19. stoleti sepsal némecky védec Franz Hofmeister, spolu se svym
studentem S. Lewithem a nékolika dalSimi kolegy, sérii sedmi ¢lanki vénované obecné
studie soli v roztocich, resp. bilkovinnych roztocich [4]. Byly tak tehdy poprvé systematicky
studovany specifické efekty iontt (SIE) pii kterych hraje roli nejen ndboj daného iontu, ale
primarné i jeho identita. Hofmeister a Lewith setfadily ionty podle jejich schopnosti srazet
proteiny z vodného roztoku a konkrétné se jednalo o proteiny (zejm. globulin a albumin)
obsazené v krevnim séru a v bilku slepicich vajec. Sestavena série ionti, byla pojmenovana
jako tzv. Hofmeisterova fada soli a v podstaté do dnes je vynalozeno zna¢né Gsili za uc¢elem
podrobnéji pochopit jeji komplexnost. Hofmeisterova fada totiz ovlivituje sraZeni proteind,
ale celou tfadu jevl roztokového chovéani (za pfitomnosti iontll), jako napf. zmény
povrchového napéti (tj. prace potiebna ke zvétSeni povrchu kaliny o jednotku plochy) [43],
zeta potencidlu (tj. elektricky potencial na smykovém rozhrani ¢éstic), kritickych teplot u
termoresponzivnich polymert (teploty pfi kterych nékteré polymery ptechéazeji z roztoku do
gelového stavu nebo naopak, véetné HY), vazani proteinil pfes iontové vazby, viskozity
elektrolytu a dalsi... [44]
Poradi iontl tak neni jednoznacné, tak naptiklad autoti L. M. Pegram a M. T. Record mladsi
(2007) se ve své zaméfili na studium vlivu soli na povrchové napéti vodnych roztokl a
zjistili, Ze pti méteni povrchového napéti (na rozhrani vodného roztoku a okolni atmosféry)
se uCinky iontli méni v zdvislosti na pritomném protiontu, tzn., ze vliv Kkationt
(Na*, K" a Li") se budou odvijet v zavislosti typu soli, ze které budou v roztoku disociovany.
Bude-li vychozi soli napf-.:
e Chlorid — (tzn. protiontem bude anion CI") bude odpovidat vliv kationtu na povrchové
napéti tomuto pofadi: Na" > K" =~ Li"
e Sulfit — (tzn. protiontem bude anion SO4*) bude odpovidat vliv kationtu na
povrchové napéti tomuto potadi: Li* > Na™> K"
e Jodid — (tzn. protiontem bude anion I') bude odpovidat vliv kationtu na povrchové
napéti tomuto poradi: K" = Na" > Li"
[45]
Tento priklad poukazuje na skutecnost, ze zmény vyvolané pfitomnosti iontli ve vodnych
roztocich jsou velmi komplikované, a do soucasnosti nebyla podstata a mechanismus jejiho

plsobeni plné€ rozluSténa a pochopena.
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Nicméné¢ Hofmeisterova hypotéza vychazela z predpokladu, Ze chovani jednotlivych
disociovanych iontl soli se odviji od mnozstvi vody, které na sebe jsou v roztoku schopny
navazat. [5] Na zaklad¢ této ivahy byly ionty rozdé¢leny na:

e Kosmotropni ionty — jedna se o ionty, které jsou v roztoku siln¢ hydratované, ¢imz
podporuji uspotradanost struktury vody, a proto jsou Casto oznacovany jako tzv.
,structure makers®. Nékdy se jesté mizeme setkat v souvislosti s kosmotropnimi
ionty s pojmem ,,salting out™, coz znaci expanzi (resp. ,,rozbaleni*) polymerniho

fetézce v roztoku v zavislosti na usporadané struktuie prostredi roztoku.

e Chaotropni ionty — jsou naopak ionty, které se hydratuji jen slabé, coz se nasledné
projevi spise v tzv. rozruseni struktury vody, a proto se jim ¢asto fika tzv. ,structure
breakers®. V pfitomnosti téchto iontl tedy dochazi ke ,,sbalovani“ polymerniho
fetézce, v literatuie oznacované jako ,,salting in“ efekt.

[5.6]

C(NH,):" Ca** Mg** Lit Na*

50,% P03 —coo* = o Br= NO3- Na*

Obrazek 2 Klasické serazeni kationtii a aniontii podle miry jejich
kosmotropniho/chaotropniho charakteru

V literature je velmi Casto poukazano na rozdilné ucinky kationtl a aniontli na stabilitu
polymeru. Anionty vykazuji vyraznéjsi u¢inek na zminéné chovani nez kationty. Rozdil
mezi uCinky riiznych aniontli na stabilitu polymeru v ptfitomnosti pevného kationtu je tedy
vyrazn€j$i, nez v piipad¢ riznych kationti (v pfitomnosti spolecného aniontu). Pfiinu
pozorovaného chovani lze najit napt. ve vétsi velikosti, vyS$$i polarizovatelnosti a odliSnym
hydrata¢nim vlastnostem aniontd ve srovndni s kationty [46]. Navzdory slozitosti
problematiky ptisobeni vzajemnych vlivil v systému rozpoustédlo-ionty-polymer se autoram
L. Musilové a spol. (2019) podafilo pii studiu chovani HA ve vodnych roztocich
s Hofmeisterovymi ionty vyvodit nékolik dulezitych zavérh. Tak naptiklad bylo zjisténo, Ze

polymerni klubko HA vice expanduje v roztoku skosmotropnimi ionty nez v roztoku
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s chaotropnimi ionty. Déle, Ze smrsténi a expanze polymerniho klubka miize byt zptisobena
interakci pfisluSnych iontl s hydrofilnimi nebo hydrofobnimi misty na fetézci HA.
NejzéasadnéjSim vysledkem zminéné prace vSak bylo zjisténi, ze stl disociovana v roztoku
ve formé chaotropni aniont — kosmotropni kationt (nebo naopak) vede ke stabilizaci fetézce

v Sirokém teplotnim rozmezi. [6]

. KOSPOTROPNI ION . CHAOTROPNI ION .’ MOLEKULA VODY

\ STRUCTURE MAKERS

Obrazek 3 Viiv kosmotropii/chaotropii na usporadani vody a ndsledné miru expanze
polymerniho klubka
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4 KONFORMACE POLYMERNIHO RETEZCE

Casti polymerniho fetézce se mohou riizné otadet a zaujimaji tak v prostoru rizna
uspotradani. Po primarni struktufe, ktera se tykd typu a potfadi monomerti a sekundarni
struktute, ktera specifikuje, jak jsou vici sobé jednotlivé atomy v meru umistény, zatimco
rozmisténi polymernich fetézcli v prostoru predstavuje uroven tercialni struktury. Pro
predstavu rozdilu mezi urovni sekundarni a tercialni struktury je na schématu na Obrazek 4.
zvyraznén kousek fetézce znazornujici sekundarni strukturu a “nadatvar® do kterého se

fetézce skladaji, jimz je tercidlni struktura.

SEKUNDARNi R
STRUKTURA
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Obrazek 4 Schématické zobrazeni urovni sekundarni a tercialni struktury polymerni
makromolekuly

Okamzité uspotadani fetézce v prostoru se oznacuje jako konformace. Jestli se fetézec mize
v prostoru piejit do jiné konformace, tedy zaujme jiné prostorové uspotradani, se odviji od
mnozstvi energie, kterou je potieba vynaloZit pii natoeni vazby. MnozZstvi konformaci,
kterych polymer muize dosihnout lze vyjadiit ohebnosti fetézce. Cim vice energie je
zapotiebi k pfekondni energetické bariéry a otoCeni Casti fetézce kolem vazby, tim méné
konformacnich zmén takovy polymer udé€la, a mizeme fict, Ze polymer méa malou ohebnost.
Ohebnost fetézce nejcastéji mohou omezit napt. objemné funkéni skupiny navazané podél
fetézce. Naopak napt. s rostouci délkou fetézce (vyssi molekulova hmotnost), ¢i s klesajici
hustotou kohezni energie (tj. soudrzna energie, kterd drzi fetézec pohromad¢) se ohebnost
fetézce spiSe zvySuje. Polymer v roztoku neustiale méni svlij tvar, respektive prostorové
uspofadani. V redlném roztoku nebyva polymerni fetézec napiimeny, ale z energetickych
davodu se spiSe vyskytuje ve form€ svinutého riizné objemného statistického klubka. V
piipadé, ze se polymer vyskytuje ve stavu nepravidelného uspotfadani, a neni schopen se

poskladat do pravidelné struktury, mluvime o polymeru v amorfnim stavu. Nastanou-li v§ak
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vhodné podminky (zejm. termodynamické), jsou nékteré polymery schopny spontanné
zaujmout pravidelné¢ uspotfddanou konformaci, pak v takovém piipadé mluvime o
krystalickém stavu, resp. semikrystalickém, jelikoZ nikdy nedojde ke 100 % pravidelnému

uspotadani polymeru [47]. Pro ucely této prace pracujeme s konformaci HA jako amortfni.

Jak jiz bylo uvedeno vysSe v kontextu se strukturou a vlastnostmi HA (viz Kapitola 2.2), HA
fetézec se v prostoru stabilizuje vznikem mezimolekuldrnich vazeb mezi amidovymi
a karboxylovymi skupinami a pieuspotadaji prostorové objemné skupiny do energeticky
vyhodnéjsi ekvatoridlni roviny, na ukor ¢ehoz jsou piesunuty do polohy stericky mén¢
vyhodné, coz ma za nasledek vznik hydrofobnich a hydrofilnich ¢asti fetézce. Pro
minimalizaci kontaktu s molekulami vody ve vodnych roztocich, se hydrofobni ¢asti fetézce
shlukuji k sobé. Konformace HA reaguje vSak velice citlivé na zmény okolnich podminek a
to zejm. na pfitomnost iontd, pH ¢i teplotu [48]. V navaznosti na pfedchozi kapitolu tykajici
se iontli z Hofmeisterovi fady a jejich chovani v pfitomnosti vodného prostiedi a zaroven v
navaznosti na popis konformace polymerniho fetézce HA ve vodnych roztocich, si nyni
ptiblizme samotné déni v roztocich za pfitomnosti vSech diskutovanych slozek, tedy v
systému polymer-rozpoustédlo (voda) — stil. Otazka zmén prostorové orientace polymeril v

roztoku byla feSena v mnohych kontextech a z riznych uhli pohledu.

Prvnimi prikopniky zabyvajici se problematikou interakci ionty — polymer byli Flory a
Osterheld, ktefi (1945) sledovali fetézce kyseliny polyakrylové (ve zifedénych vodnych
roztocich), kterd stejné¢ jako HA patii do skupiny polysacharidi a zaroven je
polyelektrolytem se schopnosti vazat vodu [49]. Na zdkladé jejich vysledkt, dosli k zavéru,
Ze v pritomnosti vapenatych iontli dochazi k vyrazné vét§imu sbaleni polymerniho klubka
nez za pritomnosti ekvivalentniho mnozstvi sodnych iont. Pozorovany jev oznacili jako
osmoticky efekt, pti kterém jsou elektrostatické interakce vicemocnych (divalentnich)
protiontl s nabitym polyelektrolitickym fetézcem (tj. fet€ézcem ktery ma naboj, z diivodu

disociace iontové skupiny) mnohem silnéjsi neZ interakce jednomocnych iontf. [50]

Na zékladé méteni povrchového napéti a aktivity iontl vybranych z Hofmeisterovi fady byly
ziskany informace o solvata¢nich vlastnostech ionti a proteinlt (za rluznych
termodynamickych podminek). Solvatace lze vnimat jako schopnost makromolekuly

navazat kolem sebe molekuly rozpoustédla a vytvofit kolem sebe tzv. solvata¢ni obal.
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HYDRATOVANY CHLORNY ION

Obrazek 5 Schéma zobrazujici solvatacni obal iontii disociovaného NaCl; dostupné z
courses.lumenlearning.com/suny-dutchess-ap l/chapter/water-2/

Toto chovani je vlastni pfedevsim polyelektrolitim mezi, které patii i HA. Mira solvatace
souvisi se ,,structure making* a ,,structure breaking* efekty, které byly popsany v souvislosti

s projevy kosmotropnich a chaotropnich iontd [51].

