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1. Uvod

Rigorézni prace s nazvem ,Nanovldkenné membrany jako nosice Iéciv

5. navazuje na stejnojmenné diplomové prace (s podtituly). Ty byly vyhotoveny
na zakladé spoluprace katedry farmaceutické technologie FaF UK a spolec¢nosti
Elmarco, Liberec. Spoluprace mezi obéma subjekty pokracuje i nadale a jednim
z jejich dalSich vysledkU je predklddana rigordzni prace.

Pfedmétem jejiho zajmu je biopolymer chitosan, u néhoz se predpoklada velky
potencial pro vyuziti ve farmacii a v biomediciné. PfedevSim na tento polymer
se zaméruje nejen teoretickd, ale i experimentdlni ¢ast predkladané prace.
Teoretickd ¢ast pfindsi SirsSi informace predevsim o rozpustnosti chitosanu
a jeho interakcich s biologickym prostfedim. Zaméruje se na zakladni parametry
roztoku chitosanu, z néhoz se elektrospiningem ziskavaji nanomembrany.
V experimentalni ¢asti jsou popsany pokusy zameérené na charakteristiky, které
souviseji s uchovavanim lécivého pripravku, kde je nanomembrana nosicem
|éCiva. Dale jsou provedeny pokusy, kde nanomembrana jako nosi¢ |éciva
ovliviiuje jeho uvolnovani.

Rigordzni prace prinasi nové informace a v mnohém doplnuje vyse uvedenou
diplomovou praci. Jeji zaméreni podrobnéji specifikuje vyuziti nanomembran
k podavani |éCiv. Snahou je podat dalsi informace, které by vedly k objasnéni
a lepSimu pochopeni zavéru vyplyvajicich z experimentl prace diplomové. Obé
zminéné prace pracuji s informacemi, které zatim nemaji narok na okamzité
praktické vyuziti, a to s ohledem na dlouhotrvajici proces objasnovani vlastnosti
souvisejici s trvajici exkluzivitou pouzitych materidld a v mnoha ohledech
i jedinecnosti jejich vlastnosti. Potencidlu materidld tohoto typu bude moziné
naplno vyuzit tehdy, bude-li probihat dalsi systematicky vyzkum.



2. Clle prace

Zadani predkladané rigordzni prace uUzce souvisi se zavéry moji diplomové
prace obhdjené vroce 2009 (1). Tyto se tykaji nasdkavosti nanomembran,
souvisejici s obsahem vlhkosti a zplsobem uchovani nanomembran

’

a s chovanim léciva adsorbovaného na povrch nanomembran.

Neochota nanomembran z hydrofilnich polymer( pfijmout a udrzet hydrofilni
médium ovérena ve zminéné diplomové praci vedla k zameéru ovérit, jak se
zméni obsah vlhkosti zménou zpUsobu uchovani. Dalsim poznatkem, ktery
vyplynul z pokust provedenych v rdmci diplomové prace je, Ze nanovldkenné
membrany zpomaluji uvolfhovani modelového hydrofilniho Iéciva z lipofilniho
vehikula pouzitého k impregnaci nanomembran.

Tato rigordzni prace prestavuje fadu experimentl zkoumajicich schopnost
hydrofilniho |é¢iva adsorbovat se na povrch nanomembran a jeho naslednou
liberaci in vitro.

1. Vteoretické casti je jejim cilem shrnout poznatky o chitosanu a jeho
hlavnich derivatech se zamérenim na jejich rozpustnost a interakci
s biologickym prostredim.

2. Dilci cile v experimentalni ¢asti jsou tyto:

— Zjistit vliv zpusobu uchovéni vzorkd nanomembrdn na obsah
vlhkosti.

— Zhodnotit zmény ve sloZeni syticiho média po syceni membran.

— Urcit mnoizstvi kofeinu, které je schopné uvolnit se z povrchu
membran po jejich impregnaci, a to véetné popisu kinetiky tohoto
déje.

— Ur¢it podil kofeinu inkorporovaného ve vilaknech, ktery je schopen
se uvolnit, a to v€etné popisu kinetiky tohoto déje.

— Uréit maximalni uvolnitelné mnozstvi kofeinu z membran
s obsahem inkorporovaného i adsorbovaného kofeinu.

— Na zakladé provedenych pokusd vymezit podobnost vzorku
nanomembrany nezndmého slozeni se vzorky definovanymi.



3. Teoreticka cast

3.1. Struktura a charakteristika chitosanu

Chitosan je derivat chitinu, druhého nejbéznéjsiho prirodniho polysacharidu,
z néhoz se ziskava alkalickou deacetylaci. Chitosan je kopolymer N-acetyl-D-
glukosaminu a D-glukosaminu. Hlavni fetézec polymeru je poskladan
z jednotek D-glukosaminu spojenych v polohach B-1,4 s vysokym stuprfiem
N-acetylace. Struktura chitosanu je velmi podobna celuléze, rozdil je
v substituci na C-2, kde v pfipadé chitosanu je aminoskupina a v pfipadé
celuldézy hydroxyskupina.

y OH

HO

Obr. 3.1. Struktura chitosanu

Chemicky ndzev chitosanu je B-(1->4)-N-acetyl-2-amino-2-deoxy-B-D-
glukopyranosa. (1) V pevném stavu je chitosan semikrystalicky polymer.
V literature je popsano mnoho polymorfnich forem. Samostatny krystal
chitosanu je mozZné ziskat uUplnou deacetylaci chitinu s nizkou molekularni
hmotnosti. Krystal je usporadan v kosocltverecné soustavé s jednotlivymi
rozmeéry a = 0,807nm, b =0,844nm, c = 1,034nm. Elementarni bunka krystalu je
sloZzena ze dvou antiparalelnich chitosanovych fetézc(. Struktura je vlivem
pUsobeni inter- a intramolekuldrnich vodikovych vazeb rigidni. Hlavni
intramolekularni vodikové vazby jsou v polohach 0305 a intermolekuldrni
v polohdach N2->06 (viz obr. 3.1). (2), (3), (4) Rigidni struktura zplsobena
pfitomnosti vodikovych vazeb a vysoka krystalinita pfispiva k tomu, Ze je
chitosan nerozpustny v béinych organickych rozpoustédlech. Snizenim
molekulové hmotnosti a redukci krystalinity neuspofadanou deacetylaci se
vyznamné zlepsi rozpustnost ve zfedénych kyselinach a umozni zpracovani
chitosanu do rdznych forem (vldkna, membrany). (5)



