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ABSTRAKT

Cilem mé bakalgké prace bylo fipravit nanovlakennou vrstvu s obsahem aditiv a
kvantitativre stanovit obsah barviva v zavislosti na pH. Nanket@é vrstvy s aditivy byly
piipravovany metodou elektrostatického zwékani. Analyza obsahu aditiv ve vzorcich byla
provedena pomoci UV-VIS spektrofotometrie. Konkéétrse jednalo o erytrozin,
eriochromovowen, riboflavin a brilantni mofl Kazdé z&chto barviv ma jinou chemickou
strukturu i ndboj. Hodnota pH byla definovana wiigpufri, jmenovit acetatového pufru
o pH 5, fosfatového pufru o pH 7,4 a dftknového pufru o pH 10. U erytrozinu a
eriochromovécerni byl vyzkum roz§en o studium vlivu iontové sily na kvantitativni
stanovenidchto barviv.

Bylo zjiStno, Ze mnozZstvi stanoveného aditiva zavisi na pH iontové sile. U kazdého
aditiva je vSak tato zavislost jina, coz potvrzpijedpoklad vlivu chemické struktury a naboje
na interakci s polymery a pouzitymi pufryieBnost vyhodnoceni je ovligma i zpisobem
zpracovani dat.

ABSTRACT

The object of my thesis was to prepare a nanofdgr with dye additives and to quantify
the additive content in dependence on pH. The nlagolayers with additives were prepared
by means of electrospinning. The analysis of thditeid content in samples was performed
by UV-VIS spectrophotometry. Concretely Erythrosiigiochrome Black, Riboflavin and
Brilliant Blue were analysed. Each of this coloes ldifferent chemical structure and charge.
The pH was defined by use of buffers, namely aeematffer (pH 5), phosphate buffer
(pH 7,4) and carbonate buffer (pH 10). For Erythmesand Eriochrome Black the research
was extended to study the effect of ionic strergththe quantitative determination of these
dyes.

It was found that the quantity of the determineditnee depends on the pH and also on
the ionic strength. However, this dependency isetbht for each additive. This confirms
the assumption of influenced chemical structure @matge by interaction with polymers and
buffers used in this experiment. The accuracy alwation is influenced by the way of data
processing.
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1 UVOD

Nanovlakna maiji velky potencial pro pouZiti ve zdraictvi. | proto jsou fednttem z4jmu
mnoha ¥deckych tyni. Vlakna mohou byt pouZzita jako nésiprofizené uvailovani I€iv,
kryty ran, ultra jemné filtry nebo nejmvuéné materialy.

Pro vyrobu nanovlaken pro aplikace vitkgém inZenyrstvi jiz bylo pouzito mnoho
syntetickych i pirodnich polymel. Ze syntetickych jmenujme nappoly(e-kaprolakton),
poly(mlé&nou kyselinu), poly(glykolovou kyselinu) a poly(vialkohol), z biopolymei naf.
kolagen, Zelatinu a chitosan. Tyto polymery takéhmo byt vzajem& kombinovany
za (telem zlepSeni biokompatibility a mechanickych wiasti nanovlaken z nich
pripravenych[1] nebo k nim mohou bytiana nejiizr¢jSi aditiva. Tato aditiva vS8ak mohou
v zavislosti na své strukte mizré interagovat s pouzitymi polymery a Yipadt jejich
nasledného rozpusti také s rozpoudtlly a pufry. Interakce pak mohou ovlivnit mnoZzstvi
uvolnéného aditiva z rozpudté nanovlakenné vrstvy (release). DalSimi faktatywaujicimi
release mohou byt krafrsloZzeni srési také vlastnosti pouZzitych polyniefthydrofobicita,
naboj), chemické a fyzikalni vlastnosti pouzityafiti&, vlastnosti prosedi — pH, teplota,
iontova sila, apod. V této bak#d&é praci jsem se zaiila navliv pH a iontové sily
prostedi.

Jestlize se nam potiapopsat zavislost mnozstvi stanoveného barvivgphaa chovani
téchto barviv ve zkoumanych vzorcich, mohla by bytudoucnosti tato barviva nahrazena
nagiklad I&ivymi latkami. Nanovldkenné vrstvy s obsahetohto I&€ivych latek by pak
mohly byt pouzity jako kryty ran.iPhojeni rany vznikaji volné radikaly, které jsoysklé.
Proto by mohlo byt velmi uziteé najit I€ivo, které se bude v kyselém piiesti dole
uvoliovat z dané nanovlakenné vrstvy. DalSi oblasti iyl% také mohla byt tzv. sucha
kosmetika, kdy se nanovlakenna vrstva s obsahemedtosky aktivni latky piklada na Kzi a
rozpousti se na ni. Lidskdie ma pH v rozmezi 4 — 6. Proto by i zde bylo vigodauzit tu
|é¢ivou latku, ktera se bude nejlépe wmlat v mirg kyselém progedi.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Elektrospinning

Nanovldkna mohou bytipravena Bkolika metodami — taZeni, melt-blowing, self-asshmb
aj. NejrozSfergjSi metodou je elektrospinning (zvigdvani v elektrostatickém poli).
Podstatou elektrospinningu je vyteai elektrickeho pole mezi uzesmym kolektorem
(skéracem) a pozitived nabitym emitorem napémym polymernim roztokem. KdyzZ je
elektrostaticky naboj vySSi nez povrchové dtapolymerniho roztoku na vrcholu emitoru,
vznikne proud polymeru. Vytazené vlakno se naéckstkolektoru dlouzi a &bi, pricemz
dochazi k velkému néstu povrchu, ktery je spojen s vypaanim rozpoustlel.
Pfi vhodném uspiadani trysky a kolektoru a spravné wolbozpoustdel pak dopadaji
na kolektor jiz sucha vlakna, ktera maji submiknanooznéry a ktera mohou byt sbirana
v riznych orientacich a vytvét tak struktury s unikatni skladbou a mechanickymi
vlastnostmi?2].

2.2 4SPIN®

4SPIN® C4S LAB1 je stolni Z&eni slouzici prav k pripraw nanoviaken z roztak
polymeii metodou elektrospinningu. Jako prvni uifigez vytv&et nanovlakna nejen
z béznych (syntetickych) materigl ale také z irodnich polymek — nagiklad kyseliny
hyaluronové. Hstroj je vybaverfadou elektrod — kolektaéra emitofi. Dle typu zvoleného
kolektoru pak lze vytvé@t nahodné i pravidelné nanovlakenné vrstvyazaym stupsm
uspdadani. Tento princip je moZzné kombinovat také sonmi elektroblowingu (zlepSeni
efektivity pomoci proughi vzduchu) nebo elektrosprayingu (produkce namikrocastic
namisto nanovlaken]3]. Obrazek 1 je fotografii 4SPINu, naémz byly vyrobeny
nanovlakenné vrstvy pi@bné pro réreni bakaléské préace.