Velmi Casto je v této problematice opomiji souhra kation-anion, ktera hraje velmi dilezitou
roli. Nelze tedy pfisuzovat vSechny projevy v systému pouze jednotlivym iontim, ale je
potieba je vnimat s pfisluSnym protiontem. Parovani iontl (coZ je konkrétni ptiklad iontové
kooperativy) pfimo koreluje s U¢inky iontl na dynamiku vody. Literatura také potvrzuje
skute¢nost, Ze rizné denaturanty a protektanty sekundarni struktury proteinti mohou projevit
své ulinky na protein skrze zménu akceptorové rovnovahy ve vodném roztoku. I kdyz
nékteré vysledky ukazuji, Ze vazebné energie mezi kationty a anionty mohou byt vyznamné,
tak vysledky vyzkumné skupiny Cramera a spol. (2006) neprokdzali zadné vyznamné
projevy navazani kationtll na proteinovou strukturu [51]. Jejich studie, podobné jako jejich
diivéjsi RTG méteni, naznacuji pouze piitomnost slabé pfimé vazby kationti, coz potvrzuje
dalezitost nepfimého mechanismu, v ramci, kterého kationty ovlivituji dostupnost
vodikovych mistk. Anionty i kationty disociované soli ovliviiuji jak sekundérni, tak
tercialni strukturu proteinti. Pro plné pochopeni efekt soli na polymer, je nutno vnimat
interakce mezi anionty a vodou a stejné, jako interakce Casti polymeru o riznych polaritach
a nabojich [5]. Perspektivou Taylorovi disperzni analyzy (TDA) pohlizeli na chovani HA v
roztocich autofi L. Musilové aspol. (2021) [52]. TDA umoziuje urcit difuzni koeficient

molekul, pomoci kterého I1ze stanovit tzv. hydrodynamicky primér makromolekuly. Z jejich
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vysledkl vyplyva, Ze soli tvofené z kombinaci iontl kosmotropni aniont — chaotropni kation
(K4-CHc) nebo naopak chaotropni anion - kosmotropni anion (CH4-Kc) maji prokazatelné
vyrazn€j$i vliv na stabilizaci konformaci HA. Toto tvrzeni bylo odvozeno na zékladé
detekovanych zmeén velikosti polymerniho klubka, pti urcité teploté, tzv. ,breaking
pointem®. Na zéklad¢ dosazenych vysledkl byla sestavena hypotéza, podle které lze tidit
rozpinani a sbalovani HA — tedy jeji konformace pouzitim spravné kombinace chaotropnich
a kosmotropnich ionti. Stabilizace polymernich fetézcti miize vyznamné ovlivnit i viskozitu
roztoku. Cim vice bude polymerni fetézec stabilizovany, tim méné se bude pohybovat, a
dojde tak vlivem snizené pohyblivosti k narustu viskozity. Jedinou soli (dvojice kosmotropni
aniont — kosmotropni kation (Ka-Kc)), u které se projevil pokles viskozity vody, z fady 7
testovanych soli, byl (konkrétné NH4SCN). VSechny ostatni kombinace iontil v testovanych
solich vedly naopak ke zvySeni viskozity. Z toho vypliva, Ze kombinace kosmotropni aniont

— kosmotropni kation (Ka-Kc) destabilizuje polymerni konformaci. [52]

Zménam konformace HA zptisobenym iony (disociované NaCl) vénovala pozornost také
skupina E. Kutalkové a spol. (2020) [53]. Ti ve své praci zabyvajici se feSenou problematiku
z pohledu molekulovych simulaci. Modelové chovani HA bylo pozorovano pti dvou riznych
teplotach a nékolika rtiznych koncentraci soli NaCl. Jejich vysledky ukazaly, Ze pocet
vodikovych mustkii vné¢ molekuly nartsta spolu s teplotou. Opacné trend vykazovaly
vodikové mustky plsobici mezi makromolekulou a rozpoustédlem, které s rostouci teplotou
klesali. S tim, Ze narist intramolekularnich vazeb byl vétsi, neZ pokles vazeb mezi
makromolekulou a rozpoustédlem. V disledku ohfevem tedy doslo k destabilizaci standartni
konformace, jinymi slovy k rozruSeni struktury pozorovaného systému (structure braking).
Popsana zména konformace je specifikum, pro systém polymer-rozpoustédlo-ionty, jelikoz
v Cisté¢ vodném prostiedi je tento jev takika nepozorovatelny. S rostouci koncentraci soli,
dochézelo ke sniZeni poc¢tu vSech vodikovych mistki v systému, pfi obou testovanych
teplotach. Na zaklad¢ téchto vysledku, lze predpokladat, Ze rostouci koncentrace NaCl
ovliviiuje konformaci polymernich fetézci HA dvéma riiznymi zplsoby. Prvnim z nich
predstavuje pokles poctu vodikovych mistkli mezi makromolekulou a rozpoustédlem
(vodou), v dasledku ¢ehoz dochazi k rozruseni solvatacniho obalu molekul (rovhomérného
obalu molekul vody) a soucasné destabilizaci konformace. Druhy zpisob, v podstaté v

navaznosti na rozruSeni solvatacniho obalu, spoc¢iva v ptiblizeni a zvySeni koncentrace Na+
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kationtd do blizkosti nabitych a iontovych ¢asti polymerniho fetézce HA, v disledku ¢ehoz

je omezena jinak pfirozena fluktuace velikosti polymerniho klubka [53].

ANION VODA

DYNAMICKA VYMENA

O\

VODA-VODA

VODA-ION

Obrazek 6 Vzajemné konkurencni interakce anion-voda/voda-voda [54]

V préaci autortt Kutalkové a spol. (2020) je nejednou poukazovano na tzv. “identitu ionti“ a
na to, Ze je tfeba neopomijet ji a neuvazovat iont jen podle velikosti jeho naboje [53].
Piedmétem studie Drew F. Parsonsona a spol. roku 2011 byla snaha odhalit specifika
Hofmeisterovych iontl - resp. definovat jejich identitu. Jako analyticky prostifedek si zvolili
hodnoceni ne-elektrostatickych interakci ion-povrch a ion-iontové disperze a velikosti iontil
prostfednictvim iontové polarizace. Hlavnimi zavéry jejich prace ptedpokladaji, ze iontova
specificita se odviji od piislusné elektronové konfigurace, ktera urcuje specifika v chovani
iontll, molekul a iontl. Nekovalentni a neelektrostatické interakce zavisi na pfitomnosti
dip6li anebo na pohyblivosti elektronového mraku. Proto je polarizace jednim ze zésadnich
parametrd, se kterym je potfeba pocitat, hodnotime-li interakce iont-iont, iont-rozpoustédio

a iont-povrch [55].
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5 ELEKTROSTATICKE ZVLAKNOVANI

Tato kapitola je vénovana jedné ze sté¢zejnich metod, od které se odviji experiment popsany
v druhé ¢asti této prace. Teoretické pozadi na néasledujicich fadcich struéné popisuje princip
fungovani electrospinningu (aparaturu a proces zvlaknéni), uvadi néktera mozna usporadani
a typy aparatury, ptip. vyhody a nevyhody které skytaji, a nadsledn¢ popis ziskanych vldken
a uvedeni souvislosti s problematikou zvlakiovani HA.

Metoda elektrostatického zvldknovani, bézn¢€ oznacovana jako electrospinnig, je relativné
jednoduchéd a dlouho zndma metoda pouzivand pro vyrobé nano- piip. mikro — vladken
z roztoku polymeru nebo jeho taveniny. Technika elektrostatického zvlaknovani je oblibena
primarné ve tkanovém a materidlovém inZenyrstvi diky jednoduchosti své podstaty a
variabilnimu provedeni. Strucné feceno, zdkladni princip spociva ve “vytahovani*
polymerniho vldkna pomoci elektrostatického pole [56].

Aparatura pro zvlaknovani se sklada ze tfi hlavnich komponent, jimiz jsou zdroj vysokého
napéti, kolektor — tedy uzemnéna elektroda, na kterou se upinaji vznikla vldkna a druha
elektroda, pfes kterou je ptfivadéno napéti do roztoku, tou byva vétSinou injekcni jehla
naplnéna polymernim roztokem. Ob¢ elektrody mohou byt rizného typu a mohou k sob¢ byt
ruzné situovany. Konkrétnich popis nékterych pouzivanych aparatur je uveden nize v této
kapitole [57]. Proces samotného zvldknovani probih4 nésledovné: Polymernim roztokem
(popf. tavenina) je naplnéna injek¢ni jehla, pfipadné miZe byt pouZit na jiny typ elektrody.
Na danou elektrodu je pfiveden naboj. Vzniklé elektrické pole generuje sily, které jsou
v roztoku v ur¢ity moment schopny piekonat sily povrchového napéti v kapalin€, coz vede
nejprve k deformaci povrchu kapaliny a vzniku kopeckovitého ttvaru, tzv. Taylorova kuzele
(viz Obrazek 7 Schéma zdkladnich komponent zvidknovaci aparatury a zndzornéni
Taylorova kuzele [58]Obrazek 7), z jehoz Spicky nésledné dochazi k vytazeni tenkého
linearniho proudu (jetu), ktery je dale urychlovany smérem k protéjSi uzemnéné elektrodé,

resp. kolektoru [56].
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INJEKENI JEHLA

(ELEKTRODA) TAYLORUV
KUZEL

POLYMERNI
ROZTOK/TAVENINA \
“JET" i %

D‘f ZDROJ VYSOKEHO P =
- NAPETI

KOLEKTOR

Obrazek 7 Schéma zakladnich komponent zvidknovaci aparatury a zndzornéni Taylorova

kuzele [58]

