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ABSTRAKT

Cilem mé bakalafské price bylo pfipravit nanovldkennou vrstvu s obsahem aditiv a
kvantitativné stanovit obsah barviva v zdvislosti na pH. Nanovldkenné vrstvy s aditivy byly
pfipravovany metodou elektrostatického zvlaknovani. Analyza obsahu aditiv ve vzorcich byla
provedena pomoci UV-VIS spektrofotometrie. Konkrétné¢ se jednalo o erytrozin,
eriochromovou Cerfi, riboflavin a brilantni modf. Kazdé z téchto barviv mé jinou chemickou
strukturu i naboj. Hodnota pH byla definovana uzitim pufrd, jmenovité acetitového pufru
opH 5, fosfatového pufru o pH 7,4 a uhli¢itanového pufru o pH 10. U erytrozinu a
eriochromové cCerni byl vyzkum rozSifen o studium vlivu iontové sily na kvantitativni
stanoveni téchto barviv.

Bylo zjiSténo, Ze mnoZstvi stanoveného aditiva zdvisi na pH i na iontové sile. U kazdého
aditiva je vSak tato zdvislost jind, coZ potvrzuje predpoklad vlivu chemické struktury a ndboje
na interakci s polymery a pouzitymi pufry. Pfesnost vyhodnoceni je ovlivnéna i zpisobem
zpracovani dat.

ABSTRACT

The object of my thesis was to prepare a nanofiber layer with dye additives and to quantify
the additive content in dependence on pH. The nanofiber layers with additives were prepared
by means of electrospinning. The analysis of the additive content in samples was performed
by UV-VIS spectrophotometry. Concretely Erythrosine, Eriochrome Black, Riboflavin and
Brilliant Blue were analysed. Each of this colors has different chemical structure and charge.
The pH was defined by use of buffers, namely acetate buffer (pH 5), phosphate buffer
(pH 7,4) and carbonate buffer (pH 10). For Erythrosine and Eriochrome Black the research
was extended to study the effect of ionic strength on the quantitative determination of these
dyes.

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

Nanovldkna maji velky potencidl pro pouZiti ve zdravotnictvi. I proto jsou pfedmétem zdjmu
mnoha védeckych tymi. Vldkna mohou byt pouzita jako nosice pro fizené uvoliovani 1&¢iv,
kryty ran, ultra jemné filtry nebo nepriizvuc¢né materidly.

Pro vyrobu nanovldken pro aplikace v tkdilovém inZenyrstvi jiz bylo pouZito mnoho
syntetickych i pfirodnich polymerd. Ze syntetickych jmenujme napf. poly(e-kaprolakton),
poly(mlécnou kyselinu), poly(glykolovou kyselinu) a poly(vinylalkohol), z biopolymert napf.
kolagen, zelatinu a chitosan. Tyto polymery také mohou byt vzdjemné kombinoviny
zaUCelem zlepSeni biokompatibility a mechanickych vlastnosti nanovliken =z nich
ptipravenych [1] nebo k nim mohou byt pfidiana nejruznéjsi aditiva. Tato aditiva vS§ak mohou
v zavislosti na své struktufe rizné€ interagovat s pouZzitymi polymery a v piipadé jejich
nasledného rozpusténi také s rozpoustédly a pufry. Interakce pak mohou ovlivnit mnoZstvi
uvolnéného aditiva z rozpusténé nanovldkenné vrstvy (release). DalSimi faktory ovliviiujicimi
release mohou byt kromé sloZeni smési také vlastnosti pouZzitych polymera (hydrofobicita,
naboj), chemické a fyzikdlni vlastnosti pouZzitych aditiv, vlastnosti prostfedi — pH, teplota,
iontovd sila, apod. V této bakaldfské priaci jsem se zaméfila na vliv pH a iontové sily
prostredi.

Jestlize se ndm podaii popsat zdvislost mnozstvi stanoveného barviva na pH a chovani
téchto barviv ve zkoumanych vzorcich, mohla by byt v budoucnosti tato barviva nahrazena
napiiklad 1éCivymi latkami. Nanovldkenné vrstvy s obsahem téchto 1éCivych latek by pak
mohly byt pouZity jako kryty ran. Pfi hojeni rdany vznikaji volné radikély, které jsou kyselé.
Proto by mohlo byt velmi uZitecné najit 1éCivo, které se bude v kyselém prostfedi dobie
uvoliiovat z dané nanovldkenné vrstvy. Dalsi oblasti vyuZiti by také mohla byt tzv. sucha
kosmetika, kdy se nanovldkenna vrstva s obsahem kosmeticky aktivni latky priklada na kazi a
rozpousti se na ni. Lidska kiize ma pH v rozmezi 4 — 6. Proto by i zde bylo vhodné pouzit tu
1é¢ivou léatku, kterd se bude nejlépe uvoliiovat v mirn€ kyselém prostiedi.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Elektrospinning

Nanovldkna mohou byt pfipravena nékolika metodami — taZeni, melt-blowing, self-assambly
aj. Nejrozsiten¢jSi metodou je elektrospinning (zvldkiovani v elektrostatickém poli).
Podstatou elektrospinningu je vytvédreni elektrického pole mezi uzemnénym kolektorem
(sbéraCem) a pozitivné nabitym emitorem naplnénym polymernim roztokem. Kdyz je
elektrostaticky ndboj vySSi neZ povrchové napéti polymerniho roztoku na vrcholu emitoru,
vznikne proud polymeru. VytaZzené vlidkno se na cesté ke kolektoru dlouzi a Stépi, pfiCemz
dochazi k velkému narGstu povrchu, ktery je spojen s vypafovanim rozpoustédel.
Pti vhodném uspofddani trysky a kolektoru a sprivné volbé rozpoustédel pak dopadaji
na kolektor jiz sucha vldkna, kterd maji submikronové rozméry a kterd mohou byt sbirdna
v riznych orientacich a vytvaret tak struktury sunikdtni skladbou a mechanickymi
vlastnostmi [2].

2.2 4SPIN®

4SPIN® C4S LABI1 je stolni zafizeni slouzici pravé k piipravé nanovldken z roztokd
polymert metodou elektrospinningu. Jako prvni umoziuje vytvafet nanovldkna nejen
zbéznych (syntetickych) materidl(i, ale také z piirodnich polymert — naptiklad kyseliny
hyaluronové. Piistroj je vybaven fadou elektrod — kolektorti a emitorti. Dle typu zvoleného
kolektoru pak lze vytvaret ndhodné i pravidelné nanovlikenné vrstvy s riznym stupném
usporadani. Tento princip je mozZné kombinovat také s metodou elektroblowingu (zlepSeni
efektivity pomoci proudéni vzduchu) nebo elektrosprayingu (produkce nano a mikrocastic
namisto nanovldken) [3]. Obrazek 1 je fotografii 4SPINu, na némz byly vyrobeny
nanovldkenné vrstvy potfebné pro mefeni bakalafské préce.



