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ABSTRAKT

Kyselina hyaluronova je ¢im dal vice vyuzivana nejen v medicing, ale i v kosmetickém

prumyslu a biotechnologiich diky jejimu velice pozitivnimu vlivu na eukaryotické bunky.

Experimentalni cast se zabyvala pfipravou, analyzou a naslednou biodegradaci vzorki
derivati kyseliny hyaluronové, konkrétné se jednalo o lauroyl hyaluronan a furanyl
hyaluronan. Vlakna derivati kyseliny hyaluronové byla pfipravena metodou
elektrospinning. Tato metoda je komercné zajimava pomérné jednoduchym a rychlym
zpusobem vyroby nanovlaken. Pomoci elektrospinningu byly pfipraveny nanovlakenné
vrstvy o velikosti 100 — 200 um. Velikost samotnych vlaken byla stanovena na rastovacim
elektronovém mikroskopu (SEM). Byly provedeny mechanické testy a také testy
bobtnavosti. Nasledné¢ prob&hla biodegradace materiald v pudé, ktera byla méfena
sledovanim mineralizace — métenim produkce CO». Mikroorganismy na povrchu materiala
byly pozorovany na fluorescenénim mikroskopu pomoci metody LIVE/DEAD. Byla také

izolovana DNA a zméfena jeji koncentrace.

Klicova slova: biodegradace, kyselina hyaluronova, elektrospinning, nanovldkna

ABSTRACT

Hyaluronic acid is used not only in medicine, but also in the cosmetics industry and

biotechnology for its very positive influence to eukaryotic cells.

The experimental part dealt with the preparation, analysis and subsequent biodegradation of
samples of hyaluronic acid derivatives, specifically lauroyl hyaluronan and furanyl
hyaluronan. Hyaluronic acid derivates were prepared by electrospinning. This method is
commercially interesting thanks to simple and fast way of nanofiber production. Nanofiber
layers with a size of 100 — 200 wm were prepared. The size of the fibres themselves was
determined using scanning electron microscope (SEM). Mechanical tests and swelling tests
were performed. The materials were biodegraded in the soil, biodegradation was measured

by monitoring mineralization — measuring CO2 production. Microoganisms on the surface



of the materials were also observed using fluorescence microscope with LIVE/DEAD
method. DNA was isolated and its concetration measured.

Keywords: biodegradation, hyaluronic acid, electrospinning, nanofibres
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UvVOD

Polymery jsou klicovym materidlem v moderni spole¢nosti. Jsou univerzalni, lehké a 1ze je
vyrobit za relativné nizkou cenu. V soucasné dobé je pouze asi 1% polymert a plastovych
vyrobki na globalnim trhu povazovano za kompostovatelné a / nebo biologicky
odbouratelné (QAzI, 2020). Pravé vyroba material z obnovitelnych zdroju je velkym
trendem spolu se snahou odstranit vzniklé materialy pomoci biodegradace. Polymery jsou
také vhodnym materidlem pro vyrobu nanovlaken. V poslednich dvou desetiletich se diky
svym vynikajicim fyzikalné-chemickym vlastnostem stala nanovldkna Casto vyuzivanym
materidlem pro prumysl ¢i 1ékaiské aplikace. Mezi jejich vlastnosti patii naptiklad vysoka
porovitost a mala velikost port, velky mérny povrch nebo vyborné mechanické vlastnosti
Vv poméru k jejich vaze. Jelikoz struktura nanovlakenné textilie je velmi podobna struktufe
mezibunééné hmoty lidské tkané€, maji Siroké vyuziti v medicin€, napiiklad ve tkdnovém
inzenyrstvi nebo jako kryci obvazovy material. Jednim z bio polymerti, ze kterych jsou
vyrabéna nanovldkna je kyselina hyaluronova. Ta je v poslednich letech ¢asto vyuZzivana
v medicing, biotechnologiich ¢i kosmetickém primyslu. Je tomu tak diky jeji
biokompatibilité a biodegradabilité¢. Ma také velmi pozitivni vliv na eukaryotické bunky.
Studii, které by se vénovaly biodegradaci kyseliny hyaluronové ¢i jejich derivatl v Zivotnim
prostiedi, ale mnoho neni.

Cilem této prace bylo pfipravit nanovlakenné vrstvy derivatl kyseliny hyaluronové a jejich
vzajemné kombinace metodou elektrospinning. Dale byla zkoumdana samotné biodegradace

téchto vzorki v puade.
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I. TEORETICKA CAST
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1 POLYMERNI VLAKNA

Vlakna se vyskytuji bud’ ve formé ,,nekonecnych* nebo podlouhlych. Jiz vice nez 140
milionu let se pavouci spoléhali na sit€¢ ze svych vlaken, aby zachytili kofist. Pasy vlaken
jsou konstruovany napi. z hedvabnych vldken s priméry v rozmezi 2 az 5 pm. Bourec
moruSovy je také znamy svou pozoruhodnou schopnosti vyrabét hedvabna vldkna pro
konstrukci kokonti. Tyto zminéné a mnoho dalSich piirodnich systémti slouzilo jako dulezity
zdroj inspirace pro vyvoj umélych vlaken (GRIMA, 2000).

Ve skutecnosti jsou vldkna jiz od Gsvitu civilizace zédkladni souc¢asti lidského zivota. Historie
vyroby vlaken lidmi Ize sledovat od praveku. Byly vykopany fragmenty bavinénych vyrobku
z obdobi 5 000 nebo 2 700 pf. n. 1. Kolem roku 1300 pf. n. l. bylo vynalezeno vieteno
k vyrobé vlaken z viny a baviny, coz slouzilo k vyrob¢ tkanin a odévi. To postupné vedlo
az ke vzniku textilniho pramyslu v 80. letech 20. stoleti. Rayon, ktery je vyrobeny
z bavinénych nebo celuldznich vldken, se povazuje za prvni umélou textilii. Vyroben byl
v roce 1891. Do komer¢niho prodeje byl zaveden az roku 1911. O pilstoleti pozd&ji byla
synteticka vlakna produkovana zaroven s vyvojem chemie a nauce o polymerech. Jako prvni
komeréni syntetické vlakno byl predstaven nylon v roce 1938. Poté bylo vyvinuto mnoho
dalsich typt polyestert a syntetickych polymeri pro vyrobu syntetickych vlaken. Synteticka
vlakna vyznamné snizuji poptavku vetejnosti po piirodnich vldknech a zaroven znaéné

roz§ifuji oblast pouziti (GRIMA, 2000; Narayan, 1993).

1.1 Definice nanovlaken

V literatufe neni definice nanovldken jednoznacnd. Jejich definice se na zékladé primeéru
vlaken méni podle autorti. Nejvétsi priméry nanovlaken se vSak definuji jako mensi nez 1
um. Nejmensi teoreticka hranice pro vldkna je az kolem 0,4 nm, coZ je desetkrat vétsi
hodnota, nez je polomér atomu vodiku. Hlavni charakteristicky znak nanovldken je jejich
vysokd hodnota poméru povrchu k objemu. Nej¢astéji jsou za nanovldkna povazovana

vlakna o pruméru cca 500 nm a mensi (PLISKO , 2004).

1.2 Rozdéleni nanovlaken

Polymerni nanovlékna se rozd¢luji pfedevsim podle technologie jejich ptipravy. V zavislosti
na zvolené technologii se poté 1isi také jejich vlastnosti. Zatizeni pro tvorbu nanovléken jsou

zaloZené na metodach:
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Tab. 1: Déleni nanovidken podle technologie jejich vyroby (SODOMKA, 2004)

Technologie pFipravy Princip Rozsah velikosti
Elektrospinning Natahovani roztoku v elektrickém | 1 nm az jednotky pm
poli
Foukani taveniny ¢i DlouZeni taveniny v proudu > 800 nm
roztoku horkého vzduchu
Zvlaknovani Zahtivani na polymerni tekutinu > 200 nm
vznécovanim
Samosbér Samovolné uspotfadani molekul > 100 nm
v roztoku
Fyzikalni dlouzeni Fyzikalni dlouzeni roztoku > 50 nm
Odstiedivé zvlaknovani | Zvlaknovani pomoci odstiedivé > 100 nm
sily
Hydrotermalni proces Formovéani vldkna Rozmezi 50 — 150 nm
V hydrotermalnim roztoku
Féazové déleni Tvarovani vlaken uméelym Rozmezi 50 — 500 nm
fazovym roztokem
Fyzikalni taZeni ProtaZeni kapicky roztoku >50 nm

wevrooe

Uplné nejrozsitendjsi je metoda elektrospinningu, ktera byla pouzita i v praktické &asti

diplomové prace a bude detailngji popsana nize (SODOMKA, 2004).

1.2.1 Zvlaknovani foukdnim roztoku ¢i taveniny

Bylo zjisténo, Ze elektrospinning zavisi pfevazné na elektrickych vlastnostech materialu.
Zvlaknovani foukdnim se od elektrospinningu lisi pouzitim plisobeni proudiciho vzduchu o
vysoké teploté. Rozfoukéavaci technologie jsou prezentovany nize ve dvou variantach na
Obrézcich 1 a2. Na Obrazku 2 je vidét roztaveny polymer, jenz je ¢erp ozubenym cerpadlem
do stfedu trysky. Material je nasledné ve zvlaknovaci trysce strhavan horkym vzduchem.

V ni nasledné dochézi ke vzniku nanovldken (HUERTA-ANGELES, 2004).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

nanovlakna

X i
“ereeeeey B é%«m

forma

\

gl

vrstvovy val

ozubené

cerpadlo kolektor

Obr. 1: Schéma zvlakiovani foukdnim (SODOMKA, 2004)

Obr. 2: Linka pro vyrobu nanovidken

rozfoukavacim postupem (SODOMKA, 2004)
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V obou zminénych ptipadech je elektrozvlaknovani pii plisobeni vysokého napéti nahrazeno
proudem vzduchu o vysoké teploté velkou rychlosti. Tato metoda je v praxi vyuZzivana,

jelikoz pFinasi daleko vét§si mnozstvi vyrobenych nanovlaken a roun (SODOMKA, 2004).

1.2.2 TazZeni z roztoku a tavenin

Ptiprava nanovlaken technologii tazeni je postavena na principu zobrazeném na Obrazku 3.
Do taveniny nebo roztoku zvlaknovaného materidlu se vlozi trubicky ¢i ty€inky v takovém
mnozstvi, kolik je pro vyrobu nanovlaken tieba. Ta jsou piipravena na desce a jsou
vytahovana z taveniny ¢i roztoku rychlosti, kterou uréuje viskozita tekutého zvlakiiovaného
materialu. Timto zpisobem je mozné vyrobit takovy pocet nanovlaken, jenz je shodny
s hroty zasazenymi v desce. Jestlize se pouziji kruhové desky s urcitym poctem hrotd, 1ze po
otaceni desky a protazeni vlaken vytvofit nanovlakennou pftizi. Pii uZiti rovinové desky poté
lze ziskat i nanovlakenné ,,kabilky*. Tazeni je mozné kombinovat také s elektrospinningem.
Do lazné zvlaknovaného materialu se zasune deska zvlakiovaného materialu. Se shodnym
rozmisténim hrott se nasledn¢ umisti deska naproti hrotim v tekuting. Vlakna se pfitahnou
pti prilozeném napéti do 1 kV vlivem napéti zesileného elektropole. JelikoZ jsou vldkna

nabita stejnym nabojem, odpuzuji se (PLISKO, 2004).

mikropipeta
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dotvk
mikropipety
s povrchem
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)
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Obr. 3: Schéma fyzikdlniho tazeni (SODOMKA, 2004)
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1.2.3 Fyzikalni dlouZeni

Dalsi moznosti, jak pfipravit nanovldkna je tazeni jiz existujicich makrovlaken, coz je
predevsim efektivni u kovovych a polymernich materiali. Velmi obtizny ¢i uplné¢ nemozny
je tento postup u vlaken keramickych a uhlikovych. Pfi uziti této technologie se pfipevni
urcité mnozstvi makrovlaken do desek, které jsou umistény naproti sob&. Ty jsou nasledné
vlozeny do celisti dynamometru, vlakna jsou ohfivana pod bod méknuti a natahovéana do
potiebnych praméri. Proces se poté opakuje a je mozné timto zpusobem ziskat vlakna 0
praméru az 100 nm. Tato technologie je mimo jiné vhodna pro ziskavani malého poctu
nanovlaken napiiklad pro vyzkumné ucely (H UERTA-ANGELES, 2018; Rotkin, 2003;
Sodomka, 2004).

1.2.4 Odstredivé zvlaknovani

Pocatky techniky odstfedivého zvlaknovani (OZ) sahaji do roku 2006. 1 pies fakt, ze je
technologie relativné mlada, patfi mezi velmi efektivni. Zafizeni uzivajici tuto technologii
jsou vyrabéna spolecnosti Fiberio. Cilem celého procesu bylo vytvorit daleko efektivnéjsi a
univerzalngjsi technologii zvlaknovani oproti elektrospinningu s definovanymi vlastnostmi
nanovlaken. Nakonec se to podafilo za pouZiti nanovlakennych odstfedivek typu cyklon L-
1000. Tato pocitacem fizena zatizeni dokazi vyrabét nanovlakna o primérech 4,5 — 500 nm
ve spojitém reZimu, a to o stejnomeérnosti + 35 % pro 300 nm se stejnomernym rozloZzenim
(NAYAK, 2012; PERSANO, 2013; Sodomka, 2004).

