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ABSTRAKT

UNIVERZITA KARLOVA
Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické technologie

Jméno a pfijmeni: Jana Vodickova
Nazev diplomové prace: Nanovldakenné nosice léciv 1

Skolitel: doc. RNDr. Pavel Dolezal, CSc

V teoretické Casti prace je zmin€no strukturdlné hierarchické déleni nanomateriala,
podana charakteristika netkanych nanotextilii a technologie Nanospideru® pro vyrobu
netkanych textilii metodou elektrospiningu. Je popsana stru¢nd charakteristika vlastnosti
apouziti polyurethanu (PUR) vcetné nanovldken a charakterizovano méfeni

kontaktniho thlu.

Experiment se zabyva méfenim smacivosti kompozitni chitosanpolyurethanové
nanomembrany. Dokladd obtiznou smacitelnost a nizkou kapilaritu testovanych
nanovlakennych produkt. Dalsi cast je vénovana promeéteni liberacnich vlastnosti
nanovlakenné kompozitni membrany z hlediska uvoliiovani kofeinu a kyseliny listové
jako modelovych 1éCiv. Posledni ¢ast se zabyva disoluci kyseliny listové

z nezesitovanych a sitovanych nanomembran z polyvinylalkoholu (PVA).
Vsechny nanomembrany byly poskytnuty firmou Elmarco s.r.o. Liberec za ucelem
proméfeni liberacnich profild 1éCiv pfi screeningu poloprovoznich parametrQ
elektrospiningu pro nanozvlakiovani kombinaci riznych polymera a 1éCiv.

Kli¢ova slova: Nanospider®, elektrospining, polyurethan,polyvinylalkohol, kontaktni thel,

chitosan-polyuretanova nanomembrana,



ABSTRACT

CHARLES UNIVERSITY
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Department of Pharmaceutical Technology

Name: Jana Vodickova
Title of diploma thesis: Nanofiber drug carriers 1

Supervisor: doc. RNDr. Pavel Dolezal, CSc

In the theoretical part is mentioned structurally hierarchical division of nanomaterials,
characteristics of nonwoven nanotextiles and technology of Nanospider® for production
of nonwoven nanofiber mats by electrospining method. A brief description of properties
and use of polyurethane including nanofibers is described and contact angle

measurement is characterized.

The experiment deals with measurement of wettability of composite chitosan-
polyurethane nanomembrane. It shows difficult water wettability and low capillarity of
tested nanofibrous products. The next part is devoted to measuring the release properties
of nanofibrous composite membranes in terms of caffeine release as a model drug. The
last part deals with the dissolution of folic acid from non-crosslinked and cross-linked

PVA nanofiber membranes.

All membranes were provided by Elmarco s.r.o. Liberec in order to measure the
liberation profiles of drugs in the screening of pilot plant parameters of electrospining

for nanofibering by combinations of different polymers and drugs

Key words: Nanospider®, electrospining, polyurethane, contact angle, chitosan-

polyurethane nanomembrane, polyvinylalcohole
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Seznam zkratek

ES elektrospining

€ koeficient drsnosti a zlomku
DMF N, N-dimethylformamid
DMSO dimethylsulfoxid

CHIT - PUR chitosan — polyuretanova nanomembrana

PUR polyuretan

PVA polyvinylalkohol

THF tetrahydrofuran

TPU termoplasticky polyurethan

Cx koncentrace korigovana

Cnk koncentrace nekorigovana

Qt (exp) namétené mnozstvi latky v Case t
Qt (teor) vypoctené mnozstvi latky v Case t
Vaop objem dopliiované kapaliny

Vo pocatecni objem kapaliny

g/l gram na litr

g.min.mgram za minutu na metr

g.m’’ gram na metr étvereény

h hodina

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
kV kilovat

pl mikrolitr

mg% miligram procenta

min. minuta

ml mililitr

nesit. nesitované

0 kontaktni thel

SARS tézky akutni respiracni syndrom
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podil chemicky odlisnych ¢asti povrchu
povrchové energie kapaliny, popiipadétuhé latky
mezifazova energie tuha latka kapalina
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1. UVOD

Prace sodstupem ¢asu navazuje na moudiplomovou praci' a rozsifuje ji
screeningempovrchovych, liberacnich a  disolu¢nichvlastnosti  nanovlakennych
membran z dalSich polymerd a s obsahem dalSich modelovych 1€¢iv. Jejim zdmérem
bylo ziskat a poskytnout podklady pro racionalni vybér polymeri apro nastaveni

parametrt elekrospiningupfi vyzkumu a vyvojinanovldkennych nosict 1é¢iv.

Detailni informace o nastaveni formula¢nich proménnych a produkénich parametri
elektrospiningu bylo ramcové konzultovano s pracovniky firmy Elmarco s.r.o. Liberec,
konkrétné zejména s Ing. Denisou Stranskou. Veskeré detailni informace jsou uloZeny
u zminéného vyrobce zatfizeni Nanospider®, ktery byl vyrobcem a dodavatelemvsech

testovanych nanovldkennych membran.
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2.CIL PRACE

V teoretické ¢asti bylo ukolem:

a) Uvést problematiku nanovldkennych membran, podat stru¢nou informaci o vyuziti

nanovlakennych textilii a charakterizovat jejich vyrobutechnologii Nanospider®.
b) Popsatzaklad problematiky kontaktniho thlu.

¢) Shrnout podstatné informace o vlastnostech a vyuziti polyurethanu jako polymeru,

ktery je jednou ze soucasti nanovlakentestovanych v pokusné ¢asti.
V experimentu bylo tkolem:

a)Vyhodnotit  smacivost  polyuretan-chitosanovénanovldkennémembranyorientacni

metodou méteni kontaktniho thlu.
b) Proméfit liberaci, resp. disoluci kofeinu z polyuretan-chitosanovych nanovlaken.

c¢) Proméfit liberaci kyseliny listové z nanovlaken sitovaného a nesitovaného PVA.
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3. TEORETICKA CAST

V oblasti nanomateriali 1ze dnes popisované struktury obecné¢ rozliSovat na soustavy
nulidimenzionalnich &astic (0-D),> jednorozmérych vlaken (1-D),* dvourozmérnych
membran (2-D)*° a tfidimenzionalnich (3-D) struktur typu scaffolds (leseni).®

3.1 Nanovlakenné materialy

Nanovldkenné materialynejriznéjsi chemické povahy se zpracovavaji prevazné
do formy netkanych membran (Obr.¢€. 1), folii a textilii rozdilné gramaze, pruméru

vlaken, porozity, orientace vlaken a dalSich parametra.

Obrazek €. 1 Foto netkané textilie

Tyto materidly poskytuji fadu moznosti pro vyuziti v rtznych oborech, napiiklad

v oblasti filtrace vzduchu i kapalin, protihlukové ochrany a také mediciny a hygieny.

Nanotextiliejsou tvoreny nanovlakny o priméru mensim nez 1 mikrometr, obvykle
50 az 800 nanometrt. Jednotliva vlakna jsou tedy viditelnd jen pod elektronovym
mikroskopem. Jako textilie se nanovlakna vyrabéji né¢kolika metodami, jednou z nich
jetvorba vrstvy ndhodné uloZenych vldken metodou elektrospiningu (ES), coz je metoda

zaloZend na principu zvlakiiovani v silném elektrickém poli.’

Ceskému vyzkumnému tymu z Technické univerzity v Liberci se podafilo ve spolupraci
s firmou Elmarco s.r.o., Liberec jako prvnim na svété vyvinout a patentovat technologii
bezjehlovéhoelektrospininiguNanospider®, kterd je vyuzitelna pro primyslovou vyrobu

vysoce kvalitnich netkanych nanotextilii.
3.1.1 Elektrospiningnanovlakennych membran

Elektrospinning jako metoda jemného zvlaknovani materialti poskytuje relativné snadny
postup vytvareni mikrovlakennych a nanovlakennych membran.

Do soucasné doby bylo popséno vice nez 100 riznych syntetickych a pfirodnich
organickych polymerti a mnoZstvi jejich kombinaci zpracovanych pravé ES metodou.

Velka ¢ast z nich byla vyzkousena i jako nosite 1é¢iv.*Morfologii téchto vlaken lze
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dobfe regulovat parametry uvedenymi v nasledujicim odstavci. Tuto problematiku ve

vztahu k ES zjehly (trysky) ivolného povrchu detailné pojedndvaji prace tady

tuzemskych autord.”!%!1

Parametry ES a jejich vliv na morfologii vlaken'"

Parametry roztoku pro ES '?

Parametr

Viskozita

Koncentrace polymeru
Mol. hmotn. polymeru
Vodivost

Povrchové napéti

Parametry ES zavizeni
Pouzité napéti

Vzdalenost elektrod

Rychlost posuvu/pritok.