Obrdzek 1: Fotografie pristroje 4SPIN®.

2.3 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronovd (HA; také hyaluronan) je nevétvenym piirodn€¢ se vyskytujicim
polysacharidem tvofenym opakujicimi se disacharidovymi jednotkami, jeZ jsou sloZeny z -
1,4-D-glukuronové kyseliny a B-1,3-N-acetyl-D-glukosaminu. Hyaluronan je hlavni slozkou
extracelularni matrix ve zralych tkénich, jako napt. sklivec lidského oka, synovidlni tekutina
klouby a vajeCniky. NejvE&t$i mnozstvi hyaluronanu je obsaZeno v koZni tkdni, kde je
pfitomen jak v dermis tak epidermis. Diky své biokompatibilit€¢ a biodegradabilit¢ se HA a
jeji derivaty hojné€ vyuZziva ve spousté biolékatskych aplikaci (tkdfiové inZenyrstvi, hojeni ran,
cilend distribuce biologicky aktivnich latek aj.). HA jiz byla tuspéSne elektrostaticky
zvlédknéna ve smesi s Zelatinou, polyethylenoxidem a kolagenem [4, 5, 6, 7].

Obecné je velmi tézké elektrostaticky zvldknit vodné roztoky HA. Moldrni hmotnost
ptirodni HA se pohybuje vfiddech miliond. Klicovymi faktory, které znesnadiuji
elektrostatické zvlaknovani roztoka HA, jsou neobycCejn€ vysoka viskozita a povrchové napéti
téchto roztoku [4].

Li a kol. ve svém ¢lanku konstatoval, Ze dal§im negativnim faktorem je vysokd schopnost
hyaluronanu zadrzovat vodu. Ta muZe zpusobovat nedostate¢né odpafeni rozpoustédla
v prubéhu elektrospinningu vedouci ke spajeni vldken na kolektoru. Autofi zabranili tomuto
splyvani pouZitim vodného roztoku ethanolu jako kolektoru. Vodivé spojeni bylo zajiSténo
uzemnénou hlinikovou folii ponofenou do ethanolu. Ethanol byl v tomto experimentu také



soucdsti rozpousStédla se zdmérem sniZit povrchové napéti vldknéného roztoku a zvysit
rychlost odpafovdni rozpoustédla. HA byla rozpuSténa ve smési vody a ethanolu
v objemovém pomeéru 9:1. Pfizvldkiovani tohoto roztoku ale vznikalo mnozZstvi
korélkovitych struktur, které nebylo moZno potlacit zménou napéti ani vzddlenosti trysky
od kolektoru [4].

Zminény clanek ddle popisoval vysledky vldknéni hyaluronanu sodného (o primeérné
relativni molekulové hmotnosti My, =2 mil. g/mol) a smési hyaluronanu a Zelatiny. V obou
piipadech byla jako rozpoustédlo pouzita smés N,N-dimethylformamidu (DMF) a vody. Bylo
zjiSténo, Ze povrchové napéti a vodivost roztoki HA klesaly s rostoucim obsahem DMF.
S poklesem povrchového napéti pak doslo ke zlepSeni v procesu zvldkiiovani a k vymizeni
koralkovych defektd. Praméry vyrobenych vldken HA rostly s rostouci koncentraci DMF.
Duvodem pro pouziti Zelatiny byla snaha o zlepSeni zpracovatelnosti elektrospinningem a
také snaha o dodani bilkovinného charakteru vyslednému produktu. Primér vyrobenych
nanovldken se pohyboval v rozmezi 190 — 500 nm. S rostoucim obsahem Zelatiny se prumeér
vldken zvySoval a zaroven klesalo povrchové napéti a vodivost vldknéného roztoku [4].

O tfi roky pozdéji na tento Cldnek volné navdzal Xu a kol.. Ten se pokusil zabranit
rychlému rozkladu nanovldkennych membrdn z HA ve vodé pouZitim chemického cross-
linkingu. Hodnota M, vldknéné HA byla 2 miliony g/mol. Jako sitovaci €inidlo byl pouZzit 1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (EDC) a smés EDC a N-
hydroxysukcinimidu (NHS). Roztoky obsahujici definované mnoZstvi HA a Zelatiny byly
zvldknény. Poté byly vyrobené nanovldkenné membriany ponotfeny na 24 hodin
do crosslinkingového média (roztoku EDC, resp. EDC/NHS). Po nasledném promyti a
vysuseni byly zkoumény jejich vlastnosti. U vyrobenych ultratenkych membrén z HA nebylo
pozorovano vyznamné zvySeni vod€odolnosti. Tyto membriny vykazovaly vétsi stabilitu
ve vod¢ nez ve fosfitovém pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS). Degradacni cas
membran v PBS byl mensi nez 1 den. U membran vyrobenych ze smési HA a Zelatiny se vSak
degradacni Cas podstatné zvysil diky vytvoreni vazeb CO-NH. S rostoucim obsahem Zelatiny
se zvySovala stabilita membréan v PBS. Diky této tendenci by mohly byt vyrdbény membrany
pro biomedicinské aplikace, jejichZz degradacni Casy by byly upravovdny podle potieby.
Vysledky in vitro testd ukdzaly, ze membrany z HA a zelatiny vykazovaly dobrou
Zivotaschopnost bungk a specifickou bunécnou adherenci [5].

Ve studii, kterou vydal Liu a kol. byl zkoumén vliv pouZitého rozpoustédla na schopnost
elektrostatického zvldknéni kyseliny hyaluronové (s M, =1 mil. g/mol) a déile vliv
rozpousStédlo byla vtomto vyzkumu pouZzita destilovand voda, kyselina mravenci,
dimethylformamid (DMF) a jejich kombinace (konkrétn€¢ smeés voda/kys. mravenci,
voda/DMF, kyselina mraven¢i/DMF a voda/kyselina mraven¢i/DMF). Obréazek 2 znizoriuje
strukturu HA po rozpusténi ve vodé a ve smesi vody a kyseliny mravenci [6].
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Obrdzek 1: Schématické zndzornéni struktury (a) HA, (b) HA rozpusténé v destilované vodé a

(c) HA rozpusténé ve smési vody a kyseliny mravenci [6].

Pridanim kyseliny mravenci do roztoku do urcité miry vzrostla jeho viskozita (v disledku
ruSeni vodikovych vazeb mezi jednotlivymi molekulami HA a vytvdfenim novych vazeb
s kyselinou mravenci), iontova koncentrace i vodivost. Déle bylo zjisténo, Ze DMF muze
vyrazng sniZit povrchové napéti a vodivost. Diky redukovanému povrchovému napéti pak 1ze
pozorovat tvorbu proudu kapaliny s relativné nizkou hustotou povrchového nédboje. Trvaly a
staily proud polymeru byl v prubéhu elektrospinningu pozorovan pouze pii pouZiti
rozpoustédla obsahujictho vodu, kyselinu mravenci i DMF. ZajiSténim optimélnich podminek
pak byla vyrobena nanovldkna s pramérnou tloustkou mensi nez 100 nm [6].