Touto metodou se prakticky mohou zpracovavat veskeré druhy vlaken, a to jak z taveniny,
tak i z roztoku. Jelikoz jsou vyrabéna mnozstvi ve vietenech, jsou ptipravena pro libovolny
zpusob dalsiho textilniho zpracovani. Do smyslu funkce davaji nahlédnout schémata na

Obrazcich 4,5 a 6 (MELLADO, 2011; SARKAR, 2010).

zvlakiiovav

ohriv

kolektor

vlaken

Obr. 4: Celkové funkcni schéma odstredivého
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zvlaknovani (SARKAR, 2010)

1 nanovlikna 2.
kapalny odst¥ediva sila
material otateni —

\ =

h¥idel pohonu

Obr. 5: Detaily rotoru a celkovy pohled na
nanovidkennou odstiedivku (MELLADO, 2011)

flexibilni vzduchova folie :
vlakna

rotujici

emitor polymeru
nadrz

kolektor

Obr. 6: Schéma komory OZ (MELLADO, 2011)

Zatizeni pro zvladknovani odstfedivou technologii disponuje komorou se dvéma tryskami.
Material nanovlaken v tekutém stavu je jimi vytlacovan odstiedivou silou do okoli OZ. Po
vystupu je materidl strhavan proudicim vzduchem a ulozeny na okolni valcovy kolektor
Vv podobé vlaken. Rozdéleni proudu v nanovlakna je zabezpecCeno -elektrostatickym
odpuzovanim a proudénim vzduchu. Elektrostatické pole nasledné¢ vznikne diky
triboleketrickému ndboji vytvofenému tienim v trysce s okolnim vzduchem. Uzptsobeni

této OZ linky pro malokapacitni vyrobu je zobrazeno na Obrazku 7. Zpusob ukladani
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vlaken na kolektoru OZ, které tvoii vieteno, je ukazano na Obrazku 8 (MELLADO, 2011,

PERSANO, 2013; Plisko, 2021).

Obr. 7: Zarizeni pro odstredivé zvidkinovani od spolecnosti Fiberio

(BLAZKOVA, 2014)

Obr. 8: Ukladani vidken na kolektoru OZ
(MELLADO, 2011)

1.2.5 Zvlakiovani centrifugaci

Tato metoda je Vv poslednich letech velmi roz$ifena. V pribéhu formovani vlaken je
zvlaknovany roztok umistén do rotujiciho zvldkiovaciho emitoru, ktery ma né€kolik trysek
kolem bo¢ni stény. V moment¢, kdy rychlost otaceni dosahne kritické hodnoty, odstfediva
sila ptekona povrchové napéti zvlaknovaci kapaliny a za¢nou se tvotit proudy polymerniho

roztoku. To vSe je znazornéno na Obrazku 9. Obrazek 10 pak ukazuje drahu proudu
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polymerniho roztoku po jeho vystfeleni z emitoru. Odstfediva sila spolu s tfeci silou
vzduchu prodluzuje proud a vede k tvorbé nanovlédken. Na proces tvorby nanovlaken mohou

jeste pusobit dalsi sily, naptiklad gravitacni sila a povrchové napéti (ZHANG & Lu, 2014).

Vysokorychlostni motor

Proud polymerniho
Rotujici roztoku
hlava

Kolektor

Obr. 9: Schéma zvlaknovani centrifugact

(ZHANG & Lu, 2014)
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7> Smér pohybu

Treci sila vzduchu
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Odstrediva sila
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Zachyceny konec proudu

\

.

Obr. 10: Draha proudu polymerniho roztoku

Z trysky béhem zvklaknovdani (ZHANG & Lu, 2014)
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1.3 Vyroba vlaiken pomoci elektrospinningu

Pro vyrobu vldken ze syntetickych polymeri bylo vyvinuto mnoho metod, zejména takové,
které jsou zalozeny na mokrém, suchém, gelovém zvlaknovani nebo z taveniny. Mokré
zvlaknovani zahrnuje zvlaknovaci emitor ponotfeny do chemické ldzné€. Zvladknovani nastava
ve chvili, kdy se roztok polymeru vytlaci emitorem do chemické 14zn¢ a dochazi zde ke
srazeni polymeru kvili fedicimu t¢inku nebo chemické reakci, tim dojde ke vzniku vlaken
tuhnutim. Pfi1 pouziti suché metody se polymerni roztok vytlacuje do vzduchu skrz emitor a
vlakna se ziskavaji v dasledku odpateni rozpoustédla z trysek pomoci proudu horkého
vzduchu. Pfi zvldknovani z taveniny se polymerni tavenina vytlacuje z emitoru. Pii
ochlazeni se vytvofi vlakna. Gelové zvlakniovani se pouziva k vyrobé vlaken s vysokou
mechanickou pevnosti nebo jinych specidlnich vlastnosti. Dochézi k odstfed’ovani polymeru
v ,,gelovém™ stavu, nasledné se susi na vzduchu a poté nastdva ochlazeni v kapalné 1azni.
Béhem téchto zvlakiovacich procest se vldkna vytvareji prevazné pii vnéjsich stfiznych
silach nebo mechanickém taZeni pii prichodu emitory a vldkna se vytvareji po ztuhnuti
v disledku srdZeni nebo suSeni. Vznikajici vldkna jsou natahovéna pouze v omezeném
rozsahu. Z tohoto divodu vznikaji vlakna s primérem v rozsahu 10 az 100 pm. Jednou
z metod vyroby vlaken je také elektrospinning (GUPTA, 1997; Luo, 2012; Woodings, 2003).
Zvlaknovani pomoci elektrospinningu je univerzalni Siroce pouZivand technologie pro
vyrobu elektrostatickych ultratenkych vlaken. K vyrobé¢ polymernich vldken s primérem od
2 nm do nékolika mikrometri se vyuziva elektricka sila a vlakna vznikaji z polymernich

roztokt (AHN, 2006; XUE, 2019).

1.3.1 Princip elektrospinningu

Elektrospinning zahrnuje elektrohydrodynamicky proces, pii kterém se kapic¢ka roztoku
elektrifikuje za vzniku paprsku. Poté ndsleduje natazeni a prodlouZeni za vzniku vlakna.
Obr. 12 ukazuje zakladni nastaveni pro elektrospinning, které je pomérné jednoduché. Mezi
hlavni soucasti patii vysokonapét'ové napéjeni, injekéni pumpa, emitor a vodivy kolektor.
Zdrojem napajeni mize byt stejnosmérny nebo sttidavy proud. B€éhem elektrospinningu je
kapalina vytlacovéana z emitoru za vzniku protahlé kapicky v disledku povrchového napéti.
Po elektrifikaci dochazi k elektrostatickému odpuzovani mezi povrchovymi naboji, které
maji stejné znaménko, deformuje kapicku na Taylortv kuzel (Obrazek 11), ze kterého je
vypuzovan nabity paprsek. Proud polymerniho roztoku se zpocatku rozprostird v ptimé linii

a poté podstupuje prudké biovaci pohyby kvuli nestabilit¢ v ohybu. Jakmile je proud
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natazen do jemnéjSich prumért, rychle tuhne, coz vede k ukladani pevnych vldken na
uzemnény kolektor. Obecné lze proces elektrospinningu rozdélit do ¢tyf po sobé jdoucich
kroku: (OHKAWA, 2004).
e Nabiti kapicky kapaliny a vytvoreni Taylorova kuzele
e Prodlouzeni nabitého proudu podél pfimky
e ZtencCeni paprsku v pfitomnosti elektrického pole a nartst nestability elektrického
ohybu

e Ztuhnuti a shromdzdéni paprsku jako pevného vldkna na uzemnéném kolektoru

W NN AN
?//.%?A W=
&\

ﬁ X <1
SNy
RS Sy

TaylorGv kuzel % /

¢

Obr. 11: Vznik Taylorova kuzele (XUE, 2019)

Vznik Taylorova kuZele po nabiti kapicky kapaliny

Béhem elektrospinningu je kapalina obvykle pfivaddéna emitorem konstantni a
regulovatelnou rychlosti pomoci stiikacky. S postupnym zvySovanim napéti se bude
hromadit vice nabojl, coz zvysSuje hustotu povrchovych naboji na kapicce. Zatimco
povrchové napéti upfednostiiuje sféricky tvar, aby se minimalizovala celkova povrchova
volna energie kapicky, elektrostaticky odpor ma tendenci deformovat tvar kapicky, takze se

jeho povrchova plocha zvétsuje, aby potlacila odpuzovani (XUE, 2019).

ProtaZeni nabitého proudu polymerniho roztoku

Z vrcholu Taylorova kuZele je elektricky nabity paprsek vytlacen a poté zrychlen
elektrickym polem. Proud se rozsifuje ve sméru elektrického pole pfi pohybu smérem ke
kolektoru. Na zéklad€ experimentalnich pozorovani a elektrohydrodynamickych teorii byly
vyvinuty rizné modely popisujici chovani nabitého paprsku. V jednom modelu byl proud

povazovan za tetézec spojenych viskoelastickych ¢inek. S pouzitim linearni Maxwellovy
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rovnice byla vypoétena trojrozmérna trajektorie pro proud. Vysledky vypoétu byly v souladu

s experimentalnim pozorovanim (XUE, 2019).

Ztencovani proudu polymerniho roztoku

Kdyz proud zrychli, ma tvar pfimky a jeji povrchové napéti a viskoelasticka sila v proudu
maji tendenci zabranit tomu, aby se pohybovala vpted. Proto je nutné rychlost tlumit.
Mezitim se pramér trysky zmensuje (XUE, 2019).

V oblasti vzdaleného pole mohou na elektricky nabity paprsek pisobit tfi vlivy, které mohou
zpusobit nestabilitu. Prvni typ vlivu je osové symetricky, také nazyvan Rayleighova
nestabilita. Muze vést k rozbiti proudu na kapicky. Miize byt potlacen silnym elektrickym
polem. Druhy typ je také osové symetricky a dochazi k nému pii siln€jSim elektrickém poli
nez u prvniho typu. Tieti typ se nazyva nestabilita bicovani nebo ohybu. Je nesymetricky.
Popisuje dlouhodobé odchylky, které jsou zpisobeny aerodynamickou nestabilitou (XUE,
2019).

Nestabilita biCovani zplisobuje podstatné zmenSeni priméru proudu polymerniho roztoku
velkym zvétSenim délky drahy, po které je proud urychlen a natazen pied ztuhnutim nebo
nanesenim na kolektor. Béhem procesu bi¢ovani mize byt délka trysky prodlouzena az
10 000krat v obdobi 0,05 s nebo méné. Vysledkem je snizeni priméru paprsku o nékolik
fadu, a to nakonec vede k tvorbé vlaken s praiméry né€kolik mikrometrti az nanometrd (XUE,

2019).

Solidifikace proudu
Pt prodluzovani proudu polymerni roztok tuhne na vldkna. To je zptisobeno bud’ odpatenim
rozpoustédla, nebo ochlazenim taveniny. Pokud je proces tuhnuti pomaly, mize prodlouzeni

nabitého paprsku trvat del$i dobu, aby se vytvofila vlakna s mensim primérem (XUEg, 2019).

Zachytavani vlaken

Poslednim krokem elektrospinningu je nanaseni vzniklych vldken na uzemnény kolektor.
Morfologie vldken jsou urovany hlavné fazi ohybové nestability, ve které jsou vlakna
ukladana. Je pomérné snadné¢ shromazd'ovat vlakna v oblasti smycky prvni ohybové
nestability jako netkanou textilii na stacionarnim nebo pohyblivém kolektoru. Vlakna v malé
sto¢ené oblasti druh¢ a tieti nestability v ohybu mohou mit slozity vzor. Po uloZeni je vétSina

naboju na vlaknech rychle rozptylena uzemnénym kolektorem (XUE, 2019).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

1.3.2  Rizeni elektrospinningu

Tvorba elektrostaticky zvlaknénych vldken a kontrola jejich priméru jsou urcovany
parametry zpracovani, véetné aplikovaného napéti, prutoku kapaliny a vzdalenosti mezi
$pi¢kou emitoru a kolektoru (XUE, 2019).