Typ kolektoru

Parametry prostiedi
Vlhkost

Teplota

Vliv

Tvorba nizkych vrstev, vysoky narGst priméru vlakna,
zmizeni kapicek [°]
Zvyseni priméru vlakna['*'"]

Se zvysenim hmotnosti snizeni poétu vrstev a kapicek|['’]
Se zvysenim vodivosti snizeni priméru vldkna [']

Nepiesveédéivé spojeni s morfologii vlakna,

vysoké povrchové napéti vede k nestabilité tvorby vidken['*]

Snizeni priiméru vlakna se zvy$enim napéti['’]

Vytvaieni kapi¢ek s pfili§ malou a piili§ velkou vzdalenosti,

pro stejnomérna vlakna vyzadovana minimalni vzdalenost [*°]
Snizeni primeéru vlakna se snizenim prutoku, tvorba kapicek
pfi piilis vysokém pritoku [*']

Vliv na struktur. morfologii vldken. Nevodivy kolektor vytvaii

porézni strukturu s kruhovymi pory na povrchu vldken [*]

Vysoka vlhkost vede ke kruhovym périm na vldknech [*]

Zvyseni teploty vede ke snizeni priméru vlakna[**]

Kromé elektrického napéti a vzdalenosti mezi elektrodami patfi mezi hlavni parametry,
které maji vliv na proces vyroby a vyslednou morfologii nanovldkna, vlastnosti
polymerniho roztoku, ze kterého ES probiha.**Viskoelastickd sila roztoku zavisi na

koncentraci polymeru a primérné molekulové hmotnosti polymeru na jedné stran€ a na
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vlastnostech rozpoustédla na strané druhé, to vSe se promitd do hodnot viskozity
a povrchového napéti roztoku.

Do soucasnosti byly publikovany cetné a rozsahlé studie ES tvorbynanovlaken, véetné
studia mechanismu jejich vzniku,?® podminek a charakteristik vldkennych membran.?®2’
Publikace popisuji rizné typy morfologie vlaken Gpravou podminek ES. Jsou popsana

nanovlakna, vlakna spiralovité paralelng stocend,”® vicevrstva,? kroucena,**!

s porézni
povrchovou strukturou,® se sttedovym jadrem,**i vlakna duta.** To vse pfinasi moZznost
tvorby elektrostaticky  zvldknénych netkanych textilii, membran ¢ folii

s fyzikalné-chemickymi vlastnostmi zaméfenymi na rtizné specifické aplikace.
3.1.2 Vyrobni zafizeni Nanospider®

Na originalni feSeni vyroby nanovldken pfiSel vyzkumny tym profesora Oldficha
Jirsaka z Technické univerzity v Liberci. V principu byl postup zndm uz diive,

nenabizel v§ak priimyslové vyuziti pfedevsim z hlediska dostatecné kapacity vyroby.

Technologie Nanospider® tak ptredstavila unikatni zpiisob zvldknovani z volné hladiny
roztoku polymeru v silném elektrostatickém poli. Tato technologie umoznuje
zvlaknovat nejen z kapky polymeru prochazejiciho tryskou do elektrického pole, ale

z celé tenké vrstvy roztoku polymeru.
Ukézky laboratorniho a vyrobniho zafizeni jsou na nasledujicich obréazcich ¢. 2 a 3.

Obrazek €. 2 Laboratorni zatizeni Nanospider® pro vyrobu nanovlaken

4%
e
et
e
e
A
-
_—
ir’

Tato technologie pouziva zvlaknovaci elektrodu ve tvaru tenké struny a pohyblivou

hlavu pro nandSeni roztoku polymeru po celé délce struny. Vlivem silného elektrického
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pole se pak nanovldkna formuji z tenké vrstvy polymeru na elektrodé. Jednou z vyhod
této metody je, ze se pro zvldknovani pouziva malé mnozstvi stale Cerstvého roztoku,
coz je predpokladem pro udrzeni konstantnich parametri vstupniho, a tudiz i findlniho
materialu ziskavaného pii dlouhodobé vyrobg.*

Unikatnost vyrobniho zafizeni spociva ve variabilit¢ nastaveni priméru nanovlaken
1 hmotnosti vrstev nanovldken v priumyslovém méfitku. Jako vstupni suroviny lze pouzit

Siroké spektrum vice nez 40 polymert.7 Pouzivanim riznych podkladovych materiala

se fesi problémy adheze vytvorenych nanovlaken.

Obrazek ¢. 3 Primyslova linka na vyrobu nanovlaken

Ptednosti tohoto zafizeni je relativni mechanickd jednoduchost, snadnéd udrzba a nizké
provozni naklady. Umoznuje v priimyslovém méfitku vyrobu s vysokou rovnomeérnosti
vystupniho materialu v Siroké Skale polymer. Firma Elmarco spolupracuje
s nejvyznamng&jsimi svétovymi firmami a renomovanymi univerzitami. Zalozila s irskou

firmou AlltracelPharmaceuticals spoleény podnik NANOPEUTICS .3
3.1.3 Netkané nanotextilie jako vlaknité materialy

Nanovlakno ma pramér nckolik desitek az tisic atomtl, a proto také ma unikatni
vlastnosti. Vldkna maji diky svému rozméru obrovsky mérny povrch, pfitom vazi jen
0,1 az 1 g/m’ Vyhodou nanovldkennychtextilii je jejich vysoka porovitost pti malé
velikosti porti, transparentnost a vynikajici mechanické vlastnosti. Pii vyrobé se
nanovlakna zachycuji na podkladovém materidlu ve vrstvach o plo$né hmotnosti

v fadech aZ desitek g/m>3"Materialy jsou i na dotek velmi jemné.

Nanovlékna se daji pfipravit a vyrobit z riznych polymerii. Zakladni postupy pfitom
spocivaji ve vyuziti roztokli polymerd nebo tavenin polymerii. Materidly se upravuji

podle zamysSleného pouziti, napf. na hojeni ran musi byt zvolen polymer je
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biokompatilbilni, s vyhodou také biodegradabilni. Pfipravuji 1 nanovldkna

z anorganickych materiali. Rozdil mezi anorganickym a polymernim materidlem

spoc¢iva v tepelné odolnosti a fyzikdlné-chemickych vlastnostech. Dulezity rozdil

spo¢ivd v tom, Ze pii vyrob¢ nanovlaken z tavenin se neuvoliuji skodlivé vypary

rozpoustédel.*"Tuto nesnaz pii EStesi pouzitiz vodnych roztokd.

VyuZziti:

1.

Hlavni oblasti pouziti nanovlakennych materiali a nanotextilii v primyslu je

filtrace vzduchu. Piikladem mutze byt vyuziti v automobilovém prumyslu. Je

znamo, ze pouziti nanovlakennych filtri do turbin a motori vyznamné zvysuje
zivotnost motort. Kombinace filtrace vzduchu, paliva a olejh pfispiva 1 k uspote

paliva. Kabinové filtry zlepSuji Cistotu interiéru vozu a piinaSeji vysSi komfort

pro alergiky a lidi citlivé na prach a pyly.

Jinou vyznamnou aplika¢ni oblasti je protihlukové ochrana. Akustické vlastnosti

nanovlakennych materidli jsou vyrazné lepSi nez stdvajicich materiala

z mikrovlaken a jejich hmotnost je ptiblizné tfetinova.

Nanotextilie dale nachazeji uplatnéni také v potravindiském pramyslu,

napf. jako soucast ekologickych obalovych materialti, ale také jako stavebni
prvky matrice pro umélé potraviny. Aplikaci v potravinaiském a zemédélském
sektoru je dosud relativné malo, coz zfejmé souvisi s tim, Ze se vldkna vyrab¢ji

piedevsim ze syntetickych polymert.

Mezi diilezitéperspektivni oblasti vyuziti nanovlaken patii Iékatstvi, kde se jako

medicinské textilie jiz uplatiuji. Vyuzivaji se pfitom obecné vlastnosti, jakymi

jsou: pevnost, poddajnost, tvarovatelnost, pruznost, prodysSnost pro plyny
a propustnost pro kapaliny. Pouziti pfitom sahd od odévnich textilii,
chirurgickych Sicich niti, obvazii, po nahradu lidskych tkani (naptiklad kosti
a klize). Takélze vyuzit unikatnich schopnosti nanovldken zastavovat krvaceni,
urychlovat hojeni a zabrafiovat poopera¢nim srlstim a jizvam. Diky malym
rozmérim poérd mohou byt nanovldkna pouZivana jako bariérové a filtracni
materiadly, naptiklad v tUstenkach, rouskach ¢i maskach, bakterie, viry ani
mikroby jimi neprojdou. Pfidavkem aktivnich latek tyto produkty =ziskaji
antimikrobidlni G¢inky. Napiiklad pfidanim stiibra lze mikroorganismy nicit

pfimo, ¢imz se U€innost filtrti dale zvysuje.
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5. V biomediciné mohou netkané¢ vldknit¢é membrany napodobovat struktury
extracelularni hmoty (matrix), proto jsou pii vhodné volbé biokompatibilniho,

resp. biodegradovatelnéhopolymeru pouzitelné¢ v tkdflovém inzenyrstvi,

naptiklad pfi poranéni svalli, rekonstrukci kosti, klze, cév, chrupavek

a potencialng i nervové tkang. 34

Terapeuticky dulezité aplikace nanozvldknénychmembran zahrnuji pfedevsim tvorbu

depozit 1é¢iv pro malé molekuly, ale také velké geny a velké molekuly proteinti®

V dnedni dobé€ tedy jiZ neni technika ES urcena pouze pro akademicky vyzkum, ale

uplatiiuje se ve vyvoji mnoha novych produktt v fad¢é primyslovych odvétvi.