Kromé& porovnavani rozpoustédel se zminénd studie zabyvala také vlivem koncentrace HA
na proces elektrospinningu. Byly pfipraveny roztoky o koncentraci hyaluronanu 0,6; 1 a
1,2 hm. % s rozpouStédlem voda/kys. mraven¢i/DMF v hmotnostnich pomérech 25/50/25.
Pti zvlaknovani pak byly proudy roztoka spojité pii vSech téchto koncentracich. Roztok
obsahujici 1 hm. % hyaluronanu vSak udrzoval tento spojity proud nejdéle [6].

Hyaluronan ve formé elektrostaticky zvldknénych membran dosud nebyl zcela zuZitkovén.
Mnozstvi védeckych skupin se pokouselo zlepsit zpracovatelnost HA elektrospinningem napf.
kombinaci riznych rozpoustédel, vyfukovanim horkého proudu vzduchu (elektroblowing)
pfi zvldkiiovdni a smiSenim HA sjinymi polymery. Nevyhodou hyaluronanu je jeho
rozpustnost ve vodé. Abychom dostali materidl stdly i ve vodnich podminkach je nezbytné
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HA (fyzikdln€ nebo chemicky) sitovat. Ve vétsSin€é pokust pak bylo toto sitovani provadéno
ve druhém kroku, po zvlaknéni HA [7].

Vroce 2013 publikoval Arnal-Pastor a kol. Cldnek, ktery se zabyval vyvojem nového
jednokrokového postupu vyroby ve vode nerozpustnych membrédn z HA. Roztok hyaluronanu
(o My, =1,5-1,8mil. g/mol) byl spojen sroztokem divinylsulfonu v hydroxidu sodném,
jakozto sitovaciho ¢inidla. Pfi samotném elektrospinningu pak byl pouzit jesté proud horkého
vzduchu. Membréiny ziskané touto metodou byly pfipravené k pouZziti v bun&Cné kultufe
bez potfeby dalSich oSetfeni. Tato technika umoZiluje ziskat velmi tenké membrany
(i v nabobtnalém stavu), které jsou stabilni ve fosfatovém pufrovaném fyziologickém roztoku
(PBS) po dobu alespon 28 dni. Nanovldkna HA byla ukldddna na predem piipravené
membrany z elektrostaticky zvldknéné poly(L-mlécné kyseliny) (PLLA) za dfelem ziskdni
trvale spojenych dvouvrstvych membran s jednou stranou hydrofobni pfilnavou (adherentni) a
druhou hydrofilni nepfilnavou. Tyto dvouvrstvé membriny z HA a PLLA mohou byt vyuZity
napf. v aplikacich usilujicich o transplantaci buné€k na povrchu tkédni a o ochranu téchto bunék
pfed vlivy prostfedi. Strana tvofend nanovldkny PLLA podporuje uchyceni a §ifeni bunék a
muzZe tak byt pouzita jako jejich zasobarna. Naopak strana HA brani adhezi bunék a tim napf.
muZze zabranit poopera¢nim srastim. Pramérnd tloustka dvouvrstvych membrdn, zde
ziskanych po 10 minutéch elektrolytického povlékani pro PLLA a 60 minutich pro HA, byla
235 + 40 pm. Tato tloustka je vSak zdvisld na délce trvani elektrospinningu [7].

2.4 Polyethylenoxid (PEQO)

Polyethylenoxid (také polyethylenglykol) je synteticky biokompatibilni netoxicky polyether,
ktery je snadno dostupny v Sirokém rozmezi molekulovych hmotnosti. Jeho vzorec je
znazornén na obrdzku 3. Materidly s molekulovou hmotnosti do 100 000 jsou obvykle
oznacovany jako polyethylenglykoly, materidly s vyS$§i molekulovou hmotnosti pak jako
polyethylenoxidy. Tento polymer je rozpustny ve vode i v organickych rozpoustédlech [8].
Polyethylenoxid je pak uZivdn jako nosny polymer pii vldknéni kyseliny hyaluronové
s vysokou i nizkou molekulovou hmotnosti.

O
H nOH

Obrdzek 3: Vzorec polyethylenoxidu.
2.5 Aditiva

2.5.1 Erytrozin

Erytrozin patfi mezi xanthanovd barviva. Ma skvélé fotodynamické vlastnosti. Jeho
hydrofilita je vSak pfi¢inou nizké afinity k bunéénym membrandm. Po pfidani alkylového
substituentu na karboxylovou skupinu dojde k vytvofeni esteru a dal§imu zvySeni
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hydrofobicity [9]. Na obrazku 4 je zndzornén vzorec erytrozinu B a jeho esterovych derivata.
V naSem ptipad¢ byl uZivan nesubstituovany erytrozin.

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

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

Obrdzek 4: Struktura erytrozinu B a jeho esterovych derivdtii.

2.5.2 Eriochromova ¢ern

Eriochromova Cerl T je pouZivdna na barveni hedvébi, viny a nylonu. Déle je pouZivana jako
indikdtor pfi komplexometrickych titracich pro stanoveni vdpenatych, hoteCnatych a
zineCnatych iontl a pro biologické barveni. Tato litka je nebezpeénd a také jeji degradacni
produkty, jako napf. naftochinon, jsou karcinogenni [10].

Eriochromova ceri T je zndmym kolorimetrickym reagentem. M4 dva ionizovatelné
vodikové atomy ve fenolickych skupindch a jeji roztoky mohou mit v zdvislosti na pH
prostiedi tfi rtizna zbarveni. V prostiedi o pH niZ8§im nez 6 je roztok eriochromové Cerni
fialovy, v rozmezi pH od 8 do 12 je modry a pfi pH vyS$$im nez 13 m4 zbarveni oranZové
[11].

HO l l
NO

SO;Na

Obrdzek 5: Vzorec eriochromové cerni T [12].

2.5.3 Riboflavin

Riboflavin je platny ndzev pro 6,7-dimethyl-10-(D-1"-ribityl)isoalloxazin zndmy také jako
vitamin B,, laktoflavin, hepatoflavin, ovoflavin nebo vitamin G. V piirod€ se vyskytuje jako
vitamin, 5°-fosfat (flavinmononukleotid) nebo 5°-adenosindifosfat (flavinadenindinukleotid)
[13]. Vzorec riboflavinu je zndzornén na obrazku 6.
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Obrdzek 6. Vzorec riboflavinu [13].