Jakmile probiha vytazeni tenkého linedrniho proudu (jetu), po dobu piekonéani vzdalenosti
ke kolektoru, dochézi k jeho prodlouzeni, ¢imz narasta jeho povrch [56]. Mezi elektrodou,
od které jet “startuje* a mezi kolektorem, vykazuje béhem letu vzestupné parabolickou
trajektorii, coZ lze také vidét na Obrazek 7. Jet ma tak dostatecnou drdhu na ziZeni svého
vlakna [59]. Faktory, které ovliviuji pribéh a vysledky zvldknovani, 1ze rozd¢lit do tii
kategorii: na (1) specifika roztoku (jako napt. koncentrace, molarni hmotnost, viskozita
polymeru, a hlavné jeho povrchové napéti), (2) podminky prostredni (vlhkost a teplota), a
(3) procesni podminky zvldkiovani (vzajemna vzdalenost elektrod, napéti mezi elektrody).
Kazda ze zminéné skupiny ovlivituje proces zvldknovani jinym zpisobem. Uved'me si par
prikladt. Za¢neme-li u urcujicich vlastnosti roztoku, patii sem jesté tteba permeabilita, coz
je schopnost materidlu odolavat elektrickému poli. S rostouci permeabilitou je za potiebi
pfivést na roztok vyssi napéti, aby jej bylo mozné zvlaknit. Pouziti vyssi voltdze ma pfi “letu
jetu* za nasledek jeho vétsi prodlouzeni. Vysledna vlakna jsou v diisledku toho tenci. Nekdy
muZe jet spiSe tvofit kapicky namisto vlaken. ZvySenim permeability a v souvislosti s ni také
napéti pfi zvlaknovani, se tendence tvofit kapicky snizuje [60]. Neopomenutelné je dale
povrchové napeti roztoku. Aby mohlo dojit ke zvladknovéani, musi byt sily povrchového
napéti prekondny silami elektrostatickymi. V pfipad€, Ze pii zvldkinovani je povrchové

napéti stile dost vysoké, bude dochazet k deformacim vldken a tvorbé tzv. koralkové
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struktury na povrchu vldken (viz blize nize). Za ti€elem snizeni povrchového napéti se do
roztoku pridava tékava (napt. ethanolu) nebo povrchové aktivni latka (napt. disociované
ionty, které reaguji s molekulami vody a omezi tak interakce mezi molekulami voda-voda,
¢imz snizi jeji “soudrznost resp. povrchové napéti). Ne vzdy je vSak snizeni povrchového
napéti zadouci. U electrospinningu totiz existuje tzv. horni a dolni hranice povrchového
napéti [61]. Jak uz bylo zminéno vyse dalSim klicovym aspektem, ktery ovlivituje proces
zvlaknovani je viskozita roztoku. Je-li totiz odpor proti toku pfili§ vysoky, miize zcela branit
zvlaknovani ptripadné se namisto vlaken tvoii kapicky [62]. Viskozita se znacn¢ odviji od
koncentrace polymeru v roztoku. Ptipadé€, ze pii procesu zvlaknovani bude mit roztok
nizkou koncentraci a vysoké povrchového napéti, dojde ke ztrat€¢ soudrznosti jetu, coz se
nakonec projevi vytvorenim kapic¢ek namisto vlaken [63].

Neméné¢ diilezitou roli hraje vliv okolniho prostfedi, jako je napt. vlhkost vzduchu. Autofi
Casper a spol. (2003) [64] , ktefi se ve své praci zabyvali zkouméani vlivu vlhkosti a
molekulové hmotnosti na povrch elektrozvlaknénych polystyrenovych (PS) vldken zjistili,
ze zvysena vlhkost vzduchu pii zvldknovani zptisobuje vznik vldken s poréznim povrchem.
Pti zvldknovani za vyssi vlhkosti, se pouzité rozpoustédlo z vldken nestihne odpafit pred
dopadem vldkna na kolektor a k vysychani dochazi az dodate¢né.

Z procesnich podminek na proces zvlaknovani nejvice vliv velikost pouzZitého napéti. Se
zvySujicim napétim, tedy s rostouci silou, ktera tdhne vldkno ke kolektoru, vzrista také
odpudiva sila v jetu, coz vede k dlouzZeni vldken, a tedy ve vysledku ke sniZeni jejich
primeéru. [65]

Kromé zminénych faktorti, ovliviiuji proces zvldknovani i1 pouZzity typ a usporadani
aparatury. Procesni parametry a aparatura jako takova se totiz v mnohém ptekryvaji. Napf.
vzajemna vzdalenost elektrod, ktera urcuje délku trajektorie jetu. Je-li trajektorie pfilis
kratka, vldkna se nestihnou rovnomérné prodlouzit, v mistech spoji a prekryvi vldken
vznikaji nehomogenni vicevrsté struktury anebo opét defekty v podobé koralkové
morfologie na povrchu vldken (kapicek na vlaknech). Vzdalenost elektrod je potfeba fadné
koordinovat spolu s pouzitim napétim, tyto dva parametry se mohou do jisté miry vzajemné
kompenzovat [65]. Kromé vzdalenosti mezi elektrodou s roztokem a kolektorem, ovliviiuje
proces zvlakiiovani i kolektor samotny. Jednim z typa kolektoru ptedstavuje tzv. platovy
staticky kolektor, ten je vyroben z vodivého materialu, a vlakna diky tomu na né&j dopadaji
rovnomérné po celé ploSe, coz neplati v pfipad€, Ze je kolektor zhotoven z nevodivého
materialu, na kterém se vldkna shlukuji nehomogenn¢, v né€kterych mistech je jich vice, coz

muze vést ke vzniku deficiti. Kromé statickych kolektort existuji 1 kolektory rotujici, na
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které se vlakna namotéavaji. Vyhodou pouziti rotujici kolektor spo¢iva v prevazné v moznosti
ziskat vldkna orientovand v jenom sméru. Zaroven, vlivem rotace dopadajici vlakna
mnohem Iépe vysychaji, ¢imz lze pfedchazet vzniku defektii na povrchu vlaken v podobé
koralkt. [66,67]

Kromé typu elektrody lze proces zvldkiiovani ovlivnit samotnym uspotfddanim aparatury
v prostoru, kdy se v podstaté nabizeji tfi moznosti. Prvni moznosti je zvldknovani v pozici
wShora dolii*, v tom smyslu, ze zvlaknovany roztok se nachazi nahoie a kolektor pod nim.
Diky ptispévku gravitacni sily, je zapotiebi nizsiho napéti, v porovnani s usporadanim v
pozici ,zdola nahoru®. Pti zvlaknovani proti gravitacni sile je v disledku potifebného
vys$s§iho napéti a vétsi odporové sily v jetu dosahovano tencich vldken. Aparatura orientovana
»zdola nahoru® rovnéz umoziuje zvlaknovani z tzv. volné hladiny. Doposud byla jako
elektroda, kterd ptfivadi napéti na roztok, uvazovana injekéni jehla, zvlakiiujeme-li vSak
z volné hladiny, miize byt elektroda poloZzena v roztoku, resp. roztok mize byt voln¢ umistén

na elektrod¢ [68].

ZVLAKNOVANI
SHORA DOLU
(Z JEHLY)

ZVLAKNOVANI
ZDOLA NAHORU
(Z VOLNE
HLADINY)

————————

Obrazek 8 ilustrace zvldknovani ,, shora dolit“ vs. ,,zdola nahoru “

V ramci popisu parametrli roztoku a procesnich parametrii jiz byly castecné uvedeny
morfologie a jejich defekty, které se pfi elektrostatickém zvldknovani mohou vyskytovat.
V krétkosti si je ptripomeneme. Geometrické zndzornéni nejcastéjSich morfologii je na

Obrazek 9, redlna podoba téchto morfologii je na snimcich na Obrazek 10.
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Obrazek 9 Geometrické schéma zndzornujici A rovnomeérna vilakna; B vidkna s kulickami

(koralkami),; C vidkna s kapickami [69]

Tym autord Ewaldz a spol. (2021) [70] se ve své praci zabyvali zvlaknovanim
polyvinylalkoholu (PVA), polyethylenglykolu (PEO) a Polyvinylpyrrolidonu (PVP), z
pohledu morfologi ziskanych vldken v zavislosti na povrchovém napéti a viskozité
vychoziho zvldknovaného roztoku. Na zaklad€ jejich pozorovani dospéli k nasledujicim
zavérum, ze v dusledku nestability jetu mize primarné dochéazet ke vzniku tfi zakladni
morfologie vlaken:
1. kapicky (droplets) - Ty vznikaji, v ptipadé, Ze viskoelasticita roztoku je piili§ mala
na to, aby zabranila deformaci zpiisobenou povrchovym napétim, tedy seskupenim

do kulicek. Tomuto jevu se tika electrospraying.

2. vidkna pokryta kulickami (beads-on+string) - PtiCina vzniku této morfologie na
povrchu vldken, pfipominajici koralky navleCenych na $iiiirce (kapic¢ek propojenych

vlaknem) je pfipisovan propleteni polymernich siti v roztoku.

3. rovnomérnd viikna (uniform fibers) — V ptipad¢, ze se podaii vSechny zminéné

nestability dostate¢né potlacit, dochéazi ke vzniku rovnomérnych vlaken.
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A) kapicky B) kulickami C) rovnomérna

vlakna

Obrazek 10 SEM snimky tri nejcastéjsich morfologii viaken [52]
Zcela jina situace nastava pii zvldknovani hyaluronanu (HA), které se pii zvlaknovani
ptilis nevyuziva. V kapitole vénované HA je vysvétleno, ze vlivem jeho strukturniho
usporadani, stejné jako molekulovou hmotnosti (>1,18MDa) je nadstandartni, coz z ngj
sice d¢la vyjimecny polymer, ktery je v§ak diky tomu mnohem htife zpracovatelnym pravé
prostfednictvim electrospinningu [54]. Vys$§i molekulova hmotnost mize navic pfi
zvlaknovani vést k tvorbé vzniku mikrostruktur [55]. Dalsi komplikaci pii zvlaknovani
obecné ptirodnich polymeri, souvisi se stabilitou jejich tercidlni struktury, jez snizuje
viskoelasticitu roztoku nutnou pro stabilizaci jetu pii zvlaknovani [56]. Jednou z moZnosti,
jak problém zvladknovatelnosti pfirodnich polymerti obejit, je v roztoku vhodné
kombinovat zvldknovany HA (nebo jiny pfirodni polymer) s dal§imi polymery, které Ize
zvlaknovat snaze napf. (syntetické polymery). Piikladem mtize byt skupina L. Bardonové
(2021) [57], kterd pti zvldknovani kombinovala HA (82 kDa) s PEO (400kDa), diky
¢emuz se jim podatilo dosdhnout obdivuhodného poméru HA:PEO az (80:20 hm. %) ve
vzniklych vldknech. Jini autofi se s danou problematikou snazili vypotadat vhodnou
upravou slozeni pouzitého rozpoustédla. Jako napt. L. Vitkova a spol. (2019), ktera do
rozpoustédla ptidavala izopropylalkohol (IPA) v pomé&ru VODA:IPA (10:7 hm%), nebo
methanol (MeOH) a ethanol (EtOH) v poméru VODA:EtOH:MeOH (5:5:1 hm %).
Pouzité kombinace navrzenych rozpoustédel vedly ke zdarnym vysledkiim a podafilo se
ziskat vlakenné struktury HA [9]. V ramci stejné prace bylo také testovano zvladknovani
s vyuzitim tzv. “nosného polymeru®, konkrétné¢ PVA (800 kDa). Podobnym zpiisobem
postupovala i skupina Junxinga Li a spol. (2005) [54], ktefi se pokusili zvldknit HA bez
ptidavku nosného polymeru. V jejich ptipade feSeni tohoto problému spocivalo v pouziti
rozpoustédla s pridavkem dimethylfumaratu (DMF), coz se ukazalo jako t¢inné. I v tomto

piipad¢ vSak museli autofi vyuzit nosny polymer Zelatinu (GE). Pouziti kombinaci HA-
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GE se pii zvlaknovani podaftilo ptipravit homogennich husté vlakenné sité bez ptitomnych