Obrazek 1: Fotografie fistroje 4SPIN®.

2.3 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (HA; také hyaluronan) je é&eenym girodre se vyskytujicim
polysacharidem tu@nym opakujicimi se disacharidovymi jednotkami, jgdu slozeny $-
1,4-D-glukuronové kyseliny 8-1,3N-acetyl-D-glukosaminu. Hyaluronan je hlavni sloZzkou
extracelularni matrix ve zralych tkanich, jako hagklivec lidského oka, synovialni tekutina
klouby a vajéniky. NejwtSi mnoZstvi hyaluronanu je obsaZeno v kozni tk&de je
piitomen jak v dermis tak epidermis. Diky své biokaiglit¢ a biodegradabikit se HA a
jeji derivaty hojg vyuziva ve spoustbiolékaskych aplikaci (tkéoveé inzenyrstvi, hojeni ran,
cilend distribuce biologicky aktivnich latek ajHA jiz byla Usg@sné elektrostaticky
zvlakrena ve smisi s Zelatinou, polyethylenoxidem a kolageridib, 6, 7].

Obecrt je velmi €Zké elektrostaticky zvlaknit vodné roztoky HA. Mold hmotnost
piirodni HA se pohybuje ¥adech milioi. Klicovymi faktory, které znesnadji
elektrostatické zvlatovani roztok HA, jsou neobyejné vysoka viskozita a povrchové riip
téchto roztok [4].

Li a kol. ve svéntlanku konstatoval, Ze dalSim negativnim faktoremyjsoka schopnost
hyaluronanu zadrZovat vodu. Taube zpfisobovat nedostateé odpéeni rozpousidla
v pribéhu elektrospinningu vedouci ke spajeni viaken nlaktoru. Autoii zabranili tomuto
splyvani pouzitim vodného roztoku ethanolu jakoektdru. Vodivé spojeni bylo zaj&to
uzemrénou hlinikovou folii pontenou do ethanolu. Ethanol byl vtomto experimeiatket



souwasti rozpousdla se zamrem snizit povrchové ndp vidknéného roztoku a zvysit
rychlost odp#ovani rozpousdla. HA byla rozpu$ha ve smsi vody a ethanolu
v objemovém porru 9:1. Rizvlaknovani tohoto roztoku ale vznikalo mnoZstvi
koralkovitych struktur, které nebylo mozno peéttazménou nagti ani vzdalenosti trysky
od kolektoru[4].

Zmirgny clanek déle popisoval vysledky vidkmi hyaluronanu sodného (o Gpmérné
relativni molekulové hmotnosM,, = 2 mil. g/mol) a smsi hyaluronanu a Zelatiny. V obou
piipadech byla jako rozpoustio pouzita srés N,N-dimethylformamidu (DMF) a vody. Bylo
ZjiSténo, Ze povrchové n&p a vodivost roztok HA klesaly s rostoucim obsahem DMF.
S poklesem povrchového rdippak doSlo ke zlepSeni v procesu zvldkani a k vymizeni
koréalkovych defekt. Piméry vyrobenych viaken HA rostly s rostouci konceotr®MF.
Duvodem pro pouZiti Zelatiny byla snaha o zlepSemaagvatelnosti elektrospinningem a
také snaha o dodani bilkovinného charakteru vyslean produktu. Rmmér vyrobenych
nanovldken se pohyboval v rozmezi 190 — 500 nnos®ucim obsahem Zelatiny saimper
vlaken zvySoval a zéroiieklesalo povrchové néfi a vodivost vidkiného roztoky4].

O tii roky pozdiji na tentoc¢lanek volré navazal Xu a kol.. Ten se pokusil zabranit
rychlému rozkladu nanovldkennych membran z HA veévpouzitim chemického cross-
linkingu. HodnotaM,, vlaknéné HA byla 2 miliony g/mol. Jakot&ivacicinidlo byl pouzit 1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydroohid (EDC) a sms EDC a N-
hydroxysukcinimidu (NHS). Roztoky obsahujici defiaoé mnozstvi HA a Zelatiny byly
zvlakrény. Poté byly vyrobené nanovldkenné membrany fmmo na 24 hodin
do crosslinkingového média (roztoku EDC, resp. BIi¥3). Po nasledném promyti a
vysuSeni byly zkoumany jejich vlastnosti. U vyropem ultratenkych membran z HA nebylo
pozorovano vyznamné zvySeni ¥odolnosti. Tyto membrany vykazovalytgi stabilitu
ve vo& nez ve fosfatovem pufrovaném fyziologickém rozto@BS). Degradai c¢as
membran v PBS byl mensi nez 1 den. U membran vysaiteze srssi HA a Zelatiny se vSak
degradani ¢cas podstathzvysSil diky vytvaeni vazeb CO-NH. S rostoucim obsahem Zelatiny
se zvySovala stabilita membran v PBS. Diky tétaéeri by mohly byt vyr&my membrany
pro biomedicinské aplikace, jejichz degr&uacasy by byly upravovany podle peby.
Vysledky in vitro testi ukdzaly, Zze membrany z HA a Zelatiny vykazovalybroo
Zivotaschopnost bk a specifickou bustnou adherendb].

Ve studii, kterou vydal Liu a kol. byl zkouman vipouZzitého rozpou&tlla na schopnost
elektrostatického zvldkmi kyseliny hyaluronové (sM, =1 mil. g/mol) a dale vliv
elektrického pole mezi tryskou a kolektorem na déld jejich nabitych vldken. Jako
rozpoustdlo byla vtomto vyzkumu pouzZita destilovand vodeyselina mravedi,
dimethylformamid (DMF) a jejich kombinace (konkrétrsmés voda/kys. mravei,
voda/DMF, kyselina mraveéilDMF a voda/kyselina mraveéiDMF). Obrazek 2 znéazauje
strukturu HA po rozpushi ve vod a ve snisi vody a kyseliny mravein[6].
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Obrazek 1: Schématické znazéwhstruktury (a) HA, (b) HA rozpu&té v destilované vedc
(c) HA rozpusdiné ve sisi vody a kyseliny mravein[6].