Nekteré z aplikaci, které v soucCasné dobé pouzivajiES zvlaknovani pro tkanoveé
inzenyrstvi jsou k dispozici pod oznadenim NanoAligned™, NanoECM™,
NanoCare™, NanoMesh™, Absorb™, Tegaderm™, pro podani 1é¢iv napiiklad jako

Rivelin® Patch.
3.1.4 Nanovlakenné nosice s obsahem léciva

Netkana ES vlédknina obsahujici 1é¢ivo ziskala rozsifené vyuzitiu obvazl ran, regeneraci
tkani a prevenciinfekci anaerobnich bakteriemi. Lécivo se

do nanovlakennych materidlti dostava n¢kolika zptsoby.

1. Nejjednodussi zpasob spociva v ponofeni ES membran do vodného roztoku
1é¢iv, kterase k nanovlakenné siti piipojuji elektrostatickymi silami.

2. Druhy zpiisob piedstavuje smichani 1é¢iv s roztokem polymeru. Na rozdil
od cisté povrchové fyzikalni adsorpce mtize pii ES 1éCivo zakotvit uvniti vlaken
a zajistit tak naptiklad profily prodlouzeného uvoliiovani. Léciva jsou timto
lokalizovéna uvnitt vldken nebo ndhodné na povrchu vldkna nebo v jeho tésné
blizkosti.

3. Koaxialni elektrostatické zvlaknovani a emulzni elektrostatické zvldknovani
jsou zpisoby, jak vytvaret vldkna typu jadro — sténa, aby byla co nejlépe
zachovana ucinnost 1é¢iv, naptiklad proteint. VétSina biomolekul tak miize byt
pln€ zapouzdiena do vnitiniho jadra vldken. Tato vldkna potom mohou také
poskytovat profil bifdzického uvoliovani 1éciva, ktery je slozen z okamzitého a
prodlouzeného uvolitovani. Upravou podminek miZze byt mnozstvi lé&iva
uvolnéného v prvni fazi pfesné piizplisobeno aktudlni potfebé, zatimco zbyvajici

1é¢ivo se doplitkove uvoliuje na zaklad¢ difizniho mechanismu.
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4. Ctvrtda metoda je zalozena na imobilizaci biomolekul ve vlaknech, kdy je
rychlost uvoliiovani obecné ur€ovana externim prostfedim, naptiklad piisobenim

enzymi. Vzhledem ke své slozitosti neni tento pfistup prakticky pouzivan.

Ve srovnani s dosud malym praktickym vyuzitim poddvani a fizeniliberace 1é¢iv
pomoci mikrosfér, hydrogeli a micelnich systému, jsou vlaknité nosice slibné
predevsim diky relativni snadnosti a variabilit¢ jejich pouziti. Variabilita vlastnosti
vlaken umoZiuje realizaci nastavitelného chovani pfi uvolfiovani 1 stabilniho
degradacniho profilu 1é¢iv. Naptiklad vldkna s relativné velkymi priméry vzdy vykazuji
delsi dobu uvoliovani témét nultého tadu, zatimco napiiklad vyssi koncentrace 1é€ivé
latkyvede k vyraznéjSimunastupu uvolnéni latky hned po podéani, pifi kontaktu

s biologickym prostfedim (tzv. ,,burst” efektu).

Stale vsak existuji problémy, zejména pokud jde o zajisténi uvolnovani 1é¢iv z povrchu
vzorku béhem prvnich hodin tak, aby byla snizena variabilita. Problémem také byva
zbylé, nerozpusténé 1é€ivo.

DalSi vyvoj

Oblastmi dal§iho vyvoje v oblasti zdravotnictvi jsou podani 1éCiv, filtrace plyni a
kapalin 1 specidlni odévy. Mezi perspektivni patfi ochrané a bariérové odévy pro
armadu a sportovce, dalezité budou materialy pro uchovavani elektrické energie a urcité

také extrémné lehké a pevné konstrukéni materialy.*!

Vedle elektrostatického zvlaknovani existuje i nékolik jinych vyrobnich technologii,
jako ptedeni pratahem (podobné vyrobé¢ standartnich syntetickych vlaken), zvlaknovani
fazovym délenim nebo tzv. samosbérem. VSechny tyto metody jsou velmi malo

produktivni a maji vice kvalitativnich nedostatkii nez elektrostatické zvlaknovani*?,

3.2 Polyurethan

Polyurethany (PUR) patii do desitky nejmasovéji vyrabénych polymert, maji unikétni
$ifi vlastnosti a teda aplika¢nich moznosti.*?

PUR obsahuji urethanovou skupinu (-NH- (C = O) —O-). Vétsina PUR je typu
termosetdl. Na rozdil od nich se termoplastické polyurethany (TPU) pfi zahtivani tavi
a snadno dale zpracovavaji. Jejich vlastnosti se mohou v Siroké skale lisit.

PUR se vytvareji reakci polyisokyanatl se slouc¢eninami obsahujicimi hydroxyl.

Isokyanaty velmi snadno reaguji se vSemi slouceninami, které obsahuji aktivni uhlik
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(napt. voda, alkoholy, fenoly, thioly, aminy, karboxylové kyseliny). Hlavni reakce je
doprovazena fadou vedlejSich reakci, které se cilené vyuzivaji pfi vyrobé¢ urcitych typt
polyuretanti. Vyroba probihd jako tzv. one-shot process, komponety se misi piimo,
obvykle se soucasnym misenim hlavnich reaktantd, katalyzatord, stabilizatord pény,
vyztuzovadly, plnivy a retardanty hotfeni. Reakce je exotermni a ukoncena béhem pul
hodiny v zavislosti na katalyzatoru. Kone¢nych vysledkii se dosdhne po 24 az 48

hodinach.

Pozadované vlastnosti lze ptizptisobit vybérem typu isokyanatu a polyoll, nebo
kombinaci isokyanatii a kombinaci polyold. Diky silnym mezimolekuldrnim vazbam
jsou polyurethany uzitetné pro ruzné aplikace v lepidlech a povlacich, také v
elastomerech, pénadch a I€karskych aplikacich, protoze jsou dobie biologicky

kompatibilni.**

Pro biomedicinské aplikace je PURvyhodny proto, ze je biologicky stabilni a dobie
sterilizovatelny. Nachdzi uplatnéni v zafizenich pfichézejicich do kontaktu s krvi,

naptiklad v umélych srde¢nich chlopnich nebo umélych krevnich cévach.

Bylo ukézéno, ze kopolymery polyurethanu s alifatickymi polyestery, jako naptiklad
laktid/glykolid, mohou byt biologicky rozloZitelné.**Funkéné upravené termoplastické
sitoviny z taveniny termoplastického polyuretanu (TPU) jsou vhodné pro obvazy
na rany. Povrch vlaken byl pro zlepSeni smacivosti modifikovan polyethylenglykolem,
také nanocasticemi stiibra pro antimikrobidlni vlastnosti. Takto upravené sitoviny
(,,mats*) TPU ukazaly vynikajici antibakteridlni vlastnosti, zvySenou absorpci vody a

schopnost podpofit Zivotaschopnost bungk.*®

Polyuretan mtzeme tedy fadit mezi reaktoplasty nebo elastomery. Reaktoplasty jsou
plasty teplem tvrditelné. Jsou doddvany ve formé konzistence medu — polyuretanové
pryskyfice. Elastomery jsou plasty s elastickymi vlastnostmi. Je mozné je tvarovat po
odleh¢eni napéti znovu zaujmou sviij tvar. Elasticita polyuretanového kaucuku z velké
casti nezavisi na teploté. Detailné je témto zélezitostem specidlné u polyurethanu

vénovan piehledny ¢lanek, +7
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Tepelné vlastnosti polyuretanu:

Lehceny poyuretan naléza uplatnéni jako tepelné, nékdy i zvukové, izolaéni material
s dobrymi elektroizola¢nimi vlastnostmi. Tento lehéeny polyuretan je pti 20 °C hotlavy
a snadno zapalny. Vyrabi se také ve samozhasivé form¢ a po oddaleni plamene

uhasing.*®
3.2.1 Formy polyuretanu

Polvyuretanové pryskyfice

Polyuretany se vyrédbi z uhli, vzduchu a vapna, vznikaji polyadici. Podle velikosti ok
molekularni sité jsou tvrdé az gumove elastické. Jsou dostatecné odolné vici kyselinam,
rozpousStédlim a louhtim. Tvrdé druhy téchto plasti se pouzivaji jako polyuretanové
laky a dvouslozkova lepidla. Elastické polyuretany se pouzivaji jako tésnici hmoty,

znamé jsou polyuretanové pény.*
Polyuretanova vlakna

Polyurethanové vlakna se vyrab&ji z monomerd polymeraci nebo polykondenzaci.
Ve form¢ vldkna se pouzivaji na vyrobu plsti pro technické ucely. Velmi tenkou vrstvou

polyuretanu se impregnuji tkaniny pouzivané pro vyrobu plastt do desté.