defektu.
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6 CHARAKTERIZACE

6.1 SEM Analyza

Skenovaci neboli rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM) je vysoce univerzalni technika,
ktera v dnesni dob¢ predstavuje jednu z nejpopularnéjSich mikroskopickych metod, cemuz
vdéci, nejen diky jedineénym zobrazovacim moznostem, ale také intuitivni a snadné
manipulaci s aparaturou, a relativn€ nevysokym narokiim na ptipravu vzorku [71] Jedna se
o techniku pouzivanou zejména k ziskani snimkd s vysokym rozliSenim a podrobnych
informaci o povrchu vzorkil. Jednd se o typ elektronové mikroskopie, ktera vyuziva
fokusovany svazek elektronti ke skenovani povrchu vzorku a vytvéteni snimkti s mnohem
vetsim rozliSenim nez optickd mikroskopie. RozliSeni piistroji SEM se mtize pohybovat od
jednotek nanometrii az po stovky nanometrii. Samotny princip spociva v promitani a
skenovani fokusovaného proudu elektronti ptes povrch vzorku a pomoci specializovanych
detektorii shromazd'uje rizné signaly, které vznikaji. Elektrony ve svazku interaguji s atomy
uvnitt vzorku, ¢imz vznikaji riizné signaly, které 1ze vyuzit k ziskani informaci o topografii
a slozeni povrchu. Obrazky se prohlizeji v realném c¢ase na externim monitoru pomoci
softwaru, ktery koreluje polohu paprsku s intenzitou elektronti ziskanych detektorem
(detektory). Detektor sekundarnich elektronti (SED) a detektor zpétné rozptylenych
elektronit (BSD) jsou dva nejbéZnéjsi typy detektorli pouZivanych pro zobrazovani s
vysokym rozlisenim. Mikroanalyza slozeni povrchu je piistupna pomoci detektorti pro
energetickou disperzni rentgenovou spektroskopii (EDS). Jedine¢na konfigurace SEM
nakonec urci jeho rozliSeni a dostupné reZimy zobrazovani. Jak uz bylo naznaceno vyse,
aparatura elektronového mikroskopu je tvotfena celou fadou soucasti, jak je uvedeno na
Obrazek 11. V horni ¢asti tubusu se zpravidla nachazi elektronové délo, které je zdrojem
volnych elektronti. Nejbéznéjsim elektronovym délem je triodové délo, to funguje na
termonuklearni emisi elektront nejcasteji wolframového vlakna. VIdkno je zahnuto do tvaru
pismena V, pii jeho zahtati na teplotu kol 2 700 K, jsou z hrotu pomyslného wolframového
V emitovany elektrony smérem dolt do tubusu. Existuji vSak 1 dalsi typy elektronovych dél,
liSici se materidlem 1 tvarem. Negativné nabité elektrony jsou tedy emitovany ze Spicky
wolframového vldkna a pfitahovany pozitivnim elektrickym polem, které zajistuje anoda
s otvorem uvniti. Napéti mezi katodou (elektronovym délem) a anodou je v rozmezi 0,5 —
30 kV. Elektrony pfitahované k anod€ prochazeji jejim stiedem. K urychleni elektront,

slouzi série magnetickych Cocek, na které je ptfivadéno postupné vyssi a vySSi napéti
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(mySleno nejnizs§i napéti na ¢ocku nejblize zdroji elektronii a nejvyssi na coCku nejdale
vzdaleny), elektrony prochézejici sttedem magnetickych cocek jsou tak elektrostaticky
urychlovany. Extrémni rychlost elektront je dilezita z toho diivodu, ze s rostouci rychlosti
elektronti se zkracuje jejich vlnova délka, diky ¢emuz je mozné dosahnout vétsiho rozliseni.
Déle tubus obsahuje skenovaci civky, které lze vychylit, sméfovat jejich prostfednictvim
elektronovy paprsek a skenovat jim povrch vzorku fadku po fadce (line by line). Na konci

tubusu pobliz vzorku se nachézi fada detektor, detekujici riizné signaly (viz nize).

ELEKTRONOVE DELO

......... ) MAGNETICKA
COCKA

VYCHYLOVACI
CiVKA

DETEKTOR
ZPETNE
ODRAZENYCH

DETEKTOR ELEKTRONU

SEKUNDARNTe

ELEKTRONU VZOBER

Obrazek 11 hlavni komponenty SEM
Podminkou pro spravné fungovani elektronovych mikroskopi je, aby v prostoru, ve kterém
prochazi elektronovy paprsek, a kde se nachazi vzorek, bylo vakuum. Vzduch totiZ obsahuje
molekuly kysliku, dusiku, oxidu uhli¢it¢tho a hydrokarbondty, které mohou zpisobit
kontaminaci tubusu mikroskopu a vzorku. Vakuové pumpy proto ze zminénych prostor
odsavaji molekuly, o které by se elektronovy paprsek mohl rozptylit a znemoZznit tak
zobrazeni analyzovaného vzorku. Tlak v komote se vzorkem se pohybuje kolem hodnoty
10 Pa. [72] Jak jiz bylo zmin&no vyse, povrch vzorku skenuje svazek elektronii fadku po
fadce. Interakci mezi elektronovym paprskem a vzorkem vznikaji “signaly®, které jsou
elektronicky detekovany a zesileny. Tyto signaly byly vizualizovany dfive pomoci CRT
displeji, dnes digitdln¢ prostfednictvim pocitacd [71]. Zminénymi detekovanymi

interakcemi mezi elektronovym svazkem a vzorkem jsou mysleny tyto jevy:
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SEKUNDARNI ELEKTRONY — Elektrony, které tvoii elektronovy svazek
dopadajici na vzorek se nazyvaji primarnimi elektrony, a hodnota jejich energie
se pohybuje v rozmezi mezi 1-50 keV. Pii dopadu na vzorek primarni elektrony
interaguji s elektrony atomt nachazejicich se na povrchu vzorku a vyrazeji je
z atomového obalu ven. Vyrazené elektrony jsou oznacovany jako elektrony
sekundarni a maji podstatné nizsi energii nez elektrony primérni (<200 eV)

[71,73].

ZPETNE ROZPTYLENE ELEKTRONY — Nékteré primarni elektrony jsou
zpétn€ rozptyleny po interakci s atomy povrchu vzorku. Prakticky je zaporné
nabity primarni elektron odrazen kladnym nabojem atomového jadra a stava se
zngj zpétné rozptyleny elektron s vysokou energii, blizké energii priméarniho

svazku [71].

RTG ZARENI — Po vyrazeni sekundarnich elektronii z elektronového obalu
atomtl, spadnou elektrony ze slupky s vyssi energii do vnéjsi elektronové slupky.
Pti pfechodu ze stavu o vyssi energii do stavu o nizsi energii elektronu, je
emitovano charakteristické rentgenové zareni, které jsou n€které typy SEM také
schopné detekovat. Informace ziskané z charakteristického rentgenového zafeni

slouzi k lokalni prvkové analyze [71].

AUGEROVY ELEKTRONY - Za vznikem Augerovych elektronil stoji stejna
pficina jako za vyzafenim rentgenového zareni ze vzorku. Rozdil je v tom, Ze
padu elektronll z vysSich energetickych slupek na nizsi energetické slupky, neni
uvolnénd energie vyzafena jako u rentgenového zafeni, ale je dodana jinému
elektronu v podobé kinetické energie, diky niZz je elektron vyrazen
z elektronového obalu, a pravé takovému elektronu se fikd Augertv elektron.
Augerovy elektrony maji nizkou energii (<1000 eV) a jejich detekce je vhodna

k urceni rozloZeni prvki na povrchu metodou zvanou XPS [73,74].

6.2 DLS Analyza

Jednou z dalSich metod, kterou lze vyuZit naptiklad pfi charakterizaci polymert ¢i ¢éstic

predstavuje metoda dynamického rozptylu svétla (DLS). Tato metoda se primarné vyuziva

k méteni velikosti ¢astic v roztoku nebo studiu fazovych prechodt v koloidnich suspenzich.

Zakladem DLS je méfeni monochromatického koherentniho svétla v korelaci na €ase. Svétlo
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se rozptyluje na povrchu métenych drobnych objektl, jako jsou Céstice nebo polymerni

makromolekuly, rozptylené v roztoku.

DLS MICROREOLOGIE

28 4 o 9

ZREDENY ) CHEMICKY FYZIKALNE POLYMERNI
POLYMERNI ZESiTOVANY ZESiTOVANY sit
ROZTOK POLYMER POLYMER S BUNKAMI

Obrazek 12 ilustrace nékterych strukturnich stavii polymeru, které mohou byt analyzovany
metodou DLS [75]

Zminéné objekty se v kapaliné fluktuacné pohybuji tepelnym Brownovym pohybem. DLS
detekuje a vyhodnocuje kolisani zpétn¢ detekovaného signalu, které je zpisobeno pohybem
analyzovanych ¢astic a ze kterého je mozno spocitat velikost Castic a jejich distribuci.
Metoda je omezena v oblasti méteni koncentrovanych roztokt, nebo roztoku s piilis velkymi
¢asticemi. U pfili§ koncentrovanych roztoki totiz dochazi k vicendsobnému rozptylu svétla
mezi ¢asticemi, coZ znemoziuje urceni jejich velikosti a distribuce. V idedlnim ptipadé by
kazdy foton odraZeny od ¢astice mél byt ptimo detekovan (coz je u koncentrovaného roztoku
nemozné), proto jsou analyzovany pouze velmi ziedéné roztoky. Jsou-li ¢astice prili§ velké
(>> 10 um), dochazi napt. k jejich sedimentaci, nebo aglomeraci, to znamena, Ze jejich
pohyb je slozitéj§i nez pouze Brownuv pohyb, navic miize dochazet k vicenasobnému
rozptylu svétla. To jsou jevy, které negativné ovliviiuji méteni [76]. Rozptyl svétla je sniman
velice intenzivng, jeden snimek za druhym v intervalu v fadu mikro az nanosekund. Ziskany
intenzitni signal odraZzeného svétla je porovnavan s ptivodnim intenzitnim signalem a tato
data jsou korelovéna. V zavislosti na ¢ase, korelace mezi plivodnim a odraZzenym intenzitnim

signalem klesa, az ve finale Gpln€ vymizi. Naméfend zavislost intenzity na Case je pievedena

na zavislost korelace signalli na ¢ase, kterou zndzornuje tzv. autokorelacni kiivka. Cim vétsi
Castice jsou méteny, tim pomaleji se pohybuji, a trva déle, nez se korelace piivodniho a
odraZzeného signélu vytrati. Naopak u malych ¢astic, které se pohybuji rychleji, je korelaéni

kiivka strméj$i, jelikoZ korelace zmizi rychleji, tak jak je naznafeno na Obrazek 13



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

[lustracni zobrazeni intenzitni a korelacni krivky pro a) velké castice b) malé castice;

vytvoreno v Paint 3DObrazek 13[77].

a)

intenzita
korelaéni parametr

intenzita
korelaéni parametr

V\/\M%N\J\Wﬂ/"’—>

Obrazek 13 llustracni zobrazeni intenzitni a korelacni krivky pro a) velké castice b) malé
Castice, vytvoreno v Paint 3D

Pamela C. Cai a spol. (2021) se ve své studii zabyvali DLS analyzou viskoelastickych, a
mekkych materialti, vcéetné zfedénych roztokd polymert, kovalentné zesitovanych,
polymernich gelli a aktivnich biologickych tekutin. Z jejich vysledkil je zfejmé, Ze lze
pomérné jednozna¢né demonstrovat rozdil korela¢nich kiivek malych a velkych ¢astic, jak

naznacuje Obrazek 14 [75].

1.0 1 —— 2000 nm
— 100 nm

0.8 1
0.6
0.4 4

0.2 1

korelaéni funkce

0.0 4

-0.2 | T T T T

10! 102 10° io* 10° 10° 107

cas [us]

Obrézek 14 Porovnani zavislosti korelacnich funkci na case HA molekul o velikostech 100
nm a 2000 nm [75]
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Ptilozené¢ grafické znazornéni korelacni kiivky vysokomolekularniho HA (700 kDa)
v roztoku o velikostech makromolekularnich ¢astic 100 nm vs. 2 000 nm, je patrné, Ze pokles
korelace u mensich ¢astic (100 nm) probiha desetkrat diive [75]. Z dat autokorela¢ni kiivky
1ze ziskat translacni difizni koeficient D, diky kterému se po dosazeni do Stokes-Einsteinovy
rovnice (1) da vypocitat hydrodynamicky prameér ¢astic dp:

kT (1)
" 3nnD

Kde

ks ... Boltzmannova konstanta [J-K™!]