Pridanim kyseliny mraveifi do roztoku do wuiité miry vzrostla jeho viskozita (vidledku
ruSeni vodikovych vazeb mezi jednotlivymi molekuladA a vytvd&enim novych vazeb
s kyselinou mraveti), iontova koncentrace i vodivost. Déale bylo zji&, Zze DMF nize
vyrazre snizit povrchové nagpi a vodivost. Diky redukovanému povrchovémudiapak Ize
pozorovat tvorbu proudu kapaliny s relativmizkou hustotou povrchového néaboje. Trvaly a
stdly proud polymeru byl v pbéhu elektrospinningu pozorovan pouzdi pouZziti
rozpoustdla obsahujiciho vodu, kyselinu mragenDMF. ZajiS€nim optimalnich podminek
pak byla vyrobena nanovlakna siprnou tlou¥kou mensi nez 100 nff].

Krom¢ porovnavani rozpoufdel se zmitina studie zabyvala také vlivem koncentrace HA
na proces elektrospinningu. Bylyipraveny roztoky o koncentraci hyaluronanu 0,6; 1 a
1,2 hm. % s rozpouddlem voda/kys. mraveéiDMF v hmotnostnich po#mech 25/50/25.
Pri zvlakinovani pak byly proudy roztdk spojité @i vSech ¥chto koncentracich. Roztok
obsahujici 1 hm. % hyaluronanu vSak udrzoval teptgity proud nejdél§s].

Hyaluronan ve form elektrostaticky zvlakénych membran dosud nebyl zcela zuzitkovan.
Mnozstvi ¥deckych skupin se pokouSelo zlepSit zpracovatelddselektrospinningem nédp
kombinaci #iznych rozpougdel, vyfukovanim horkého proudu vzduchu (elektrabia)
pii zvlakiovani a smiSenim HA s jinymi polymery. Nevyhodoualoyonanu je jeho
rozpustnost ve vad Abychom dostali materiél staly i ve vodnich podkdich je nezbytné
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HA (fyzikalné¢ nebo chemicky) sovat. Ve ¥tSin¢ pokusi pak bylo toto giovani provadno
ve druhém kroku, po zvlakni HA [7].

V roce 2013 publikoval Arnal-Pastor a kalanek, ktery se zabyval vyvojem nového
jednokrokového postupu vyroby ve woderozpustnych membran z HA. Roztok hyaluronanu
(o My =1,5-1,8mil. g/mol) byl spojen s roztokem digsulfonu v hydroxidu sodném,
jakozto sfovacihoginidla. i samotném elektrospinningu pak byl pouZit §gitoud horkého
vzduchu. Membrany ziskané touto metodou bytipravené k pouZziti v buiné kultue
bez poteby dalSich o3&ni. Tato technika umagje ziskat velmi tenké membrany
(i v nabobtnalém stavu), které jsou stabilni vé&tm/ém pufrovaném fyziologickém roztoku
(PBS) po dobu alespo28 dni. Nanovldkna HA byla ukladdana naepem pipravené
membrany z elektrostaticky zvlakmé poly(L-mI&€né kyseliny) (PLLA) za &elem ziskani
trvale spojenych dvouvrstvych membran s jednownstrdnydrofobni filnavou (adherentni) a
druhou hydrofilni nefilnavou. Tyto dvouvrstvé membrany z HA a PLLA mohoit vyuZity
nag. v aplikacich usilujicich o transplantaci Bkma povrchu tkani a o ochranichto burgk
pied vlivy prostedi. Strana ti@na nanovldkny PLLA podporuje uchyceni &s8i burk a
muze tak byt pouZzita jako jejich zasobarna. Naopednst HA brani adhezi bgk a tim nap.
muze zabranit poopetaim shstim. Piimérna tlou$ka dvouvrstvych membran, zde
ziskanych po 10 minutach elektrolytického poviékami PLLA a 60 minutach pro HA, byla
235 + 40um. Tato tlouska je vSak zavisla na délce trvani elektrospinnifigu

2.4 Polyethylenoxid (PEO)

Polyethylenoxid (také polyethylenglykol) je syntédy biokompatibilni netoxicky polyether,
ktery je snadno dostupny v Sirokém rozmezi molekidb hmotnosti. Jeho vzorec je
znazorgn na obrazku 3. Materidly s molekulovou hmotnosti 0 000 jsou obvykle
ozna&ovany jako polyethylenglykoly, materialy s vysSi letlalovou hmotnosti pak jako
polyethylenoxidy. Tento polymer je rozpustny ve &ads organickych rozpou&tllech[8].
Polyethylenoxid je pak uZivan jako nosny polyméi wlaknéni kyseliny hyaluronové
s vysokou i nizkou molekulovou hmotnosti.

° O
H H
n
Obréazek 3: Vzorec polyethylenoxidu

2.5 Aditiva

2.5.1 Erytrozin

Erytrozin pati mezi xanthanova barviva. Ma si& fotodynamické vlastnosti. Jeho
hydrofilita je vSak pi¢inou nizké afinity k bu&nym membrandm. Porigani alkylového
substituentu na karboxylovou skupinu dojde kvygvo esteru a dalSimu zvySeni
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hydrofobicity [9]. Na obrazku 4 je znaza¥n vzorec erytrozinu B a jeho esterovych defivat
V naSem pipact byl uzivan nesubstituovany erytrozin.

ERY: X = H
ERYMET: X = CH,
ERYBUT: X = (CH,);-CH,

ERYDEC: X = (CH,),-CH,

Obrazek 4: Struktura erytrozinu B a jeho esterowjetivati.

2.5.2 Eriochromova ¢eri

Eriochromov&em T je pouzivana na barveni hedvabi, viny a nyl@ale je pouzivana jako
indikadtor @i komplexometrickych titracich pro stanoveni vapggola, hdecnatych a
zinetnatych iond a pro biologické barveni. Tato latka je nebéngea také jeji degradiai
produkty, jako nap naftochinon, jsou karcinogen|iio].

Eriochromovacem T je zndmym Kkolorimetrickym reagentem. Ma dva zowiatelné
vodikové atomy ve fenolickych skupinach a jeji abgt mohou mit v zavislosti na pH
prostedi ti raznd zbarveni. V prosdi o pH nizSim neZ 6 je roztok eriochromase¥ni
fialovy, v rozmezi pH od 8 do 12 je modry & pH vySSim neZz 13 ma zbarveni oranZové
[11].

i OO
NO

SO;Na

Obrazek 5: Vzorec eriochromoveérni T[12].

2.5.3 Riboflavin

Riboflavin je platny nazev pro 6,7-dimethyl-10-(D+ibityl)isoalloxazin znamy také jako
vitamin B, laktoflavin, hepatoflavin, ovoflavin nebo vitam@ V prirodk se vyskytuje jako
vitamin, 5 -fosfat (flavinmononukleotid) nebo 5 essindifosfat (flavinadenindinukleotid)
[13]. Vzorec riboflavinu je znazoén na obrazku 6.
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Obréazek 6: Vzorec riboflavind 3].