Jsou vyrdbéna ve dvou typech jako klasické polyuretanové vlakno a vldkno
segmentoveé, tj. kopolymerni se segmenty makromolekul z polyuretanu a jiného

polymeru.

Rozpoustédla pro ES nanovlakna PUR

Proces tvorby a prodluZzovani vlaken pii ES je zplsoben odpuzovanim nébojl na jejich
povrchu. Pokud se zvysi vodivost roztoku, miize byt vlidknem pienaseno vice naboji,°
coz zvySuje jejich protaZeni. Stejn€ jako vodivost roztoku ma vliv také dielektricka

konstanta, ktera snizuje tvorbu kuli¢ek a primér vyslednych vlaken.’!

Nejcastéji pouzivanymi rozpoustédly pro PUR jsou vysoce polarni organicka
rozpoustédla, jako N, N-dimethylformamid (DMF), dimethylsulfoxid (DMSO), N-
methylpyrrolidon a tetrahydrofuran (THF).>?

Ketony jako aceton, methylethylketon, cyklohexanon jsou pro TPU c¢ésteCnymi
rozpoustédly. Ethanol a isopropanol a jiné alifatické alkoholy zplisobuji mirné
nabotnani, alifatické estery jako ethylacetat a butylacetdt zplisobuji silné nabotndni

TPU.
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Zkoumani ucinkii rozpoustédel pii elektrostatickém zvldknovani TPU ukézalo, ze Ctyti
riznd rozpoustédla, konkrétné¢ THF, DMF, N, N-dimethylacetamid a DMSO vyznamn¢
zménila morfologii vyslednych nanovldken. Dilezitymi faktory jsou pfitom vodivost

rozpoustédla a tlak par rozpoustédel.

Pti zkoumani 0¢inka zaclenéni ethylacetatu (EA) nebo tetrahydrofuranu (THF) do DMF
bylo zjisténo, ze roztoky TPU v dCisttm DMF a smési DMF/EA jsou dobie
elektrospinovatelné.”> DMF se zdal byt nejlep§im rozpoustédlem pro rozpusténi pelet
TPU, ale tedéni roztokdt TPU 10 % nebo 20 % EA zajistilo dosazeni tencich vlaken.
Zaclenéni THF do DMF vedlo naopak k siln¢jsim vlaknim (ve srovnani s roztoky
TPU/DMF). Se zvySujici se objemovou frakci THF je elektrostatické zvlaknovani

omezeno kvili vysoké viskozité a nizké vodivosti.

Polyuretanova vldkna se pouzivaji jako neimplataéni materidly. Jsou k externimu

pouziti a mohou nebo nemuseji ptichdzet do kontaktu s lidskym télem. Nékteré mayji
absorbovat kapaliny a nékteré odpuzovat. Mezi produkty tohoto typu patii absorpéni
polstarky.

Schopnost absorpce maji mit predevSim obvazy. Tato schopnost souvisi s retenci
kapalin pod tlakem, rychlosti vzlinani vyzadovadna je dobrd snaSenlivost na tkanich,
omezeny transport vlhkosti, neuvoliiovani vlaken a jinych c¢astic, a mala prilnavost na
zhojené tkani, nejCastéji kuzi.

Polyuretanové nanomembrany jsou Casto pouzivany pro kryti ran, protoze maji dobré
bariérové vlastnosti, a pfitom jsou permeabilni pro kyslik. Membrana piipravena

pomoci elektrospiningu ma vyborné hojivé Gi¢inky.>*

Netkané textilie z polyurethanu se také pouzivaji jako materidl pro medicinské odévni
textilie. Tradi€né pouzivané bavinéné tkaniny nemaji ochrany ucinek proti priniku vird,
bakterii a dalSich mikroorganismti. Polyuretan naopak ma uplatnéni jako ochranatextilie
v odévech proti SARS, a to v kombinaci s polyethytelterafluorethylenem, kdy je PUR
membrana laminovana na tvarované tkaniné¢ z polyesteru s antimikrobidlni a

vodéodolnou tpravou. Membrana z PUR umoZziuje transport potu.>

3.3 Kontaktni uhel

Meéteni kontaktniho Uhlu patfi mezi metody, kterymi také jsou zkoumany

charakteristiky a chovani nanovldken. Mé&feni kontaktniho uhlu je citlivou metodou
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charakterizace povrchu pevnych materiald. Na jeho zaklad€¢ lze stanovit volnou
povrchovou energii pevnych materidlil a je mozné i ziskat informaci o tom, jak se bude
povrch pevnych materiald chovat napt. po naneseni tenké vrstvy jiného materialu. Z
toho vyplyva, Ze metoda poskytuje informace o charakteru povrchové vrstvy materialti
dilezité v rlznych védnich oborech.’® Jeho méfeni pfinasi informace o smacivosti

rovinnych tuhych povrcht danou kapalinou.

Metoda méfeni kontaktniho thlu a nésledné stanoveni volné povrchové energie je
prakticky primyslové vhodnd pro svou rychlost, finanéni nendarocnost, vysokou
presnost a citlivost. Kontaktni uhel lze méfit riznymi zplisoby zavisejicimi na
poZadované rychlosti a pfesnosti méfeni 1 na pfistrojovém vybaveni.

Drtive se méfeni provadélo pomoci jednoduché optiky. V soucastné dobé se vyuziva kamery pro
zaznam tvaru kapky s naslednym softwarovym vyhodnocenim. Je tak vyloucen subjektivni vliv
pozorovatele. Kontaktni tthel (thel smaceni) vznika pfi interakci kapalin s pevnymi latkami. Je-
li systtm v klidu vznikd staticky kontaktni uwhel, je-li v pohybu, vznika uhel
dynamicky.’’Systém v klidu je v rovnovaze-nizkoenergeticky stav. Stabilni rovnovaha vznik4,
je-li pevna latka homogenni, planarni a nedeformovana. Pak se formuje rovnovazny kontaktni
uhel. Je-li pevna latka heterogenni, systém se miiZze nachazet v metastabilnich stavech a
kontaktni tihel se pak nazyva metastabilni. Metastabilni kontaktni thly se méni s objemem
kapky, s dodanou vnéj$i mechanickou praci (vibraci) a podle zplsobu jakym se formuji
(klesajici nebo stoupajici kapalina). Kontaktni thly se dale rozliSuji na klesajici a stoupajici.
Definice kontaktniho uhlu zni tak, ze je to uhel, ktery svira tecna k povrchu kapky
vedena v bod& styku kapky s rozhranim (Obr. & 4). Uhel do 90° je definovan jako
hydrofilni povch a nad 90° jako hydrofobni. Pfi hodnotdch vétSich nez 150° je
oznacovan jako superhydrofobni povrch a kapka ma tvar témét koule, protoZze nema
skoro zadny kontakt s povrchem. Je to hlavni charakteristika tvaru kapky kapaliny

umisténé na povrchu nerozpustné tuhé latky.*
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Obrazek ¢. 4 Kapka kapaliny na tuhém povrchu

Vztah mezi kontaktnim uhlem 6 a jednotlivymi mezifazovymi energiemi je déan

Youngovou rovnici (Rovnice 1).

Rovnice 1
v, -costl =y — v,

kde y¢ a ys jsou povrchové energie kapaliny, popt. tuhé latky, ysc - mezifazova energie
tuha latka-kapalina. Uhel smégeni je jednou zméla piimo méfitelnych vlastnosti

fazového rozhrani pevna latka/kapalina/plyn.
Hodnoty tihlu smaceni mohou byt ovlivnény:

Adsorpci latek ptitomnych v plynné f4zi na povrchu tuhé latky (obr. €. 5), kterd vede ke

snizeni povrchové energie tuhé latky z hodnoty vs° (povrchova energie Cisté tuhé latky)
na hodnotu ys; (povrchovéd energie tuhé latky v rovnovaze s parou kapaliny tvofici
kapku, popft. dalSich latek pritomnych v plynné fazi, napt. vody); rozdil je povrchovy

tlak (Rovnice 2). Youngova rovnice ma pak tvar viz Rovnice 3.

Rovnice 2 Rovnice 3
-l'/;-,:: _.f}f_-,'j':. = :r';l.- * CDS( — :r‘;_: /A ;I/:..."