Statické stejnosmérné vysoké napéti je obvykle aplikovano na emitor pro generovani
elektrického pole. Polarita napéti mize byt bud kladna, nebo zdpornd, coz ovliviiuje
distribuci nabitych molekul v kapaling, a tim i typ naboji akumulovanych na povrchu trysky.
U né&kterych materiall, zejména elektrolytd, jsou jejich kapacity pro elektrospinning zavislé
na polarité aplikovaného napéti. Aplikované napéti piimo urcuje mnozstvi naboji nesenych
proudem a velikost elektrostatického odpuzovani mezi naboji, jako i sila interakci mezi
tryskou a vnéj$im elektrickym polem. Vyssi napéti obvykle podporuje vytvareni tencich
vlaken. Na Obrazku 12 je vidét pfistroj, ktery byl vyuzit pro vyrobu nanovlaken v této
diplomové praci (,,Electrospinning device for preparing nanofiber layers - 4SPIN“; XUE,
2019).
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Obr. 12: Zarizeni pouzité pri vyrobé nanovidken 4Spin (,,Electrospinning device for
preparing nanofiber layers - 4SPIN*)
1 — Ovladaci monitor
2 — Vodivy kolektor
3 - Emitor
4 — Vysokonapét'ové napajeni

5 — Davkovacka



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

1.4 Vybrané polymery vyuzivané pro vyrobu vlaken a jejich

charakteristika

1.4.1 Polyethylenglykol

Polyethylenglykol (PEG) je také znamy pod nazvem polyethylenoxid (PEO) a
polyoxyethylen (POE). Komercné jej mizeme oznacit jako nejvyznamnéjsi typ polyetheru.
PEG, PEO nebo POE oznacuje oligomer nebo polymer ethylenoxidu. VSechny tfi ndzvy jsou
z chemického hlediska synonymni, avSak PEG se historicky vztahoval k oligomerim a
polymerim s molekulovou hmotnosti niz$i nez 20000 g/mol, PEO Kk polymeriim
s molekulovou hmotnosti nad 20 000 g/mol a POE k polymertim s jakoukoli molekulovou
hmotnosti (HESS, 2002).

Polyethylenglykol se pfipravuje polymeraci ethylenoxidu a komeréné je dostupny v Sirokém
rozmezi molekulovych hmotnosti od 300 g/mol do 10 000 000 g/mol. Fyzikalni vlastnosti
se 1i8i v zavislosti na délce fetézce. Délka fetézce vSak nema vliv na chemické vlastnosti.
Rizné skupiny PEG se také lisi v zavislosti na inicidtoru pouzitém pii polymera¢nim
procesu. Jako nejbéznéjsi z nich lze uvést monofunkéni methylether polyethylenglykol,
ktery se zkracuje mPEG (KRAUSE & BITTNER, 1990).

PEG byl schvéilen americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv pro vnitini spotfebu.
Imunitni systém jej snadno nerozpozna, jelikoz je velmi dobfe rozpustny ve vodé a mnoha
organickych rozpoustédlech. Muize byt tak snadno vylu¢ovan z téla télesnymi tekutinami

(KRAUSE & BITTNER, 1990).

1.4.2 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (HA) je pfirozené se vyskytujici glykosaminglykan, neboli linearni
polysacharid s vysokou molekulovou hmotnosti. V organismech se vétSinou vyskytuje ve
formé soli. Z tohoto divodu je pfesnéjsi oznaceni hyaluronat nebo hyaluronan. Sklada se
z opakujicich se disacharidovych jednotek. Kazdd ztéchto jednotek obsahuje N-
acetylglukosamin a kyselinu D-glukuronovou. Ze skupiny glykosaminoglykant je jedina
nesulfatova sloucenina vyskytujici se pfirozené ve vSech zivych organismech. Je jednou
Z hlavnich sloZzek mezibunééné hmoty a je soucasti pojivovych, epitelidlnich a nervovych
tkani. Pokud se nevaze na jiné molekuly, vaZe se na vodu, diky které ziskava vlastnosti
kvalitou ptipominajici gel (BHATT, 2021; NECAS, 2008).

Je velice rozsifené vyuzivana v plastické chirurgii a oftalmologii, kde se uziva k do¢asnému

vyplnéni prostoru o¢ni pfedni komory a ochrané ocnich tkani pfed poskozenim pfi
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nitroo¢nich operacich, jako jsou implantace ¢ocky ¢i operace Sedého zakalu. V plastické
chirurgii se pouziva na potize s osteoartrézou (L0, 2003; SALWOWSKA, 2016).

Kyselina hyaluronova se vyrabi produkci geneticky zménénymi kmeny bakterie Escherichia
coli nebo napiiklad fermentaci zbunéfnych stén bakterii druhu Streptococcus
zooepidemicus. Druhy zminény zpusob uziva i firma Contipro (YU & STEPHANOPOULOS,
2008).

Streptococcus zooepidemicus se prokazal jako nejvyhodnéjsi kmen pro produkci kyseliny
hyaluronové. Jeho produkéni potencial velmi zavisi na dostupnosti organického dusiku a
také na nékterych vitaminech a mineralech. Pravé pro dostatek organického dusiku se do
kultiva¢niho média ptidava pepton nebo kvasni¢ny extrakt. Literatura uvadi, ze tato bakterie
pottebuje pro produkci kyseliny hyaluronové velmi vysoké koncentrace (az 20 g/l) peptonu
¢1 kvasnicného extraktu. Tyto latky znacné€ zvySuji cenu produkce. Amado a spol. pfi svém
experimentu prokdzali, ze mlécna syrovatka a kukufi¢ny vyluh jsou vhodnym alternativnim
zdrojem organického dusiku pro vyrobu HA. Jako dal$i vhodna ndhrada byly prokazany
proteinové hydrolyzaty z rybiho odpadu (AMADO, 2016; Arslan & Aydogan, 2021a, ,
2021Db).

1.4.3 Derivaty kyseliny hyaluronové

Ptirodni hyaluronan mé nedostatky co se fyzikalné-biologickych vlastnosti tyCe, a proto se
pouzivaji chemicky modifikované hyaluronany. Vysledné vlastnosti derivatu mohou byt
vyrazné odlisné od pfirodniho polymeru. VétSina derivatil si vSak zachovava biologickou
kompatibilitu a biologickou rozlozitelnost pfirodni hyaluronové molekuly (COLLINS &
BIRKINSHAW, 2013; HUERTA ANGELES & NESPOROVA, 2021).

Pro chemické (kovalentni) modifikace se nejCastéji pouzivaji dvé mista v chemické struktuie
HA. Jsou to mista karboxylové skupiny glukuronovych kyselin a hydroxylové skupiny na
uhliku C-6. Hydroxylova skupina mtize byt zesitovana prostiednictvim etherové vazby a
karboxylové skupiny mohou byt modifikovany prostfednictvim esterové vazby. Primarni
mista vhodna pro chemickou modifikaci jsou vyobrazeny na Obrazku 13 (COLLINS &

BIRKINSHAW, 2013).
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Obr. 13: Opakujici se disacharidové jednotky HA, cervené
Sipky znaci primdrni mista vhodna pro chemickou modifikaci

(COLLINS & BIRKINSHAW, 2013)

Modifikace karboxylové skupiny
Karboxylové skupiny hyaluronové kyseliny (hyaluronic acid, HA) jsou bézné modifikovany
reakcemi zprostfedkovanymi karbodiimidem, esterifikaci a oxidaci jodistanem (COLLINS &

BIRKINSHAW, 2013; HUERTA ANGELES & NESPOROVA, 2021).

Tvorba hydrazidi HA

Hydrazidov4 modifikace HA je jednou z nejvice zkoumanych modifikaci. Dosahuje se ji
konjugaci pomoci karbodiimidové vazby a byla hodnocena pro rizné aplikace biokonjugace,
jako napfiiklad konjugace 1é¢iv nebo peptidi za pouziti hydrazinovych vazeb (COLLINS &

BIRKINSHAW, 2013).

Tvorba thiolu

Thioly se obecné piipravuji konjugaci s molekulami obsahujici disulfid, jako naptiklad
cystamin nebo dihydrazid kyseliny 3,3 -dithiopropionové. Ten je poté kondenzovan s HA.
Redukci disulfidovych vazeb dithiothreitolem se ziska pozadovany thilovy derivat. Thiolové
derivaty se hojné pouZzivaji k vyvoji hydrogell i pfesto, Ze maji nevyhodu v pomalé kinetice

zesiténi (COLLINS & BIRKINSHAW, 2013).

Aldehydy HA

Tvorba aldehydovych derivati ma Siroké uplatnéni pii selektivni konjugaci N-koncovych
peptidi a jinych nukleofilii. NejcastéjSi metodou, kterd se pouziva pro piipravu této
modifikace, je Castecnd oxidace hlavniho fetézce sacharidu HA s pouzitim jodistanu
sodného. Oxidace se snadno provadi za neutralnich podminek nebo ve vodném prostiedi. Je
vSak nutné pocitat se snizenim molekulové hmotnosti a otevienim sacharidového kruhu. To
muze byt skodlivé pro jeho bunécné rozpoznéavaci vlastnosti a narusuje biologickou funkci

molekuly (COLLINS & BIRKINSHAW, 2013).

Esterifikace
Esterifikace zahrnuje tfi typy reakci- akrylaci, alkylaci a Huisgenovu cykloadi¢ni reakci. Pti

akrylaci se nej¢astéji provadi tzv. metakrylace ve vodé s pH 6,5 za pouziti dvou molarnich
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ekvivalent EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid) a N-(3-
aminopropyl)methakrylamidu. Alkylace mize byt pouzita pro ptipravu amfifilnich derivata
HA. Muze se provadét za pouziti alkylhalogenidii, jako napiiklad alkyljodidy nebo brominy
v organickém rozpoustédle. Huisgenova cykloadi¢ni reakce azida s alkyny za vzniku
triazolli se pouziva k vyrobé hydrogelti HA a také k zapouzdteni kvasnicovych bun¢k béhem
zesitovani. Pii této metodé jsou funkcni skupiny azidu a alkynu zabudoviny na HA za
pouziti EDC chemie (COLLINS & BIRKINSHAW, 2013; HUERTA ANGELES & NESPOROVA,
2021).

Modifikace hydroxylové skupiny

Esterifikace se bézn€ pouzivd pro modifikace hydroxylové skupiny zesiténim
divinylsulfonem, esterifikaci a bis-epoxidovym zesitovanim (COLLINS & BIRKINSHAW,
2013).

Tvorba etheru za pouZiti epoxidii

Epoxid je béznym zesit'ovadlem pro ptipravu HA hydrogeld. Pro sitovani se pouzivda BDDE
(1,4-butandiol diglycidylether) pro vétSinu soucasné dostupnych zesitovanych HA
hydrogelt. Reakce spociva v otevieni epoxidového kruhu za vzniku etherovych vazeb

s hydroxylovymi skupinami HA (COLLINS & BIRKINSHAW, 2013).

Tvorba etherit za pouZiti divinylsulfonu

Divinylsulfon také patii mezi bézné sitovadla hydrogeli HA. K provedeni reakce je
zapotiebi vysoka hodnota pH. Tento zplsob zesiténi mé vyhodu, Ze probihd za pokojové
teploty, coz sniZzuje degradaci HA pii alkalickém pH, ke kterému obvykle dochazi pfi
vySSich teplotach. Zajimavosti je, Ze 1 kdyZ vychozi divinylsulfon je vysoce reaktivni a

toxicka latka, hydrogely jsou biokompatibilni (COLLINS & BIRKINSHAW, 2013).

Tvorba hemiacetalit pomoci glutaraldehydu

Toto zesiténi musi byt provedeno za kyselych podminek. Tyto podminky jsou nutné
k ziskani acetalového zesitovaného produktu. Pro ziskani acetalového hydrogelu je nutna
neutralizace, jelikoZ v kyselém prostiedi je reakce reverzibilni. Tyto modifikace nemohou
byt pouzity v biomedicing, jelikoz glutaraldehyd je toxicky (COLLINS & BIRKINSHAW,
2013).
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2 DEGRADACE POLYMERU

Degradace je nevratny rozkladny proces, ktery zptisobi zmény struktury materialu. Polymery
jsou vystaveny dvéma degradanim etapam. Prvni etapa nastava jiz pii vyrob¢ a zpracovani.
Tavenina polymeru je vystavena mechanickému naméhéni a zaroven vysoké teploté. Praveé
proto muze zpracovani taveniny velmi ovlivnit dlouhodobou stabilitu materidlu v pevném
stavu. Druhou degradacni etapou je myslen prib¢h zivota polymeru, jelikoz je vystaven

nékolika vnéj$im vliviim, které ptisobi na jeho strukturu (DUCHACEK, 2006).

2.1 Abioticka degradace polymerii

Abiotickou degradaci zptsobuji abiotické faktory, které jsou velmi dilezité pro prvni fazi
degradace. Mohou pfispivat k biodegradaci nebo pfimo zahajuji Stépeni polymerniho
fetézce. Abiotickou degradaci mizeme rozdélit na mechanickou degradaci, fotodegradaci,

termalni degradaci a hydrolyzu (KYRIKOU & BRIASSOULIS, 2007).

2.1.1 Mechanicka degradace

Mechanické degradaci rozumime jako procesu, kdy dochazi k rozpadu fetézce polymeru a
jeho zkracovani pomoci mechanickych vlivli. Polymery mohou byt degradovany napf.
v ramci jejich recyklace. Degradace muze probihat napt. pomoci ultrazvuku nebo obrabécim
zpusobem. Jako obrabéci zplisob se nejcastéji uvadi véalcovani, hnéteni a mleti (drceni).
Rychlost mechanické degradace je zavisla pfevazné na frekvenci pohybu, teploté, slozeni a
struktufe polymeru (DUCHACEK, 2006).