Obr. 3.2. Chemicka struktura chitosanu. Znazornény jsou uhly  a
o, které definuji konformaci retézce; intermolekularni H-vazby zde
zobrazeny nejsou. (2)

3.2.Rozpustnost chitosanu
Nazev chitosan oznacuje mnoho polymerd, které se lisi stupfiem deacetylace
(40 % az 98 %) a molekulovou hmotnosti (50 000 az 2 000 000). Tyto dvé
charakteristiky jsou velmi dllezité pro fyzikdlné—chemické vlastnosti
chitosanu a ztoho dlvodu maji velky vliv i na vlastnosti biologické. (1)
Chitosan ma zasadity charakter s hodnotami pKa 6,2 az 7,0 pro kazdou
aminoskupinu v poloze C-2 D-glukosaminové jednotky.(1) V kyselém
prostiedi (napf. kyseliny chlorovodikové, octové, glutamové, mlécné,
jable¢né, citronové, askorbové, pyrohroznové) (6) jsou primarni
aminoskupiny protonizovany, ¢imz se polymer stava pozitivné nabitym
polysacharidem svysokou ndbojovou hustotou (kazdd glukosaminova
jednotka nese jeden kladny naboj). (1) Kladné nabity polyelektrolyt tvofi
rozpustné soli s anionty kyselin. (4) Na rozpustnost chitosanu ma rozhodujici
vliv hodnota pH roztoku a pKa kyseliny, kterd zpUsobuje ionizaci chitosanu.
Mira ionizace chitosanu je dana hodnotou pKa polymeru, ktera je vysoce
zavisla na stupni deacetylce. (1), (4) Pfi pKa chitosanu 6,2 az 7,0 je hranice
rozpustnosti vymezena hodnotami pH 6,0 az 6,5. Chitosany s nizkym
stupném deacetylace (<40%) jsou rozpustné az do pH =9, zatimco vysoce
deacetylované chitosany (= 85%) jsou rozpustné jen do pH = 6,5. (4)

V zésaditém prostredi, je chitosan deprotonizovany, ztraci elektricky ndboj
i rozpustnost a z roztoku precipituje. (4) Tuto vlastnost je mozné vyuzit pfi



CiSténi chitosanu kdy je polymer nejprve rozpustén v kyseliné a filtrovan,
Upravou pH na hodnotu pfiblizné 7,5 prfidavkem NaOH nebo NH,OH je
potom z roztoku precipitovan, vymyt a ususen. (3) Nerozpustnost chitosanu
je ddna jeho semikrystalickou strukturou se znaénymi inter-
i intramolekuldrnimi vodikovymi vazbami, které zvysuji hustotu kohezivni
energie. (4)

Strukturdlni podobnost chitosanu a celulézy vedla mnoho autor( nejprve ke
zkouseni rozpoustédel pouzivanych pro rozpousténi celulézy. Mnoho
z téchto rozpoustédel je vsak toxickych, korozivnich nebo mutagennich.
V mnoha pfipadech jsou tato rozpoustédla silnymi kyselinami, fluorovanymi
a chlorovanymi alkoholy, ktera mohou chitosan rozlozit. Navic jsou s takto
zkouSenymi rozpoustédly spojeny problémy pri pfevodu z laboratorniho do
provozniho méritka — rozpousténi maze zahrnovat nékolikadenni penetraci
rozpoustédlem nebo bobtnani. Pro pouziti v medicinalnich aplikacich proto
nejsou vhodna. (4) V dalSich organickych rozpoustédlech (dimethylformamid,
dimethylsulfoxid) neni chitosan rozpustny. V okyselenych polyolech
(polyethylenglykol, glycerol-2-fosfat) se chitosan naopak rozpousti velmi
dobre. Nejpouzivanéjsim rozpoustédlem je 1% kyselina octova o pH pfriblizné
4. Dobre se rozpousti také v 1% kyseliné chlorovodikové a zfedéné kyseliné
dusicné. V kyseliné sirové a fosforecné je chitosan nerozpustny.
Koncentrovana kyselina octovda muaze pfi vysoké teploté zplsobit
depolymerizaci chitosanu (4) stejné jako kyselina dusitd. Reakce s kyselinou
dusitou je selektivni, rychla a snadno fiditelna. Stechiometrie a produkty této
reakce jsou dobfe znamy. K depolymerizaci chitosanu je vhodny také peroxid
vodiku, jehoz plsobenim vznikaji oligomery bez pfidruzenych bocnich reakci
i za pokojové teploty. Moina je také enzymatickd depolymerizace
prostfednictvim rlznych hydrolas — napf. lysozym, pektinasa, celulasa,
hemicelulasa, lipasa, a amylasa. (2) Enzymatickd metoda zajistuje chemickou
jednotnost produktu. Vysoké naklady na pofizeni specifickych enzymu (napft.
chitosanas) vSak obvykle brani priimyslovému vyuziti. (7)

Rozpustnost chitosanu je ovlivnéna mnoha dalSimi faktory. Jsou jimi také
podminky deacetylace (teplota, doba, koncentrace zasady, pomér mnozstvi
chitinu k roztoku zasady nebo velikost ¢dastic). Ddle rozpustnost chitosanu
zavisi také na iontové koncentraci roztoku. (4) Pridavek soli zvySuje iontovou



silu roztoku a rozpustnost chitosanu se tim snizi. Je to dano neutralizaci
naboje zvysujici se koncentraci parového iontu. Molekulova hmotnost
a distribuce acetylovych skupin v hlavnim chitosanovém fetézci hraji také
vyznamnou roli pfi rozpousténi. Bylo zjiSténo, Ze pro dosaZeni vyssi
rozpustnosti ve vodném roztoku je tfeba, aby rozloZeni acetylovych skupin
bylo neusporadané. (3), (4)