-~ § - - Je ziejmé, 7¢ hodnota O se bude ménit
e S —— e

WrRImEr

- v zéavislosti na hodnotach m. Tento vliv se
vyznamn¢ uplatiiuje u tuhych latek o vysoké povrchové energii (napf. sklo, kiemen,

kovy, kovové oxidy, anorganické soli), kterd se adsorpci sniZuje.
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Riznymi dé&ji, k nimz muze dochizet mezi tuhou latkou a kapalinou (chemicka reakce,

rozpousténi tuhé latky kapalinou, popt. bobtnani tuhé latky). Pti téchto d&jich se méni s

1 vs¢ a tedy 1 pozorovany thel smaceni s Casem.

Hysterzi tthlu smaceni Drsnosti a nehomogenitou povrchu, ktera se mize vyskytovat

i u peclivé ptfipravenych realnych povrcht (kazdéd ryha na povrchu mize ptisobit jako
kapiléra, v niz kapalina stoupd, je-li 6 ostry, nebo klesa, je-li 0 tupy; drsny povrch je
tedy obvykle 1épe smacen dobfe smacejicimi kapalinami nez povrch hladky, zatimco u
Spatné¢ smacejicich kapalin je tomu naopak). Oba tyto vlivy se projevuji ve velikosti
uhlu smaceni. V Youngové rovnici jsou uvazovany formou experimentalné zjisténych
koeficienti (koeficientu drsnosti € a zlomkd ¢; , které vyjadiuji podil chemicky
odliSnych c¢asti povrchu). . Na idedlnim hladkém homogennim povrchu je rovnovazny
kontaktni whel roven ,,Youngovu* kontaktnimu uhlu (plati zde Youngova rovnice).
Rovnovazny kontaktni thel je na redlném povrchu roven ,,Wenzellovu* kontaktnimu
uhlu. V tomto pfipadé systém casto piechazi do metastabilnich stavli a klesajici

a stoupajici kontaktni uhly nejsou shodné- vznika hystereze®.
Obrazek €. 6 Kontaktni thel smacejici kapaliny na rtiznych povrsich

(a) (b) (.a<0

cos (1

cos (g

yecos By = & (¥s— %) cos (1,4 = ¢h cos B + g

Kontaktni tthel dobfe smacejici kapaliny (a) na Cistém hladkém povrchu, (b) na drsném
povrchu, (c) na chemicky heterogennim povrchu (@1, popt. @2 jsou podily c¢asti
povrchu, které se lisi chemickym sloZenim, na nichz ma uvazovana kapalina thel
smaceni 01, popt. 02)

Teoretické aspekty volné povrchové energie material jsou v dostupné literatufe velmi
podrobné rozpracovany.’® Nové&jsi prace shrnuji pokroky v korelaci kontaktnich tihli
s povrchovym napétim na rozdiln€ upravenych pevnych povrSich. Diskutuje se
smysluplnost méteni kontaktnich uhli z hlediska povrchové energie. Diskuse ohledné

méteni a interpretace kontaktnich thli ukazuji, Ze pfi métfeni byvaji poruSovany nekteré
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(nebo téméi vSechny) predpoklady cinéné pro energetické ptistupy, za kterych jsou

kontaktni thly mé&feny a zpracovavany.®

Pro tuto rigordzni praci bylo otazkou, jestli muze jednoduchd adaptace méteni
povrchového napéti kontaktnim Uhlem pfinést uziteCnou informaci také
pro charakterizaci nanovlakennych membran, tedy na povrSich, které nespliuji

podminku rovinného povrchu pevné faze.

Praktickym zamérem bylo presvédcCit se o charakteru povrchu nanovléken ziskanych ES
z polymernich materiall znamych chemickych vlastnosti, které po nanozvldknéni

do podoby netkané nanotextiliemohou ziskat nec¢ekané povrchové charakteristiky.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Nanovlakenny material

Jako zkoumanénanovldkennémateridly jsem pouzila netkanou nesterilizovanou
chitosan-polyuretanovou (CHIT-PUR) nanomembrianu se zabudovanym kofeinem
a zesiténé 1 nezesiténé nanomembranyz polyvinylakoholu (PVA) s obsahem kyseliny

listové.

Byly vyrobeny a dodany firmou Elmarco s.r.o., Liberec, jejich detailni parametry jsou

uchovany u vyrobce.

4.2 Pristroje

Tabulka €. 1 Piehled pfistroji konkrétniho typu dodédvanych vyrobci

Pristroj Typ Zarazeni/vyrobce
Biologicky termostat typ BT120 Lab. piistroje
Degasser G1379B Agilent Technologies
Elektrické michadlo 408N0029 FisherScientific
Isokratickd pumpa G1310A Agilent Technologies
Laboratorni vahy 440-33 Kern

Lednice 1 D118702 Liebher

Lednice 2 NS 600.3VV Frigera

pH metr HCI113 Theta

Ponorné vicemistné michadlo [ 0502085 VariomagTelesystem
Termostatovana vodni lazeii JBS Grant JB Series
Ultrazvukova lazei Uc002PC Tesla

UV-VIS detektor G1314B Agilent Technologies
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4.3 Suroviny
Tabulka €. 2 Prehled surovin s ¢islem Sarze a jejich vyrobcem

Suroviny Cislo 3arze Vyrobce

Voda na injekci ¢.5. 0306190706 | Ardeapharma, Sevétin
Kyselina listova 98% ¢.8. SL 08154 Sigma-Aldrich, Praha
Kyselina mravenci ¢.8. 403604410 |Lachema, Neratovice
Methanol pro HPLC ¢.8. 2009-2009 Lachema, Neratovice

Dihydrogenfosforecnan sodny | ¢.8. A28619A-A | Dr. Kulich, Hr. Kralové

Hydrogenfosfore¢nan sodny ¢.8. 2003066406 | Tamda, Olomouc

Ultracista voda pro HPLC bez SarZe FaF UK, Hradec Kralove

Uvedené komer¢né dostupné latky odpovidaly deklarované jakosti podle vyrobct,

respektive dodavateld.

4.4 Méreni kontaktnich uhla

Provedla jsem pfimé goniometrické hodnoceni mikrofotografie bo¢niho profilu ptisedlé

kapky v soustavé: netkand nanomembrana/ voda/ vzduch.
4.4.1 Priprava vzorku

Meéla jsem k dispozici 6 nesterilizovanych chitosan-polyuretanovych nanomembran
se zabudovanym kofeinem. Z kazdé membrany jsem vystiihla jeden ¢tverecek ze stfedu
membrany. Ochrannou f6lii jsem odstranila z membrany pinzetou tak, aby nedoslo
k poruseni a kontaminaci nanovlaken. Ctveretky jsem dala do Petrino misky licni
stranou vzhiiru a nechala na 12 hod v exsikatoru, aby se pro vSechny membrany

sjednotily podminky vlhkosti.
4.4.2 Provedeni

Jako smaceci kapalina byla pouZita voda na injekci. Pokus jsem provadé¢la s prvnimi
ttemi nanomembranami z lice. Vzorek netkanych nanomembran o rozmérech 2x2cm

jsem umistila na nasvicenou horizontalné situovanou plochu.

Pomoci mikropipety jsem nanasSela vodu pro injekce. Zacinala jsem 20 mikrolitry

a postupné jsem po 20 mikrolitrech ptidavala, dokud nedoslo k deformaci kapky.
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Kapka byla snimana pomoci optické kamery OlympusPixelink PL. A 662 pfi teploté
vzduchu 23-25 °C a teploty vody pro injekce 25°C.

Obrazek jsem pienesla do pocitace, kde jsem ho ofezala, zvétSila, poté byl
vytisknuta posléze byla urcena te¢na k povrchu kapky v bod¢ kontaktu s membranou.
Odecet jsem provedla pomoci thloméru a zapsané hodnoty jsem zpracovala do tabulky.
Mg¢fila jsem vnitini kontaktni uhel, ukédzky mikrofotografickych zdznamu stacionarnich

kapek jsou uvedeny v ¢asti S. Dokumentace

4.5 Liberace kofeinu z nanovlaken
4.5.1 Priprava akceptorové faze

Jako akceptorova faze byl pouzit fosfatovy pufr opH 7,4 .

SlozZeni: Dihydrogenfosforecnan sodny0,2 g /1
Hydrogenfosfore¢nan sodny 1,91 g/l
Postup:
1) Oddélené jsem rozpustila navazku dihydrogenfosfore¢nanu sodného v 500ml
ultracist¢ vody a navazku hydrogenfosforecnanu sodného ve 400ml ultraCisté

vody.

2) Do roztoku dihydrogenfosforecnanu sodného jsem ponofila elektrodu a za
stalého michani na magnetické michacce jsem ptidala takové mnozstvi roztoku

hydrogenfosfore¢nanu sodného, dokud jsem nedosahla pH 7.,4.

3) Poté jsem pufr prevedla do odmérného valce a doplnila na objem 1000 ml

ultracistou vodou.
4) Pufr byl uchovavan v tmavé zasobni lahvi pii teploté asi 6°C.
4.5.2 Priprava liberacnich bunék

Na pokus jsem nejprve pouzila netkanou chitosan-polyuretanovou nanomembranu
s obsahem kofeinu. Vystfihla jsem ¢tverecky o rozméru 2x2cm, stiithala jsem od stfedu

do kraji dodané folie.