V zivotnim prostfedi dochazi k mechanické degradaci polymerti napi. plsobenim
makroedafonu (Zizaly, chvostoskoci) nebo plsobenim desté¢ ¢i sn€hu. Dochazi tak ke

fragmentaci plastd na mensi ¢asti (DUCHACEK, 2006).

2.1.2 Fotodegradace

Fotodegradace je oxida¢ni destrukci, jez je aktivovana zafenim. NejCastéji jde pak o zafeni
ultrafialové (290 — 400 nm). Toto zafeni mize byt odrazeno, rozptyleno, absorbovano nebo
propusténo, a to dopadem zéfeni na povrch polymeru. Fotochemické zmény probihaji za
situace, kdy je absorbovano svételné zateni o konkrétni vinové délce. Touto absorpci se
zvétSuje energie makromolekuly, jez dosahuje vysSSiho energetického stavu. Nejveétsi
mnozstvi absorbované energie je spotfebovano na pirevod elektronového systému do vyssiho

kvantového stavu. Zbyla energie je vyuzita pro tvorbu volnych radikali. Timto zpiisobem
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vzniklé radikaly zapficifuji nésledné reakce, pii nichz se tvofi dalSi radikaly. Veskeré
radikdly se mohou nadale rekombinovat a rozpadat. Nésledkem fotodegradace dochazi
vétsinou k sitovani nebo k degradaci a poklesu molekulové hmotnosti polymeru. Sitovani
proces degradace spiSe zpomaluje, jelikoz zde dochazi ke vzniku gelovité struktury, ktera je
vici degradaci pomérné odolna. Karbonylové skupiny ve struktuie polymeru fotooxidaci
urychluji, nebot’ siln¢ absorbuji zateni o vinovych délkach 280 — 320 nm. Pasobi tedy jako

fotosenzibilatory (HERMAN, 2014; KIICHAVENGKUL, 2010).

2.1.3 Termalni degradace

MV

malou pevnosti kovalentnich vazeb, jez tvofi polymerni strukturu. Pisobeni vysokych teplot
se muze u polymerl projevit dvéma zpusoby. V prvnim z nich polymer zm¢kne, jelikoz se
teplem zvysi kineticka energie makromolekuldrniho fetézce natolik, Ze se polymer zacne
chovat jako kapalina. V pfipadé druhém pak dochdzi u polymeru ke zméné struktury.
Nekteré druhy polymert se dokonce $tépi na nizkomolekuldrni produkty ¢i dokonce
monomery. To vSe za situace, kdy se neméni jejich chemické slozeni. Takova degradace
probihd u nekterych polymert tzv. zipovym mechanismem. Jde o situaci, kdy se z koncii
polymernich fetézcti odstépuji monomerni jednotky, coz muizeme vidét naptiklad u
polystyrenu. Jiné polymery se naopak vlivem tepla $tépi a reaguji s ostatnimi (DUCHACEK,
2006; HERMAN, 2014). Pusobeni vyssi teploty je vyuzivano napf. pii kompostovani
kompostovatelnych polymerti. U primyslového kompostovéani je dosahovano primérné
teploty 58 °C. Vyssi teplota spolu s mikroorganismy, pfitomnymi v kompostu, vede k
degradaci nékterych polymerid. Teplotni podminky ptidniho prostfedi pak ovliviiuji také
slozeni mikrobialniho konsorcia, jeho diverzitu a mnozstvi mikroorganismti (FUKUSHIMA,

2012).

2.1.4 Abioticka hydrolyza

Abiotickd hydrolyza patii do skupiny solvolytickych reakci. Solvolyza znamena rozkladna
reakce, pfiCemz castice rozpoustédla reaguji s Casticemi rozpusSténé latky. Podle druhu
rozpoustédla rozdélujeme solvolyzu na n€kolik druhi. Je-li rozpoustédlem voda, jedna se o
hydrolyzu, nebo pfii reakci s alkoholem nastava alkoholyza. Abioticka hydrolyza probihé za
absence mikroorganismui. K potlaceni jejich rastu se v laboratornim prostiedi nejcastéji

vyuziva azid sodny (PROIKAKIS, 2006).
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K abiotické hydrolyze dochézi pomoci ndhodného §tépeni fetézct polymernich latek. Timto
zptisobem dochazi k pozvolné redukci molekulové hmotnosti degradované latky. Pfi
abiotické hydrolyze polyesteri nastava rozklad dané latky na chemicky jednodussi

slouceniny, naptiklad alkoholy a kyseliny.

Abiotické hydrolyza mize probihat v kyselém, bazickém nebo neutralnim prostredi.
Abiotickou hydrolyzu ovliviiuje fada vlastnosti samotného polymeru. Radi se mezi né:

a) rozméry vzorku polymeru

b) krystalicky podil polymeru ve vzorku

c) molekulova hmotnost polymeru

d) polarita polymerni latky

e) teplota v pribéhu hydrolyzy

f) chemicka struktura polymeru

g) poérovitost polymeru

h) hydrofilita/hydrofobita polymeru a rychlost absorpce vody.

Abiotickd hydrolyza je velmi dilezitym mechanismem degradace polymerii. MiiZe iniciovat

a podpotit jejich biodegradaci (MUTHURAJ, 2014).

2.2 Biodegradace polymerii

Biodegradace je proces, pii kterém dochéazi k biochemickému rozkladu organickych latek
pomoci pfirozené se vyskytujicich bakterii a mikroskopickych hub na jednodussi produkty.
Polymerni materidly jsou tvofeny z velkych a ve vod¢é nerozpustnych molekul, tudiz
nemohou pronikat do mikrobidlnich bun¢k. Je proto nutné, aby se pfeménily na frakce o
niz§i molekulové hmotnosti. Tento proces se nazyva depolymerizace, kdy pfeména nastava
za pritomnosti extracelularnich enzym, které vyluc¢uji mikroorganismy nebo piisobenim
nekterého z abiotickych faktort a probihd mimo mikrobialni bunky. Poté dochézi
k asimilaci, coz znamena, ze se nizkomolekularni frakce zacleni do mikrobialnich cykld. Po
asimilaci nasleduje mineralizace na oxid uhli¢ity, vodu a novou biomasu (MUELLER, 2006;
SHAH, 2008).

V souladu s mezinarodni organizaci pro normalizaci (ISO) a Evropsky vybor pro

normalizaci (CEN) zni definice pojmu biodegradace: biodegradace je degradace zpiisobena
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biologickou aktivitou, zejména enzymatickou ¢innosti, coz vede k vyrazné zméné chemické
struktury materialu. Dochazi k produkci napf. oxidu uhli¢itého, vody, mineralnich soli a
nové mikrobidlni biomasy. Biodegradace ptedstavuje komplex pochodil, mezi které patii
biodeteriorace, depolymerizace, asimilace a mineralizace. V ptirodé pak biotické a abiotické

faktory pisobi pti rozkladu spole¢né (SHAH, 2008).

CO,, H,0, CH,
ostatni metabolické produkty

exkrece extracelulamich ﬂ meziprodukty jsou
enzymu / asimilovany do bunék

kratké degradacni

enzymy se pripojuji k m us

povrchu a $tépi polymemi meziprodukty se rozpousti v
fetézce q mineralnim médiu
povrchova eroze
[meuuliml enzymy [vc vodé rozpustné my]

Obr. 14: Schéma biodegradace polymerii, upraveno dle (Rypz, 2015)

2.2.1 Biodeteriorace

Biodeterioraci se rozumi proces, pii kterém dochdzi k rozkladu materiali podléhajicich
biodegradaci. Dochazi pii tom k rozkladu materialti o vysoké molekulové hmotnosti na
mensi fragmenty. Rychlost rozkladu zavisi na slozeni a vlastnostech polymerniho materialu.
Na biodeterioraci se podili mikroorganismy, jako jsou bakterie, prvoci, fasy i mikroskopické
houby. Dale také makroedafon, jako Zizaly ¢i chvostoskoci. (Gu, 2003; LUGAUSKAS, 2003;

WALLSTROM, 2005).

2.2.2 Depolymerizace

Depolymerizace je proces, pii kterém nastdva vyrazny ubytek molekulové hmotnosti
materidlu a dochdzi k postupnému Stépeni polymerniho fetézce. Vysledkem jsou poté
monomery, dimery a oligomery. D¢ probiha pomoci extracelularnich enzymu
vylucovanych mikroorganismy, anebo vlivem nékterého z abiotickych faktorti, jako

napiiklad foto a termooxidace nebo abioticka hydrolyza. Enzymy, které se mohou podilet
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na depolymerizaci, nesou obecny ndzev depolymerdzy. Nazev takovychto enzymu se
dopliuje pfedponou prislusné zkratky polymeru (MUELLER, 2006; ZHAO, 2005).

Pti biodegradaci dochazi k ataku enzymu na konkrétni misto v polymernim fetézci. Nékteré
degradacni enzymy (piedevsim hydrolazy) disponuji tzv. katalytickou triddou. Jedna se o tfi
aminokyselinové zbytky — histidin, serin a aspartat. Histidin interaguje se serinem za vzniku
vodikové vazby. Poté nasleduje deprotonizace serinu a vznikd nukleofilni alkoxidova
skupina O, ktera napada esterovou vazbu. Vznika alkoholova skupina a acyl-enzym. Na
zavér voda napada vazbu v acyl-enzymu a vznika koncova karboxylova skupina spolu

s volnym enzymem (DEVILLE, 2010; LUCAS, 2008; PROIKAKIS, 2006)

2.2.3 Asimilace

V priibéhu asimilace dochdzi k zac¢lenéni nizkomolekularnich fragment do metabolickych
drah mikroorganismt.. Principem je penetrace ve vodé rozpustnych oligomernich a
monomernich molekul ptfes bunénou cytoplazmatickou membranu, kdy mikroorganismy
ziskévaji nezbytny zdroj energie k tvorbé nové biomasy (LEJA & LEwWANDOWICZ, 2010;
PILLA, 2011).

2.2.4 Mineralizace

Organické latky se rozkladdaji na jednodussi anorganické slouCeniny, které mohou byt
vylu€ovany do okolniho prostfedi. Mezi jednoduché metabolity miizeme zatfadit oxid
uhlicity, methan, dusik nebo vodu. Podstatou tohoto procesu je oxidace intracelularnich

metabolitd a jejich uvolnéni do okolniho prostiedi (PILLA, 2011).

2.3 Biodegradace polyethylenglykolu

Polyethylenglykoly (PEG) s molekulovou hmotnosti vyssi nez 1 000 Da byly dlouho
povazovany za biorezistentni. Pozdé¢ji se polyethylenglykoly s molekulovou hmotnosti az
do 20 000 Da se ukazaly jako biologicky rozlozitelné (KAwAI, 2001).

Kawai a kolektiv studovali rozklad polyethylenglykolu, kde vyuZili jiz izolované kultury
PEG-utilizujicich bakterii. Jedna se o kmen K1 a kmen N6. Identifikovali, ze tyto kultury
patii do rodu Sphingomonas. (KAwAl, 2001).

Wagener a Schinkt zkoumali rozklad polyethylenglykolu fermentaci na methan a oxid
uhli¢ity v kulturdch naoCkovanych anoxickym kalem z méstské Cistirny odpadnich vod.

Zkoumali dva kmeny bakterii — KoB35 a KoB58. Kmen KoB58 je homoacetogenni bakterie,
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ktera oxiduje acetaldehyd na acetdt a tvofi poté octan az na zavér CO.. Kmen KoB35
dokézala nizkomolekularni PEG také dobfe rozlozit. Doporucuje se vSak tento kmen pouzit
v kombinaci s jinymi bakteriemi, nikoliv samotny (WAGENER & SCHINKT, 1988).

Studie, ktera sledovala biodegradaci 1*C zna¢eného PEG v tropické ptidé dosla k zavéru, ze
je PEG v tomto prostfedi mineralizovan velmi pomalu. Nejprve doslo k pomérné rychlé fazi

degradace, ktera ale po 21 dnech zpomalila (ABDALLA, 2005).

2.4 Biodegradace kyseliny hyaluronové

Biodegradace kyseliny hyaluronové byla zkoumana ptedevsim pro medicinské vyuziti.
Napriklad Zhao a kolektiv zkoumali stabilitu a biodegradaci kyseliny hyaluronové
v kombinaci s hedvabnym proteinem. Uvadi, ze kyselina hyaluronova je velmi atraktivni pro
vyuziti v lékarstvi, diky své biokompatibilit¢ a biodegradabilité. Je kli¢ovou soucasti
biomaterialt k inhibici jizev pii opravé nervi predevsim diky jeji hydrofilité¢ a adhezi na
buiky. Ve studii zkoumali morfologii, strukturni analyzu a hmotnostni ubytek pted a po
biodegradaci v proteaze XIV. Biokompatibilita byla testovana buné¢nou kulturou mysich
embryonalnich kmenovych bunék in vitro. Dokézali, ze kombinace kyseliny hyaluronové a

hedvabného proteinu vykazuje vyssi odolnost vii¢i degradaci (ZHAO, 2005).