3.3. Chemické modifikace chitosanu

Nadéje na zlepseni vlastnosti chitosanu maji pavod v Uspésnych Upravach
chemicky podobné molekuly celuldzy. (5) MoZnosti pozménéni struktury
chitosanu jsou ale podstatné mnohostrannéjSi neili srovnatelné zmény
v molekule celulézy. Ke zméné vlastnosti lze vyuzit vedle chemické
modifikace hydroxy- skupin v polohach C-3 a C-6, také reaktivitu primarni
aminoskupiny v poloze C-2. (4), (5) Vétsina obmén molekuly chitosanu se
uplatiuje zejména zdlvodu zvySeni rozpustnosti chitosanu, ale také
zdlvodu zlepSeni dalSich chemickych a mechanickych vlastnosti.
Rozpustnost substituovanych derivatd chitosanu v neutralnich a bazickych
médiich zvySuje moznosti pouziti ve farmacii, v kosmetice a v dalsich
odvétvich. Hygroskopickd kapacita upravenych vzorkl mlze byt uzitecnd
napriklad pfi formovani polymernich film{, nebo ktvorbé membrén,
slouzicich ke kryti ran a jejich hojeni. (4) Nevyhodou takto pfipravenych
derivatl chitosanu je jejich nizsi stabilita, naptiklad ve srovnani
s analogickymi derivaty chitinu. Didvodem snizené stability je hydrofilni
charakter derivatl a obzvlasté pH senzitivita. Je také duleZité poznamenat,
ze vysSi standardnosti ziskanych produktll a opakovatelnosti postupl
modifikace je dosazieno pfi pouziti vysoce deacetylovaného chitinu jako
vychozi suroviny. Tato Uprava zajistuje jednotnost vstupniho materialu
a usnadnuje kontrolu kvality pfed provedenim modifikace. (3) V literatufe je
popsana celd rfada obmén molekuly chitosanu, avSak nasledujici text se
zameéruje na Upravy, které souviseji se zménou rozpustnosti, a dale na
nadéjné derivaty pouZitelné v oblasti farmacie a biomediciny. (3), (4)

Vyznamnou Upravou chitosanu je sitovani cinidly jako epichlorhydrin,
diisokyanat, nebo 1,4-butandieoldiglycidylether. Sitovani se provadi ve smési
Skrobu a chitosanu: Skrob je oxidovan za tvorby polyaniontu (polyaldehyd),



ktery reaguje s aminoskupinou chitosanu v pfitomnosti redukéniho cinidla.
(3) Idealnim sitovadlem je pro svou rozpustnost ve vodé i organickych
rozpoustédlech polyethylenglykol. Ten je Siroce pouzZivanym univerzalnim
materidlem v medicinskych aplikacich s nizkou toxicitou i imunogenitou. (5)

Z Uprav chitosanu lze dale zminit N-acylaci. Zavedeni objemného
substituentu je obecné povaZovano za Upravu zpUsobujici zvySeni
rozpustnosti nerozpustného polymeru. Tato znalost byla vyuzita napriklad pfi
pfipraveé triethylchitosanu. Vysoce N-triethylovany chitosan chlorid je
rozpustny ve vodé pri pokojové teploté. Ke stejnému ucelu slouzi také
N-acetylace acetanhydridem, pfi niz mnozstvi anhydridu v reakcéni smési
rozhoduje o stupni acetylace. Rozpustnost derivatu chitosanu, ktery je takto
acetylovan z poloviny, se s rostouci molekulovou hmotnosti neméni, je li jako
rozpoustédlo pouzZita voda. V alkalickém prostfedi se takto upraveny
chitosan rozpousti tim hure, ¢im vétsi je jeho molekulovd hmotnost. Bylo
také pozorovano, Ze chitosan acetylovany anhydridem s velmi vysokou
rozpustnosti ve vodé si zachovava svou antibakterialni aktivitu. N-acetylaci
je moiné provést dvéma rlznymi zbytky, naptiklad acetylovym
a butyrylovym. Vznika tak smiSeny ester s velkou molekulovou hmotnosti
a s dobrou rozpustnosti ve vodé. Tato reakce probiha v prostredi kyseliny
methansulfonové, ktera zaroven slouzi jako katalyzator. Pomér butyrylovych
a acetylovych zbytkli se mlZe ménit vrozmezi 1:0,62 az 1:0,72.
S Uspéchem byly ddle zkouseny také N- a O- sukcinylace, které pozitivné
ovlivAuji rozpustnost (4), (8)

Mastné kyseliny s hydrofobnim hlavnim rfetézcem a hydrofilni koncovou
skupinou mohou také rozpustnost polymer( zvySovat. N-acylace chitosanu
chloridy rlznych mastnych kyselin zvySuji hydrofobni charakter a zpusobuiji
dllezité zmény ve struktufe chitosanu. NejlepSi mechanické vlastnosti
a vlastnosti vyuzitelné v oblasti nosi¢d léciv byly nalezeny u palmitoyl
chitosanu (stupen substituce 40% az 50%). PUsobenim 2% (v/v) vodného
roztoku kyseliny octové a metanolu na chitosan N-substituovany anhydridy
mastnych kyselin byl ziskan derivat rozpustny ve vodé. (4)

Pfiprava karboxymethyl- derivatd chitosanu znamenala prilom v oblasti
Uprav molekul polymer(i zejména pro velké moznosti rlznych aplikaci.
Vodikové vazby vtakto derivatizovaném chitosanu jsou preruseny



hydrofobnimi methylovymi skupinami a solubilita je zvySena pritomnosti
karboxylovych skupin. Proces vlastni karboxymethylace je velmi podobny
jako u celuldézy: chitosan je vystaven pUlsobeni chloroctové kyseliny
v pritomnosti koncentrovaného hydroxidu sodného. (4) Karboxymethylovany
derivat je citlivy klysozymu, a jeho oligomery jsou degradovany N-
acetylglucosaminidasou. Je proto vhodny pro pouZiti v mediciné, napftiklad
pfi regeneraci kosti. (2)

S objevem rozpoznavani bunék, virG a bakterii podle molekul cukrd, zacaly
byt zkouseny obmény chitosanu bunécéné-specifickymi cukry, které zpUsobi
zvySeni hydrofility chitosanu a rozruseni vodikovych vazeb mezi
aminoskupinami. Pfipojeni hydrofilni molekuly cukru, glukonové kyseliny,
nebo N-acetylace chitosanu nesouciho cukr, tak vyrazné zvysuje rozpustnost
ve vodé. Napriklad mezi cukry nesoucimi chitosany je nejlépe rozpustny
derivat s fruktdzou, jehoZz rozpustnost dosahuje hodnoty 17,1g/l. Dale je-li
stupen acetylace u N-acetylovaného chitosanu nesouciho 29%, az 63% cukru,
je takovy derivat rozpustny v celém rozpéti pH. Sohledem na vytézek,
rozpustnost a pH stabilitu, je glukosaminovany chitosan povazovan za
optimdlni derivdt rozpustny ve vodé. Zavedeni disacharidu (maltdza,
mandza, galaktdza, laktdza) také znamenad signifikantni zvySeni rozpustnosti
ve vodé. U chitosanu nesouciho maltézu z(stava rozpustnost zachovana
i tehdy, pfriblizi-li se pH hodnoté 10. Hydrofilné-hydrofobni derivaty byly
ziskany pfripojenim laktézy a alkylu na aminoskupiny chitosanu. Tyto
polymery vykazuji excelentni rozpustnost ve vodé. (4)