7 ... dynamicka viskozita okolni kapaliny [Pa-s]
T ... termodynamicka teplota. [K]

D .... Diftizni koeficient [m?-s™']

[77]
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II. PRAKTICKA CAST
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7 POPIS EXPERIMETU

Pro ucely experimentu byly vybrany ctyfi soli z Hofmeisterovy fady, resp. Chloridy.
Konkrétné se jednalo o KCI, NaCl, MgCl,, CaCl. Pii vybéru soli byl vybran zastupce z fad
kosmotropnich i chaotropnich kationtl, zatimco aniont zlstal zachovan stejny, s cilem
porovnat vliv kationtli na chovéani polymerniho fetézce HA v roztoku a nasledné na samotny
proces zvlaknovani. Experimentalni ¢ast této prace je slozena ze tii hlavnich ¢asti:
I.  Z ptipravy vzorki a jejich zvlaknovani
II.  Z analyzy morfologii ziskanych vlaken pomoci SEM

II.  Z ovéfeni stanovenych hypotéz z pohledu zmén velikosti polymerniho klubka HA

pomoci metody DLS.

i 1. III.

S
r

Obrazek 15 t7i hlavni casti experimentu
L
Jak uz bylo zminéno vySse, prvni ¢ast experimentu se zabyvala ptipravou vhodné série, které

poslouzily jako odrazovy miistek pii ndvrhu samotného experimentu. Resilo se zejména:

a) sloZeni rozpoustédla, tzn. koncentrace EtOH ve vode¢ (1, 5, 10, 15, 30, 40, 50
hm.% EtOH)

v

b) koncentrace a Mw HA, tak aby byl vybér co nejpiiznivéjsi pro zvladkinovani
(1,5 — 2 hm.%), pouzitd molekulova hmotnost My HA (1,18MDa)
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¢) iontova sila soli — byla volena tak, aby se projevil efekt samotné soli a danou
stl bylo mozné rozpustit. (pro KCI a NaCl 0,25 M; 0,5 M; 1 M; pro MgCl,
CaCl, 0,166 M; 0,25 M; 0,333 M)

Pro tento cel bylo zvoleno uspofadani aparatury sestavené ve smeéru ,,zdola nahoru* resp.
zvolné hladiny kapky roztokd. Jakmile byla Skala koncentraci HA; navrzena, byly
provedeny prvni pokusy zvlaknovani, a to v ptitomnosti chloridu s jednim chaotropnim
(CHc-CHa) a jednim kosmotropnim (Kc-CHa) protiontem. Konkrétné se jednalo o soli NaCl
a CaCl. Vzhledem k tomu, Ze prvotni pokusy zvlaknovani za dan¢ho uspotadani ,,zdola
nahoru® vykazaly velmi nizkou, misty az nulovou vytéznost, doslo ke zmén¢ uspotradani
aparatury do pozice ,,shora doli” a misto z volné hladiny, se zacalo zvlakiovat z jehly, diky
¢emuz se predpokladala vyssi vytéznost. Z diivodu ¢asové narocnosti doslo ke zvlakiovani
pouze jedné koncentrace u vSech Ctyf vybranych soli namisto tii koncentraci, pfi které
probihal zbytek experimentu. V sériich vzorkti zvlaknovanych zjehly dosSlo rovnéz,

z ¢asovych diivodd, k vynechani na zac¢atku zvolené koncentrace EtOH a HA.
1I.

V druhé casti experimentu, jakmile se podafilo dokoncit zvladkiiovdni nachystané série

vzorkl, byly ziskané vzorky vldken pokoveny a nasledné analyzovany pomoci SEM.
I11.

V posledni fazi experimentu byla provedena analyza DLS, kter4 je svym rozsahem omezena
na meéfeni pouze velmi ziedénych roztokd. Nejprve tedy bylo nutné najit méfitelnou
koncentraci HA v roztoku. Po ur¢eni vhodné koncentrace (0,1 hm. %), byly testovany prvni
roztoky vzorkl rozpoustédlo-siil-polymer, stejné jako tomu bylo v piipad¢ zvlaknovani,
tedy pro vSechny Ctyfi vybrané chloridy. Aby se ptfedeSlo chybnym zavérim u interpretace

vysledku z DLS, byly pro jistotu proméfeny také systémy:

- rozpoustédlo-siil — ovéieni, zda je pomoci DLS moZno zaznamenat miru solvatace

ionta
- rozpoustédlo-polymer — ovéieni detekce vlivu ptidaného EtOH na HA

- voda-siil-polymer — zde byla jako rozpoustédlo pouzita pouze voda bez EtOH, aby

bylo mozné ovéfit pouze vlivu soli na fetézec HA.
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7.1 Pouzité materialy

V experimentalni ¢asti této prace byly pouzity nasledujici materialy. Kyselina hyaluronova
(kosmetické ¢istoty) o molekulové hmotnosti (Mw=1,18 MDa) — od firmy Contipro group,
a.s. (Dolni Dobroug, Ceska republika). Déle chlorid draselny (KCl p.a.), chlorid sodny (NaCl
p.a.), chlorid hote¢naty (MgClz p.a.) a chlorid vépenaty (CaClz p.a.) byly zakoupeny od firmy
Sigma Aldrich (ST. Louis, USA). Rozpoustédla byla pfipravovana z absolutniho ethanolu od
formy EMD Millipore Corporation (Darmstadt, Némecko) a ultracisté vody (Qmili vody).
Vsechny ptipravené roztoky byly nasledné prefiltrovany pies 0,45 um filtry z PTFE (Millipore,
UK). Pti procesu zvlaknovani byly pouzity injekéni stiikacky znacky B/BRAUN
s luerlockovym nastavcem (objem 3ml) a dale davkovaci jehly znacky NETtechnik v.o.s., 0

praméru 0,8 mm).
7.2 Priprava vzorki

7.2.1 Priprava roztokl urcenych pro elektrostatické zvlaknovani

Prvni série vzorkl uréena pro otestovani riznych koncentraci EtOH v rozpoustédle (1, 5, 10,
15, 30, 40, 50 hm.% EtOH) byla pfipravena v objemu 1 ml pro kazdy vzorek. Vzorky byly
pfipravovany do platovych lahvicek s vickem uzaviratelnym na zavit. Nejprve bylo
pfipraveno samotné rozpoustédlo, smichani vody a EtOH (pro 1 hm% EtOH — (0,99 ml vody
+ 0,1 ml EtOH)). Do rozpoustédla bylo nasledné pfiddno vypocitané mnozstvi soli, jejiz
navazka odpovidala ptisluSné iontové sile (pro KCI o iontové sile 1M — 0,025 g KCI). Takto
piipraveny roztok byl ponechan 1 h na magnetickém michadle, aby doslo ke kompletnimu
rozpus$téni. Nakonec byla do nachystaného roztoku pfiddna navazka HA ve form¢ prasku
(pro 2 hm% - 0,02 g HA). Do smési bylo vlozeno magnetické teflonové michadélko a
lahvicka byla uzaviena. Takto ptipravené vzorky byly umistény do vodni 1azné a ponechany
na magnetickém pichadle po dobu 24 hod pfi teploté 50°C. Roztoky ptipravené v prvni sérii

jsou, z ditvodu prehlednosti sesumirovany v Tabulce 1:
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Tabulka 1 vizualizace pripravené prvni série vzorki

EtOH [ONTOVA SILA

[hm.%] 0,5M 0,75M 1M W KcCl
1 Q@000 0000 ©L000
5 @000 92000 0000 0V,
10 @000 92000 9000 ¢,
15 @000 9000 0,00 1,5% HA
30 0000 92000 L0090 -
40 @000 9,000 000

50 @000 000 0,00

Vzorky oznacené ¢ernym puntikem (®) piedstavuji HA roztoky o koncentraci (2 hm. %), pti
této koncentraci vSak byly n€které roztoky natolik viskdzni, Ze ani netvofili kapky potfebné
pro zvlaknovani z volné hladiny. Proto byla v pribéhu zvldknovani koncentrace sniZzena na
1,5 hm% HA. Jak uz bylo naznaceno vyse, potfebné navazky soli byly vypocitany tak,
odpovidali stanovené iontové sile na zaklad¢ rovnice (2), ze které byla nasledné vyjadiena

potfebna koncentrace dané soli:

1 2 2
I - E (C121 +C222 +) (2)

c= —
X
Kde:

Ci ... je koncentrace iontu [mol - L]

Zi ... je ndboj iontu

Z vypocitané koncentrace se navazka vypocitala na zakladé¢ rovnice (3):

m=M-V-c (3)

Kde:
m.... navazka soli [g]
M ... molarni hmotnost soli [g- mol™1]

c... koncentrace soli resp. iontu vypocitana v predeslém kroku [mol - L]
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Druha série vzorka byla pfipravena obdobné jako prvni série, s tim rozdilem, Ze byla

roz§ifena Skala koncentraci HA, a zredukovéna Skala koncentraci EtOH v rozpoustédle.

Tabulka 2 vizualizace druhé série vzorki

W NaCl KONCENTRACE HA [hm%]

@ . | 1,1 | 1,2 13| 14| 1516171819 2
5 |@ - - - - - - v - ~ —

= 10,5 10 | -’ - - ' - - -~ - - -

z Sl @0 [0 o [0 [0 @ [0 [ ¢ |

<>n: 0,75 ; 10 VO | vVO® VO Ve VO VO VO VO VO Le VO

B 10 | WO | vO® Ve vO Ve VO Ve Ve Ve Ve Ve
15 WO | vO® vl v vO VO Ve VO Ve Le Ve

Vsechny pfipravené roztoky druhé série, z divodu piehlednosti shrnuje Tabulka 2.

V priibéhu zpracovéani druhé série bylo odstoupeno od zvlakinovani z volné hladiny, kviili
nizké vytéznosti, na usporadani z pozice ve sméru gravitace ,,shora doli* z jehly, proto

tabulka 2 neni kompletni.

Posledni série roztoktli ur¢enych pro zvlaknovani byla pfipravena prakticky totozné jako dvé
ptedchézejici. Jediny rozdil spocival v objemu potiebného ke zvldknovéni, protoze pii
zvlaknovani z volné hladiny bylo zapotiebi doslova jen par kapek, zatimco pti zvlakinovani
z pozice ,,shora doli” je nutné naplnit pfipravenym roztokem celou injek¢éni sttikacku a
jehlu, byl ve treti sérii navySen objem potfebného roztoku na 8 ml. Plnéni aparatury
polymernim roztokem pfi zvladknovani z jehly a jeji promyvani mezi kazdym vzorkem, ¢ini
tento zpisob zvlaknovani v porovnani se zvldknovanim z volné hladiny, casové vyrazné
naro¢néjsim. S ohledem na dosavadni vysledky, proto byla pro tfeti sérii zvolena jiz jen
jedna iontova sila (1M), ktera se jevila jako nejslibnéjsi. Souhrn roztokt s jejich parametry

je zobrazen v Tabulce 3:
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Tabulka 3 vizualizace tieti série vzorki

O xa @ Mea, KONCENTRACE HA [hm%]

ot @cc, T T T 3 [ 14 15 16 ] 17 18] 19| 2
= 5 QO 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
< | - v @® - - - ®ve - - - ® ve
215, 00 00 00 00 00 00 00 0000 00 00
Z 1" s 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
S - @ o - o ® ve - - - ® ve

7.2.2 Priprava vzorki pro SEM analyzu

Elektrostaticky zvlaknéné vzorky byly zachytdvany na uhlikovou pasku ptilepenou z jedné

strany na kus papiru. Papir s paskou byl pfilozen na kolektor, na kterém byl pfidrzovan

“pacickami®, které jsou soucasti aparatury spinneru a slouzi pravé k uchyceni kolektoru

(Obrazek 16 cast spinneru v okoli kolektoru.