2.5 Biodegradace PHB

Polyhydroxybutyrat (PHB) byl poprvé objeven jako viibec prvni polyester v roce 1920.
Jednd se o semikrystalicky izotakticky homopolymer. Je produkovan mikroorganismy,
napiiklad bakterii Bacillus megaterium. Kromé jeho bakterialni produkce bylo vyvinuto i
nékolik syntetickych zpisobt, 1 kdyZ je syntetickd vyroba obtizna. Divodem je, Ze teplota
rozkladu PHB je totoznd, jako jeho teplota tani — 160-180 °C. Je ¢asto zpracovavan do
ruznych vyrobku, jako napiiklad filmy, vldkna ¢i folie. V praktické Casti této diplomové
prace byl vyuzit ve formé prasku (HIRAISHI, 2006).

PHB je degradovéan v rtiznych prostiedich, jako napiiklad v ptid¢ ¢i kompostu. PHB je
rozlozitelny také v moiské vode. Mikroorganismy schopné rozkladat PHB disponuji PHB
depolymerazou, ktera byla objevena u gram pozitivnich (G*) i gram negativnich (G”) bakterii

(JENDROSSEK, 1998).
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II. PRAKTICKA CAST
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3 POUZITE CHEMIKALIE, ROZTOKY, POMUCKY A PRISTROJE

3.1 Pouzité chemikalie

Cs3HsO Isopropylalkohol

C2HsO Ethanol

NaCl Chlorid sodny

CHsOH Methanol

KH2PO4 dihydrogen fosforecnan draselny

Na;HPO4 . 12 H20

CaCl, .2 H,0

Fe(NH4)2(S04)2 . 6 H20

hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat
chlorid vapenaty dihydrat

siran amonno-zeleznaty hexahydrat

MgSOs . 7 H20 siran manganaty heptahydrat
NH4CI chlorid amonny

MnSO;4 . 5 H20O siran manganaty pentahydrat
H3BOs kyselina borita

ZnS0q4 . 7 H20 siran zinec¢naty heptahydrat

(NH4)6M07024 . 4 H20

Co(NOs3)2 . 6 H20

molybdenan amonny tetrahydrat

dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat

CuSO4 .5 H0 siran m&d’naty pentahydrat
HCI kyselina chlorovodikova
KHCO3 hydrogenuhli¢itan draselny
[C4H6O2]n polyhydroxybutyrat

Veskeré pouzité chemikélie byly v Cistoté p.a. dodany spole¢nostmi Sigma Aldrich, Penta a

Lachema.
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3.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy Kern 770, Némecko;
Automatické pipety, Niccipet (Eppendorf AG);

o (2,10,20, 100,200,500, 1000 a 5000 pl);
Laboratorni pfedvazky KERN 440-47,;
Sterilni Spic¢ky riznych velikosti, Bioplastic;
Trouba Mora 524;
Chladnicka Whirlpool kombi WBE 34162,
Laboratorni autoklav Varioklav 75S, H+P;
Susarna Memmert UFB 400;
Hmotnostni analyzator plynit UGA 300;
Fluorescencni mikroskop BX53M,;
Spetrofometr Infinite 200 PRO, Tecan;
4SPIN, Contipro;
Analytické vahy XSR205, Mettler Toledo;
Magneticka michacka MR Hei-Standard, Heidolph;
UV Crosslinker UVP CL-1000, Fisher Scientific;
Naprasovacka EM ACE600, Leica;
Rastovaci elektronovy mikroskop SEM, Zeiss;
Digitalni tloustkomér VL-50-B, Litematic;

bézné laboratorni sklo a pomticky.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

4 METODIKA

4.1 Vyroba a testovani nanovlaken

Nanovlakna zkoumanych derivatt kyseliny hyaluronové byla vyrobena na pfistroji 4SPIN
ve spolecnosti Contipro a.s. Princip je takovy, Ze byl piedem pfipraveny roztok polymeru
pieveden do injek¢ni stiikacky o objemu 10 ml, ktera byla nasledn¢€ umisténa do piistroje, a
nastavily se parametry pro danou latku. Mezi parametry patiila vlhkost vzduchu, teplota,
substrat, na ktery se poté zachycovala nanovlakna, vzdalenost mezi emitorem a kolektorem,
doba vldknéni, davkovani roztoku a pouzité napécti. Bylo nutné také zvolit vhodny typ

emitoru a kolektoru.

Po ustaleni vhodné vlhkosti vzduchu se zapnulo davkovani roztoku a napéti. V tento moment
zacaly nabité kapicky roztoku vzlétat nahoru smérem k uzemnénému kolektoru ve formé

tenkych vlaken, aby se zde vybily. Kolektor se neustdle otacel a navijel tak vlakna.

Vléknéni probihalo po dobu, dokud se nezvlaknilo urc¢ité mnozstvi roztoku dané latky. Poté
byl proces zastaven a byla vyjmuta davkovacka. Z kolektoru se odebral substrat

s nanovlakennou vrstvou, ze které se poté vyrobily ¢tverecky o rozméru 2x2 cm.

Nanovlakna derivati kyseliny hyaluronové lauroyl hyaluronan (LHA) a furanyl hyaluronan
(FHA) byla vyrobena na pfistroji 4SPIN ve spole¢nosti Contipro a.s. Byly vyrobeny vzorky
Cistych derivatl a nasledné jejich kombinace v pomérech LHA:FHA 70:20, LHA:FHA
45:45 a LHA:FHA 20:70. Déle bych ptipraven vzorek cistého polyethylenglykolu (PEG),
ktery byl v pfedchozich vzorcich obsaZen vzdy ve zbylych 10 %.

4.1.1 Priprava vzorku LHA

Pied zvlaknovani byl pfedem pfipraveny roztok pfeveden do injekéni stiikacky o objemu 10
ml, kterd byla nasledné¢ umisténa do pfistroje, a byly nastaveny parametry vldknéni. Pro
zvlaknéni vzorku LHA bylo pouzito napéti 56 kV, davkovano bylo 350 pl/min, vzdalenost
mezi emitorem a kolektorem byla nastavena na 22 cm. Teplota vzduchu byla 21 °C a vlhkost
vzduchu v pfistroji byla udrzovana v rozmezi 12 — 22 %. Jako emitor byl zvolen typ ES5,
ktery mél 16 vystupti pro tnik vzniklych vlaken a kolektor typ C3, ktery byl nejvétsi ze
vSech typll v nabidce. Bylo nutné pouzit tyto typy kolektoru a emitoru, jelikoz bylo potieba
vyrobit velké mnoZstvi nanovlakennych vrstev. Zvlaknilo se 30 ml roztoku vzorku, aby byla

vrstva vladken dostate¢né silna. V1aknéni takového mnozstvi trvalo cca 240 minut.
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4.1.2 Priprava vzorku FHA

Ptedem pfipraveny roztok byl pfeveden do injekéni stifkacky o objemu 10 ml, kterd byla
nasledn¢ umisténa do pfistroje, a byly nastaveny parametry vlaknéni. Vyroba vzorku FHA
60 kV, davkovano bylo 130 pl/min, vzdalenost mezi emitorem a kolektorem byla nastavena
na 15 cm. Teplota vzduchu byla 24 °C a vlhkost vzduchu v pfistroji byla udrzovana
v rozmezi 5 — 10 %, jelikoz pii vyssi vlhkosti se nedafilo vlakna vyrobit. Jako emitor byl
zvolen typ E5 a kolektor C3. Zvldknilo se 30 ml roztoku vzorku. VIdknéni takového
mnozstvi trvalo 810 minut. Vzorek FHA velmi Spatné zvlaknoval, vldkna nevznikala
celistvé, trysky emitoru se pribézné stiidaly. Bylo obtizné najit optimalni podminky pro
vznik nanovlaken, nejvétsi problém predstavovala vzdusnd vlhkost, kterd v mistnosti
dosahovala az 50 %, avSak v pfistroji bylo nutné udrZovat vlhkost témé&f desetkrat nizsi
pomoci foukéni suchého vzduchu. Problém s vlhkosti mohlo také zptisobovat samotné

rozpoustédlo zvlaknovaného roztoku, jelikoz se jednalo o Cistou destilovanou vodu.

4.1.3 Priprava vzorku LHA:FHA 70:20

Jelikoz ve vzorku prevazovalo mnoZzstvi derivatu LHA, dany vzorek se choval velmi
podobné jako Cisty derivat. Z toho divodu byly nastaveny podobné podminky, které byly
vyhovujici, a nebylo nutné je dale ptili§ upravovat. Bylo nastaveno napéti 56 kV a davkovani
350 pl/min. Vzdalenost mezi emitorem E5 a kolektorem C3 byla také 22 cm. Teplota
vzduchu byla 23 °C a vzdusna vlhkost byla udrzovana v rozmezi 11 — 18 %. 30 ml roztoku

bylo zvldknéno za dobu 300 minut.

4.1.4 Priprava vzorku LHA:FHA 45:45

Druha kombinace derivati se také chovala velmi podobn¢ jako derivat LHA a mél také
podobné podminky vlaknéni. Napéti bylo nastaveno na 56 kV a davkovéni na 350 pl/min. I
vzdélenost mezi emitorem E5 a kolektorem C3 byla stejnd, tedy 22 cm. Teplota vzduchu
byla 23 °C a vzdus$na vlhkost byla udrZzovana mezi 14 az 18 %. Zvlaknit 30 ml vzorku se

povedlo béhem 270 minut.

4.1.5 Priprava vzorku LHA:FHA 20:70

Treti kombinace derivati byla podobnd cistému derivatu FHA, co se vldknéni tyce,
podminky vSak byly zvoleny tak, aby odpovidaly spiSe druhému derivatu. Diivodem byl

rozpoustédlovy systém, kde byla pouzita kombinace isopropylalkoholu s destilovanou
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vodou. Bylo opét nastaveno 56 kV a davkovani 350 ul/min. Emitor ES a kolektor C3 byly
od sebe vzdaleny 22 cm. Teplota byla 23 °C a vzdusna vlhkost se udrzovala pti 15 — 23 %.
30 ml roztoku bylo zvlaknéno za 240 minut, avSak vzorek stejné jako Cisty derivat FHA
nevlaknil celistve, trysky emitoru se stiidaly. Tento problém nebyl tak patrny jako u Cistého

derivatu, z toho diivodu vlaknéni netrvalo tak dlouho.

4.1.6 Priprava vzorku PEG

Vzorek PEG byl zvlakinovan odliSnym zptisobem od ostatnich vzorki. Byly pouzity dvé
injekent stiikacky o objemu 5 ml. Dale byl pouZit emitor E6.Jednalo se o dvé jehly typu G19
na pojizdném jezdci. Bylo nastaveno napéti 24 kV a davkovalo se 20 pl/min. Vzdalenost
mezi emitorem E6 a kolektorem C3 byla 20 cm. Teplota vzduchu byla 23 °C a vzdus$na

vlhkost stacila byt udrZzovéana v rozmezi 27 az 33 %. Doba vldknéni byla 330 minut.

4.2 Testovani nanovlakennych vrstev

Ptipravené vzorky nanovlakennych vrstev byly podrobeny nésledujici analyze.

4.2.1 Stanoveni hmotnosti

Byla stanovena hmotnost 21 ¢tverecku (pro vzorek PEG 14) o rozmérech 2x2 c¢cm na
analytickych vahach XSR205 s ptfesnosti na 5 desetinnych mist od spole¢nosti Mettler
Toledo. Ze ziskanych hodnot byla uréena primérna hmotnost a stanovena gramaz vlaken na

1 m2

4.2.2 Stanoveni tloust'’ky

Tloustka byla métena na tloustkoméru VL-50-B od spolecnosti Litematic pro 21 ¢tvereckt
daného vzorku (pro PEG 14) a byla stanovena primérna tloustka dané nanovlakenné vrstvy.
Tloustka kazdého ctverecku byla vzdy zméfena na péti mistech a vysledek byl poté
zprumérovan. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 3. Pro ovéfeni spravnosti méfeni byla také

vypoctena smérodatna odchylka a sttedni chyba praméru.

4.2.3 Stanoveni bobtnavosti

Byla zkoumana bobtnavost jednotlivych vzorkl. Testy byly provedeny na ¢tvereceich o
rozmérech 2x2 cm po dobu 1, 3, 5, 8, 24, 48 a 72 hodin. Vzorky o zndmé hmotnosti byly

zality pitnou vodou a nechaly se bobtnat pfi teploté 36 °C po urCitou dobu. Po uplynuti dané
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doby byly vzorky vyjmuty, zbavily piebyteéné vody odsatim, zvazily na analytickych
vahéch a byla zmétena jejich tloustka.
4.2.4 Rastovaci elektronova mikroskopie

Pro analyzu povrchu vzorkti byl vyuzit rastrovaci elektronovy mikroskop SEM od
spolecnosti Zeiss. Vzorky byly zkoumany pii rizném zvétSeni a pfed samotnou analyzou je
bylo nutné pokovit tenkou vodivou vrstvou zlata a palladia. Pokoveni bylo provadéno kvili
odrazu elektront pii mikroskopovani, povrch samotnych polymerti neni vodivy. Princip
rastrovaciho elektronového mikroskopu je takovy, Ze na vzorek dopadaji paprsky elektront,
které nasledné putuji po vzorku, a tim vznika vysledny obraz, ktery je pfenasen do pocitace.