DalSi metodou, jak ziskat vodorozpustné derivaty, je enzymaticka hydrolyza,
kterd navic zajistuje produkt s nizkou molekulovou hmotnosti. Postupuje se
tak, Ze se C(Castecné deacetylovany chitosan vystavi puasobeni
polyethylenglykol-dialdehyddiethylacetalu. Dochazi k Schiffové reakci a ke
vzniku odpovidajicich aldimin nebo ketimin(i. Ty mohou byt konvertovany
na N-alkyl derivaty hydrogenaci borohydridem. (2) Vznikly produkt je
resorbovatelny, a proto vhodny pro biomedicinské aplikace. (4)

Obecné lze rozpustnost polymerl zvysit také zavedenim kvarterni amoniové
nebo fosfoniové skupiny. Prikladem konkrétniho derivatu muZe byt
N-[(2-hydroxy-3-trimethylamoniumpropyl)]chitosan  chlorid,  pfipraveny



zavedenim amoniové skupiny na aminoskupiny chitosanu, nebo N-
methylenfosfonium chitosan. (4)

Roubovand kopolymerizace je také metoda, jiz lze dosahnout zlepseni
rozpustnosti. Na chitosan se roubuji polarni jednotky, rozpustnost
roubovanych polymerl se navic znacné zvySuje po adsorpci médnatych
iontl. Takovy polymer je kompletné rozpustny ve zfedéné kyseliné
chlorovodikové. (4)

3.4. Derivaty chitosanu

3.4.1. O-a N-karboxymethylchitosany

Karboxymethylchitosany jsou nejprobadanéjsimi derivaty chitosanu. Jde
o amfoterni derivaty, jejichz rozpustnost je zavisla na pH prostredi.
Ziskavaji se reakci schloracetatem sodnym v pfitomnosti hydroxidu
sodného pri kontrolovanych reakcénich podminkach. (3) N-karboxymethyl-
chitosan lze pripravit reakci sglyoxylovou kyselinou v pfitomnosti
redukéniho Cinidla. Produktem je smés monokarboxymethylovaného (-NH-
CH,COOH), dikarboxymethylovaného (-N(-CH,COOH),) a N-acetylovaného
chitosanu. Pro ziskani vodorozpustného derivatu je potreba, aby byly
vychozi latky ve spravném pomeéru. Nutné je dodrzet ekvimolarni mnozstvi
glyoxylové kyseliny a reagujicich aminoskupin. N-karboxymethyl-chitosan
je jako 1% roztok (o pH=4,80) hodnotnou ucinnou sloZzkou kosmetickych
krém0. Jeho zvlhCujici ucéinky na pokozku jsou dlouhotrvajici a jsou
povazovany za silnéjSi nez ucinky hyaluronové kyseliny. Schopnost N-
karboxymethylchitosanu  tvorit tenké filmy pfispivd  k pocitu
jemnosti/hebkosti pokozky a k ochrané pred nepfiznivymi vlivy prostredi
nebo pred dlsledky pouziti detergentl. DalsSim vyzkumem bylo potvrzeno,
Zze mono-N-karboxymethylchitosan je pouzitelny jako enhancer pro
intestindlni absorpci anionickych polymer(, napfiklad nizkomolekuldrnich
heparinl. (2)

3.4.2. Trimethylované, N-sukcinylované, thiolované a

azidované chitosany
Kationické polymery véetné chitosanu je mozné pouzit k tvorbé komplex(
a naslednému prenosu opacné nabitych polymerud (proteiny, polyanionty,
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DNA). Pouziti téchto elektrostatickych komplexd je velmi Siroké, mezi
hlavni oblasti patfi pfiprava antitrombogennich materiadl(, tvorba
aplikacnich systémuU léciv s kontrolovanym uvolfiovanim, enkapsulace
[é¢iv, imobilizace enzym( a bunék, nosic¢e genl. (3) Jako nosi¢ DNA mUze
slouzit napfriklad trimetylchitosan chlorid (80% stupen kvarternizace)
nesouci galaktozovy zbytek pripojeny pres 6-O karboxymethylovou
skupinu. V dusledku silnych bazickych vlastnosti kvarterni amoniové
skupiny je trimethylamoniumchitosan vhodnéjsi k prenosu plazmidové
DNA nez prosty chitosan. (2)

Mukoadhezivni systémy pro poddavani |éc¢iv jsou vyhodné 1z davodi
lokalizace lécCiva na cilovém misté, prodlouzeni Casu potrebného pro
absorpci nebo z dlvodu zesileného kontaktu s mukdzou, coz zajistuje
zvySeny koncentracni gradient |éCiva. Nedavné studie naznaluji, Ze
polymery nesouci thiolové skupiny vykazuji mnohem silnéjsi adhezivni
vlastnosti nez béziné pouzivané mukoadhezivni polymery. Jako priklad je
mozné zminit konjugat chitosanu s kyselinou thioglykolovou, jehoz
adhezivni vlastnosti odpovidaji desetindsobku neupraveného chitosanu.

(2)

Zajimavé biomedicinské vlastnosti pridava chitosanu i dalsi chemicka
modifikace — pfipojeni kyseliny p-azidobenzoové a laktobionové
k chitosanovému retézci. Touto Upravou vznikne fotositovatelny chitosan,
ktery po ozareni UV svétlem vytvari kauCukovity hydrogel. Takto vznikly
hydrogel ma vynikajici prilnavost ke tkanim, vyraznou schopnost stahovat
rany a urychlovat jejich uzavirani a hojeni. Tento material je proto vhodny
jako tkanové lepidlo v chirurgickych aplikacich. (2)