Obrazek 16 cast spinneru v okoli kolektoru

Po zvlaknéni byly vzorkd ponechévan dostatecny c¢as na jejich doschnuti a to min. 12 hod.

Nasledn¢ byly tyto vzorky pieneseny na kovové terc¢iky urcené pro analyzu pomoci SEM.

Ze vzorku bylo vzdy vybrano misto, s nejvét§im zastoupenim pfipraveného materialu, tato

oblast byla poté vystfiZzena, tak aby se vesla na kovovy ter¢ik. Vystfizeny kousek byl na

ter¢ik prichycen pomoci vodivé oboustranné uhlikové pasky. Terciky se vzorky byly dale

umistény do napafovacky a pokoveny tenkou vrstvou smési zlata a palladia. Doba pokoveni

byla nastavena na 45 s pii proudu 18 mA. Nakonec pted SEM analyzou byly vzorky vzdy

peclivé ofouknuty stlatenym vzduchem medicinalni kvality, aby nezanesly elektronovy

mikroskop.
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7.2.3 Priprava vzorki pro DLS analyzu

Pti hledani vhodné koncentrace HA roztokd pro DLS analyzu byla ptipravena série vzorki
o rizné koncentraci 0,1; 0,01 a 0,001 hm% HA, tak jak bylo popsano v pfedchizi kapitole
»priprava vzorkti*“. Zkracené vypocitand navazka HA byla piidana do roztoku Qmili vody a
ponechéna se rozpoustét ve vodni lazni pii 50 °C za stadlého michani po dobu 24 hod. Pti
ptipravé systému rozpoustédlo-siil byl smichan EtOH s Qmili vodou ve tfech pomérech
(v rozpoustédle bylo 5, 10, 15 hm.% EtOH). K pfipravenému rozpoustédlu byly néasledné

piidany navazky pouzitych chlorida (iontova sila I=1M). Stl byla rozpusténa bez ohfevu.

Pii ptipravé systému rozpoustédlo-polymer byl EtOH smichan s Qmili vodou ve tfech
pomérech (v rozpoustédle bylo 5, 10, 15 hm.% EtOH). Do pfipravené rozpoustédla byla ve
formé prasku ptidana navazce HA (pro 0,1 % hm. roztok HA) a smés byla ponechéana
rozpoustét se ve vodni 1azni pii 50 °C za stdlého michani po dobu 24 hod. Pfi ptipravé
posledniho systému rozpoustédlo-siil-polymer byl postup totozny jako pfi ptipravé roztoki
ze teti série urcené pro zvlakiovani, jen s rozdilem v koncentraci HA (kterd nyni byla 0,1
hm %). Pfed samotnym méfenim pomoci DLS, byly vSechny pfipravené roztoky vzdy
filtrovany pftes filtr (0,45 pm, z PTFE). Méfeni kazdého ze vzorkd bylo provedeno 3krat a

z vysledku byl stanoven aritmeticky pramér s piisluSnou chybou méfeni.
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8 ELEKTROSTATICKE ZVLAKNOVANI

8.1 Zvlaknovani z volné hladiny

Jak jiz bylo uvedeno v Gvodu experimentu (kapitola 7) prvni dvé série vzorku byly
zvlaknovany z volné hladiny pii uspofddani aparatury ,,zdola nahoru“. K provedeni
experimentl s timto uspofadanim, byl pouzit na kolen¢ vyrobeny elektrospinner. Soucasti
aparatury byl zdroj vysokého stejnosmérného napéti (Spellman SL150), uzemnény kovovym
kolektorem a jednoduchym tycovym kovem. Schéma uspotadani je uvedena na Obrazek 17.
Kolektor byl o priméru 40,3 mm, spinneret, na ktery byl umistén roztok byl o priimeéru 8
mm. Vzdélenost hrotu od kolektoru byla nastavena na 80 mm. Experimenty byly provedeny
ve vzdusné atmosféte pfi teplote¢ 25°C, a normalnim tlaku. Vldkna byla sbirana na na papir

ptilepeny na uhlikovou pasku.

UZEMENY KOLEKTROR
.y
ZDROJ
VYSOKEHO
NAPETI
e ——————
SPINNERET

Obrazek 17 Schéma uporadani aparatury pro zvlaknovani ,,zdola nahoru *
Roztoky byly na na spinneret naneseny sklenénou ty¢inkou, tak aby na jeho hroté ulpéla
kapka. Poté bylo na elektrodu pfivedeno napéti, které bylo pozvolna zvedano od 0 do 42 kV.

Proces zvedani napéti trval cca 90 s.

8.2 Zvlaknovani z jehly

Pii zvlaknovani treti série roztokl, které jak uz bylo zminéno, probihalo pfi usporadani

,shora doli* z jehly, byl pouzit jiny, ale na kolené vyrobeny elektrospinner (Obrazek 18).
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Zdroj vysokého napéti byl pouzit stejny jako v pfipadé zvlaknovani z volné hladiny.
Vzdalenost hrotu jehly od kolektoru byla nastavena na 80 mm. Pro sbér vlaken na kolektor
byl opét pouzit pasek papiru polepeny oboustrannou uhlikovou paskou. Roztok byl do jehly
(0,8 x 40 mm) ptiveden ze stiikacky (5 ml) pomoci teflonové hadicky o délce 27 cm.
Roztoky byly ze stiikacky vytlacovany rychlosti 1 ml/h. Schéma aparatury odpovida
Obrazek 7. Stiikacka byla vzdy roztokem naplnéna tak, aby v ni nezistaly zddné vzduchové
bubliny. K naplnéné stiikacce byla p¥idélana hadi¢ka s jehlou umisténou na jejim konci. Cést
roztoku byla vytlac¢ena. Stiikacka spojena s jehlou hadi¢kou byla spojena s externi pumpou,
zatimco jehla byla zapojena s aparaturou spinneru. Pii samotné zvlaknovani byla nejprve
zapnuta pumpa, ktera byla ponechdna v rezimu vytlatovani, dokud se tok dostate¢né
nestabilizoval. Material, ktery po dobu stabilizace toku, byl ze stiikacky vytlacen, byl
zachycen, aby nedopadal na pfichystany kolektor. Jakmile dosle k zastabilizovani toku, bylo
zapnuto napéti a nastaveno na 15 kV, coz byla hodnota, pii které se zacala kapka na konci
jehly viditelné deformovat vlivem pusobiciho elektrostatického pole. Od této chvile bylo
napéti pozvolna zvySovano max. na hodnotu 29 kV. Pfi napéti, pii kterém chovani roztoku
v poli bylo nejstabilnéjsi, zvedani napéti bylo pferuseno a ponechano pti dané¢ hodnoté po
dobu cca 60 s, bylo provedeno zvldknovani ptfipraveného roztoku. Celkova doba
zvlaknovani jednoho vzorku (ve smyslu od chvile doslo k nartistu napéti) odpovidala cca
120 s. Po uplynuti této doby byla nejprve vypnuta pumpa a poté zdroj napéti. Spotieba
roztoku pfi zvladkiiovani se pohybovala pfiblizn€ mezi 0,1 — 0,3 ml. Zbyly roztok byl
vytlacen. Stiikacka, hadic¢ka a jehla byly rozebrany a nckolikrat promyty vodou, tak aby

nedoslo ke kontaminaci dalSiho vzorku.

Obrézek 18 Snimek aparatury pro zvlaknovani z jehly
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8.3 Charakterizace zvlaknénych vzorkii pomoci SEM

Morfologie a velikost pfipravenych vldken byla charakterizovana s vyuzitim elektronového
mikroskopu. Vzorky byly upevnény na terc¢ik do drzaku uréeného pro vodivé vzorky, a
umistény do elektronového mikroskopu, konkrétné se jednalo o skenovaci elektronovy
mikroskop Phenom G2 Pro (Phenom World). Vzorky byly pozorovani v SEM pfi
urychlovacim napéti 5 kV v rezimu zobrazeni sekundarnich elektronii pro mala zvétSeni, pro

zvétSeni nad 510x bylo urychlovaci napéti zvednuto na 15 kV.

8.4 DLS analyza

Velikost polymerniho klubka pfipravenych roztokti byly charakterizovany na pfistroji
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern, Velka Britanie), ktery slouzi k charakterizaci dynamickym
rozptylem svétla. Pfistroj pracuje s 4mW helium neonovym laserem, pifi vinové délce
633 nm. Méfeni probihalo pti tthlu rozptylu 173°. Pro systém rozpoustédlo-siul bylo méteni
provedeno ve tfech opakovanich, u systému rozpoustédlo-polymer na pét opakovani a u
posledniho  systému rozpoustédlo-sul-polymer probihalo Sest opakovani méfeni.
Prefiltrované vzorky (celkem 49) v polystyrénovych kyvetach byly ponechany cca 15 min

stat, aby se systém v roztoku ustélil, a poté byly vloZeny do pfistroje a zméfeny.

Z vysledki méteni byla ziskana tzv. intenzitné vazena distribuce velikosti ¢astic pfitomnych
v analyzovanych roztocich. Vysledna velikost polymerniho klubka / iont byla vyjadiena

jako hydrodynamického pramér (RH), tzv. z-average (nm).

kyveta se vzorkem

|
svételny zdroj - laser

intenzita

e
Y
w

detektor

Obrazek 19 schéma DLS analyzy
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Elektrostatické zvlaknovani

Pti ptipravé vzorkl z prvni série, kdy bylo testovano sedm riiznych koncentraci EtOH v
rozpoustédle (1, 5, 10, 15, 30, 40, 50 hm.% EtOH) dochazelo pti koncentracich nad 30 hm%
EtOH béhem procesu rozpousténi polymeru ve vodni lazni k vykrystalizovani malych
krystalkti soli a vysrdzeni HA. K tomuto jevu doslo, jelikoz EtOH je pro HA Spatnym
rozpoustédlem, na rozdil od vody [78]. Nami navrzend koncentracni Skala EtOH tedy
zahrnovala koncentrace, pfi kterych dojde k projevu Spatného rozpoustédla. Roztoky, ve
kterych neni polymer rozpuStén jsou pochopitelné pro elektrostatické zvlaknovani
zvliiovanim a koncentrace nad 30 hm% EtOH v rozpoustédle byly vytazeny.

Pfi samotném zvldknovani (stale v kontextu s prvi sérii) se hladina kapek nanesenych na
spinneretu zacala deformovat primérné pii hodnoté 17 kV. Viditelnému pohybu roztoku az
ke kolektoru dochéazelo vyjimec¢né. Na zakladé pozorovani roztoku v elektrostatickém poli
a po analyze snimkl ze SEM byly pro dal§i experimenty vybrany koncentrace EtOH
v rozpoustédle 5, 10 a 15 hm % EtOH.