Ve ,stacionarnim® provedeni jsem ¢tvereCky nanomembran fixovala mezi dvé desticky
z plexiskla a to vpoctu 1, 2, 3, 5 al0 vrstev nad sebou. Sklicka jsem potiela
silikonovym adheznim filmem. Pro vétsi poCet membran nad sebou jsem nechala
nanomembrany v plexiskle 12 hodin odlezet pfed pokusem, aby nedoslo

k zdeformovani povrchu a unikani vzorku. Poté jsem sestavila liberacni komirku, jako
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akceptorovou fazi jsem pouzila fosfatovy pufr o pH 7,4 bez azidu a soli, jejiz objem byl
pfiblizn€ 18 ml a promichavan magnetickym michadélkem. Do donorového prostoru
byl odpipetovan fosfatovy pufru o pH 7,4 o objemu 0,5 ml. Takto pfipravenou libera¢ni
buiku jsem umistila do termostatované vodni lazné temperované na 37 °C

a promichavané ponornym vicemistnym michadlem.
4.5.3 Provedeni disolu¢niho pokusu

V ,.dynamickém® provedeni disolu¢nich pokusi jsem vzorky nanomembran ulozila
vzdy po 4 kusech (celkem 16 cm?) do 20 ml vialky se zaSrubem, do ni vlila 18 ml
fosfatového pufru o pH 7,4 jako akceptorovou fazi, vialkyumistila do vodni ldzné
termostatované na 37 °C a nechala promichdvat magnetickym michadlem.
Akceptorovou fazi jsem v mnozstvi 0,7ml odbirala v ¢asovych intervalech 10, 20, 40,
60, 120 minut, 8 a 24 hodin. Odbér jsem vkladalado popsané vialky a uchovavala do
doby analyzy v chladnicce pfti teploté asi 6°C. Libera¢ni vialku s membranami jsem po
kazdém odbéru dopliovala pufrem opét na plvodni objem a toto doplnéni bylo

zohlednéno pii vypoctu korigovanych koncentraci.
4.5.4 HPLC stanoveni kofeinu

Vzorky byly vyhodnoceny metodou HPLC.Jako mobilni faze byl pouzit odplynény

roztok 0,2% kyseliny mravenci v prostfeni voda: methanol

v poméru 75:25. Jako standardy byly pouzity roztoky kofeinu v trometamolu o
koncentracich 0,5mg/100 ml, 0,1 mg/100 ml, 0,05 mg/100 ml, 0,01 mg/100 ml a 0,005
mg/100 ml.

Stanoveni bylo provedeno na pfistroji Agilent Technologies s kolonou ZORBAX Elipse
PlusC 18 o rozméru 4,6x 150 mm, priméru 4,6mm a a zrnitosti sorbentu
5 mikrometrti. Nastiik byl 60 mikrolitri, teplota termostatu byla 30 °C, pritok
1,0ml/min a tlak cca 175 barl. Detekce byla spektrofotometrickd pii vlnové délce

272nm.
4.5.5 Liberace kyseliny listové z nanovlaken

Uspotadani pokusu bylo stejné jako v piipade ,,dynamického* pokusu nanomembran
s kofeinem, celkovéa plocha vystiizkii nanomembran byla opét 16 cm? a byly pouzity

vialky o objemu 10 ml.
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4.5.6 HPLC stanoveni kyseliny listové

Provedeni analyzy probéhlo se smési 50:50 methanolu a vodného roztoku
dihydrogenfosfore¢nanu draselného a hydrogenfosfore¢nan draselného jako mobilni
faze. Nastfik na kolonu ¢inil 30 mikrolitriJako standardy jsem pfipravila roztoky
kyseliny listové o koncentracich 0,5 mg/100 ml, 0,1 mg/100 ml, 0,05 mg/100 ml, 0,01
mg/100 ml a 0,005 mg/100 ml.

Chromatografické hodnoceni probéhlo za odborné¢ho dohledu a s pfimym technickym

pfispénim PharmDr. Pavla Berky, Ph.D.

Hodnoty koncentraci sledovanych latek ziskané ze stanoveni kofeinu a kyseliny listové
jsem dale zpracovavalapomoci vypocti, které obnasely prepocet na objem akceptorové
kapaliny 1 korekce na obménované objemy akceptorové faze, jak je prezentovano

v podobé 5 protokoll v Casti 5. Dokumentace
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5. DOKUMENTACE

5.1 Mikrofotografické zaznamy stacionarnich kapek (ukazky)
Obrazek €. 7 Kontakt vody na membrané CHIT-PUR ¢islo 1 z lice.

Poznamka: Na ostatnich vzorcich nanovlakennych membranbylo zobrazeni analogické
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Z vyse uvedenych ukazek je patrné, ze kapka vody méni sviij tvar z kulaté kapicky na
elipsoidni utvar, zvétSuje se a nabyva na objemu, nevsakuje se.

5.2 Ziaznamy HPLC stanoveni

5.2.1 Chromatografické zaznamy standardi

Obrazek ¢. 8 Ukazka zaznamu pro standard kofeinu v koncentraci 0,01 mol/l

VWD1 A, Wavelength=272 nm (C:\CHEM32\1\DATA\CAF-MKJI-091008\CAF CH-PUR 090710AA 2009-10-09 14-18-461002-0201.D)
mAU 7]

kofein

024

04

PMPT , Pressure

161 3

160

159 3

158 5

157 3

156

155 3
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Obrazek €. 9 Ukazka zaznamu pro standard kofeinu v koncentraci 0,05 mol/l

VWD1A,Wavelength=272 nm (C:\CHEM32\1\DATA\CAF-MKJI-091008\CAF CH-PUR 090710AA 2009-10-09 1A—18746\003703K] .
naU o ofein;

PMP1  Pressure

160

159

158

157 -

156 —

Pti porovnani dvou ptedchazejicich obrazki €. 8 a €. 9 je patrné, Ze pik kofeinu je ve
své poloze tésné pied 6. minutou dobie osamostatnén, bez rizika interference s piky
jakycholi dalsich latek. Casové intervaly mezi jednotlivymi nastiiky na kolonu byly

s rezervou dostateCné.

Obrazek ¢. 10 Kalibrac¢ni zavislost kyseliny listové

folic acid, VW D1 A
Area = 947 118757 *Am¢t+2.5041505
Area TR el Res% (1):4.911
2500 —f
2000 —
1500 —
1000 —
500 —|
0o Correlation: 0.99963
0 1| ' ' ' 'AImOt;nt['mg"%]
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5.3 Protokoly “dynamickych” disolu¢nich experimentii

Protokol 1
Vo fmi] | Vo= 18 |
T thi
Cnk [mg/100ml] ‘Membr. CHIT-PUR‘
AVdop [ml]
Cx [mg/100m] |Latka  kofein |
Qt [ugl ve Vo
Q: [ug] ve Vo/ Tom? | M&Feni: HPLC |
T Cnk AVop Cx Q [ Q:
10 0,008 0,7 |0,008]] 14| 0,7
20 0,018 0,7 |0,019]]| 33| 1,7
40 0,030 07 [0031|| 56| 2,8
60 0,040| 0,7 |0041]|]| 74| 3,7
120 0,059| 0,7 |0,061|[10,9] 55
480 0,092| 07 [0,095|[17,1] 85
1440 0,132] 0,7 [0,135| [24,3[12,2
T Qt (exp) | Qt (teor) 18 1
10 0,7 2,9 15 4+
20 1,7 2,9
40 28 3,1 T o127 e
60 3,7 32 % g1
120 55 37 =
480 8,5 6,2 o 67
1440 12,2 13,1 3.
0 -~ f f f f
0O 300 600 900 1200
t [min]
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Protokol 2
Vo [ | Vo= 18
t [h]
Cnk [mg/100ml] ‘Membr: CHIT-PUR
AVdop [ml]
Ck [mg/100ml] ‘Donor: kofein
Qi gl veVo
Q: [ng] veVo/1cm? Merem HPLC
t Crk AVdop Cx Q | Q:
10 0,001 0,7 0,001| 0,2] 0,1
20 0,015 0,7 0,015 26| 1,3
40 0,040 0,7 0,040 7,2| 3,6
60 0,047 0,7 0,048 | 8,7| 4,4
120 0,048 0,7 0,050 9,0( 4,5
480 0,154 0,7 0,156 | 28,0 (14,0
1440 0,153 0,7 0,159 28,6 14,3
t Qt (exp) | Qt (teor) 18 +
10 0,1 0,1
20 1,3 1,3 .
40 3,6 3,6 &
60 4,4 4.4 %
120 4,5 45 =
480 14,0 14,0 c
1440 14,3 14,3
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Protokol 3