Riboflavin je netoxicky, nealergenni, ve odlal® rozpustny, neni drahy a ochdétese
vsttebava p oralnim podani. Z&ta je vyluwiovan v mai. V té pak nmize byt kvantitativa
stanovovan rienim fluorescencgl4]. Riboflavin je citlivy na s¥tlo. Jeho stabilita roste
s klesajicim pH15]. Pokusné vzorky s obsahem riboflavinu by prokdy byt uchovavany
v chladu a ve té[14].

2.5.4 Brilantni mod¥r

Brilantni mod pati mezi trifenylmethanova barviva. Jejich intenzija zpisobena
konjugovanym systémem jednoduchych a dvojnych vazely je patrny také na obrazku 7.
Tato barviva jsou velmi stadla nase a pouzivaji se pro vyrobu tisktych barev a
v textilnim ptimyslu na barveni tkanifil6]. Brilantni mod je také oblibenym barvivem
pouzivanym pro detekci protdimpii gelové elektroforézgl7].

Zbarveni brilantni mad se n&éni v zavislosti na pH jejiho roztoku. Brilantni nfotha
¢ervenou barvu s abs@mm maximem f vinové délce 470 nm a nizSich hodnotach pH.
Pfi pH 1 je barvivo zelené s abséndm maximem fi 620 nm. Bi pH vétSim nez 2 je pak
toto barvivo jasé modré s maximemip595 nm[16].

4

&
HN‘@*O/_

Obrazek 7: Vzorec brilantni méd216].

2
n 0
@ﬂa a
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2.6 UV-VIS stanoveni aditiv

Absorpce v ultrafialové (UV) a viditelné (VIS§asti spektra koresponduje iephody
mezi energetickymi hladinami a poskytuje u&iteu analytickou informaci o organickych i
anorganickych vzorcich[18]. M¢éfenim absorgnich spekter lze ziskat kvalitativni i
kvantitativni informace o analytu obsazenémdieném roztoku.

i 3 GO RO 1 1y 1y o | {1 8 1 i [l W il 1 i 8
g 1 1 1 1 1 L 1 | 1 1 1 1 1 1 |
- Tadio WU | Y- .. Yentgenove zifeni
TV &
Indkreviny 5 UL ——lmem 1

I i ! I L I i ! L) L I 1 ]
i 1?10 10t 0™ 10% 0™ 1B 0™ 107 10* 10® w® 1t

400 s00 a00 T00 — T
Obrazek 8: Spektrum elektromagnetickéher§19].

Ultrafialova a viditeln&ast elektromagnetického spektra (obrdzek 8) seazachoblasti
vinovych délek gblizn¢ od 200 do 800 nm, z toho v rozmezi vinovych dédekelikosti
380 — 780 nm se nachazi viditek#st spektrdl8]. Latky, které absorbuji ve VIS oblasti, se
jevi jako barevné. Jestlize totiz na danou latkap(nroztok riboflavinu) dopadne paprsek
bileho s¥tla, latka tento dopadajici paprsek neodrazi komplale pohlti (absorbuje) zjn
z&eni nachazejici se vdiem rozmezi vinovych délek (435 — 480 nm). Oko malkchyti
odrazené sitlo a rozpozna, které vinové délky v ni chybi aytgakou ma latka barvu.
Nejedna se vSak o barvu absorbovanétieniaale o barvu komplementéarni (v naSefpauk
Zlutou). Vinové deélky nalezejici jednotlivym absovlanym a komplementarnim barvam se
nachazeji v tabulce[20].

Tabulka 1: Absorbované a komplementarni b42@}.

A [nm] | Absorbovana barva | Komplementarni barva
650 - 780 cervena modrozelena
595 - 650 oranZova zelenomodra
560 - 595 Zlutozelend purpurova
500 - 560 zelena tmavéervena
490 - 500 modrozelena cervena
480 - 490 zelenomodra oranZzova
435 - 480 modra Zluta
380 - 435 fialova Zlutozelena
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Seskupeni atofn které absorbuji elektromagnetické readi, se nazyva chromofor.
Chromofory vytvéi charakteristické absafpi pasy pi specifickych vinovych délkach.
Jestlize dojde ke strukturnim Zmédm v chromoforu, zgmi se také intenzita a umist
prislusnych absogmich pas [21].

Na absorpni charakteristiky chromofér ma velky vliv gitomnost konjugovanych
dvojnych vazeb. Molekuly s konjugovanymi dvojnynaizbbami a dlouhymietzci absorbuji
ve viditelné oblasti s vysokym absénim koeficientenz. Plati zde pravidlo, z&m delSi je
chromofor, tim ¥tSi je vinova délka, ip které absorbuje a dale, Ze chromoforyekatika
konjugovanymi dvojnymi vazbami maji intenzivni alygmi pasy{18].

Podle tvaru zrreného UV-VIS absokmiho spektra lze odhadnout, jaka je struktura
molekuly analytu. Jestlize se v UV oblasti nenacti@mny absofni pas, lze usuzovat, ze
dana molekula obsahuje pouze jednoduché vazby irelmvané dvojné vazby. Aromatické
kruhy naopak absorbuji sdna to mezi 200 a 250 nm £ 1000). Poslednimifkladem jsou
karbonylové slogeniny, které slababsorbuji v okoli 300 nnz ¢ 1)[18].

Z&kladnim kamenem kvantitativni analyzy je Bouguambert-Beeiv zakon. V absorni
spektrometrii exciténi z&eni interaguje s atomy nebo molekulami a tim if&cjgjich
energetické fechody. V dsledku &chto interakci je intenzita excitaiho z&eni zeslabovana.
Mira zeslabeni pak zavisi na koncentraci aktivisioiek a na délce drahy, na které interakce
probihaji[18]. Obks tyto zavislosti vyjatlje Lambert-Bediv zakon:

A=clllc, (1)

kde A je hodnota absorbance vzorkii gpecifické vinové délce, ¢ je molarni absomi
koeficient [I (mol™ Eobm'l], | délka optické drahy v cm @je koncentrace analytu ve vzorku
v jednotkéch[mol EI]'1J .

Molarni absorpni koeficient vyjaduje prav@épodobnost, s jakou analyt absorbuje foton a
tim se dostane do excitovaného stavu. Jeho hodtextsg zavisi na vinové délce
elektromagnetického ¥éni. V praxi ji Ize dohledat v literatel nebo Wit jako snérnici
kalibratni piimky [22].

Z Lambert-Beerova zakona vyplyva, Ze je absorbdimearre zavisla na koncentraci
analytu ve vzorku. Jestlize tedy zndme hodnotu miéa absorgniho koeficientu, fizeme
zmetenim absorbance a naslednym jednoduchymdtgpo ugit koncentraci rozpushé latky
ve vzorku.