9.2 SEM analyza

Ze snimkt vzorkl z druhé série, byl pro z koncentrac¢ni fady HA vybréan vzdy jeden snimek
s nejzajimavéjsi morfologii a uveden jako zéstupce do Tabulky 4 pro vzorky s NaCl a do

Tabulky 5 pro vzorky s CaCl..
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Tabulka 4 vybrané snimky z druhé zvilaknované série pro NaCl

NaCl 0,5M

5 hm.% EtOH 10 hm.% EtOH 15 hm.% EtOH
Ol 0% A '

1,1 % HA

1.4 % HA T3 o NG ¢

N

NaCl 0,75M

5 hm.% EtOH 10 hm.% EtOH 15 hm.% EtOH

* 1,9 % HA 1,6 % HA 2.0 % HA

NaCl 1M

15 hm.% EtOH
1,2 % HA

10 hm.% EtOH
AT
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Materialu, ktery piekonal povrchové napéti roztoku a dostal se pomoci elektrostatickych sil
az ke kolektor bylo velice mélo (ojedin€lé struktury). Na pievazné vétSin€ vzorkil se
vyskytovaly struktury plné piipominajici vlakna o primeéru v fadech jednotek a desitek pum.
Pojem struktury je pouzit, jelikoz nelze s urCitosti fici, zda se v nich nachazi polymer, a tedy
zda se jedné o vlakna v pravém slova smyslu. V pfipadé, ze polymer struktury neobsahuji,
nebo jej obsahuji jen velmi mélo, bylo dosazeno pouze vytazeni rozpoustédla a soli. Ze
snimki je zfejmé, ze jsou plné krystalti NaCl. Nic mén¢ vzorek, zvlaknény z roztoku NaCl
0,5M; EtOH 10hm%; HA 1 % byl vyjimkou a na snimcich se povedlo zachytit vldkenné
struktury v jednotkach nm.

Sodny kationt se v Hofmeisterové fad¢ nachazi na pomezi kosmotropnich a chaotropnich
ionti, blize je vSak chaotropni strané spektra, a tak od né¢j byl ocekéavan spise efekt sbaleni
polymerniho klubka, coZ by mélo mit za nasledek mirné zhorseni zvlaknovatelnosti roztoku
(viz Kapitola 4). Blize bude tato hypotéza a jeji korelace s vysledky popsana nize u vysledki
zvlaknovani 3 série vzorku.

Tabulka 5 vybrané snimky z druhé zvlakiované série pro CaCl>

CaCl, 0,75M

5 hm.% EtOH 10 hm.% EtOH 15 hm.% EtOH

CaCl, IM

10 hm.% EtOH 15 hm.% EtOH
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V ptipadé CaCl, nastala pozoruhodna zména v morfologii struktur nebo vlaken. Nyni totiz
struktury nebyly tvofeny jednotlivymi krystaly, nybrz byly celistvé, coz by mohlo znamenat,
ze byly tvofeny polymerem, a tudiz by se jednalo o vlakna. Vapenaty kationt se na rozdil od
sodného kationtu z kosmotropni ¢asti spektra Hofmeisterivy fady, a tak by jeho pfitomnost
m¢éla dle hypotézy zlepsit zvldknovatelnost HA. Minimalné v ptipad¢ vzorku CaCl; 1 M;
EtOH 15 hm%; HA 1 % byly nalezena vlakna v jednotkach nanometrti po obvodu vldkna
v mikrométitku. Kromé Tabulky 5 jsou snimky daného vzorku jesté na Obrazek 20. Pro
potizeni téchto snimkl bylo potfeba maximalni ptiblizeni, které nami SEM je jesté schopno
zaosttit (tj. 23 500x). Pti takovém zvétSeni vSak neni mozné pracovat dlouhodobé, a ne vzdy
se pfi ném daji potidit vypovidajici snimky. Je tedy mozné, ze podobnych vlakennych

struktur se povedlo zvlaknit vice, jen bohuZel nebyly detekovatelné pii SEM analyze.

Obrazek 20 snimky vzorku CaCl> (1 M; EtOH 15 hm%,; HA 1 %) mikrovlakno (vlevo) a
nanovldkna po jeho obvodu (vpravo)

Stejn¢ jako u vzorkd s NaCl se u CaCl, vyskytovaly na uhlikové pasce struktury jen
ojedinéle, nebo jako v piip. napt. vzorku CaClz 0,75 M; EtOH 15 hm%; HA 1,3 % nebylo
nalezeno vibec nic. Proto ve chvili, kdy se naskytla ptilezitost ptejit na zvlaknovani z jehly,
bylo tak u¢inéno pro usnadnéni zvladknovatelnosti, jelikoZ roztok sila potfebna o zvldknéni
byla sniZzena diky gravitacni sile ve sméru zvladkiovani. Proto ¢ast druhé série s CaCl, bez
vysledkt z pro EtOH 5 hm%.

Jak jiz bylo vysvétleno (viz 7.2.1 Priprava roztokii urcenych pro elektrostatické

zvldknovani) zména metody zvlakiovani si vyzadala eliminaci testovani pouze pro jednu

24
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ukézalo, Ze pouziti takto poskladané aparatury opravdu fesi problém s vytéznosti, jak bylo
ptedpokladéno.

V nasledujici ¢asti jsou popsany vysledky ziskané po electrospinningu tfeti série vzorku.
Tabulky 6-9 obsahuji vzdy tfi snimky zastupujici sérii zvlaknovanych koncentraci HA pro
kazdou koncentraci EtOH v rozpoustédle. Snimky uvedené v tabulkach byly vybrany podle

zajimavosti zachycené morfologie vlaken potazmo struktur.

Tabulka 6 vybrané snimky z tieti zvlaknované série pro KCI

KClI 1M

5 hm.% EtOH

10 hm.% EtOH

= 03

15 hm.% EtOH
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Vysledky zvlaknénych roztokt KCl jsou obdobné ,, solnym strukturam “ NaCl. Tyto solné
struktury byly pracovné nazvany jako krystalické ietizky. Priméry solnych fetizku KCl byly
v desitkach um. Draselny kationt ma podle klasického uspotadani Hofmeistrovi fady silnéjsi
kosmotropni ucinek nez sodny kationt. Nase vysledky s timto piedpokladem souhlasi. Na

zakladé ziskanych snimkl usuzujeme, ze zvlaknitelnost HA roztoku je za ptfitomnosti KCI
iontl jeSté obtiznéjsi nez na pritomnosti NaCl.

Tabulka 7 vybrané snimky z treti zvlaknované série pro NaCl

NaCl 1M

5 hm.% EtOH 10 hm.% EtOH 15 hm.% EtOH

g .
y L ’. . R
fii ne

[

LT

el R

1]

Porovname-li snimky zvlédkiovanych roztokti HA s NaCl z volné hladiny vs. z jehly, kromé

vyssi hustoty solnych fetizki u druhé varianty se veelku nelisi. OvSem po zvldknovani
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s NaCl ve treti sérii vzorkd nebyly nalezeny nanovlakna, jako tomu bylo pfi stejném slozeni
roztoku pii zvladkinovani z volné hladiny. V kapitole 5 Elektrostatické zvidkiovani je
popsano, jak s rostoucim napétim pii zvlakiiovani dochéazi zaroven k naristu odporové sily
v jetu, coz ma za nasledek dlouzeni vlaken [65]. OtoCenim sméru zvlaknovani jsme snizily
pottebné napéti ke zvladknovani a “ochudily” jsme tak jet o dlouzeni a Uzeni, coz by
vysvétlovalo, pro€ pti zvlakiiovani shora dolii jiz nebyly nalezeny nanovldkna a proc byly

ziskany tlustéjsi krystalicke retizky.

Tabulka 8 vybrané snimky z treti zvlaknované série pro MgCl>

MgCl, IM

15 hm.% EtOH
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Zvlaknéni roztok s MgClz dalo za vysledek velice pozoruhodné morfologie. Snimek vzorku
MgCl; 1 M; EtOH 5 hm%; HA 1,6 % zastupuje strukturu ktera vznikla na vzorcich u kterych
dochazelo k probijeni elektrod pfi electrospinningu. K probijeni dochazelo v ptipadé¢ MgCl»
Casto. Jako mozné vysvétleni se nabizi vlhkost vzduchu, pti které zvlaknovani probihalo.
Jinak byla na vétSin€ vzorkli zaznamenana celistva vldkna se znaky nestabilit typu C resp. s
kapickami (droplets), kterd je uvedena na obrazku Obrazek 9 Geometrické schéma
znazornujici A rovnomeérna vidakna, B viakna s kulickami (koralkami),; C viakna s kapickami

[69], ktery je pro pfipomenuti uveden znovu vedle ndmi pofizeném snimku na Obrazek 21:

Obrazek 21 Deformace typu C na viaknu ziskaném z roztoku MgCl; 1 M; EtOH 10 hm%;
HA 1,2 % (A) v porovnani se schématem (B)

Tato nestabilita typickd pro vladkna ziskand electrospinningem muze byt dikazem, Ze se

skute¢né jedna o polymerni vlédkna.

Dalsi zajimavosti jsou drobné perli¢kové struktury (MgCl> 1 M; EtOH 10 hm%; HA 1,3 %
aMgCl; 1 M; EtOH 5 hm%; HA 1,8 %) které se bohuzel nepodafilo kvalitné vyfotit. Mohlo
by se totiZ jednat o vlakna s nestabilitou B nebo C v nano métitku. Do budoucna by byla
v piipad¢ takovychto tkazli vhodnd analyza lepSim elektronovym mikroskopem SEM
pfipadné TEM, ovSem v ptipadé TEM je mozné, Ze by doslo k rozkladu vladken v disledku
tepla vznikajiciho ve vzorku pii prostupu elektronil, které v ném castecné ztraceji svou

kinetickou energii a pfeménuji ji na teplo.
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Tabulka 9 vybrané snimky z treti zvlaknované série pro CaCl>

CaCl, IM

5 hm.% EtOH 10 hm.% EtOH 15 hm.% EtOH

Krom struktur probijejicich vzorkl a vlaken s podobnymi morfologiemi jako u MgCl, byly
z roztokll obsahujicich u CaCl; ziskdny husté spleteniny tenkych vldken (jednoty um) u tii
koncentraci. Z perspektivy kvality 1 kvantity elektrostatického zvldknovani HA jsou tyto

vysledky v porovnani se vSemi vySe uvedenymi obrovskym tspéchem.
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V popisu snimkli druhé série vzorkli byl nastinén souhlas mezi hypotézou o sbalovani
polymerniho klubka v pfitomnosti sodnych iontd, jak popisuje napt. E. Kutalkova a spol.
(viz Kapitola 4) [53] a nasimi vysledky. S pfihlédnutim k dal$i hypotéze formulované ve
Clanku L. Musilové a spol. [6,52] 1 obsah experimentdlni Casti této prace tykajici se
electrospinningu souhlasi s tim, ze polymerni klubko HA se v pfitomnosti chaotropnich
iontli sbaluje a analogicky za ptitomnosti kosmotropnich iontli v roztoku expanduje. Nami
provedeny experiment tyto hypotézy obohacuje o kontext s elektrostatickym zvlakiovanim,
jelikoz nase vysledky ukazuji na to, ze je-li polymerni klubko v roztoku roztazené
v diisledku piitomnosti kosmotropnich iontéi (Mg?*, Ca*") je jeho zvlakiovatelnost zvysena,

naopak pfitomnosti chaotropnich iontt (Na*, K*) Sance na zvlaknéni snizuji.