3.4.3. Alkylované chitosany
Alkylované chitosany jsou velmi dulezité amfifilni polymery. Prvnim
derivatem ztéto skupiny byl chitosan alkylovany do vysokého stupné
substituce desetiuhlikatym fretézcem navdzanym glykosidickou vazbou.
Tento derivat je pfi zahfati nad 50°C schopen tvofrit gely. Redukéni aminaci
je mozné ziskat sérii amfifilnich derivatd s rGznou délkou postrannich
fetézcl (C, 3 aZz 14). Stupen substituce se obvykle udrzuje pod 10%, aby
byla zachovdna rozpustnost derivatd v kyselych roztocich. Alkylované
chitosany s dobrou rozpustnosti pfi pH<6 maji velké mnoizstvi velmi



zajimavych vlastnosti, mezi které patfi napriklad povrchova aktivita.
Povrchové napéti snizuji tyto latky relativné malo, zato velmi zlepsuji
stabilitu mezifdzového rozhrani. Oproti jednodusSim tenzidim maji
naprosto odlisné chovani. Vzhledem k hydrofobnim interakcim mezi
postrannimi fetézci, obzvlasté jsou-li tyto retézce 12-uhlikové a stupen
substituce priblizné 5%, jsou tyto slouceniny schopné tvofit gely. Vznik
gelu je zavisly na pH prostredi a na koncentraci solu a jeho existence je
zaloZena na rovnovaze mezi elektrostatickymi repulznimi silami pozitivné
nabitych chitosanovych fetézci a hydrofobnich pfitazlivych sil meazi
alkylovymi retézci.

Alkylované chitosany jsou kompatibilni s neutralnimi a kationaktivnimi
tenzidy. Bylo prokazano, ze kationické tenzidy, které jsou adsorbované na
alkylovych retézcich vazanych k chitosanu, podporuji jejich rozpustnost.

(3)

3.4.4. Chitosany s methoxyfenylovou skupinou
Vanilin (3-methoxy-4hydroxybenzaldehyd), syringaldehyd (4-hydroxy-3,5-
dimethoxybenzaldehyd) a veratraldehyd (3,4-dimethoxybenzaldehyd)
reaguji s chitosanem za normalnich i redukénich podminek. Tyto reakce
udéluji chitosanu nerozpustnost a dalsi vlastnosti. Polymerni film ziskany
z veratraldehydu je biodegradabilni a mechanicky odolny. (2)

3.4.5. Sacharidové derivaty chitosanu
Praktické wvyuziti by jako hepatospecificky nosi¢ |é¢iva mohl nalézt
laktosylovany N-sukcinylchitosan. Zkousen byl jako nosi¢ mitomycinu do
jaternich metastaz. Galaktosylovany chitosan pripraveny z kyseliny 4-O-f3-
galaktopyranosyl-D-glukonové a chitosanu je zase vhodny jako synteticka
nahrada extraceluldarni matrix hepatocytu. (2)

3.4.6. Hydrofobni chitosany
Spojovani hydrofobnich polymer( rozpustnych ve vodé je novou skupinou
primyslové dualezitych makromolekul. Hydrofobni derivaty chitosanu
mohou byt snadno ziskany zchlorovanych acyll s dlouhym Fetézcem
a anhydrid(l. Nékteré z nich jsou uréeny k napodobovani endotoxin(. (2)



3.4.7. Chemicky roubované chitosany

Jednim  z nejprozkoumanéjsSich  derivatll je chitosan roubovany
polyethylenglykolem. Vyhodnou vlastnosti takto upraveného chitosanu je
jeho vodorozpustnost, kterd je zavisla na stupni substituce
polyethylenglykolem. (3) Kopolymery s obsahem kyseliny mlécné jsou
vzhledem ke své biodegradabilité Siroce uzivané jako Sici materidl. Jako
polymery tvofici pH-senzitivni gely maji potencidlni vyuziti pfi formulaci
|éCivych pfipravkl, zejména pro pfipravky aplikované do specifickych
oddil gastrointestindlniho traktu. (2)

3.5. Chitosan jako urychlovac adsorpce

Efektivni absorpci IéCiv s proteinovou nebo peptidovou strukturou pres
mukdzy brani jejich vysoka molekulova hmotnost. Nizka biodostupnost
potom vede k dosazeni pouze subterapeutickych hladin 1éciv v plazmé.
Z tohoto divodu je nutné mnoho léciv podavat invazivné — intravendzné, coz
navic mlze zpUsobovat nizkou compliance pacientll. Je proto velmi dllezZité
zvysit biodostupnost makromolekularnich latek pres sliznice a dosahnout tak
terapeutickych hladin téchto IéCiv. Hlavnimi poZadavky na terapeuticky
systém pro podani makromolekuldrnich 1éciv je prodlouzeni pobytu Iéciva
v oblasti, ze které se vstfebava, udrzeni stability |éCiva a zvySeni permeability
|é¢iva do systémové cirkulace. Chitosan je vysoce ucinny jako urychlovac
penetrace pro peptidy a jejich analogy in vivo, je-li vdaném prostredi
rozpustny. Pfi neutrdlnim pH, jako je napriklad v tenkém strevé, je chitosan
nerozpustny (viz. vySe) a jako urychlovac¢ penetrace nepUsobi. V prostiedi
takového charakteru lze problém vyresit pouzitim rozpustného derivatu
(napf. jiz zminény N-trimethylchitosan). (1) Urychlujici efekt chitosanu je
vysvétlovan jeho schopnosti uvolfiovat tésné spoje (tight junctions) mezi
epitelidlnimi bunkami, coz umoznuje transport makromolekularnich léciv
pfes dobfe organizované epitely. (9)

3.6. Biokompatibilita a biodegradabilita chitosanu a

jeho derivatu
Biokompatibilita kryti na rany vyrobenych z rlznych derivat(i chitosanu byla
rGznymi laboratofremi hodnocena v ndsledujicim poradi: chitosan
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hydrochlorid < chitosan glutamat < chitosan-glykolat < chitosan-laktat <
methylpyrrolidonchitosan. Hodnoceni bylo provedeno na zdkladé posouzeni
rozsahu rozpadu erytrocytl po 24hodinovém pulsobeni roztoku prislusné
chitosanové soli, nebo, v jiném pfipadé, posouzenim vysledk(l 72hodinové
inkubaci chitosanovych soli s fibroblasty. Chitosan hydrochlorid vtomto
pokusu zpUsobil inhibici rdstu asi vrozsahu 70% az 80%, zatimco
methylpyrrolidonchitosan zpUsobil jen 35% inhibici. Ve srovnani s poly-L-
lysinem (jiny biokompatibilni polymer) vykazuje chitosan hydrochlorid 4krat
nizsi toxicitu. Bylo také prokazano, Ze pouziti chitosanu pfi hojeni ran
predchazi nadmérnému tvoreni jizev. Provedené studie tedy potvrdily, Ze
chemické modifikace poskytuji chitosanu vedle novych chemickych vlastnosti
také vylepsené biologické charakteristiky. (2)