2.7 Cil prace

Z literatury vyplyvé, Ze kyselina hyaluronovéa jel&knitelny polymer v Sirokém rozsahu
molekulovych hmotnosti. Je vhodnym n@sh pro cilenou distribuci latek &zené
uvoliovani. Primarnim ukolem jefipravit nanovakennou vrstvu s obsahem aditiv, kieu&i
byt kvantitativié stanovitelna. Na kvantitativni stanoveni ma vieécirada faktod, pati
mezi r¢ sloZeni snési, vlastnosti pouzitych polymer(hydrofobicita, naboj), chemické a
fyzikalni vlastnosti pouzitych aditiv, vlastnostrgstedi — pH, teplota, iontova sila, apod.
Cilem bakal&ské prace byloipravit nanovldkennou vrstvu s obsahem modelovyditivaa
kvantitativré stanovit obsah barviva v zavislosti na pH.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemické latky

Nazev Mw Vyrobce

Kyselina hyaluronové 83,2 kDa Contipro Biotech
Polyethylen oxid 400 kDa Scientific polymer prodyahc.
Erytrozin 879,86 g/mol Aroco spol. s.r.o.
Eriochromov&en 461,38 g/mol PENTA s.r.0.
Riboflavin 376,36 g/mol Sigma-Aldrich
Brilantni mod 825,97 g/mol Sigma-Aldrich
Kyselina octova 99% 60,05 g/mol Lach-Ner s.r.o.
Trihydrat octanu sodného 136,08 g/mol Sigma-Aldrich
Dodekahydrat

hydrogen)liosformanu disodného 358,14 g/mol Lach-Ner s.r.o.
Dihydrogenfosforénan sodny 156,01 g/mol Lach-Ner s.r.o.
Uhlicitan sodny 105,99 g/mol Lach-Ner s.r.o.
Hydrogenuhkitan sodny 84,01 g/mol Lach-Ner s.r.o.

3.2 Pouzité pristroje

4SPIN
Spektrofotometr Varian Cary 100 Conc.
pH metr InoLab 720

3.3 Pracovni postup

3.3.1 VIdknéni

Byl vytvoren 6 hm. % roztok kyseliny hyaluronové (HA) a pohydenoxidu (PEO)

v hmotnostnim pogru HA/PEO 80/20. K tomuto roztoku byldigano 0,08 hm. % barviva
(tedy erytrozinu, eriochromowvéerni, brilantni mo#i nebo riboflavinu). Roztok byl umist
minimalné na 16 hodin naf¢paku a poradném promichani byl zvidkvan pomoci fistroje
4SPIN®. Jako zvlakovaci elektroda byla pouZzita bezjehlova linearnititnyska (oznaeni
E5) a jako sérn& elektroda byl pouzit staticky kontinuélni kdlek(ozn&eni C1). Obrazek 9
je fotografii emitoru a kolektoru v fochu zvlakiovani. Vzdalenost mezi elektrodami byla
18 cm a nafti mezi nimi bylo udrzovano na 59 kV. Podréfsi informace o podminkach
vldknéni ukazuje tabulka 2.
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Obrazek 9: Fotografie emitoru a kolektoru 4SPINuzylakiovani polymerniho roztoku HA/PEO
s obsahem erytrozinu.

Tabulka 2: Zvlakovaci protokol polymerni sfai HA/PEO s erytrozinem.

Datum zvlakinovani 14. 8. 2014
Elektrostatické zvlakiovani na 4SPINU
Teplota [°C] 24 - 26
Vlhkost [%RH] 18 - 29
Zvlaknovaci elektroda (emitor E5
Skérnd elektroda (kolektor) Cl
Vzdalenost elektrod [cm] 18
Napeti [kV] 59
Davkovani [pul/min] 200
Proudni vzduchu (I/min) 40
Proud [uA] 60 - 70
Podkladova vrstva X
Kontinualrg/staticky staticky
Patet vrstev 1
St&i roztoku 1 den

o Kvantitativni stanoveni aditiv v nanovlaknech -
Metoda néieni .

stabilizace pH

¢as zvlakovani [min] 120
Elektronicky mikroskop ano
Oznaceni vzorku NJ 20140814 04
Hodnoceni: VI&kneni probihalo dote.
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Obrazek 10: Fotografie zvliakného vzorku z elektronového mikroskopu.

3.3.2 Zpracovani vzorki

Vyrobena nanovlakenna vrstva byla sejmuta z kolektazvazena a poté podloZzena
silikonovym papirem, aby z ni bylo mozné ittt vzorky pomoci kruhovychtgek. Jeden
takovy vzorek z kazdé vyrobené vrstvy byl odevzdarskenovaci elektronovy mikroskop
kvuli kontrole vysledné vrstvy. Obrazek 10 je fotogjrat elektronového mikroskopu
zvlakniného polymerniho roztoku HA/PEO s erytrozinem.

Plocha kazdého wvyiéteného vzorku byla 4,906 émJeho pimérna hmotnost se
pohybovala v rozmezi od 2 do 15 mg v zavislostinéu zvlidk&ného polymerniho roztoku
a na lokaci daného kalka v polymerni vrst&, kdy byl nejsilrgji navlakrén sted a kraje byly
pokryty slabsi vrstvou (obrazek 11).
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Obrazek 11: Fotografiesipravenych nanovldkennych vrstev s obsahem ermiazis obsahem
riboflavinu. Na Petriho misce se nachazi vzorkyawéikenné vrstvy s obsahem erytrozinu iihané
pomoci kruhovychitzek.

3.3.3 Priprava pufria

Kazdy vzorek byl naslednzvazen a ve vialce don pufrem do celkové hmotnosti 4 g.
Pro neteni byly namichanyitpufry pro ti raizné hodnoty pH.

Pro kyselou oblast pH byfkipraven pufr z kyseliny octové a octanu sodnéhapRétnim
6,81 g octanu sodného v 1 Yuestilované vody byliipraven jeho 0,05M roztok. Ten byl
smichan s 0,05M roztokem kyseliny octové, kterygiigraven z 1,82 g kyseliny octové 99%
a 0,6 dm vody. Hodnota pH ffipravovaného pufru byla fibéZzns kontrolovana pH metrem.
Vznikly octanovy pufr il pH 5 a objem 1,6 din

Druhy pufr vznikly smichanim 0,1M hydrogenfosfémanu disodného a 0,1M
dihydrogenfosforénanu sodného éhpH 7,4. Pro mifeni vSak byloieba i 0,05M pufru. Ten
byl ptipraven smichanim 0,1M pufru s destilovanou vodabjemovém porru 1:1.