9.3 DLS analyza

Velikost polymerniho klubka HA v zavislosti na slozeni konkrétniho roztoku (typ soli,
koncentrace EtOH, atd.) byla ur¢ena pomoci metody dynamického rozptylu svétla. Rovnéz
je potieba zminit, Ze vzhledem k citlivosti pouzité metody, musely byt vSechny roztoky
nafedény na niZs$i koncentraci HA (0,1hm.%). Vysledky DLS analyzy, provedené pro
potvrzeni nami vyi¢ené hypotézy, byly shrnuty do nasledujicich grafi na obrazcich

(Obrazek 22, Obrazek 230brazek 23 Obrazek 24):
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d.nm

5% EtOH 10% EtOH 15% EtOH

Obrazek 22 Zavislost velikosti polymerniho klubka HA (0,1% hm.) v systéemu
rozpoustédlo-polymer na koncentraci EtOH (oveéreni detekce viivu pridaneho EtOH

na HA)

Z vysledki zéavislosti velikosti polymerniho klubka HA (0,1 hm%) na koncentraci EtOH
v roztoku (5, 10 a 15 hm%), jenZ shrnuje Obrazek 22, byla potvrzena, ur¢ita mira vlivu EtOH

na samotny fetézec HA. Vzhledem k tomu, ze EtOH ptedstavuje pro hyaluronan tzv. Spatné
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rozpoustédlo, predpokladalo se, Ze zvySovanim EtOH podilu v roztoku [78], bude velikost
polymerniho klubka spiSe klesat (disledek srazeni HA). Jak jde vidét piimo z uvedené
zavislosti, pfi nejnizsi koncentraci EtOH, se hodnota hydrodynamického pruméru klubka
pohybovala okolo 1 300 = 104 nm. ZvySeni koncentrace EtOH z 5 na 10 hm%, se
projevilo poklesem velikosti na polovinu ptedchozi velikosti, tedy na hodnotu 660 + 35 nm.
V piipad¢ nejvyssi koncentraci EtOH (15 hm%) se polymerni klubko sbalilo jesté o dalSich

170 nm, tedy velikost jeho priméru odpovidala hodnoté kolem 489 + 39 nm.

VLIV CHAOTROPNICH KATIONTU | VLIV KOSMOTROPNICH KATIONTU
240
220 £
200 £
180 £
160 £
140 +

120 +
100 +
80 £

60 £
40 +
20 +

d.nm

KCl NaCl MgCl2 CaCl2

Obrazek 23 Zavislost velikosti polymerniho klubka HA (0,1% hm.) v systému voda-siil-
polymer (ovéreni viivu samotné soli na retézec HA)

Kromé jiZ zminéného vlivu EtOH na velikost polymerniho klubka HA, byl analyzovan i vliv
jednotlivych soli na polymerni fetézec HA a to bez ETOH, z diivodu posouzeni vlivu pouze
ptitomnych soli (KCl, NaCl, MgCl,, CaCl,). Vysledky tohoto méfeni shrnuje obr. 22.
velikosti priméru klubka pohybovaly primérné kol. 490 nm, je mira sbaleni HA
v pfitomnosti vybranych soli (systém voda-siil-polymer) vyssi. Nejvyssi velikost klubka HA
187 + 41 nm. byla potvrzena v piipadé CaCl,. Musime brat v potaz, ze vSechny ptidané soli
obsahuji chlorné anionty, které jsou z pohledu pozice v Hofmeisterovy fady soli brany jako
tzv. chaotropni, a o¢ekava se od nich spise sbaleni polymerniho klubka. Navic jak je zndmo
z literatury, jsou projevy aniontu vyrazng silnéjsi nez v ptipadé kationt. V ptipadé pouziti
soli KClI a NaCl, se v disledku jejich disociace v roztoku nachazeli jak chaotropni kationty,
tak 1 anionty, diky ¢emuz se efekt tzv. sbaleni polymerniho klubka vzajemné umocnil.
Primérmé hodnoty priméra polymernich klubek odpovidaly v ptfipadé KCl hodnoté

88 + 3 nm., a v piipadé NaCl, u kterého se ocekaval mirng;si ucinek, odpovidaly hodnoté
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93 + 25 nm. Zcela jind situace panovala v pifipad¢ soli MgCl,, CaCly, které se po disociaci
rozlozili na chaotropni anionty a kosmotropni kationty, které ucinek sbaleni polymerniho
klubka vzijemnou pfitomnosti spiSe negovaly. Ve vzorcich HA, které obsahovaly
chaotropnim aniont (CH4-Kc (MgCl,, CaCly)), jak je vidét, odpovidala velikost polymerniho
klubka vétsim hodnotdm (125 + 3 nm a 187 + 40 nm.), nez u soli obsahujici chaotropni
kationt spolu s chaotropnim aniontem (CH4-CHc (KCl a NaCl) (velikost 88 £ 3 nm a
93 £+ 25 nm).

VLIV CHAOTROPNICH KATIONTU VLIV KOSMOTROPNICH KATIONTU

B0 hm% EtOH

B 5 hm% EtOH

m 10 hm% EtOH
= 15 hm% EtOH

KCl NaCl MgCI2 CaCl2

Obrazek 24 Zavislost velikosti polymerniho klubka HA (0,1% hm.) v kompletnim systému
rozpoustédlo-sul-polymer

V samotném zaveru byly pomoci DLS méteny velikosti polymernich makromolekul roztokt
HA, jiz v kompletnich systémech (tj. rozpoustédlo-sil-polymer). Zavislost velikosti
polymerniho klubka HA na typu pfitomné soli (chaotropni, kosmotropni kation), ale i na
koncentraci pouzitého EtOH, je zobrazena na Obrazek 24.

U roztokt s KCI doslo v porovnani se systémem neobsahujicim ethanol, nejprve k rozbaleni
klubka (cca o 20 nm). S dal§imi ptfidavky EtOH, velikost polymerniho klubka klesala,
dochézelo tedy k jeho sbalovani, tak jako tomu bylo v systému rozpoustédlo-polymer
(Obrazek 22). Efekt ptitomné soli v kombinace s EtOH, se pii jeho nejvyssi koncentraci
prakticky znegoval. V ptipad¢ pouziti NaCl doslo v disledku jeho ptidavku k narGstu
polymerniho klubka (rozbaleni fetézce). ZvySenim koncentrace EtOH na 10 hm%, uz byl
ucinek ethanolu, v kombinaci s ptfidanou soli, natolik silny, Ze doSlo ke sbaleni polymerniho
klubka. Zcela jind situace nastala pii pouZziti kombinace Spatného rozpoustédla a

chaotropniho aniontu s kosmotropnim kationtem (CH4-Kc¢). Pozoruhodné je, Ze ptidanim
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chaotroniho aniontu s chaotropnim kationtem k HA (NaCl, KCl) CH4-CHc velikost
polymerniho klubka vzrostla (na rozdil od roztokii HA s EtOH bez soli), zatimco v ptipadé
pfidavku chaotropniho aninontu s kosmotropnim kationtem CH4-Kc (CaCl, MgCl)
velikost polymerniho klubka HA klesla, v disledku vyssiho zastoupeni chaotropnich
chloridovych iontd, které je v ptipad¢ nami zvolenych soli CH4-Kc (MgClz, CaClz) z diivodu
dvojmocnych kationtll vyssi, nez u kombinace CH4-Kc (KCl, NaCl). S dal$im ptidavkem
EtOH k roztokiim HA (koncentrace 10 hm%) pievladl efekt kosmotropnich kationtionti, a
to jak v ptipadé Mg?" tak v piipadé Ca®". Ovsem pfi nejvyssi koncentraci EtOH, byl u¢inek
Spatného rozpoustédla natolik silny, ze ptipadé MgCl nebyl rozdil ve velikosti polymerniho
klubka (Spatné rozpoustédlo vs. kosmotropni kationt) nikterak markantni (jednotky nm).
Jinak tomu bylo v pfipadé¢ CaCl, u které¢ho byl efekt rozbaleni polymerniho klubka
nejsilngjsi, ztejme diky vapenatym kationtim, které maji, podle jeho pozice v Hofmeistroveé
fad¢ soli, silnéjsi kosmotropni efekt nez hofecnaté kationty. Jeho vlivem vzrostl primér
polymerniho klubka zpét na stejnou hodnotu, jakou mélo klubko pted sbalenim klubka
zpisobenym (CI) anionty (tj, 126 = 15 nm). Do budoucna by bylo zajimavé zhodnotit vliv
chovani v systému, kde by misto Spatného rozpoustédla EtOH figurovalo naopak dobré
rozpoustédlo pro HA (lepsi nez voda). Dobré rozpoustédlo, by teoreticky mohlo pasobit ve
prospéch kosmotropnich kationtli a umocnit tak expandaci polymerniho klubka, analogicky

k umocnéni sbalovaci efektu prostfednictvim EtOH.
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ZAVER

Cilem experimentalni ¢asti této prace bylo otestovat, zda a pfip. jaky maji vliv na
elektrostatické zvlaknovani HA, ionty vybrané z Hofmeisterovi fady soli v souvislosti
s jejich chaotropnim a kosmotropnim charakterem. Kosmotropni a chaotropni chovéani totiz
souvisi, mimo jiné se sbalovanim a rozbalovanim polymerniho klubka a podle kterého je
Hofmeisterova fada sefazena. Konkrétné byl porovnan tcinek soli s chaotropnim kationtem
(KCI, NaCl) a soli s kosmotropnim kationtem (MgCl,, CaCl»). Kromé vlivu vybranych soli
(typ soli, iontova sila (M), byl analyzovdn uc¢inek rozdilné koncentrace Spatného
rozpoustédla (EtOH), které mélo podpofit proces zvlaknovani zmeénou povrchového napéti
roztokd, koncentraci HA a rozdilnym uspofddanim samotného elektrostatického
zvlaknovani. Morfologie a velikost ziskanych vldken byla analyzovana pomoci metody
SEM. Ze ziskanych vysledkt jednak samotného procesu zvldkiovani, ale i z potizenych
SEM snimkd, se podatilo prokéazat, ze pii vysSich koncentracich EtOH se HA v roztoku
nerozpousti, ale spiSe srazi, a proto nebylo mozné tyto roztoky pouzit ke zvlaknovani. Dale
bylo zjisténo, ze usporadani aparatury do pozice ,,shora dolii* zvySuje vytéznost vlaken,
zatimco vyhodou usporadani do pozice ,,zdola nahoru“ spo¢iva v dosazeni tencich vlaken.
Rovnéz bylo zjisténo, ze pii zmeéné koncentrace HA ani EtOH se nepodafilo na proces
zvldknovani prokazat Zadny efekt. Pfi porovnani ucinku pfidanych soli na proces
zvlaknovani HA se ukazalo, Ze ptitomnost KCI, NaCl (sbaluji polymerni fetézec) proces
zvlaknovani zhorsily, zatimco soli MgCl, a CaCl; procesu zvlaknovani prospély (i¢inek
rozbaleni polymerniho fetézce). Tyto vysledky tak potvrdili platnost hypotézy stanovenou
na zéklad€ vlivii kosmotrop vs. chaotrop iontl. Z divodii potvrzeni u¢inkl vybranych soli
na proces zvlakiovani HA, byla v neposledni fad¢ charakterizovana velikost polymerniho
klubka HA zvolenych systémt rozpoustédlo-siil-polymer a to pomoci metody dynamického
rozptylu svétla. Vysledky ze stanoveni velikosti polymerniho klubka v pfitomnosti

kosmotropnich a chaotropnich kationtl ptedpokladany trend potvrdily.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CRT vakuova obrazovka (cathode ray tube)
DLS dynamicky rozptyl svétla

DMF dimethylfumarat

DMF dimethylfumaréat

ECM extracelularni matric

EDS energeticka disperzni rentgenova spektroskopie
EtOH  ethanol

GE Zelatina

HA hyaluronan

HY kyselina hyaluronova

IPA izopropylalkohol

MeOH  methanol

PEO polyethylenglykol

PS polystyren

PTFE  polytetrafluorethylen

PVA polyvinylalkohol

PVP polyvinylpyrrolidon

SED detektor sekundarnich elektronii
SEM elektronova skenovaci mikroskopie
SIE specifické efekty iontd

TDA Taylerova disperzni analyza

TEM transmisni elektronova mikroskopie

XPS rentgenova fotoelektronova spektroskopie
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