Uvedenych poznatk( jiz bylo vyuZito i v praxi, pfi pfipravé rlznych typu kryti
na rany. Pfipraveno bylo napfiklad biosyntetické kryti slozené z houbovité
vrstvy chitosanu a kolagenu potazené gentamycin sulfatem. Klinické testy
tohoto pripravku probéhly s dobrymi vysledky. Navrien byl také gel
vypliujici rany ziskany z chitosan-malatu, propylenglykolu, arabské klovatiny
a rohovnikové gumy. (2)

ProtoZe jsou chitosan a jeho derivaty navrhovany pro rozsahlé pouZiti
v medicing, je dllezité znat jejich chovani pfi rozkladu v organismu. Chitosan
je povazovan za vysoce biodegradabilni. Je snadno exkretovan modci, v téle
neni nikde deponovan. Tato tvrzeni jsou potvrzena napfriklad pokusy
s intraperitoneadlni aplikaci chitosanu u mysi. Inkubaci chitosanu s lysozymem
a plazmou mysi byla hodnocena také in vitro biodegradabilita. (2) Vedle
lysozymu je chitosan degradovan i dalSimi enzymy, konkrétné N-acetyl-D-
glukosaminidasou a lipasami. V lidském téle je znacnd ¢ast material(
s obsahem chitosanu depolymerizovana. Vzniklé oligomery jsou dale
hydrolyzovany na N-acetylglukosaminy — béZzné se vyskytujicimi aminocukry,
které bud’ vstupuji do pfirozenych metabolickych drah a jsou tak zaclenény
do glykoproteind, anebo jsou vylouéeny jako oxid uhlicity. (2)

Biodegradabilita chitosanu (resp. derivatd) neni zavisla na stupni
deacetylace. Studovan byl také vliv fyzikdlnich parametrd, jako je porozita
nebo primér vldken usporddanych do membran. Membrany s vyssi
porozitou jsou degradovany rychleji. Je-li porozita membrdan stejna, ale lisi-li



se pramér vldken, je nepatrné rychlejsi degradace membrany s mensim
pramérem vldken. Kromé toho, neovliviiuji morfologické rozdily mezi dvéma
membranami pfilnavost k burikdm. (4)

3.7.Elektrospining chitosanu
DlleZité parametry pro elektrospining polymerl jsou dany nastavenim
vlastniho zatizeni pro elektrospining — tedy velikosti elektrického napéti mezi
dvéma elektrodami, vzddlenost kolektoru od kapilarni elektrody, rychlost
pritoku taveniny nebo roztoku, atd., a také vlastnosti polymeru a jeho
rozpoustédla (molekulovd hmotnost, viskozita, vodivost, povrchové
napéti). (10) Elektrospining je velmi komplexni proces a kvalita vysledného
produktu je zavisld na vSech uvedenych faktorech. (11) Proces
elektropsiningu, resp. vlastni tvorba vlakna, je zahajen v okamziku, kdy
elektrostaticka sila pfekona povrchové napéti roztoku. To vyzaduje pfisun
velmi vysokého napéti, které vsak také vyvola expanzi roztoku, coz ma primy
vliv na kvalitu vyslednych vldken. Obvykle je timto sniZzen prdmér a zvyseno
riziko tvorby kordlkovitych zrn (viz obr 3.3.a) na vldknech. Pritok roztoku
uréuje mnozstvi polymeru, které je dostupné pro zvlaknéni. Zvyseni pritoku
zplUsobuje postupné zvyseni priméru vilaken a velikosti zrn. Také vnitini
pramér kapilarni elektrody ovliviiuje priibéh elektrospiningu. Mensi priimér
redukuje riziko ucpani trysky a tvorbu zrn na vlaknech. Vzdalenost kapilary
od kolektoru ma pfimy vliv na dobu, po kterou je vlakno undseno silou
elektrostatického pole, ma také vliv na hodnotu sily tohoto elektrostatického
pole. Je-li tato vzdalenost sniZzena, snizi se doba unaseni vlakna a také c¢as pro
odpareni rozpoustédla. Prfi nizSi vzdalenosti je také mozné snizit silu
elektrického pole, coz ma za nasledek mensi miru formovani zrn na vlaknech.
Snizeni vzddlenosti mezi obéma elektrodami ma na prubéh elektrospiningu
témeér stejny efekt jako zvyseni napéti mezi témito elektrodami. (11)

Konfigurace zafizeni pro elektrospining je zasadné zavisla na materidlu
(polymer + rozpoustédlo), ktery se ma zvlaknovat. Fyzikdlni a chemické
parametry roztoku polymeru jako jsou napfiklad viskozita, vodivost,
koncentrace polymeru a rozpoustédla, ovliviuji tvorbu a morfologii
vyslednych vlaken. NejvyznamnéjSimi komplikacemi v elektrospinigu



chitosanu je jeho Spatna rozpustnost a vysoka viskozita jeho vodnych
roztokd. (12)

Rozpoustédlo pouZité kpripravé roztoku polymeru md béhem
elektrospiningu dvé hlavni ulohy. Prvni z nich je vytvofit molekulam takové
prostredi, aby se mohly formovat do proudu elektricky nabitého polymeru.
Druhd je prenést molekuly solvatovaného polymeru ke kolektoru, kde se
molekuly rozpoustédla rychle odpafi a na kolektoru zanechaji molekuly
polymeru usporadané do vlaken. Vybér spravného rozpoustédla je hlavnim
predpokladem Uspésného prabéhu elektrospiningu. (13)

Chitosanova vlakna byla dosud elektrospiningem pripravena predevsim ze
smési chitosanu a polyethylenoxidu a ze smési chitosanu a polyvinylalkoholu.
Cistd chitosanova vldkna byla ziskdna zroztoku koncentrované kyseliny
trifluoroctové s pridavkem dimethylsulfoxidu (14), nebo z roztoku chitosanu
v 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol. (11), (15) Pouzitim téchto toxickych
rozpoustédel je vsak limitovano praktické vyuziti hotovych vlaken. Toxicka
jsou tato rozpoustédla také pro Zivotni prostredi. Vysoka je i cena téchto
rozpoustédel. Dale lze Cista chitosanova vlakna pripravit z roztoku chitosanu
v koncentrované kyseliné octové. (11) Koncentrace kyseliny octové vyrazné
ovliviiuje povrchové napéti roztok( chitosanu, jehoz velikost uddva hranice
schopnosti zvlaknovani. S rostouci koncentraci kyseliny octové (10% az 90%
m/m) vyrazné klesa povrchové napéti (54,6mN/m az 31,5mN/m), aniz by se
vyrazné zvysSila viskozita tohoto roztoku. Naopak dcista kyselina octova
nerozpusti dostate¢né mnozstvi chitosanu a z takového roztoku nelze vlakna
elektrospiningem ziskat. (10)