Vo [l | Vo= 18 |
t [h]
Crk [mg/100mi] |Membr.  CHIT-PUR|
AVdop [ml]
Ck [mg/100ml] ‘ Donor: kofein ‘
Qt ng] veVo
Q [ugl ve Vo/ fom? |M&feni:  HPLC |
t Crk AVop Cx Qt Q:

10 0,002 0,7 0,002 | 0,3 0,2

20 0,013 0,7 0,014 | 2.4 1,2

40 0,041 0,7 0,041 7,4 3,7

60 0,055 0,7 0,057 (10,2 5,1

120 0,059 0,7 0,061 (11,0 5,5

480 0,139 0,7 0,141 (25,4 12,7

1440 0,147 0,7 0,152 (27,4| 13,7

18 +

t Qt (exp) | Qt (teor)

10 0,2 35 =

20 1,2 3,6 £

40 3,7 3,7 é

60 5.1 3,9 G

120 5,5 4,4

480 12,7 7,5

1440 13,7 15,5

t [min]
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Protokol 4
Vo [ | Vo= 182 |
t [h]
Cnk [mg/100ml] ‘Membr: CHIT-PUR‘
AVdop [ml]
Ck [mg/100ml] ‘ Donor: kofein ‘
Qi [ng] veVo
Q: [ug] Ve Vo lom? |M&feni: HPLC |

t Crk AVdop Cx Qt Q:

10 0,001 0,7 0,001| 0,2 0,1

20 0,011 0,7 0,011| 2,0 1,0

40 0,052 0,7 0,052| 9,5 4,7

60 0,062 0,7 0,064 | 11,6 5,8

120 0,062 0,7 0,065 | 11,7 5,9

480 0,124 0,7 0,126 23,0 11,5

1440 0,129 0,7 0,134 124,3| 121

18

t Qt (exp) | Qt (teor)

10 0,1 3,8 15

20 1,0 3,9 E12

(&)

40 4,7 4,0 3 g

60 5,8 4,1 —

120 5,9 4,6 G s

480 11,5 7,1 3

1440 12,1 13,8 0
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Protokol 5
Vo [ | Vo= 181 |
t [h]
Cnk [mg/100ml] ‘Membr: CHIT-PUR‘
AVdop [ml]
Cxk [mg/100ml] ‘ Donor: kofein ‘
Qi [ugl veVo
Q: [ug] Ve Vo lom? |M&feni: HPLC |
t Crk AVdop Cx Qt Q:

10 0,001 0,7 0,001| 0,2 0,1

20 0,015 0,7 0,015| 2,8 1,4

40 0,066 0,7 0,067 | 12,1 6,1

60 0,073 0,7 0,076 | 13,7 6,9

120 0,075 0,7 0,078 [ 14,1 7.1

480 0,168 0,7 0,1771|31,0| 15,5

1440 0,162 0,7 0,168 |30,4| 15,2

t Qt (exp) | Qt (teor)

10 0,1 4,8

20 1,4 4,9

40 6,1 5,1 —

60 6,9 5,2 E

120 7.1 5,8 é

480 15,5 9,0 e

1440 15,2 17,5 o
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6. VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 Hodnoceni kontaktnich thli

Rada procesti spojenych s uvolfiovanim 1é&iva z prostiedi 1ékové formy a také fada
biofyzikalnich procest, které¢ se odehravaji na biologickych mezipovrsich, je ur¢ovana
tim, jak dobfejsou prislusné povrchy smaceny relevantni kapalinou. Tatoschopnost je
kvantifikovatelnd hodnotou kontaktnihouhlu, ktery svira te¢na k povrchu
kapaliny v mist¢ dotyku kapky s povrchem zkoumané tuhé fize. Cim je hodnota

kontaktniho uhlu nizsi, tim je sméaceni povrchu tuhé latky danoukapalinou lepsi.
V Tab. €.3 je uveden souhrn hodnot naméfenych v jednoduchém usporadani pokusu.

Tabulka €. 3 Hodnoty kontaktnich thlii membran (z lice)

objem kapky [ul] | TA[°] | 2A[°] | 3A[°] | Primér | smodch

20 131 96,5 132 119,8 20,2
40 116,5 98 114 109,5 10,0
60 122,5 118,5 120,5 120,5 2,0
80 127,5 116 123 122,2 5,8
100 113 116 118 116,0 2,5
120 119 109 116 114,7 5,1
140 117,5 97 131 115,3 17,3
160 125 111 125,5 120,5 82
180 1185 - ;

200 107 - -

Hodnoty kontaktnich whld byly zméfeny zlice a rubu vzorklli nanovldkennych
membran. Pro hodnoceni jsouz méfeni na licni strané membran. Pfi pfedbézném
hodnoceni bylo ovéteno, ze oba povrchy jsou si z hlediska piesnosti méfenych hodnot

rovnocenné.

Hodnoty u kontaktnich thli u vysSich nandSek kapaliny se nepodafilo odecist

s dostate¢nou spolehlivosti, v tabulce jsou vyznaceny kurzivou.
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Prvni odecitatelné hodnoty thla poskytla nanaSka 20 mikrolitri. Dobfeméfitelné byly
kapky a jejich uhly pifi 40 mikrolitrech nanesené c¢isténé vody. Nejlépe potom pii
60 miktolitrech. Pii zvySovani objemu kapicky se odecet provadél subjektivné hiie,
odecitané hodnoty vice kolisaly, ziejm¢é také pro rtznou velikost vldken a porozitu

exponovaného povrchu. Hodnoty namétené pti objemu kapicky 160 mikrolitrii a vice

vvvv

Dulezité je poznamenat, ze k prosaknutikapaliny kapilaritou ptes pory nebo k nasaknuti

vody do materidlu nanovldkennéhovzorku nedoslo.

Prvni zavér zméfeni kontaktnich 0hll je moZné formulovat tak, Ze hodnocené
nanovlakenné¢ PUR-Chitnanomembrany jsou na dostupnych povrSich hydrofobni.
V tomto smyslu je vysledek povazovan za potvrzeni hyrofobniho charakteru
nanovladken. Vliv pfimési chitosanu v PUR vldknech se na celkov€ hydrofobnim

charakterunanovlakenné membrany neprojevil.

Druhym zavérem bylo, Ze pro praktické navazujici uspotfadani ,,statického* liberaéniho
pokusu vyplynula vystraha, ze planované vrstveni doty¢nych nanomembranek muze
¢init problémy z hlediska pravidelnosti 1 Uplnosti jejich smaceni. Jak se pozd¢ji ukazalo,
byla tato obava opravnéna. Uspotadani ,,statického* libera¢niho pokusu bylo zménéno
na ,,dynamické*“disolu¢ni provedeni, které zajistovalo okamzity dobry kontakt povrchu

membran s akceptorovou fazi fosfatovym pufrem pH 7,4.

6.2 Vysledky ,,statického* liberacniho méreni kofeinu

Pti provadéni ,stacionarniho* pokusu, pii kterém byly nanovlakenné membrany
navrstveny na sebe a zality pufrem pH 7.4 jako aplikacni kapalinou, bylo ziejmé, Ze se
Spatnd smacivost nanovldkennych membran projevuje. V jejich sloZeni byl oproti
samotnym polymernim nanovlakniim testovanym z hlediska kontaktnich uhla pfitomen
kofeinv mnozstvi, které se do vlaken pteneslo z roztoku pro ES s obsahem 5 % kofeinu,
ale to zfejm&€ smacivost nanovladken neovlivnilo. Prosdknuti navrstvenych
nanomembranek shora doplilovanym pufrem probihalo nepravidelné, bublinky vzduchu

ve vlaknech a mezi membrankamisignalizovaly problém.

Stanoveni kofeinu v jednotlivych odbérech v akceptorové fazi mélo sice dostatecné
chromatografické parametry, jak se ukazalo pii stanoveni kalibra¢ni zavislosti, ale po
vSech pirepoétech ziskané hodnoty Qt uvolnéného kofeinu z 1 cm’membrany velice

kolisaly.
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Ziskané vysledky zliberacniho méfeni jsou prezentovany jednak v Casti
5. Dokumentace v ukazkach protokold (Protokoly 1 az 5), a také souhrnnym grafem
na Obr. € 11. Na ném jsou vyneseny primérné¢ hodnoty liberovaného kofeinu
Q¢ [png].proti casu t [min].

Je sice ziejmé, ze nejvetsi kvantum kofeinu se uvoliiuje do 60 az 120 minut pokusu,
avsak kolisani jednotlivych hodnot,jak je vystizeno pfislusnou smérodatnou odchylkou,

neumoziuje tento prvni nadhled povaZovat za relevantni.