Riboflavin je netoxicky, nealergenni, ve vode slabé rozpustny, neni drahy a ochotné se
vstiebava pfi ordlnim podani. Z téla je vyluCovan v moci. V té pak muaze byt kvantitativne
stanovovan méefenim fluorescence [14]. Riboflavin je citlivy na svétlo. Jeho stabilita roste
s klesajicim pH [15]. Pokusné vzorky s obsahem riboflavinu by proto mély byt uchovivéany
v chladu a ve tmé [14].

2.5.4 Brilantni modr

Brilantni modf patii mezi trifenylmethanova barviva. Jejich intenzita je zpusobena
konjugovanym systémem jednoduchych a dvojnych vazeb, ktery je patrny také na obrazku 7.
Tato barviva jsou velmi stdld na svétle a pouzivaji se pro vyrobu tiskatfskych barev a
v textilnim pramyslu na barveni tkanin [16]. Brilantni modi je také oblibenym barvivem
pouzivanym pro detekci proteini pii gelové elektroforéze [17].

Zbarveni brilantni modii se méni v zdvislosti na pH jejiho roztoku. Brilantni modf md
cervenou barvu s absorpénim maximem pii vinové délce 470 nm a niz§ich hodnotich pH.
Pti pH 1 je barvivo zelené s absorpnim maximem pii 620 nm. Pfi pH vétSim neZ 2 je pak
toto barvivo jasn€ modré s maximem pii 595 nm [16].

Q/
4@/_

Obrdzek 7: Vzorec brilantni modri [16].
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2.6 UV-VIS stanoveni aditiv

Absorpce v ultrafialové (UV) a viditelné (VIS) casti spektra koresponduje s prechody
mezi energetickymi hladinami a poskytuje uzZite€nou analytickou informaci o organickych i
anorganickych vzorcich [18]. Meéfenim absorpcnich spekter lze ziskat kvalitativni i
kvantitativni informace o analytu obsaZzeném v méfeném roztoku.

3 TV N 1 | el 11 e Tl 1/ 11 el 1 1 el [l 11 el 1t (1S Vi e
e 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1
o vidio IR rentgenove zaleni
TV i
Janiroviny 5 L L S T L . f
I i I I L I I T I Ll L I L] ] i H=
18 1w 0 1ot oM 1™ 1t 1o® 1o o107 o1o® 10® 0¥ ot
= . ,
400 s00 a00 Faa —
ram

Obrdzek 8: Spektrum elektromagnetického zdaveni [19].

Ultrafialova a viditelnd Cast elektromagnetického spektra (obrdzek 8) se nachdzi v oblasti
vlnovych délek pfiblizné od 200 do 800 nm, z toho v rozmezi vlnovych délek o velikosti
380 — 780 nm se nachdzi viditelnd Cast spektra [18]. Latky, které absorbuji ve VIS oblasti, se
jevi jako barevné. JestliZze totiz na danou latku (napf. roztok riboflavinu) dopadne paprsek
bilého svétla, latka tento dopadajici paprsek neodrazi kompletni, ale pohlti (absorbuje) z néj
zéreni nachézejici se v urCitém rozmezi vinovych délek (435 —480 nm). Oko pak zachyti
odrazené svétlo a rozpoznd, které vinové délky v ni chybi a tedy jakou m4 latka barvu.
Nejedna se vSak o barvu absorbovaného zafeni, ale o barvu komplementédrni (v naSem piipadé
Zlutou). VInové délky ndleZejici jednotlivym absorbovanym a komplementdrnim barvam se
nachdzeji v tabulce 1 [20].

Tabulka 1: Absorbované a komplementdrni barvy [20].

/ [nm] | Absorbovana barva | Komplementarni barva
650 - 780 cervena modrozelena
595 - 650 oranzova zelenomodra
560 - 595 Zlutozelena purpurovéa
500 - 560 zelend tmavocervena
490 - 500 modrozelend cervena
480 - 490 zelenomodra oranZova
435 - 480 modra zluta
380 - 435 fialova Zlutozelena
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Seskupeni atomd, které absorbuji elektromagnetické zareni, se nazyva chromofor.
Chromofory vytvaii charakteristické absorpCni pdsy pii specifickych vlnovych délkéch.
Jestlize dojde ke strukturnim zméndm v chromoforu, zméni se také intenzita a umisténi
prislusnych absorpcnich pasu [21].

Na absorpcni charakteristiky chromofort ma velky vliv pfitomnost konjugovanych
dvojnych vazeb. Molekuly s konjugovanymi dvojnymi vazbami a dlouhymi fetézci absorbuji
ve viditelné oblasti s vysokym absorpénim koeficientem ¢. Plati zde pravidlo, Ze ¢im delsi je
chromofor, tim vétsi je vinovd délka, pii které absorbuje a dile, Ze chromofory s né€kolika
konjugovanymi dvojnymi vazbami maji intenzivni absorpCni pasy [18].

Podle tvaru zméfeného UV-VIS absorpéniho spektra 1ze odhadnout, jakd je struktura
molekuly analytu. Jestlize se v UV oblasti nenachdzi zddny absorpni pds, lze usuzovat, Ze
dand molekula obsahuje pouze jednoduché vazby nebo izolované dvojné vazby. Aromatické
kruhy naopak absorbuji silnég, a to mezi 200 a 250 nm (¢ ~ 1000). Poslednim piikladem jsou
karbonylové slouceniny, které slab& absorbuji v okoli 300 nm (¢ ~ 1) [18].

Zakladnim kamenem kvantitativni analyzy je Bouguer-Lambert-Beerav zdkon. V absorp¢ni
spektrometrii excitani zdfeni interaguje s atomy nebo molekulami a tim iniciuje jejich
energetické prechody. V disledku téchto interakei je intenzita excitaniho zaren{ zeslabovana.
Mira zeslabeni pak zadvisi na koncentraci aktivnich sloZek a na délce drahy, na které interakce
probihaji [18]. Obé tyto zavislosti vyjadiuje Lambert-Beerav zdkon:

A=¢-l-c, (1)

kde A je hodnota absorbance vzorku pii specifické vinové délce 4, ¢ je molarni absorpcni
koeficient [1~m01'1 ~cm'1], [ délka optické drdhy v cm a ¢ je koncentrace analytu ve vzorku
v jednotkach [mol-1"].

Molérni absorpcni koeficient vyjadiuje pravdépodobnost, s jakou analyt absorbuje foton a
tim se dostane do excitovaného stavu. Jeho hodnota tedy zdvisi na vinové délce
elektromagnetického zafeni. V praxi ji lze dohledat v literatufe nebo urcit jako smeérnici
kalibracni ptimky [22].