Obr. 3.3. Mikrofotografie vlaken ziskanych elektrospiningem pfi rlznych koncentracich
(% m/m) kyseliny octové: (a) 10, (b) 30, (c) 50, (d) 70, (e) 90; 4kV/cm, 7% (m/m), chitosan
106000g/mol. (10)

Dalsim faktorem, ktery ovliviuje viskozitu roztoku je koncentrace chitosanu.
(14) Pfi nizkych koncentracich polymeru neobsahuje roztok dostatecné
mnoZstvi materidlu pro tvorbu souvislych vlaken. S rostouci koncentraci
polymeru rychle roste pocet primych vazeb mezi jednotlivymi Fetézci
polymeru, dokud roztok nedosahne kritické hodnoty, pfi niz je tvorena
trojrozmérnd sit vazeb a vznikd viskozni gel, branici dalSimu pribéhu
elektrospinigu. Gel je tak viskozni, Zze elektrické pole svou silou nestaci na
prekonani jeho povrchového napéti. (12),(15) Viskozita tak vyznamné
ovliviuje schopnost zvlaknovani daného roztoku, ale i morfologii vzniklych
vldken. (12) Do urcité miry lze vliv viskozity snizit zahfatim roztoku. Pripadné
je mozné mnozstvi inter- a intramolekularnich vodikovych vazeb redukovat
pfidanim mocoviny. (15) Podobné jako koncentrace chitosanu, ovliviiuje
schopnost zvlaknovani i molekulova hmotnost polymeru. P¥Filis nizka
molekulovd hmotnost zplsobuje spiSe neZ tvorbu vildken zvySenou tvorbu
zrn polymeru, zatimco pfiliS vysokd molekulova hmotnost vede k utvareni
vldken s vétsim stfednim prlimérem. (10) Je-li jako vychozi surovina poufZit
chitosan s velkou molekulovou hmotnosti je mozné ho pred pouzitim vystavit
pUsobeni roztoku hydroxidu sodného, ktery hydrolyzuje dlouhé fetézce
a molekulovou hmotnost tak snizi. (11)




V rlznych zdrojich Ize nalézt parametry roztok(l experimentalné ovérené pro
pripravu stejnomérnych a jednotnych chitosanovych vlaken bez zrnek
nezvlaknéného polymeru’:

— vldkna se stfednim pridmérem 70nm je moiné ziskat ze 3% roztoku
chitosanu (s molekulovou hmotnosti 190 000 az 310 000g/mol) v 90%
kyseliné octové, pri napéti 2,0kV/cm (14)

— podle jiného zdroje vzniknou uniformni vlakna pouze ze 7% roztoku
chitosanu (s molekulovou hmotnosti 106 000g/mol) v 90% kyseliné
octové, pfi napéti 3kV/cm az 5kV/cm, stfedni pramér vldken je vtomto
pripadé 60nm (10)

— posledni sledovany zdroj uvadi vznik vldken se stfednim primérem
250nm, vzniklych ze 7% a 7,5% roztokd chitosanu (s mol. hmotnosti
294 000) v 80% resp. 70% kyseliné octové pfi napéti 1,06kV/cm. (11)

! podrobné podminky elektrospiningu viz citované zdroje.
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4. Experimentalni cast

Polymerni nanomembrany hodnocené vtéto praci byly vyrobeny
elektrospiningem v poloprovoznich podminkach a byly k tomuto ucelu dodany
firmou Elmarco, s.r.o., Liberec. Jako druhy polymer byl pfi zvlakfnovani pouzit
polyurethan, ktery byl nanesen ve druhém technologickém kroku na
chitosanovou vrstvu. Tak vznikl materidl, ktery je z jedné strany chitosanem,
z druhé polyurethanem.

Viechny pouzité suroviny byly kvality Iékopisné nebo vyssi. Cisténa voda a voda
pro HPLC pochazi zcentrdini pfipravny na FaF UK a nebyla podrobena
|ékopisnym zkouskam.

4.1. Stanoveni obsahu vlhkosti v nanovlakennych
membranach

Prehled materialii

slozeni vzorku oznaceni béhem pokusu
chit 2,0g/m?, PUR 0,3g/m’ 2
chit 1,2g/m?, PUR 0,7g/m’ 3
slepy vzorek 6

Tab. 4.1. Material — stanoveni obsahu vihkosti

Prehled pristrojti
nazev/typ pristroje Prislusenstvi Popis vyrobce
g S Sartorius GmbH,
Sartorius 2004MP - analytické vahy v
Némecko

Tab. 4.2. P¥istroje - stanoveni obsahu vihkosti?

Provedeni pokusu

Z kazdé membrany bylo nafezdno 10 vzorkd o velikosti 18mm x 20mm.
Tyto vzorky byly oznaceny déale uvedenym ¢&iselnym kédem: X.1 az X.10°.
Vsechny vzorky membran byly zvazeny ihned po narezani a dale po 12
a po 22 hodinach uchovani v exsikatoru nad silikagelem. Obsah vlhkosti

2V tomto pokusu byl pouZit pouze jediny pfistroj bez prislusenstvi.

® V uvedeném &iselném kédu znamena X &iselné oznadeni membrany (tj. 2,3,6 dle tabulky 4.1.),¢islo kédového
oznaceni je poradovym cCislem vzorku dané membrany. Toto oznaceni je spoleéné pro vSechny ulohy, pfipadné
zmény/vyjimky jsou v textu Fadné vyznaceny.
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v nanovlakennych membranach je dan rozdilem hmotnosti pred a po

pobytu vzorku v exsikatoru.

4.2.

syceni membran

Prehled materialii

viz tabulka 4.1.