Pro zasaditou oblast bykipraven pufr o pH 10. Navazka utitanu sodného o hmotnosti
2,65 g byla rozpusha v 0,5 dm vody. Do takto fipraveného roztoku byl postupmiilivan
druhy roztok vznikly rozpushim 2,10 g hydrogenultitanu sodného v 0,5 dhwody. Ritom
byla ogt kontrolovana hodnota pH pomoci pH metru. Vysledostok pufru ngl pH 10 a
objem 0,8 drii

3.3.4 Kalibra éni rady

Pro gipravu kalibrgnich vzorki byl ptipraven 0,6 hm. % roztok HA/PEO (80 : 20) ve ¥ad
dale roztok obsahujici 1,2 mg barviva ve 25 g puffyto roztoky pak byly spolu se
samotnym pufrem od#&ovany do vialek podle udajv tabulce 3. Kazdy vzorek kalilinai
fady obsahoval vzdy 1 ml roztoku HA/PEO, zadané rstvdzoztoku barviva a na celkovou
hmotnost 4 g byl doptm pufrem. Timto zfisobem bylo fipraveno celkem 14 kalib¢aich
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fad (vzdy jedn&ada pro jednu kombinaci barviva a pufru). Jedn&igvenych kalibrénich
fad je vyfotografovana na obrazku 12.

Tabulka 3: Hmotnosti jednotlivych sloZek kalidméch bod.

Kalibra &ni bod | Maitiva [9] | Mo 6% Hareo [9] | Mputr [Q]
1 0,00 1 3,00
2 0,25 1 2,75
3 0,50 1 2,50
4 0,75 1 2,25
5 1,00 1 2,00
6 1,25 1 1,75
7 1,50 1 1,50
8 2,00 1 1,00
9 2,50 1 0,50
10 3,00 1 0,00

Obrazek 12: Fotografie jedné Zipravenych kalibranich7ad eriochromovéerni.

Pro vSechny kalibgmi body byla zmfena absofmi spektra pomoci UV-VIS
spektrofotometru v rozsahu vinovych délek 200 -800 Ri mérenich byla pouzita
kiemenna kyveta 1x1x5 cm — délka optické drahy bylaml Jako blank byl vZdy pouZzit
kalibratni bod¢islo 1. Nangien& data byla exportovana do programu Microsofic®fExcel,
kde byla nasledni vyhodnocovana.

Nametena data byla vynesena do grafu (ukézka viz obrd3gkznézatujiciho zavislost
absorbanceA) na vinové délcel. Vtomto grafu pak byla u kazdého kalitmého bodu
odeftena hodnota absorbancé plnové délceima, pri které Kivka dosahovala maximalni
vysSky. Takto zji&né hodnoty absorbanci kalibrdach bodi byly vyneseny do kalibeaiho
grafu proti gislusnym koncentracim. Dosazenim &daych hodnot absorbanci vzérk
do rovnice regresnitfimky byla vyp@tena koncentrace barviva ve vzorku.
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Obréazek 13: Absogni spektra jednotlivych barvivippH 7,4 a koncentraci pufru 0,05 M. Zije
ozna’en riboflavin,cerver¥ erytrozin, mode brilantni mod a cerné eriochromovasers.

3.3.5 Méreni vzorki

Navazka vzork se pohybovala v rozmezi 2 - 15 mg. Vzorek byl ustm v pufru (octanovy,
fosfatovy a uhbiitanovy), protepan naitpace a zmiien na UV-VIS spektrofotometru.
Pro vSechny vzorky byla ztfena absormni spektra pomoci UV-VIS spektrofotometru
v rozsahu vinovych délek 200 — 800 nm. N#&ema data byla exportovana do programu
Microsoft Office Excel, kde byla nasleginvyhodnocovéana.

U vzorki obsahujicich erytrozin a eriochromovgem byla studovana také zavislost
kvantitativnino stanoveni aditiva na iontové silaufrp. Vzorky byly rozpu&ny
ve fosfatovych pufrech o pH 7,4 a koncentracicts 30a 0,1 M.

3.3.6 Vyhodnoceni

Z absorgniho spektra byla odegena hodnota absorbancé plnové délceimax. DalSimi
vypoity z regresni rovnice pak byla zjiga koncentrace barviva vipodni zvIakrné vrste
a ta byla konén¢ porovnana se skuteou koncentraci barviva v polymernim roztoku.

Pro zgesreni vysledki byl zaveden jestdruhy zgisob odéitani hodnot absorbanci a to
pomoci integrace plochy abseérngho pasu. Brilantni mddoyla integrovana v rozsahu 450 —
800 nm, erytrozin 380 — 600 nm, riboflavin od 306 mlo 525 nm a eriochromow&emn
od 455 nm do 800 nm. Vysledn& hodnota koncentracéva pak byla vztazena na navazku
nanovlakenného vzorku.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Byly navlakrény ¢étyti vrstvy nanovldkennych materiabbsahujici vzdy jednotléverytrozin,
eriochromovowem, riboflavin a brilantni moid Ve zvlakéném materialu bylo teoreticky
piitomno 0,08 hm. % aditiva. Jeho plo$na hustotaobgmvala v rozmezi od 0,408 mgkem
do 3,057 mg/ch Nanovlakenna vrstva byla ro#ibidana na kokka o definované plose
4,906 cm. Poté byly od kazdého aditiva vytemy minimalg 3 sady po cca 10 kusech
(1 sada pro jednu kombinaci barviva a pufru), ktey rozpusény ve 4 ml pufé o izném
pH a sady vzork byly prométeny pomoci UV-VIS spektroskopie. Jednotliva aditivadou
rozebrana v nasledujicich kapitolach.

4.1 Erytrozin

Absorgini spektrum rozpudhého vzorku s obsahem erytrozinu (obrazek 14) wyjkaz
2 vyrazné piky. Pik na 219 nm jefigsan kyselid hyaluronové. Poloha maxima piku
erytrozinu je na 526 nm. iP porovnani absokmich spekter wienych v fizném pH
vyplynulo, Ze zmina pH neovliviuje tvar absogniho spektra erytrozinu.

Na obrazku 4 vidime, Ze je v molekule erytrozinuzmjedna funéni skupina, ktera fze
interagovat s pouzitym pufrem a s nosnym polymeréento karboxylova skupina, jejiz
vodikovy atom niZe byt v neutralnim a alkalickém prissdi nahrazen sodnym kationtem.
V roztoku o kyselém pH tedy molekula neinteragujgufrem (nedochézi k vazani sodného
iontu na karboxyl erytrozinu), a proto nedochazistieni a je mozné stanovit realny obsah
erytrozinu ve sisi. Jednotliva stanovena mnozstvi pro vSechna piysedena v tabulce 4.