Z Lambert-Beerova zdkona vyplyvd, Ze je absorbance linedrn€ zdvisld na koncentraci
analytu ve vzorku. Jestlize tedy zndme hodnotu molarniho absorp¢niho koeficientu, miZzeme
zméfenim absorbance a ndslednym jednoduchym vypoctem urcit koncentraci rozpusténé latky
ve vzorku.

2.7 Cil prace

Z literatury vyplyva, Ze kyselina hyaluronovd je zvldknitelny polymer v Sirokém rozsahu
molekulovych hmotnosti. Je vhodnym nosi¢em pro cilenou distribuci litek a fizené
uvolfiovéani. Primdrnim tkolem je pfipravit nanovdkennou vrstvu s obsahem aditiv, kterd musi
byt kvantitativné stanovitelna. Na kvantitativni stanoveni ma vliv celd fada faktord, patii
mezi né€ slozeni smési, vlastnosti pouzitych polymert (hydrofobicita, naboj), chemické a
fyzikdlni vlastnosti pouzitych aditiv, vlastnosti prostiedi — pH, teplota, iontova sila, apod.
Cilem bakalafské prace bylo pfipravit nanovlakennou vrstvu s obsahem modelovych aditiv a
kvantitativné stanovit obsah barviva v zavislosti na pH.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemické latky

Nazev Myw Vyrobce

Kyselina hyaluronovd 83,2 kDa Contipro Biotech

Polyethylen oxid 400 kDa Scientific polymer products, inc.
Erytrozin 879,86 g/mol Aroco spol. s.r.0.

Eriochromova Cern

461,38 g/mol

PENTA s.r.o.

Riboflavin 376,36 g/mol Sigma-Aldrich
Brilantni modt 825,97 g/mol Sigma-Aldrich
Kyselina octovad 99% 60,05 g/mol Lach-Ner s.r.o.
Trihydrat octanu sodného 136,08 g/mol Sigma-Aldrich

Dodekahydrat
hydrogenfosforecnanu disodného

358,14 g/mol

Lach-Ner s.r.o.

Dihydrogenfosfore¢nan sodny

156,01 g/mol

Lach-Ner s.r.o.

Uhli¢itan sodny

105,99 g/mol

Lach-Ner s.r.o.

HydrogenuhliCitan 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 Vlaknéni

Byl vytvofen 6 hm. % roztok kyseliny hyaluronové (HA) a polyethylenoxidu (PEO)
v hmotnostnim poméru HA/PEO 80/20. K tomuto roztoku bylo ptiddno 0,08 hm. % barviva
(tedy erytrozinu, eriochromové Cerni, brilantni modfi nebo riboflavinu). Roztok byl umistén
minimdlné na 16 hodin na tfepacku a po faddném promichdani byl zvldkfiovdn pomoci piistroje
4SPIN®. Jako zvldkiovaci elektroda byla pouzita bezjehlova linedrni multitryska (oznaceni
ES) a jako sbérnd elektroda byl pouZit staticky kontinudlni kolektor (oznaceni C1). Obrazek 9
je fotografii emitoru a kolektoru v priabéhu zvlaknovani. Vzdalenost mezi elektrodami byla

vldknéni ukazuje tabulka 2.
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Obrdzek 9: Fotografie emitoru a kolektoru 4SPINu p7i zvldknovdni polymerniho roztoku HA/PEO

s obsahem erytrozinu.

Tabulka 2: Zvldkriovaci protokol polymerni smési HA/PEO s erytrozinem.

Datum zvlaknovani

14.8.2014

Elektrostatické zvlaknovani na 4SPINU

Teplota [°C] 24 - 26
Vlhkost [%RH] 18 - 29
Zvléknovaci elektroda (emitor) ES5
Sbérna elektroda (kolektor) Cl
Vzdalenost elektrod [cm] 18
Napéti [kV] 59
Dévkovani [ul/min] 200
Proudéni vzduchu (I/min) 40
Proud [uA] 60 - 70
Podkladova vrstva X
Kontinudlné/staticky staticky
Pocet vrstev 1

Stafi roztoku 1 den

Metoda méreni

Kvantitativni stanoveni aditiv v nanovlaknech -

stabilizace pH
¢as zvlaknovani [min] 120
Elektronicky mikroskop ano
Oznaéeni vzorku NJ 20140814 _04
Hodnoceni: Vlaknéni probihalo dobfe.
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Obrdzek 10: Fotografie zvldknéného vzorku z elektronového mikroskopu.

3.3.2 Zpracovani vzorku

Vyrobend nanovldkennd vrstva byla sejmuta z kolektoru, zvdZena a poté podloZena
silikonovym papirem, aby z ni bylo mozné nastiihat vzorky pomoci kruhovych ntuzek. Jeden
takovy vzorek z kazdé vyrobené vrstvy byl odevzdan na skenovaci elektronovy mikroskop
kvuali kontrole vysledné vrstvy. Obrazek 10 je fotografii z elektronového mikroskopu
zvldknéného polymerniho roztoku HA/PEO s erytrozinem.

Plocha kazdého vystfizeného vzorku byla 4,906 cm?®. Jeho primérnd hmotnost se
pohybovala v rozmezi od 2 do 15 mg v zdvislosti na druhu zvldknéného polymerniho roztoku
a na lokaci daného kolecka v polymerni vrstve, kdy byl nejsilnéji navlaknén stred a kraje byly
pokryty slabsi vrstvou (obrazek 11).
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Obrdzek 11: Fotografie pFipravenych nanovildkennych vrstev s obsahem erytrozinu a s obsahem
riboflavinu. Na Petriho misce se nachdzi vzorky nanovldkenné vrstvy s obsahem erytrozinu nastrihané

pomoci kruhovych niiZek.

3.3.3 Priprava pufru

Kazdy vzorek byl ndsledné zvdZen a ve vialce doplnén pufrem do celkové hmotnosti 4 g.
Pro méfeni byly namichany tfi pufry pro tfi rizné hodnoty pH.

Pro kyselou oblast pH byl pfipraven pufr z kyseliny octové a octanu sodného. Rozpusténim
6,81 g octanu sodného v 1 dm’® destilované vody byl pfipraven jeho 0,05M roztok. Ten byl
smichdn s 0,05M roztokem kyseliny octové, ktery byl ptipraven z 1,82 g kyseliny octové 99%
a 0,6 dm’ vody. Hodnota pH pfipravovaného pufru byla prubézné kontrolovana pH metrem.
Vznikly octanovy pufr mél pH 5 a objem 1,6 dm’.

Druhy pufr vznikly smichdnim 0,IM hydrogenfosforeCnanu disodného a 0,1M
dihydrogenfosforeCnanu sodného mél pH 7,4. Pro méteni vSak bylo tfeba i 0,05M pufru. Ten
byl pfipraven smichdnim 0,1M pufru s destilovanou vodou v objemovém poméru 1:1.