4.2.5 Stanoveni priméru vlaken

Pouzitim rastrovaciho elektronového mikroskopu od spolecnosti Zeiss byly zkoumany
priméry vlaken danych vzorkd. Stanoveni bylo provadéno na tficeti mistech vzorku a poté

byl vypocten prumér danych hodnot.
4.3 Priprava biodegradac¢niho experimentu

4.3.1 Priprava minerilniho média

Pfi inkubaci slouzi mineralni médium jako zdroj prvka dilezitych pro mikroorganismy,

nikoliv vSak jako zdroj energie.

Mineralni médium bylo pfipraveno z nasledujicich roztoki:

e KH,PO, - dihydrogenfosforecnan draselny o koncentraci 9,07 g/1,

e Na,HPO, - 12H,0 - hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat o koncentraci 23,90
g/l

e C(CaCl, - 2H,0 - chlorid vapenaty dihydrat o koncentraci 1 g/l,

e Fe(NH,),(S0,), - 6H,0 - siran amonno-Zeleznaty hexahydrat o koncentraci 3 g/1,

e MgS0O, - 7H,0 - siran manganaty heptahydrat o koncentraci 10 g/I,

e Nac(l - chlorid sodny o koncentraci 50 g/1,

e NH,CI - chlorid amonny o koncentraci 30 g/l,

e Roztok stopovych prvki:
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MnSO, - 5H,0 - siran manganaty pentahydrat o koncentraci 0,043 g/1,
H;BO; - kyselina borita o koncentraci 0,057 g/1,
ZnSO, - 7H,0 - siran zine¢naty heptahydrat o koncentraci 0,043 g/1,

(NH4)gMo,0,, - 4H,0 - molybdenan amonny tetrahydrat o koncentraci
0,037 g/l

Co(NO3), - 6H,0 - dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat o koncentraci 0,025 g/1,

CuS0, - 5H,0 - siran méd’naty pentahydrat o koncentraci 0,040 g/I.

SloZeni mineralniho média:

Slozeni mineralniho média bylo nasledujici:

KH, PO, 20 ml
Na,HPO, - 12H,0 80 ml
CaCl, - 2H,0 10 ml
Fe(NH,),(S0,), - 6H,0 10 ml
MgSO, - 7H,0 10 ml
NacCl 10 ml
NH,Cl 10 ml
Roztok stopovych prvkl 2,4 ml

Veskeré uvedené roztoky bylo smichdny v odmérné barce a doplnény destilovanou vodou

na objem 1000 ml. Vzniklé mineralni médium bylo poté sterilizovano v autoklavu pfi teploté

125 °C po dobu 30 minut. Skladovano bylo v chladnici pfi teploté 4 °C.

4.3.2 Priprava inkubaci

Byly piipraveny lahve o objemu 500 ml. Lahve byly pfedem sterilizovany v autoklavu pfi

teploté 125 °C po dobu 30 minut. Do lahvi bylo nasledné ptipraveno:

15 g susiny pudy

5 g perlitu

11,4 ml mineralniho média
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e 50 mg vzorku

Perlit se pii inkubaci vyuziva k udrzovani vlhkosti a pro lepsi pfistup vzduchu v celém
objemu pudy. Bylo nutné jej dvakrat promyt vodou z vodovodu a poté jedenkrat vodou

destilovanou, nasledné byl vysuSen v troubé pfi teploté 105 °C.

Byla pouzita puda, ktera byla pieseta ptes sito s velikosti ok 2 mm a poté byla stanovena jeji

susina.

Inkubace byly piipraveny tiikrat vedle sebe pro kazdy zkoumany vzorek, 3 paralelni lahve
s praskovym PHB jako pozitivni kontrola a ¢tyfi lahve jako slepy pokus, pro sledovani
respiraéni aktivity samotné puidy. Zkoumané vzorky byly nastithany na ctverecky o
rozmérech 0,5 x 0,5 cm. Lahve se nechaly inkubovat bez ptistupu svétla pfi teploté 25 °C.

Mineralizace vzorku LHA:FHA 20:70 nebyla sledovana z diivodu nedodani materialu.

4.3.3 Stanoveni suSiny pudy

Bylo navazeno 10 g pidy na suchou, ¢istou pfedem zvazenou Petriho misku, ktera byla
prevedena do elektrické trouby, kde byla ptiida susena pfi teplot¢ 105 °C do konstantni
hmotnosti. Poté byla miska vloZena do exsikatoru, kde vychladla. Po vychladnuti byla
stanovena susina, pomoci které byl vypocitan ptidavek mineralniho média do inkubaénich

lahvi. Stanoveni bylo provedeno dvakrat vedle sebe.

6o Mpp—Mpy,
Mpmpy — My
Kde:
- S hodnota susiny pudy [%]
- mp, hmotnost prazdné Petriho misky [0]
- Mpyp hmotnost Petriho misky s pudou pied susenim [0]

- Mpypy hmotnost Petriho misky s ptidou po suSeni [0]
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4.4 Stanoveni biodegradace

Vyhodnoceni rozkladu vzorkid bylo provedeno pomoci analyzatoru plynt UGA 300, ktery
detekuje molekuly do 300 amu (atomic mass units). Byla sledovana produkce oxidu

uhli¢itého, ktery vznika jako produkt aerobni biodegradace, jako standard byl pouzit argon.

441 Méreni mineralizace vzorka

Nejprve byla provedena kalibrace samotného analyzatoru. Zde se vyuziva reakce kyseliny
chlorovodikové a hydrogenuhli¢itanu draselného. Na analytickych vahach bylo s pfesnosti
na Ctyfi desetinna mista navazeno 1,1 g hydrogenuhli¢itanu. Navazka byla kvantitativné
prevedena do odmérné baiky o objemu 100 ml, kde byla rozpusténa v destilované vodé¢, a
roztok byl doplnén po rysku. Ur€ité mnozstvi roztoku bylo pomoci automatické pipety
ptevedeno do inkubac¢nich lahvi o objemu 500 ml. Stanovovaly se koncentrace 0,00; 0,20;
0,45; 1,00; 1,50; 2,00; 3,00 a 8,00 % KHCOz. K uhli¢itanu byla pfidana zkumavka s 10 ml
kyseliny chlorovodikové o koncentraci 1 mol/l. Po Gplném uzavieni lahve byly roztoky
smichény. I pfestoze se jedné o rychlou reakci, je vhodné&jsi nechat kalibrac¢ni lahve odstat
po dobu minimalné jedné hodiny, z ditvodu lepsiho rozptyleni vzniklého CO2 po celém
objemu lahve.

Pied zac¢atkem méteni byl vyménén mikrofiltr s porozitou 0,45 pm. Plyn z inkubacnich lahvi
byl analyzovan pies septum, do kterého byla vlozena kapilarni jehla, ktera zde byla
ponechana po dobu né€kolika sekund. Tato doba byla nutna pro ustaleni méteni koncentrace
danych plynd. Naméiené koncentrace byly zobrazovany v pocitaci v programu UGA.

Po analyze byly lahve provzdu$novany pirecisténym vzduchem, ktery se do lahvi vhanél
silikonovymi trubickami a ty byly pfipojeny k cerpadlim. Provzdusnéni probihalo po dobu
minimalné dvou minut. Néasledné€ byly na lahve vraceny uzavéry se septy a vse bylo vraceno

do termostatu.

4.4.2 Vyhodnoceni namérenych dat

1. Denni produkce uhliku vyjadiend ve form¢ oxidu uhli¢itého

Mc-p V, Vst Suz
Mme =g 1000 W0 5 v
Kde:
mc mnozstvi vyprodukovaného uhliku ve formé CO- [mg]

Mc molarni hmotnost uhliku [g/mol]
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p atmosféricky tlak v dobé provzdusnovani [kPa]
R molarni plynova konstanta [m ; l-K]
T termodynamicka teplota v dob& provzdusinovani [K]

VL, plynny objem biometrické lahve [mi]

w (CO,) mnozstvi oxidu uhli¢itého v kalibra¢nim plynu [%]

Vst davkovany objem plynné faze standardu [ud]

St signal detektoru pro standard [uV - s]
Vi davkovany objem plynné faze vzorku [u]
Svz signal detektoru pro vzorek [uV - s]

2. Kumulativni produkce uhliku vyjadiena ve formé oxidu uhli¢itého

My (2) = My (1) + me(2)

Kde:

mc(2) kumulativni produkce uhliku z aktudlniho méfeni [mg]
moc(1) kumulativni produkce uhliku z ptedchoziho méfeni [mo]
mc(2) denni produkce uhliku z aktualniho méteni [mg]

3. Substratova produkce uhliku vyjadiena jako kumulativni produkce oxidu uhli¢itého

Vv inkubaénich lahvich se vzorky sniZend o produkci oxidu uhli¢itého ze slepych

vzorkd

mesy = me — @mg
Kde:
mg) substratova produkce uhliku vyjadiena jako CO2 [mg]
mc denni produkce uhliku vyjadiena jako CO2 [mg]
@mc primérna denni produkce uhliku vyjadiena jako CO2 [mg]

4. Procentudlni mineralizace uhliku z hlediska produkce oxidu uhli¢itého
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_ M)
© " m,,-TC

Kde:

D¢ procentualni mineralizace uhliku z hlediska produkce CO> [%]
m(s)c substratova produkce uhliku ve formé CO2 [mg]
mp, hmotnost testovaného materialu [mg]
TC obsah celkového uhliku v testovaném materialu [%0]

4.43 lzolace DNA

Izolace bylo provedena pomoci - komerc¢niho kitu PowerSoil DNA Isolation Kit. Byly
zkoumany vzorky po 7 dnech inkubace. Bakteridlni biomasa o hmotnosti 0,5 g byla pfidana
do PowerBead zkumavky. Obsah byl lehce promichan na vortexu.P K promichané smési
byloautomatickou pipetou nadadvkovano 60 pl roztoku Cl. Zkumavka byla promichdna
kratce obracenim dnem vzhiru ruéné a poté byl pouzit vortex na maximalni rychlost po dobu
10 minut. Z vortexu byly zkumavky pievedeny na centrifugu, kde probihalo odsttedéni pii
maximalni rychlosti 14 500 rpm po dobu 30 sekund. Po skonceni centrifugy byl veSkery
supernatant pfemistén do nové €isté zkumavky a bylo pfidano 250 pl roztoku C2. Obsah byl
kratce promichan na votexu a zkumavky byly inkubovany pfi teploté€ 4 °C po dobu 5 minut.
Nésledné byla pouzita centrifuga pfi maximalni rychlosti po dobu jedné minuty a poté byl
op¢t odsan supernatant do noveé ¢isté zkumavky, ke kterému bylo ptidano 200 pl roztoku C3.
Zkumavky byly kratce promichdny na vortexu a nechaly se inkubovat pti 4 °C po dobu 5
minut. Po 5 minutach byly zkumavky ptevedeny na centrifugu, ktera byla opét zapnuta na
maximalni rychlost na 1 minutu. 750 pl supernatantu bylo pfevedeno do cCisté nové
zkumavky. Zde bylo pfidano 1 000 ul protiepaného roztoku C4 a zkumavky byly dany na 5
sekund na vortex. Nyni se supernatant postupné pievadel skrz filtraéni zkumavky. Nejprve
byla pfevedena Cast supernatantu a zkumavka se zcentrifugovala na maximalni rychlost po
dobu 1 minuty. Poté byl odstranén zfiltrovany supernatant. Tento postup byl opakovén,
dokud nebyl zfiltrovan cely obsah zkumavky. Do filtraéni zkumavky bylo ptidano 500 pl
roztoku C5 a zkumavka byla centrifugovana po dobu 30 sekund na maximalni rychlost. Byl
odstranén supernatant a byla provedena centrifugace jest¢ jednou pii maximalni rychlosti po

dobu 5 minut. Filtracni zkumavka byla pfesunuta do nové Cisté zkumavky, do které bylo
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ptidano 50 pl roztoku C6. Zkumavky byly inkubovany pti 37 °C, poté centrifugovaly na
maximalni rychlost po dobu 30 sekund a byla odstranéna filtra¢ni zkumavka. Ve zkumavce

se nachazela izolovana DNA.

4.4.4 Méreni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla métena na spektrofotometru Infinite 200 PRO od spole¢nosti Tecan
dle pfilozeného navodu, kdy bylo na mikrotitracni desticku automatickou pipetou
nadavkovéano urcit¢é mnozstvi daného vzorku. Ten byl poté umistén do pfistroje a

nasledovalo méfeni.

445 Identifikace bunék pomoci fluorescenéniho mikroskopu

Na fluorescenénim mikroskopu BX53M byly detekovany zivé a mrtvé bunky pomoci
laboratorniho kitu LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability Kit od spole¢nosti Molecular
Probes. Kit obsahuje barvivo SYTO® 9, které slouzi ke vstupu do bakteridlni buiiky
porusenymi i neporusenymi membranami (mikroorganismy vidime pod piislusnym filtrem
zbarvené zelen€) a barvivo propidium jodid (mikroorganismy vidime pod pfislusnym filtrem
zbarvené Cerveng), ktery prostupuje pouze poSkozenymi membranami. Tato barviva patii
mezi tzv. fluorochromy, které se vazou na piislusné bunééné struktury, v tomto piipadé
DNA. Fluorochromy jsou piedevs§im organické latky, a nejcastéji heterocyklické aromatickeé
slou¢eniny (LIVE/DEAD™ Light™ Bacterial Viability Kit, for Microscopy, n.d.).