Experimentéld bylo zjiS€no, Ze Ize stanoveni erytrozinu ovlivnit &mou iontové sily
pufru. S rostouci iontovou silou totiz klesda mnegstanoveného aditiva ve vzorku.

Tabulka 4: Stanoveny procentualni obsah erytrozimanovlakennych vrstvach v zavislosti na mgtod
stanoveni a pH. Data jsou uvedena v hmotnostnicbgmtech.

obsah erytrozinu [hm. %]

vySka piku | integrace
pH 5 74,35 79,23
pH 7,4 0,05M 72,76 75,98
pH 7,4 0,AM 59,97 63,55
pH 10 74,02 75,86
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Obrazek 14: Absoimi spektra nanovlakennych vrstev obsahujicich H&/BErytrozinem
po rozpu&ni v pufrech o pH 5¢erver¥), pH 7,4 a koncentraci 0,05 M (Z#yta 0,1 M (zele#) a
pH 10 (mode).

V tabulce 4 je také patny rozdil mezi vyslednymidtnostnimi procenty vygidenymi
metodou odé&tani vySek pilk a integrace ploch pod piky (viz kapitoBa3.6). Integrani
metoda se zda bytresrEjSi (korel@&ni koeficienty kalibranich gimek jsou ve #tSine
piipadi vySSi v porovnani s metodou éétéani vySek pik). Davodem je fluktuace hodnot
vinovych délek maxim pdsimax liSicich se o jednotky nanométrcoz stéi ke znepesréni
vysledné hodnoty vyptené metodou odéani vySek pil. DalSi divod tohoto tvrzeni bude
dale diskutovan ¥¢asti zabyvajici se stanovenim riboflavinu.

4.2 Eriochromova ¢erm

Eriochromov&em T je kolorimetrickym reagentem, nebje jeji zbarveni zavislé na hodaot
pH. Zmena pH tedy ovliviuje i jeji absorpni spektrum a dochazi k posukbihy, tedy vinové
délky, @i niz je hodnota absorbance maximalni (viz obra&Bk MnoZstvi stanoveného
barviva je v pipact této latky zavislé na hodriopH.

Z tabulky 5 je patrné, Ze bylo nejvice barvivanstgeno v prosedi o pH 5 a nejmén
v prostedi o pH 7,4. F¢inou mensiho stanoveného mnozstvize byt interakce tohoto
barviva s pufry.

Z prace Linhy[23] vyplyva, Ze eriochromov&em jakoZzto komplexotvorné barvivo
interagovala s ionty obsazenymi v polymeru énita svoje absofmi spektrum. V fipac
uziti pufru jako prosgedi dochézi k navySeriichto interakci navic se solemi v pufru.

Mnohem mén je stanoveni eriochromov&erni zavislé naiontové sile pufru.
P¥i vyhodnocovani pomoci integrace plochy pod pikegio bpii pouziti pufru o ¥tSi
koncentraci a tedy vySSi iontové sile detekovarh53 % mén aditiva oproti pisluSnému
meéteni s pufrem o niZ8i koncentraci. Mnozstvi stanéhenaditiva tedy prawgodobré také
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v pripadt tohoto aditiva klesa s rostouci iontovou silowptpze (jak jiz bylo zmigno vyse)
nabyva moZznosti fyzikaiachemickych interakci s ionty a tudiz i stih a posufi maxima.

Tabulka 5: Stanoveny procentuélni obsah eriochna#derni v nanovidkennych vrstvach v zavislosti
na metod stanoveni a pH. Data jsou uvedena v hmotnostniateptech.

obsah eriochromové&terni [hm. %]
vySka piku integrace
pH 5 90,41 75,99
pH 7,4 0,05M 47,71 56,99
pH 7,4 0,1M 54,39 54,80
pH 10 66,89 67,61
1,0
0,8
0,6
< 04
0,2 N d_,__,_,f"_'_'__"‘"‘-h.__ """x..‘_\_\_\_\_
—~—
0,0 -
-0,2 T T T T T 1
200 300 400 500 600 700 800
A [nm]

Obrazek 15: Absoimi spektra hanovlakennych vrstev obsahujicich H&/BEriochromovou
cerni a rozpu@nych v pufrech o pH Z¢rver¥), pH 7,4 a koncentraci 0,05 M (Zta 0,1 M (zeled)
a pH 10 (mode).

4.3 Riboflavin

U riboflavinu bylo dosazeno nejlepSich vyslédk porovnani s ostatnimi pouzitymi barvivy
bylo ve vzorcich v kazdé ze zkoumanych oblasti f@#d®/eno nejgtsSi mnozstvi riboflavinu.
Jak ve své préaci uvadi Linhaiiginou vysokého stanoveného obsahu aditiva mohlaniigi
rozpustnost riboflavinu ve védCastice riboflavinu mohly agregovat dét§ich zrn, ktera se
snaze vytrhovala s vliaknymi polymery. DalSi ficinou mohla byt interakce sinpolarniho
necyklickeého zbytku riboflavinu (§E1004) s hyaluronaneri23].

S rostouci hodnotou pH mnoZstvi stanoveného ribilaklesalo. Molekula riboflavinu
obsahujecétyii hydroxylové skupiny. Hodnota pH prosti ovliviiuje tvar hydrofobnicasti
molekuly riboflavinu. Proto je stanoveni riboflavinelmi zavislé na pH.
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Také u tohoto barviva hodnota pH pouzitého pufriivéiovala tvar absokmiho spektra.
Pri pouziti pufru o pH 10 doSlo k posurimax asi 0 20 nm siitem k vySSim energiim oproti
stanovenim za pouZziti ostatnich dvou pyfriz obrazek 16).

V piipact riboflavinu lze nejvyrazEi pozorovat vliv zmsobu vyhodnocovani dat
na hodnoty dosazenych vyslédkJak je uvedeno v tabulce 6fi pH 5 bylo metodou
odeiitani vySek pod piky stanoveno 113,02 hm. % rilvafla. Divodem tohoto filis
vysokého vysledku je skuteost, Ze se hodnotyax jednotlivych kalibrénich bod i vzorka
v této sad liSily aZz o 16 nm. DalSimid/odem je, Ze abso¥pi spektrum riboflavinu vykazuje
pro toto barvivo dva piky. Prvni z nich (na 373 nbyl u vzorki vysSi, nez druhy pik
na 444 nm. U absokpich spekter kalibgmich vzorki tomu vSak bylo naopak.
Pro vyhodnocovani se pak pouZzily hodnoty absorblaidiracnich bodh i vzorki pii vinové
délce 373 nm. Naproti tomuripryhodnocovani metodou integrace byla integrovaloeha
pod olgma €mito piky (konkrét& v rozmezi 305 — 525 nm). Timto tgpbem pak byla
ziskana hodnota 99,59 hm. % teoretického maximalmihoZstvi.