Pro zdsaditou oblast byl pripraven pufr o pH 10. Navédzka uhli¢itanu sodného o hmotnosti
2,65 g byla rozpusténa v 0,5 dm’ vody. Do takto pfipraveného roztoku byl postupné pfilivin
druhy roztok vznikly rozpuiténim 2,10 g hydrogenuhli¢itanu sodného v 0,5 dm® vody. Pfitom
byla opét kontrolovdna hodnota pH pomoci pH metru. Vysledny roztok pufru mél pH 10 a
objem 0,8 dm”.

3.3.4 Kalibracni rady

Pro piipravu kalibrac¢nich vzorka byl pfipraven 0,6 hm. % roztok HA/PEO (80 : 20) ve vode¢ a
dile roztok obsahujici 1,2 mg barviva ve 25 g pufru. Tyto roztoky pak byly spolu se
samotnym pufrem odméfovany do vialek podle tdaju v tabulce 3. Kazdy vzorek kalibracni
fady obsahoval vzdy 1 ml roztoku HA/PEO, zadané mnoZstvi roztoku barviva a na celkovou
hmotnost 4 g byl doplnén pufrem. Timto zptisobem bylo pfipraveno celkem 14 kalibra¢nich
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fad (vZdy jedna fada pro jednu kombinaci barviva a pufru). Jedna z pfipravenych kalibra¢nich
fad je vyfotografovdna na obrazku 12.

Tabulka 3: Hmotnosti jednotlivych sloZek kalibracnich bodu.

Kalibracni bod | magitiva [g] | m0.6% napE0 [8] | Mpuir [g]
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

Obrdzek 12: Fotografie jedné z pripravenych kalibracnich 7ad eriochromové Cerni.

Pro vSechny kalibraéni body byla zmeéfena absorpéni spektra pomoci UV-VIS
spektrofotometru v rozsahu vlnovych délek 200 — 800 nm. Pfi méfenich byla pouZita
kfemenna kyveta 1x1x5 cm — délka optické drahy byla 1 cm. Jako blank byl vZdy pouZit
kalibracni bod Cislo 1. Naméfend data byla exportovdna do programu Microsoft Office Excel,
kde byla ndsledné€ i vyhodnocovéna.

Nameéfena data byla vynesena do grafu (ukdzka viz obrazek 13) znazorfiujictho zdvislost
absorbance (A) na vlnové délce A. V tomto grafu pak byla u kazdého kalibracniho bodu
odectena hodnota absorbance pii vinové délce Amax, pii které kiivka dosahovala maximaln{
vysky. Takto zjisténé hodnoty absorbanci kalibracnich bodu byly vyneseny do kalibra¢niho
grafu proti pfisluSnym koncentracim. Dosazenim odectenych hodnot absorbanci vzorkt
do rovnice regresni piimky byla vypoctena koncentrace barviva ve vzorku.
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Obrdzek 13: Absorpéni spektra jednotlivych barviv pri pH 7,4 a koncentraci pufru 0,05 M. Zluté je

oznacen riboflavin, cervené erytrozin, modre brilantni modr a cerné eriochromovd Cer.

3.3.5 Meéreni vzorku

Navazka vzorkl se pohybovala v rozmezi 2 - 15 mg. Vzorek byl rozpus§tén v pufru (octanovy,
fosfatovy a uhli¢itanovy), protfepdn na tfepacce a zmeétfen na UV-VIS spektrofotometru.
Pro v§echny vzorky byla zmeéfena absorpéni spektra pomoci UV-VIS spektrofotometru
v rozsahu vlnovych délek 200 — 800 nm. Nameéifend data byla exportovdna do programu
Microsoft Office Excel, kde byla nédsledn€ i vyhodnocovana.

U vzorkd obsahujicich erytrozin a eriochromovou cernn byla studovana také zdvislost
kvantitativniho stanoveni aditiva na iontové sile pufru. Vzorky byly rozpustény
ve fosfatovych pufrech o pH 7,4 a koncentracich 0,05 M a 0,1 M.

3.3.6 Vyhodnoceni

Z absorpéniho spektra byla odectena hodnota absorbance pifi vinové délce Amax. DalSimi
vypocty z regresni rovnice pak byla zjisténa koncentrace barviva v ptuvodni zvldknéné vrstveé
a ta byla kone¢né porovndna se skute¢nou koncentraci barviva v polymernim roztoku.

Pro zpfesnéni vysledkll byl zaveden jeSté druhy zpusob odecitani hodnot absorbanci a to
pomoci integrace plochy absorpéniho pasu. Brilantni modf byla integrovdna v rozsahu 450 —
800 nm, erytrozin 380 — 600 nm, riboflavin od 300 nm do 525 nm a eriochromovd cerni
od 455 nm do 800 nm. Vyslednd hodnota koncentrace barviva pak byla vztaZzena na navdzku
nanovldkenného vzorku.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Byly navldknény Ctyfi vrstvy nanovlakennych materidlti obsahujici vzdy jednotlivé erytrozin,
eriochromovou Certi, riboflavin a brilantni modf. Ve zvldknéném materidlu bylo teoreticky
pritomno 0,08 hm. % aditiva. Jeho plo$nd hustota se pohybovala v rozmezi od 0,408 mg/cm’
do 3,057 mg/cm®. Nanovlikennd vrstva byla rozstithdna na koleCka o definované plose
4,906 cm®. Poté byly od kazdého aditiva vytvofeny minimdln& 3 sady po cca 10 kusech
(1 sada pro jednu kombinaci barviva a pufru), které byly rozpustény ve 4 ml pufri o rizném
pH a sady vzorki byly proméfeny pomoci UV-VIS spektroskopie. Jednotliva aditiva budou
rozebrédna v ndsledujicich kapitoléach.

4.1 Erytrozin

Absorpcni spektrum rozpusSténého vzorku s obsahem erytrozinu (obrdzek 14) vykazuje
2 vyrazné piky. Pik na 219 nm je pfipsan kyseliné hyaluronové. Poloha maxima piku
erytrozinu je na 526 nm. Pfi porovnani absorpcnich spekter méfenych v rizném pH
vyplynulo, Ze zména pH neovliviiuje tvar absorpcniho spektra erytrozinu.

Na obrazku 4 vidime, Ze je v molekule erytrozinu pouze jedna funkéni skupina, kterd mize
interagovat s pouzitym pufrem a s nosnym polymerem. Je to karboxylova skupina, jejiz
vodikovy atom muZe byt v neutrdlnim a alkalickém prostfedi nahrazen sodnym kationtem.
V roztoku o kyselém pH tedy molekula neinteraguje s pufrem (nedochdzi k vdzani sodného
iontu na karboxyl erytrozinu), a proto nedochazi ke stinéni a je moZné stanovit redlny obsah
erytrozinu ve smési. Jednotlivd stanovend mnoZstvi pro vSechna pH jsou uvedena v tabulce 4.