V 1 ml destilované vody bylo rozmichano 1,5 pl kazdého barviva (viz kap 4.1.6). Zkoumany
vzorek byl pifeveden na podlozni sklicko a piidala se kapka roztoku s barvivy. Roztok byl
ponechan piisobit po dobu asi 10 sekund a poté byl odsat. Ke vzorku byla nanesena kapka
destilované vody a vSe bylo ptiklopeno krycim sklickem. Pfipraveny vzorek byl umistén pod
mikroskop a nasledovalo pozorovani. Na Obrazku 15 je zobrazen piiklad vysledku

pozorovani bakterialniho konsorcia.
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Obr. 15: Vizualizace zivych a mrtvych bakterii
(LIVE/DEAD™Light™ Bacterial Viability Kit, for Microscopy, n.d.)
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vyroba nanovliken

Byly pfipraveny nanovldkenné vrstvy vSech vzorkd dle pokynt.. Podrobny postup pro

jednotlivé vzorky je popsan v nasledujicich kapitolach.

5.1.1 Vyroba nanovliaken vzorku LHA

Byl ptipraven roztok lauroyl hyaluronanu o koncentraci 3 hm. % v poméru 90 % lauroyl
hyaluronanu s 10 % polyethylenglykolu. Navazky byly rozpustény v isopropylalkoholu
s destilovanou vodou v poméru 60:40. Nejprve byl isopropylalkohol smichan s destilovanou
vodou a vzniklé rozpoustédlo bylo michano po dobu tficeti minut. Poté byly za stalého
michani do rozpoustédla pridany lauroyl hyaluronan a polyethylenglykol. Roztok byl
michan, ptipadné tfepan do uplného rozpusténi a poté byl uzavér lahve prekryt parafilmem

a uchovavan v lednici.

Vzorek lauroyl hyaluronanu se zvlakioval velice dobie a rychle. Byly také snadno nalezeny
optimalni podminky pro jeho zvlaknéni. Po ukonceni vldknéni bylo znat, ze bude mit vzorek

niz$i tloustku, nez naptiklad furanyl hyaluronan.

5.1.2 Vyroba nanovlaken vzorku FHA

Byl piipraven roztok furanyl hyaluronanu o koncentraci 6 hm. % v poméru 90 % lauroyl
hyaluronanu s 10 % polyethylenglykolu. Jako rozpoustédlo byla pro tento vzorek pouzita
destilovana voda, kdy byly za stalého michani do rozpoustédla ptidany furanyl hyaluronan
a polyethylenglykol. Roztok byl michan, pfipadné tiepan do uplného rozpusténi a poté byl

uzaver lahve prekryt parafilmem a uchovavan v lednici.

Zvléknéni furanyl hyaluronanu bylo nejvice komplikované. Vzorek vyzadoval velmi nizkou
vlhkost v pribéhu zvlakinovani, coz komplikovalo odpafujici se rozpoustédlo. JelikoZ pro
ptipravu tohoto vzorku byla pouzita pouze destilovana voda, vlhkost vzduchu v pfistroji

znaén¢ zvysovala.

Pti stfihani vzorku na ¢tvereCky o rozméru 2x2 cm se s vzorkem dobfe manipulovalo diky

jeho vysoké tloust'ce.
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5.1.3 Vyroba nanovlaken vzorku LHA:FHA 70:20

Byl ptipraven roztok prvni kombinace lauroyl a furanyl hyaluronanu o koncentraci 3 hm. %
v pomé&ru 70 % lauroyl hyaluronanu, 20 % furanyl hyaluronanu a 10 % polyethylenglykolu.
Navazky byly rozpustény Vv isopropylalkoholu s destilovanou vodou v poméru 50:50.
Nejprve byl isopropylalkohol smichdn s destilovanou vodou a vzniklé rozpoustédlo bylo
michano po dobu jedné hodiny. Poté byly za stdlého michdni do rozpoustédla postupné
pridany polyethylenglykol, lauroyl hyaluronan a furanyl hyaluronan. Roztok byl michan,
pfipadné tfepan do uplného rozpusténi a poté byl uzdvér lahve prekryt parafilmem a

uchovavan v lednici.

Vzorek se diky nadbytku lauroyl hyaluronanu choval pfi zvldkinovani velice podobné jako

Cisty derivat. Vyroba méla totozné podminky a zvlaknéni také probihalo rychle.

5.1.4 Vyroba nanovlaken vzorku LHA:FHA 45:45

Byl ptipraven roztok druhé kombinace lauroyl a furanyl hyaluronanu o koncentraci 3 hm. %
v poméru 45 % furanyl hyaluronanu, 45 % lauroyl hyaluronanu a 10 % polyethylenglykolu.
Navazky byly rozpustény v isopropylalkoholu s destilovanou vodou v poméru 50:50.
Nejprve byl isopropylalkohol smichan s destilovanou vodou a vzniklé rozpoustédlo bylo
michano po dobu jedné hodiny. Poté byly za stalého michéni do rozpoustédla postupné
pfidany polyethylenglykol, lauroyl hyaluronan a furanyl hyaluronan. Roztok byl michén,
pfipadné tfepan do Uplného rozpusténi a poté byl uzavér lahve prekryt parafilmem a

uchovavan v lednici.

Tato kombinace derivati se také zvlakiovala snadno, za stejnych podminek jako Cisty

lauroyl hyaluronan a vzorek s jeho nadbytkem.

5.1.5 Vyroba nanovlaken vzorku LHA:FHA 20:70

Byl ptipraven roztok tieti kombinace vzorki lauroyl a furanyl hyaluronanu o koncentraci 3
hm. % vpoméru 70 % furanyl hyaluronanu, 20 % lauroyl hyaluronanu a 10 %
polyethylenglykolu. Navazky byly rozpustény v isopropylalkoholu s destilovanou vodou
v poméru 50:50. Nejprve byl isopropylalkohol smichan s destilovanou vodou a vzniklé
rozpoustédlo bylo michdno po dobu jedné hodiny. Poté byly za stdlého michéni do
rozpoustédla postupné pfidany polyethylenglykol, lauroyl hyaluronan a furanyl hyaluronan.
Roztok byl michan, ptipadné tfepan do uplného rozpusténi vSech slozek a poté byl uzavér

lahve piekryt parafilmem a uchovavan v lednici.
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I pres fakt, ze ve vzorku byl nadbytek furanyl hyaluronanu, ktery se zvladknoval hlife, mél i
tento vzorek podminky zvladknéni podobné lauroyl hyaluronanu. Divodem mohl byt
rozpoustédlovy systém, kde byla pouzita kombinace isopropylalkoholu s destilovanou

vodou.

5.1.6 Vyroba nanovlaken vzorku PEG

Byl pfipraven roztok polyethylenglykolu o koncentraci 5 hm. %. Navazka byly rozpusSténa
za stalého michani v destilované vod¢. Roztok byl michan do uplného rozpusténi a poté byl
uzavér lahve prekryt parafilmem a uchovavan v lednici.

Jak jiz bylo zminéno v kap. 4.6, postup vlaknéni byl zde odlisny, avSak optimalni podminky

nebylo obtizné nalézt a proces byl pomérné rychly.
5.2 Vysledky analyzy nanovlaken

5.2.1 Stanoveni hmotnosti

Tabulka 2 ukazuje namétené hodnoty hmotnosti pro jednotlivé vzorky i jejich gramaz na 1
m?. Z hyaluronanti mél nejnizsi gramaz vzorek LHA, ktery, jak ukazuje nasledujici Tabulka
3, mél také nejmensi tloustku. Celkove pii porovnani t€chto dvou tabulek miZeme fici, Ze

hmotnost danych vzorki odpovida jejich navlaknéné tloust'ce.

Tab. 2: Primeérna gramaz a plocha jednotlivych vzorku

Oznadeni vzorku | Hmotnost | Délka (cm) | Sitka (cm) | Plocha | Plocha
(9) (cm?) | (g/m?
LHA 0,00670 2 2 4 16,75
FHA 0,00912 2 2 4 22,80
LHA:FHA 70:20 0,00815 2 2 4 20,37
LHA:FHA 45:45 0,00928 2 2 4 23,20
LHA:FHA 20:70 0,00816 2 2 4 20,41
PEG 0,00513 2 2 4 12,83

5.2.2 Stanoveni tloust’ky nanovlakenné vrstvy a priméru vliken

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi kapitole, primérnd tlouStka vzorki odpovida jejich

hmotnosti. Vysledky méteni jsou uvedeny v Tabulce 3.
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Me¢teni pruméru vlaken jednotlivych vzorku je uvedeno v Tabulce 4. Naptiklad vzorek LHA
m¢él nejveétsi prameér vlaken, mél viak nejmensi hustotu vlaken, coz ukazuje Obrazek 16 (kap.
7.2.3).

Tab. 3: Stanoveni tloustky nanovldikennych vrstev

Oznateni vaorku Primérna |Smérodatna | Stfedni chyba
tloust’ka (um) | odchylka: priméru:
LHA 114,79 25,20 7,97
FHA 187,84 19,73 6,24
LHA_FHA 70:20 146,51 15,49 4,90
LHA_FHA 45:45 164,85 22,20 7,02
LHA_FHA 20:70 119,22 11,60 3,67
PEG 67,44 10,44 3,30

Tab. 4: Stanoveni priméru vidken danych nanovlakennych vrstev

Oznateni vzorku Primérna |Smérodatna| Stfedni chyba
tloust’ka (nm) | odchylka: priaméru:
LHA 279,82 67,41 12,30
FHA 131,22 27,88 5,09
LHA_FHA 70:20 189,49 39,10 7,14
LHA_FHA 45:45 238,41 38,66 7,06
LHA_FHA 20:70 175,29 39,96 7,29
PEG 231,41 31,83 5,81

5.2.3 Vysledky mikroskopické analyzy pripravenych nanovliken

Na Obrazku 16 byly potizeny fotky z rastrovaciho elektronového mikroskopu vzorku LHA
pti zvétsenich 500x, 1 000x, 5 000x a 10 000x. Obrazek potvrzuje vysledky uvedené v
Tabulce 4, ktera uvadi, Zze vzorek LHA mél prumér vlaken nejvyssi, a to primérné 279,82
nm. Tato hodnota neméla vliv na tloustku samotnych vrstev. Hustota vlaken nebyla tolik
vysoka, jako tomu bylo u jinych vzorki.

Na Obrazku 17 byly vyobrazeny snimky vzorku FHA pfi zvétseni 500x, 1 000x, 5 000x a
10 000x. Oproti vzorku LHA (Obrazek 16) je vidét znac¢ny rozdil v priméru vlaken. Jiz od
pohledu je znat, ze jsou vlakna asi poloviéni $itky, to potvrzuje Tabulka 4, ktera uvadi

primérnou hodnotu 131,22 nm. Hustota vlaken byla vyssi nez u vzorku LHA.
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Na Obrazku 18 byly potizeny snimky vzorku LHA:FHA 70:20. Primérna Sitka vladken
tohoto vzorku byla 189,49 nm. Hustota vldken byla z kombinovanych vzorkd nejnizsi.
Dtvodem mitiZe byt vyssi obsah vzorku LHA, tudiz vzorek by mél mit podobné vlastnosti.
Snimky vzorku LHA:FHA 45:45 jsou vyobrazeny na Obrazku 19. Z kombinovanych vzorkd
m¢l tento nejvetsi primér vldken. Hustota vldken a zakrouceni pfipominala pavucinu.
Snimky posledniho kombinovaného vzorku LHA:FHA 20:70 byly |ze pozorovat na Obrazku
20. Snimky velmi pfipominaji vzorek ¢istého furanyl hyaluronanu z Obrazku 17, ktery byl
v tomto vzorku obsazen ve vy$$i mife. Pfi testech bobtnavosti se oba vzorky chovaly
prakticky totozné.

Snimky na Obrazku 21 patfily vzorku polyethylenglykolu. Pii nejmensim zvétSeni 500x

vlakna vzorku pusobi tence. Pfi maximalnim zvétSeni 10 000x je vSak patrné, ze opak je

pravdou. Diivodem miZe byt opravdu velka hustota vlaken.

{ \/ 7y E l

Obr. 16: Snimky vzorku LHA porizené na SEM pri zvetsni 500x, 1 000x, 5 000x a 10 000x
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Obr. 17: Snimky vzorku FHA porizené na SEM pri zvétsni 500x, 1 000X, 5 000x a 10 000x
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Obr. 21: Snimky vzorku PEG porizené na SEM pri zvétsni 500x, 1 000x, 5 000x a 10 000x
5.3 Biodegradace nanovlaken

5.3.1 Vysledky mineralizace

Byla zkouména mineralizace vzorkiit LHA, FHA, LHA:FHA 70:20, LHA:FHA 45:45, PEG
a PHB jako kontrola po dobu 75 dnti pfi teploté 25 °C. Rozklad probihal pomérné rychle.
Z toho ditvodu bylo nutné téméi po kazdém méteni lahve se vzorky provzdusnit, aby bylo

mikroorganismiim dodan kyslik. Celkovy pritbéh mineralizace vyobrazuje Obrazek 22.