Tabulka 6: Stanoveny procentualni obsah riboflawimanovldkennych vrstvach v zavislosti
na metod stanoveni a pH. Data jsou uvedena v hmotnostrriateptech.

obsah riboflavinu [hm. %)]

vySka piku integrace
pH 5 113,02 99,59
pH 7,4 0,05M 94,34 95,86

pH 10 91,45 84,74
25+
2,0+
154

<
10 /
0,5
0,0 T T T T T I I I
200 250 300 350 400 450 500 550 600
A [nm]

Obrazek 16: Absoimi spektra nanovlakennych vrstev obsahujicich H&/BEiboflavinem a
rozpusénych v pufrech o pH Zérver¥), pH 7,4 (Zlug) a pH 10 (modk).
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4.4 Brilantni mod ¥

V porovnani s ostatnimi zkoumanymi aditivy bylo l&mtni modi ve vzorcich stanoveno
nejmért (resp. pi pH 7,4 srovnatekhs eriochromovoderni). Jak je vi&t na obrazku 17, tvar
absorgniho spektra brilantni maéidzastal nezminény pii méieni ve vSech pufrech. Zma
pH ovliviilovala mnoZstvi stanoveného barviva jen miniaRii pouZziti pufi pro neutralni
a alkalickou oblast bylo stanoveno stejné mnozisarviva. Ri pouziti pufru o pH 5 bylo
detekovano asi 0 5 % barviva vice.

Tabulka 7: Stanoveny procentualni obsah brilantaéinv nanovlakennych vrstvach v zavislosti
na metod stanoveni a pH. Data jsou uvedena v hmotnostniateptech.

obsah brilantni mod¥i [hm. %]
vyska piku integrace
pH 5 51,34 62,64
pH 7,4 0,05M 47,26 57,62
pH 10 43,83 57,67

0 ,0 T T T T T ]
200 300 400 500 600 700 800

A [nm]

Obrazek 17: Absodni spektra nanovldkennych vrstev obsahujicich H&'BBbrilantni modi a
rozpusénych v pufrech o pH Sérver¥), pH 7,4 (Zlu) a pH 10 (modk).

4.5 Porovnani se stanovenim ve va&d

Linha ve své pracj23] stanovoval obsah stejnych aditiv, avSak pounestilované vodl
Stanoveni tedy nebylo oviievano dalSimi ionty a zénou pH. Voda (reverzni osméza) ma
nizkou iontovou silu a malou vodivost. Rozdil memioZstvim aditiva stanovenym ve voal

v pufrech tak ukazuje, jak je dané aditivum zavisééiontové sile rozpou&tla, jak silrg
interaguje s pouzitymi pufry arijpadreé také jak pH porusuje interakci aditivum-HA amn
samotnou strukturu aditiva, podabjako je tomu u acidobazickych indikatior
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Obrazek 18: Sloupcovy graf znaitojici zavislost kvantitativniho stanoveni jedngiti barviv
na rozpous&idiu, pH, zgisobu vyhodnoceni a iontoveé sile.

V této praci [23] se ve vod poddilo stanovit nejvice brilantni mdd v porovnani
s ostatnimi pouzitymi barvivy (erytrozinem, ribaflaem a eriochromovoterni). Konkrétg
to bylo dokonce 101 % teoretického maxima. Tentslegek ose kontrastuje s mymi
hodnotami, které jsou vyragnnizsi. Brilantni motl tedy silré interaguje s pufry a
pravdépodobr je také zavisla na iontové sile.

V piipack riboflavinu bylo ve vod stanoveno 99,4 % teoretického maximalniho mnozstvi
Ja jsem v pufru o pH 5 dosp k velmi podobnym vysledin. S rostoucim pH mnoZstvi
stanoveného obsahu riboflavinu klesa. \&&ni je podané v kapitok.3, kdy pH ovliviuje
stav barviva a tudiz i jeho chovéani v roztoku.

MnozZstvi eriochromovécerni bylo stanoveno[23] na 89 % teoretického W#ku.
Pii pouziti pufi se vysledky pohybuji v rozmezi 57 — 76 %. Jakoyio diskutovano vyse,
iontova sila ovliviuje stanovené mnoZstvi eriochromaterni. Tento vliv vSak neniipis
vyrazny. Proto je rozdil mezi mnoZstvim barvivanstzeeného ve vada v pufrech zfisoben
piedevsim vzajemnymi interakcemi mezi barvivem agéidrymi pufry.

Erytrozinu se f pouziti vody jako rozpoudtla poddilo stanovit nejméé (80 %).
P pouziti puffi jako rozpoudidel pak bylo dosazeno podobnych, ale trochu nizSich
vysledki. Tento rozdil je pravgpodobré zpisoben pouze odliSnou iontovou silou.

Ze sloupcoveého grafu, ozkeného jako obrazek 18, je patrné, Ze &8jvmnozstvi barviva
bylo stanoveno vzdyippH 5. Konkrétni stanovené hodnoty se vSak vzagereimi lisi.
Duvody, pr@& tomu tak je, jsou diskutovany vysSe v subkapitol&&hovanych jednotlivym
aditivam.
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5 ZAVER

Predmétem mé bakal&ké prace bylo zjistit, jak sloZzeni rozpaula, jeho pH a iontova sila
ovliviiuje kvantitativni stanoveni jednotlivych aditiv figravenych nanovlakennych
vrstvach. Experimentanbylo zjiS€no, Ze mnoZstvi stanoveného aditiva opravdu zavisi
na pH, na zvoleném #pobu vyhodnoceni i na iontové sile. Dale bylo &jiét Ze molekuly
erytrozinu a riboflavinu neinteraguji s pufry, kéebyly pouzity jako rozpou&tla. Naopak
eriochromov&eni a brilantni mo#ls nimi interaguji sil#.

Dale bylo zjiS&no, Ze kvantitativni stanoveni erytrozinu je ovéimn pouze iontovou silou
rozpoustdla. Stanovené mnozstvi eriochromod&rni je zavislé na hodnbtpH a men
na iontové sile rozpoudtla. Stanoveni riboflavinu Ize ovlivnit pouze @&mou pH
rozpoustdla. Naopak na stanoveni brilantni modha pH jen maly vliv, ale mnohem

e

dulezit&jSi roli hraji iontova sila a slozeni rozpaidia.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HA
DMF
EDC
NHS
PBS
PLLA
PEO
UV-VIS
Muw
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kyselina hyaluronové/ hyaluronan
N,N-dimethylformamid
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid dinpchlorid
N-hydroxysukcinimid

fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok

poly(L-mlécné kyselina)

polyethylenoxid

Ultraviolet-Visible

relativni molekulovd hmotnost