Obrazek €. 11 Pribeh ,,stacionarni® liberace kofeinu z nanovlakennych PUR-Chit
membran s kofeinem (n = 5; SD)

"Stacionarni" liberace kofeinu z PUR-Chit nanomembran
0,2

0,18
0,16
0,14

0,12

uvolnény kofein Q,[pg]
o

0,08
0,06 .‘\ —— —®
0,04
0,02
0
0 60 120 180 240 300 360 420 480

t [min]

Proto byl nasledné proveden také ,,dynamicky disolu¢ni pokus, pii kterém nebyly
jednotlivé ustfizkymembraneknavrstveny na sebe v donorové horni ¢asti permeacni
komirky, ale byly jednotlivé a volné vlozeny do vialek a dispozici pro rozpousténi

s promichavanym akceptorovym pufrem pH 7,4.
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6.3 Vysledky ,,dynamického” disolu¢niho méreni kofeinu
Vysledky poskytnuté meétenim disoluce kofeinu z PUR-CHIT nanomembran jsou

relativné malo kolisavé, jak je patrné z grafického znazornéni primérnych vyslednych
mnozstvi kofeinu v aceptotovém pufru na Obr. €. 12. Po pfepoftu na mnozstvi
rozpusténého kofeinu z jednotkové plochy nanomembrany je patrné, ze sedo 60 minut
uvolnilo a rozpustilovice nez 1/3 kofeinu a do 6 hodin prakticky vSechno uvolnitelné
a rozpus$téné mnozstvi kofeinu.

Obrazek ¢. 12 Prubéh ,,dynamického rozpousténi kofeinu z nanovlakennych PUR-
Chitmambran s kofeinem (n= 6, SD).

"Dynamicka" disoluce kofeinu z PUR-Chit nanovlaken

0,18
0,16 ]
e
: ) SRR Lo {
S5 on| e
R R R N e
o ,
£ |
[} 0,10
5 ;
2 y = 0,0308 In(x) - 0,0722
é 0,08 -
>q_) .
£ ;
g 006 { {
=}
0,04 }
0,02 :
®
000 ®
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 -
t [min]

Bylo tedy moZné fici, ze k disoluci kofeinu zhodnocenych nanovlaken dochézi
pomérné rychle. Vezmeme-li vpotaz prvni a takika ptimkovy tsek disolu¢niho profilu,
tak sedo 1 hodiny uvolni a rozpusti asi 40 procent léciva. Hodnoty pfislusnych
smérodatnych ochylek primérnych hodnot (SEM pii n=5) jsou v tomo ¢asovém useku

relativné malé.
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Zbyly kofein se potom rozpousti stale, zieteln¢ jiz kinetikou 1. fadu, po 6 hodinéch sejiz

jeho hodnoty prakticky nezvySuji (pravdépodobné asymtoticky spé&ji  k néjaké

rovnovazné, pro dany piipad maximalni hodnoté.

Na popsand méteni s kofeinem jako modelovym 1é¢ivem navazovalo analogické

hodnoceni disoluce kyseliny listové, tentokrdt z nanovldkennych membran

z polyvinylalkoholu (PVA) v zesitované a nazesitované podobg.

6.4 Vysledky disoluce kyseliny listové z PV A nanovliken

Me¢éfteni rozpuSténého mnoZstvi kyseliny listové za podminek dynamického pokusu

poskytlo vysledky shrnuté pro jednotlivé nanomembrany v Tab. €. 4.

Tabulka €. 4 Hodnoty koncentraci k. listové v akceptorovém pufru pii disoluci
nanovlaken PVA s obsahem 0,49 % lécCiva

membrana | Nesit PVA | Nesit PVA Sit PVA Sit PVA
navazka [mg] 2,040 2,350 2,390 2,460
t [min] koncentrace Ck [ug/ml ] k. listové v pufru pH 7,4

5 40,91 49,35 49,18 50,25

7,5 43,00 49,79 50,09 51,49

15 44,43 50,68 50,73 52,73

30 45,75 53,37 53,23 55,45

60 47,39 57,75 56,12 60,02
120 51,39 59,75 60,56 63,69
240 54,24 59,77 63,09 63,77
1440 55,26 64,29 63,79 66,59

U namétenych hodnot se vliv zesiténi PVA polymeru vyraznéji neprojevuje, vzhledem

k poc¢tu opakovani daného méfeni ovSem nelze tento nahled povazovat za prokazany.

Tabulka €. 5 Hodnoty koncentraci k. listové v akceptorovém pufru pii disoluci
z nanovlaken sitovaného PV A s obsahem 3,3 % léCiva

membrana SitPVA SitPVA SitPVA SitPVA
navazka [mg] 1,0 1,0 1,1 1,0
t [min)] koncentrace Ck [ug/ml ] k. listové v pufru pH 7,4
5 40,91 49,35 49,18 28,7
7,5 43,00 49,79 50,09 29,11
15 44,43 50,68 50,73 29,53
30 45,75 53,37 53,23 30,17
60 47,39 57,75 56,12 30,22
120 51,39 59,75 60,56 30,86
240 54,24 59,77 63,09 31,41
1440 55,26 64,29 63,79 33,2
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Je zajimavé, ze absolutni hodnoty koncentraci k. listové uvolnéné a rozpousténé
z nanovlaken s asi 6krat niz8i koncentraci 1éCiva ale vySsi gramazi (cca 2 az 2,5krét)

membrany jsou srovnatelné s udaji v Tab. €. 5.

Vypoétem z plivodniho (teoretického) obsahu k. listové v 16 cm?nanovlikennych
membran byly zjistény procentudlni hodnoty 1é¢iva disponibilniho pro disoluci v pufru
pH 7,4 za Casovy interval 8 hodin. Nalezené hodnoty po 8 hodinach byly povazovany

pfi danych podminkach experimentu za prakticky uvolnitelny podil.
V procentech je tento podil vyjadien takto:

sitovand PVA membrana s k. listovou pfti 0,49 % v roztoku pro ES 27,26 %
nesitovand PVA membrana s k. listovou pfti 0,49 % v roztoku pro ES 27,92 %
sitovand PVA membrana s k. listovou pfti 3,3 % v roztoku pro ES 31,21 %

Na tyto udaje pfimo navazujeTab. €. 6, kteraposkytuje na nameétfend datajesté jiny
pohled. Obsahuje vypoctené tdaje o Casovém ndrGstu primeérného procentudlniho
podilu k. listové vzhledem k mnozstvi uvolnitelného z nanovldken do 8 hodin od

pocatku pokusu.

v

Tabulka ¢. 6: Hodnoty podilu uvolnéné a rozpusténé kyseliny listové vzhledem
k uvolnitelnému mnoZstvi

podil l1é€iva v % z uvolnitelného mnoistvi
¢as [min] nesit PVA/0,49 % sit PVA/ 0,49 % sit PVA/3,3 %
5 74 % 79 % 48 %
7,5 76 % 81 % 50 %
15 78 % 82 % 53 %
30 81 % 85 % 55 %
60 86 % 88 % 59 %
120 91 % 92 % 61 %
240 93 % 94 % 63 %
1440 98 % 98 % 65 %

Vysledkyv této tabulce potvrzuji, ze v ptipadech vSech testovanych nanomembran se

kyselina listova uvolituje z nejvétsi €asti jiz v prvnich 5 minutach pokusu.
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Zajimavé je, ze v pripad¢ niz§itho obsahu k. listové v roztoku pronanozvldknéni ES
(a tedy také nejspiSe ve vyslednych nanovlakennych membranach) byl procentudlni
podil uvolnéného mnozstvi 1é€iva vyssi nezZ u membran s teoreticky vyS$im obsahem

lé¢iva, avSak nissi gramazi.
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7. ZAVERY

1. Testované nanovldkenné¢ PUR-Chit membrany ze smési polyurethanu
a chitosanuse chovaji v souladu s charakterem zakladniho polymeru, tedy
jakohydrofobni. Nanozvlaknéni se vtomto smyslu neprojevilo, kapilarita
prostiednictvim pori v membrané nebyla pozorovana. Nejvice homogenni

vysledky byly ziskany pfi nanasce ¢isténé vody v objemu 40 mikrolitrt.

2. Pro praktické usporadani liberacnich pokust je nutné
s nesmacivostia nenasakavosti téchto membran pocitat a upfednostnit disolu¢ni
provedeni, které¢ zajisti okamzity dobry kontakt povrchu membran

s akceptorovou fazi.

3. Ve statickémliberatnim pokusu se nepodafilo kofein uvolnény z PUR-Chit
nanovlaken uspokojiveé stanovovat. Problém necinila analytickda HPLC metoda,

ale praveé nepravidelna a netiplnd smacivost vlaken.

4. V dynamickém disolu¢nim pokusu bylo dokumentovano, ze se kofein
z testovanych hydrofobnich PUR-Chitnanovldken dostava do akceptorové faze
fosfore¢nanového pufru pH 7,4 zpocatku velmi pravidelné, do 60 minut se

uvolnilo asi 40 procent kofeinu.

5. V disoluénim pokusu s membranami sobsahem kyseliny listové v
nanovlaknech PVA zesiténych 1 nezesiténych doslo k velmi rychlé liberaci
a rozpusténi 1é¢iva v fadu minut.

6. Minimalné 50 %, ve vétSinéptipadl vSak cca75 % ze zvlaknénéhomnoZzstvi

kyseliny listové bylo v akceptorovém pufru prokdzano jiz po 5 minutach.
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