Mineralizace vzorku lauroyl hyaluronanu probihala v prvnim mésici experimentu pomérné
linearné a jiz po 29 dnech piesdhla 50 %. Po ctyficeti dnech od zahdjeni pokusu rozklad
mirn¢ zpomalil. I pfes tento fakt byl tento vzorek rozlozen nejvice ze vSech. Na konci
experimentu bylo dosazeno rozkladu z 83 %. Na rychlost biodegradace mohla mit vliv nizsi
hustota vlaken vzorku. LHA byl pravdépodobné zcela degradovan, jelikoz degradace
dosahla 84 %, ve vzorku se nachazelo 90 % LHA a 10 % PEG.

U vzorku furanyl hyaluronanu byl pocatek mineralizace nejvice prudky. Jiz po Sesti dnech
byl zmineralizovan z 33 %. Poté byl rozklad jiz pozvolny, doslo k poklesu nartistu procent

mineralizace. Od devatenactého dne byl rust mineralizace jiz nizky S kone¢nou hodnotou
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58 %. Tento derivat nebyl tedy na konci experimentu zcela degradovan. Na zacatku byly
pravdépodobné degradovany c¢asti tfetézce, které 1épe podléhaly abiotické hydrolyze a
biodegradaci. Cast fetézce FHA byla ziejmé v daném &asovém intervalu rozloZena

(STLOUKAL, 2015).

Mineralizace prvniho kombinovaného vzorku hyaluronant v poméru LHA:FHA 70:20 byla
také témef linearni do az do 39. dne, kdy byl vzorek zmineralizovan ze 46 %. Od tohoto dne
jiz doslo k vyraznému poklesu mineralizace s kone¢nou hodnotou 52 %. U tohoto vzorku
doslo z neznamého diivodu k velkému rozptylu hodnot u jednotlivych méfeni. Jedno méteni

bylo nutné vyfadit z experimentu z divodu zna¢né odlisnych hodnot.

Mineralizace druhého kombinovaného vzorku v poméru LHA:FHA 45:45 byla velmi
podobna ptedchozimu vzorku. Pribéh mineralizace byl témét totozny a na konci

experimentu byla dosaZena hodnota mineralizace také 52 %.

Zajimavym zjisténim je to, ze nebyl pozorovan pozitivni vliv vétsiho ptidavku LHA na

rychlost biodegradace smésnych vzorkii LHA a FHA.

Mineralizace ¢istého polyethylenglykolu byla velmi pozvolna. Nejdiive doslo
pravdépodobné k rozkladu nizkomolekularnich ¢asti fetézce. Po 39 dnech byla uz degradace
materialu minimalni. Kone¢na hodnota mineralizace se zastavila na 8 %. Na biodegradaci
PEG ma znac¢ny vliv teplota. Vyvoj mineralizace souhlasi napf. se studii Abdalla a kol., ktefi
sledovali mineralizaci v tropické pudé pii 25 °C. Nartust mineralizace v této studii byl také

pozorovan na zacatku inkubace a poté doslo k vyraznému zpomaleni (ABDALLA, 2005).

Kontrolni vzorek polyhydroxybutyratu ve formé praSku mél pribéh mineralizace podobny
jako vzorek lauroyl hyaluronanu. Zakiiveny piimky nastalo také 39. den pokusu. Na konci

méfeni se hodnota zastavila na 81 % mineralizace.

Molekulova hmotnost ma vliv na rychlost degradace hyaluronové kyseliny, proto lze

predpokladat také vliv na rychlost degradace jejich derivati (SNETKOV, 2020).

Z trendu ktivek v grafu mineralizace lze predpokladat, ze K rapidni biodegradaci derivati
HA doslo v prvnich 40 dnech. Kiivky kopiruji trend vyvoje mineralizace vzorku ¢istého
PEG. Lze se proto domnivat, Ze PEG m¢l na rychlost biodegradace ve smési s derivaty HA

viiv.
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Obr. 22: Pritbeh mineralizace analyzovanych vzorkii

5.3.2 Vysledky izolace DNA

Po izolaci DNA ze vzorkid byla stanovena jeji koncentrace po 7 dnech inkubace.
Koncentrace byla stanovena piedevsim proto, aby bylo potvrzeno, Ze se ze vzorkl a z pidy
podafilo izolovat DNA. Izolovana DNA bude pouZita pro dalsi analyzu, kterd jiZ neni
predmétem DP. Béhem izolace byla ziskdna DNA od vSech ptfitomnych mikroorganismii —
zivych, mrtvych i subletalné poskozenych. Vysledky stanoveni jsou uvedeny v Tabulce 5.
Nejvyssi hodnoty koncentrace mikrobidlni DNA byly naméfeny ve vzorcich furanyl
hyaluronanu a polyethylenglykolu, u nichz byl pro analyzu odebran vzorek puidy o hmotnosti
0,5 g z inkubacni lahve, jelikoZ nebylo mozné odebrat samotny analyzovany vzorek. Tyto
vzorky byly totiz oba v pudé obtizné viditelné. Mnozstvi vzorku pro izolaci DNA tak bylo

vyrazné vyssi nez pii izolaci piimo z filmu.
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Teoreticky plati, Ze ¢im vyssi je koncentrace DNA, tim vice mikroorganisma se muselo
vyskytovat ve vzorku. Rozdily mezi jednotlivymi vzorky byly velmi malé. Nelze tedy
usoudit, zda se v inkubacich, ve kterych byly rychleji degradované materialy, vyskytovalo
vice mikroorganismu. Vzhledem k tomu, Ze vzorky bylo mozno odebrat pouze v prvnich
dnech experimentu, nemusely byt degradacni mikroorganismy je$t¢ pomnoZeny a

biodegradace mohla byt zptlisobena spise abiotickymi faktory.

Tab. 5: Koncentrace DNA mikroorganismii

obsazenych v analyzovanych vzorcich

Koncentrace
Vzorek DNA (ng/pl)
LHA 7,5
FHA 137,4
LHA:FHA 70:20 15,9
LHA:FHA 45:45 14,6
PEG 140,9

5.3.3 Vysledky fluorescenéni mikroskopie

K identifikaci byl pouzit fluorescen¢ni mikroskop typu BX53M od spole¢nosti Olympus. S
filmy se po vytaZeni z inkubac¢nich lahvi velmi $patné¢ manipulovalo, jelikoz byly obaleny
pudou a mély tendenci se rozpadat pii snaze 0 odstranéni prebytecné pudy. Timto bylo
pozorovani zna¢né ztizeno. Vzorek FHA nebylo mozno po vice nez 3 dnech z inkubaci
odebrat. Vzhledem k rychlosti degradace na pocatku je pravdépodobné, ze v prvnich dnech
probihal rozklad ptfedev§im pomoci abiotické hydrolyzy. Stim souhlasi i vysledky
pozorovani pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Povrch vzorkl nebyl pokryt mikrobialnim
biofilmem, vyskytovaly se zde predev§im jednotlivé bakterialni kolonie. Na povrchu, ktery
obsahoval LHA:FHA v poméru 45:45 byl pozorovan nejvétsi vyskyt mikroorganismd. To
mohlo byt zpisobeno tim, Ze povrch vzorku byl vhodny pro adhezi mikroorganismui. Vzorky
FHA a PEG byly v ptid¢ obtizn¢ dohledatelné, ostatni vzorky v piidé zna¢né zmensily svou
plochu a byly lehce obaleny piidou. Mikroorganismy jsou na obrazcich oznaceny modre.
Zelené a Cervené skvrny byly zptisobeny autofluorescenci vzorku. Barvivo mohlo byt také
absorbovano do prasklin a trhlin v materialu (KIJICHAVENGKUL, 2010). Na obrazcich lze
pozorovat nariist mnozstvi mikroorganismt v pribéhu inkubace.

Vysledky pozorovani jsou vyobrazeny na Obrazcich 23 — 26.
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Obr. 23: Snimky vzorku LHA na fluorescencnim mikroskopu po 1, 3, 5 a 7 dnech

mineralizace. Zvétseno 200x.

Magnification: 20 x Magpnification: 20 x

Obr. 24: Snimky vzorku FHA na fluorescencnim mikroskopu po 1 a 3 dnech mineralizace
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Obr. 25: Snimky vzorku LHA:FHA 70:20 na fluorescencnim mikroskopu po 1, 3, 5a 7

dnech mineralizace
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Magnification: 20 x Magpnification: 20 x

Obr. 26: Snimky vzorku LHA:FHA 45:45 na fluorescencnim mikroskopu po 1, 3, 5a 7

dnech mineralizace. Zvétseni 200x. Mikroorganismy jsou patrné jako zelené retizky

(vldkna) a jednotlivé kolonie.
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ZAVER
Tato diplomova prace se zabyvala pfipravou nanovldkennych vrstev derivata kyseliny
hyaluronové metodou elektrospinning a naslednou biodegradaci téchto vzork v puade.

Zvoleny byly derivaty lauroyl hyaluronan (LHA) a furanyl hyaluronan (FHA). Byly také

zkoumany vzajemné kombinace téchto derivata.

Byly pfipraveny polymerni roztoky vzorkt rozpusténim derivata s polyethylenglykolem
Vv rozpoustédle. Pfi samotném zvldknovani byly hledany vhodné podminky procesu.
Vzdus$na vlhkost byla udrzovana v rozmezi od 5 % do 20 % v zéavislosti na daném vzorku.
Pfi zvlaknovani bylo také nutné vysoké napéti. To bylo nastaveno v rozmezi 56 — 60 kV.
Vzdalenost mezi emitorem a kolektorem byla 15 — 22 c¢cm a teplota v laboratotfi byla do
25 °C.

Ptipravené nanovlakenné vrstvy se poté podrobily analyze. Byla zkoumana jejich tloustka,
gramaz, bobtnavost a pruméry vlaken. Tloustka materidlti se pohybovala od 110 do 190 um

s gramézi od 16 do 24 g/m?. Tloustka vlaken byla od 130 do 280 nm.

Biodegradabilita vyrobenych vzorkiu byla zkoumana v pudé pii 25 °C. Vzorek LHA se
ukazal jako velmi dobfe rozlozitelny. Na konci experimentu bylo u néj dosazeno rozkladu
83 %. Rozklad vzorku FHA probihal prvni tyden velmi prudce a poté proces zpomalil, az
byl poté narGst téméf minimalni. Vysledné byl rozlozen z58 %. Mineralizace
kombinovaného vzorku LHA:FHA 70:20 byla stejné jako ¢istého LHA z pocatku téméft
linearni. Byl v8ak rozlozen pouze z 52 %. Biodegradace druhého kombinovaného derivatu
LHA:FHA 45:45 méla v podstaté totozny prubéh, dokonce se stejnym vysledkem. Pouzity
pomér LHA a FHA neni pro rychlost biodegradace urcujici,smichani derivati zna¢n¢ snizuje
rychlost biodegradace oproti ¢istému LHA. U vzorku polyethylenglykolu byla mineralizace
velmi pozvolna. Divodem mohou byt alkoholové skupiny, které jsou distribuovany
v makromolekularnim prostoru. Tato konformace mtze zptisobovat potize, kdyz je na konce
cilen enzymaticky utok (KAwAl, 2001). Pii ukonéeni experimentu byl rozlozen z 8 %. Jako
kontrola experimentu byl pouZit vzorek PHB, jehoZ prib¢h mineralizace byl velmi podobny

vzorku LHA. Jeho hodnota mineralizace se zastavila na 81 %.

Vzorky byly také pozorovany pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu. Bylo zde
vypozorovano, ze vzorek LHA mél nejvyssi primér vldken, ale malou hustotu. To mtze byt

jednim z divodl jeho rychlého rozkladu. Rozklad ostatnich vzorkl (kromé PEG) byl ptes
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50 % a hustota vSech byla zna¢né vyssi, coz by potvrzovalo domnénku, ze mé hustota vldken

vliv na jejich rozklad.

K pozorovani mikroorganismiibyl pouzit fluorescencni mikroskop, pomoci kterého byly
detekovany zivé i mrtvé bunky na vzorcich v prubéhu mineralizace. Vzorky byly
pravdépodobné v prvni fazi inkubace degradovany ptisobenim abiotickych faktort, jelikoz

na jejich povrchu byly v prvnich dnech pozorovany pouze samostatné mikrobialni kolonie.

Byla také izolovana DNA a zmétena jeji koncentrace. DNA bude vyuzita pro dal$i analyzy.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HA  Kyselina hyaluronova

LHA Lauroyl hyaluronan

FHA Furanyl hyaluronan

PEG Polyethylenglykol

PEO Polyethylenoxid

POE Polyoxyethylen

PHB Polyhydroxybutyrat

DNA Deoxyribonukleova kyselina

UV  ultrafialové zareni

SEM Rastovaci elektronovy mikroskop

OZ  Odstredivé zvlaknovani nanovlaken
EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
BDDE 1,4-butandiol diglycidylether

MPEG Methylether polyethylenglykol

ISO  Mezindrodni organizace pro normalizaci

CEN Evropsky vybor pro normalizaci
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