Experimentdln€ bylo zjiSténo, Ze lze stanoveni erytrozinu ovlivnit zménou iontové sily
pufru. S rostouci iontovou silou totiZ klesd mnoZstvi stanoveného aditiva ve vzorku.

Tabulka 4: Stanoveny procentudlni obsah erytrozinu v nanovldkennych vrstvdach v zdvislosti na metodé

stanoveni a pH. Data jsou uvedena v hmotnostnich procentech.

obsah erytrozinu [hm. %]

vySka piku | integrace
pHS5 74,35 79,23
pH 7,4 0,05M 72,76 75,98
pH 7,4 0,1M 59,97 63,55
pH 10 74,02 75,86
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Obrdzek 14: Absorpcni spektra nanovldkennych vrstev obsahujicich HA/PEQO s erytrozinem
po rozpusténi v pufrech o pH 5 (cervené), pH 7,4 a koncentraci 0,05 M (Zluté) a 0,1 M (zelené) a
pH 10 (modre).

V tabulce 4 je také patny rozdil mezi vyslednymi hmotnostnimi procenty vypoctenymi
metodou odecitani vySek pika a integrace ploch pod piky (viz kapitola 3.3.6). Integracni
metoda se zd4d byt piesnéjsSi (korelacni koeficienty kalibranich piimek jsou ve vétSiné
piipadld vyssi v porovndni s metodou odecitani vysSek pika). Davodem je fluktuace hodnot
vlnovych délek maxim past A liSicich se o jednotky nanometrt, coz staci ke zneptesnéni
vysledné hodnoty vypoctené metodou odecitani vysek piki. Dalsi divod tohoto tvrzeni bude

dale diskutovdn v Casti zabyvajici se stanovenim riboflavinu.

4.2 Eriochromova ¢ern

Eriochromova Ceril T je kolorimetrickym reagentem, nebot je jeji zbarveni zavislé na hodnoté
pH. Zména pH tedy ovliviiuje i jeji absorpcni spektrum a dochdzi k posunu A, tedy vlnové
délky, ptfi niZ je hodnota absorbance maximdlni (viz obrazek 15). MnoZstvi stanoveného
barviva je v ptipadé této latky z4vislé na hodnoté pH.

Z tabulky 5 je patrné, Ze bylo nejvice barviva stanoveno v prostfedi o pH 5 a nejméné
v prostiedi o pH 7,4. PfiCinou mensiho stanoveného mnoZzstvi miZe byt interakce tohoto
barviva s pufry.

Z prace Linhy [23] vyplyva, Ze eriochromovad Cernl jakoZto komplexotvorné barvivo
interagovala s ionty obsaZzenymi v polymeru a ménila svoje absorpcni spektrum. V piipadé
uZiti pufru jako prostiedi dochdzi k navySeni téchto interakci navic se solemi v pufru.

Mnohem méné je stanoveni eriochromové cerni zdvislé naiontové sile pufru.
Pti vyhodnocovani pomoci integrace plochy pod pikem bylo pfipouZiti pufru o vétsi
koncentraci a tedy vysSsi iontové sile detekovdno o 0,53 % méné aditiva oproti ptisluSnému
meéfeni s pufrem o niZs$i koncentraci. Mnozstvi stanoveného aditiva tedy pravdépodobné také
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v ptipadé tohoto aditiva klesd s rostouci iontovou silou, protoZe (jak jiz bylo zmin€no vyse)
nabyva moznost{ fyzikdlné-chemickych interakci s ionty a tudiZ i stinéni a posunii maxima.

Tabulka 5: Stanoveny procentudlni obsah eriochromové cerni v nanovldkennych vrstvdach v zdavislosti

na metodé stanoveni a pH. Data jsou uvedena v hmotnostnich procentech.

obsah eriochromové ¢erni [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
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Obrdzek 15: Absorpcni spektra nanovldkennych vrstev obsahujicich HA/PEO s eriochromovou
Cerni a rozpusténych v pufrech o pH 5 (Cervené), pH 7,4 a koncentraci 0,05 M (Zluté) a 0,1 M (zelené)
a pH 10 (modre).

4.3 Riboflavin

U riboflavinu bylo dosazeno nejlepSich vysledkd. V porovnani s ostatnimi pouzitymi barvivy
bylo ve vzorcich v kazdé ze zkoumanych oblasti pH stanoveno nejvétsi mnozstvi riboflavinu.
Jak ve své préci uvadi Linha, pfiCinou vysokého stanoveného obsahu aditiva mohla byt niZsi
rozpustnost riboflavinu ve vodg. Cistice riboflavinu mohly agregovat do vétsich zrn, kterd se
sndze vytrhovala s vldknénymi polymery. Dal$i pfi¢inou mohla byt interakce siln€ polarniho
necyklického zbytku riboflavinu (CsH;0O4) s hyaluronanem [23].

S rostouci hodnotou pH mnozstvi stanoveného riboflavinu klesalo. Molekula riboflavinu
obsahuje Ctyfi hydroxylové skupiny. Hodnota pH prostfedi ovliviiuje tvar hydrofobni Casti
molekuly riboflavinu. Proto je stanoveni riboflavinu velmi zavislé na pH.
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Také u tohoto barviva hodnota pH pouZitého pufru ovliviiovala tvar absorpcniho spektra.
Pti pouziti pufru o pH 10 doslo k posunu Amax asi o0 20 nm smérem k vyS$im energiim oproti
stanovenim za pouziti ostatnich dvou pufrt (viz obrazek 16).

V ptipadé riboflavinu lze nejvyraznéji pozorovat vliv zpusobu vyhodnocovani dat
na hodnoty dosaZenych vysledktu. Jak je uvedeno v tabulce 6, pii pH 5 bylo metodou
odecitani vySek pod piky stanoveno 113,02 hm. % riboflavinu. Divodem tohoto pfili§
vysokého vysledku je skuteCnost, Ze se hodnoty An.x jednotlivych kalibrac¢nich boda i vzorka
v této sade lisily az o 16 nm. Dal$im divodem je, Ze absorpcni spektrum riboflavinu vykazuje
pro toto barvivo dva piky. Prvni znich (na 373 nm) byl u vzorkd vyssi, nez druhy pik
na444 nm. U absorpCnich spekter kalibracnich vzorkli tomu vSak bylo naopak.
Pro vyhodnocovani se pak pouzily hodnoty absorbanci kalibracnich bodu i vzorku pfi vinové
délce 373 nm. Naproti tomu pii vyhodnocovani metodou integrace byla integrovdna plocha
pod obéma témito piky (konkrétné v rozmezi 305 — 525 nm). Timto zpusobem pak byla
ziskana hodnota 99,59 hm. % teoretického maximalniho mnoZzstvi.

Tabulka 6: Stanoveny procentudlni obsah riboflavinu v nanovldkennych vrstvdch v zdvislosti

na metodé stanoveni a pH. Data jsou uvedena v hmotnostnich procentech.

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
2,5
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Obrdzek 16: Absorpcni spektra nanovldkennych vrstev obsahujicich HA/PEO s riboflavinem a
rozpusténych v pufrech o pH 5 (Cervené), pH 7,4 (Zluté) a pH 10 (modre).
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4.4 Brilantni modr

V porovnéni s ostatnimi zkoumanymi aditivy bylo brilantni modii ve vzorcich stanoveno

nejmén¢ (resp. pti pH 7,4 srovnatelng s eriochromovou ¢erni). Jak je vidét na obrdzku 17, tvar
absorpcniho spektra brilantni modfi zistal nezménény pii méfeni ve vSech pufrech. Zména

pH ovliviiovala mnozstvi stanoveného barviva jen minimalné. Pfi pouZiti pufrd pro neutrdlni

a alkalickou oblast bylo stanoveno stejné mnoZstvi barviva. Pfi pouZiti pufru o pH 5 bylo

detekovano asi 0 5 % barviva vice.

Tabulka 7: Stanoveny procentudlni obsah brilantni modri v nanovildkennych vrstvdch v zdvislosti

na metodé stanoveni a pH. Data jsou uvedena v hmotnostnich procentech.

obsah brilantni modri [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
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Obrdzek 17: Absorpcni spektra nanovldkennych vrstev obsahujicich HA/PEQ s brilantni modii a

rozpusténych v pufrech o pH 5 (Cervené), pH 7,4 (Zluté) a pH 10 (modre).

4.5 Porovnani se stanovenim ve vodé

Linha ve své prici [23] stanovoval obsah stejnych aditiv, avSak pouze v destilované vodé.

Stanoveni tedy nebylo ovliviiovdno dal§imi ionty a zmé&€nou pH. Voda (reverzni osmdza) ma
nizkou iontovou silu a malou vodivost. Rozdil mezi mnozstvim aditiva stanovenym ve vod¢ a

v pufrech tak ukazuje, jak je dané aditivum zdvislé na iontové sile rozpoustédla, jak silné

interaguje s pouZzitymi pufry a ptipadné také jak pH poruSuje interakci aditivum-HA a méni

samotnou strukturu aditiva, podobné jako je tomu u acidobazickych indikatort.

26



120

100
80
60
BpHS5
40 - pH 7.4 0,05M
pH 7.4 0,IM
20 ™ pH 10
M voda

0
3] Sz 3t 3] 3]
< Sh o4 < < <
= SN = = =
o0 2 & o0 o0 o0
Q Q Q Q
N N N N
=) =) =) =)
R= R= R= R=
brilantni modf erytrozin riboflavin eriochromova
Cernl

Obrdzek 18: Sloupcovy graf zndzoriujici zdavislost kvantitativniho stanoveni jednotlivych barviv

na rozpoustédlu, pH, zpiisobu vyhodnoceni a iontové sile.

V této praci [23] se ve vode€ podafilo stanovit nejvice brilantni modfi v porovndni
s ostatnimi pouZitymi barvivy (erytrozinem, riboflavinem a eriochromovou Cerni). Konkrétné
to bylo dokonce 101 % teoretického maxima. Tento vysledek ostfe kontrastuje s mymi
hodnotami, které jsou vyrazné nizs§i. Brilantni modf tedy siln€ interaguje s pufry a
pravdépodobné je také z4visld na iontové sile.

V piipadé riboflavinu bylo ve vode stanoveno 99,4 % teoretického maximalniho mnoZstvi.
Ja jsem v pufru o pH 5 dospéla k velmi podobnym vysledkim. S rostoucim pH mnoZstvi
stanoveného obsahu riboflavinu klesd. Vysvétleni je podané v kapitole 4.3, kdy pH ovliviiuje
stav barviva a tudiZ i jeho chovéni v roztoku.

MnozZstvi eriochromové cCerni bylo stanoveno [23] na 89 % teoretického vytézku.
Pti pouziti pufrd se vysledky pohybuji v rozmezi 57 — 76 %. Jak jiz bylo diskutovano vyse,
iontovd sila ovliviluje stanovené mnoZstvi eriochromové Cerni. Tento vliv vSak neni pfili§
vyrazny. Proto je rozdil mezi mnoZstvim barviva stanoveného ve vodé€ a v pufrech zptisoben
pfedevsim vzdjemnymi interakcemi mezi barvivem a jednotlivymi pufry.

Erytrozinu se pfi pouZiti vody jako rozpoustédla podafilo stanovit nejméné (80 %).
Pii pouziti pufrd jako rozpoustédel pak bylo dosazeno podobnych, ale trochu nizsich
vysledku. Tento rozdil je pravdépodobné zptiisoben pouze odlisnou iontovou silou.

Ze sloupcového grafu, oznaCeného jako obrdzek 18, je patrné, Ze nejvetsi mnoZstvi barviva
bylo stanoveno vzdy pfi pH 5. Konkrétni stanovené hodnoty se vSak vzdjemné velmi lisi.
Duvody, pro¢ tomu tak je, jsou diskutovany vyse v subkapitolach vénovanych jednotlivym
aditivim.
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5 ZAVER

Predmétem mé bakaldtské prace bylo zjistit, jak sloZeni rozpoustédla, jeho pH a iontov4 sila
ovliviiuje kvantitativni stanoveni jednotlivych aditiv v pfipravenych nanovldkennych
vrstvdch. Experimentdlné bylo zjiSt€no, Ze mnoZstvi stanoveného aditiva opravdu zdvisi
na pH, na zvoleném zptsobu vyhodnoceni i na iontové sile. Déle bylo zjisténo, Ze molekuly
erytrozinu a riboflavinu neinteraguji s pufry, které byly pouzity jako rozpoustédla. Naopak
eriochromova Cernl a brilantni modf s nimi interaguji silné.

Dile bylo zjiSténo, Ze kvantitativni stanoveni erytrozinu je ovlivnéno pouze iontovou silou
rozpoustédla. Stanovené mnoZstvi eriochromové Cerni je zdvislé na hodnoté pH a méné
na iontové sile rozpouStédla. Stanoveni riboflavinu lze ovlivnit pouze zménou pH
rozpous$tédla. Naopak na stanoveni brilantni modfi md pH jen maly vliv, ale mnohem

Yev s

dilezit€jsi roli hraji iontova sila a sloZeni rozpoustédla.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HA
DMF
EDC
NHS
PBS
PLLA
PEO
UV-VIS
M,
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kyselina hyaluronovéd/ hyaluronan

N,N-dimethylformamid
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid
N-hydroxysukcinimid

fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok

poly(L-mlécnd kyselina)

polyethylenoxid

Ultraviolet-Visible

relativni molekulova hmotnost