Prehled surovin

Koncentrace kofeinu v syticim médiu po

Nazev

vyrobce/dodavatel

chitosan 93,6%

Elmarco, s.r.o., Liberec

kofein

Kulich, Hradec Kralové

kyselina mravenci 98%

Lach-Ner, s.r.o.,
Neratovice

methanol pro HPLC
(Methanol Chromaslov®)

Sigma-Aldrich, Praha

propylenglykol

Kulich, Hradec Kralové

voda cisténa

FaF UK, Hradec Kralové

voda pro HPLC

FaF UK, Hradec Kralové

Tab. 4.3. Suroviny — koncentrace kofeinu v syticim

médiu po syceni membran

Prehled pristrojti
nazev/typ pfistroje prislusenstvi popis vyrobce
Agilent technologies . chromatograficka .
J . = viz tabulka 4.6. L Agilent Tech., USA
1200 series sestava
Biological thermostat MK servis s.r.o. (laboratorni
- termostat

BT50

pristroje Praha)

Gryf 209 L

sklenéna elektroda

digitalni pH metr

Gryf HB s.r.o0., CR

Hettich zentrifugen
EBA 20

centrifuga

Andreas Hettich GmbH &

Co, Némecko

Sartorius 2004MP

analytické vahy

Sartorius GmbH, Némecko

Tab. 4.4. Pfistroje - koncentrace kofeinu v syticim médiu po syceni membran

Provedeni pokusu

Pro tento pokus byly pouzity stejné vzorky jako v Uloze ,Stanoveni obsahu

vlhkosti v nanovlakennych membrénach” — tj. od kazdé membrany 6 vzorkl
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o velikosti 18x20mm. Tyto vzorky byly impregnovany® dvéma réiznymi
médii:

1. médium: téméF nasyceny vodny roztok kofeinu (15mg%; pH=5,24)°
2. médium: suspenze kofeinu ve smési H,0 : Propylenglykol v poméru
2:3 (5% suspenze; pH=7,74)

V nasyceném vodném roztoku kofeinu (1. médium) byly impregnovany
vzorky oznacené X.1 az X.3 (tedy 1. az 3. vzorek od kazdé polymerni
membrany), vsuspenzi kofeinu ve smési vody a propylenglykolu byly
impregnovany vzorky oznacené X.4 az X.6.

Poté, co byla tato média prfipravena, byla temperovana 12 hodin
v termostatu (t =37°C), 5% suspenze byla navic centrifugovdna po dobu
10 minut pfi 30000t/min. Do 6 vialek pro kazdou membranu bylo odméreno
po 2,0 ml média (po 3 vialkdch pro vodny roztok a suspenzi kofeinu ve
smési propylenglykolu a vody a po 2 vialkdch pro ethanolicky
a chloroformovy roztok kofeinu). Do ptipravenych vialek byly pinzetou
vlozeny vzorky membran. Sklenénou tycéinkou s plochym koncem byl
z membran vytlacen vzduch a nakonec byl vzorek membrany zatizen
5 sklenénymi kulickami.

Obr. 4.1. Centrifuga Hettich EBA 20 Obr. 4.2. Vzorky béhem pokusu

Takto pripravené vzorky byly ponechany 12 hodin v termostatu. Po této
dobé byl z kazdé z vialek odebran vzorek o objemu 0,7ml. V tomto objemu
byl metodou HPLC stanoven obsah kofeinu (viz odstavec 4.2.1.).

4 Impregnaci se v celé praci rozumi proces syceni membran, kdy je kofein fyzikalné naadsorbovan na povrchu
vldken a mezipovrchu membran, zatimco inkorporovany kofein je obsaZen vtaveniné, resp. v roztoku
polymeru jesté pred zvldknénim polymeru

> Déle v textu je tento roztok oznaovan jako nasyceny vodny roztok kofeinu.
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Po odebrani vzorku byly membrany z vialek vyjmuty, vyplachnuty ve trech

kadinkach s destilovanou vodou (obr. 4.3.).

Obr. 4.3. Troji oplach membran Obr. 4.4. Odsati prebyte¢ného média
filtr. papirem

Dale bylo zmembran filtraénim papirem odsato prebytecné médium
(obr. 4.4.) a jednotlivé vzorky byly ponechdny volné vyschnout na Petriho
miskach. Suché vzorky byly opét vloZzeny na 22 hodin do exsikatoru a poté
zvaieny. Takto upravené membrany impregnované kofeinem byly pouzity
pro dalsi pokus (viz kapitola 4.3. a 4.5.).

4.2.1. Stanoveni kofeinu

Priprava kofeinovych standardii
Pro stanoveni kalibracni pfimky byly pouzity kofeinové standardy
o koncentracich 0,1mg/100ml aZ 7,5 mg/100ml. Teoretické a pfriblizné
presné koncentrace pfipravenych standardt jsou uvedeny v tabulce 4.5.

. pozadovana presna koncentrace
oznaceni o .
standardu koncentrace pfipraveného standardu
[mg/100ml] [mg/100ml]

6 0,10000 0,1000

1 0,46875 0,4690

2 0,93750 0,9375

3 1,87500 1,8750

4 3,75000 3,7500

7 5,00000 5,0000

5 7,50000 7,5000

Tab. 4.5. Koncentrace standardud kofeinu




Priprava mobilni faze pro stanoveni kofeinu
Jako mobilni faze byla pouZzita smés vody a methanolu v poméru 75:25

s obsahem 0,2% kyseliny mravenci.

Ptiprava:
kys. mravenci 2g 100%
Xg 98%
100 .
X X 2 = 2,04ml kys. mravenci (98%)

~ 98
1000 — 2,04 = 997,96

997,96 + 100 = 9,9796
9,9796 X 75 = 748,47ml vody
9,9765 X 25 = 249,49ml methanolu (100%)

Pfed pouzitim pfipravené mobilni faze bylo provedeno odplynéni
v ultrazvukové lazni po dobu 15 minut.

Vlastni stanoveni kofeinu

Ke stanoveni kofeinu v odebranych vzorcich byla pouzita sestava pro HPLC
firmy Agilent Technologies. Podrobny popis sestavy je uveden v tabulce
4.6.

komponent oznaceni/typ poznamka
degasser
Degaser G1379B -
v Iso pump . Ly
Cerpadlo G1310A isokratické ¢epadlo
autosampler ALS 1329A -
Termostat TCC G1316A (thermostated column
compartment)
oktadecylsilanovy sorbent
Kolona Zobrax Eclipse ,(C18); b= 4,6mm;
plus C18 délka 150mm; zrnitost
Smikrometru
detektor s proménnou A
Detektor VWD G14148B (variable wave-length
detector)

Tab.4.6.Chromatografickd sestava



Obr. 4.5. Agilent technologies 1200 series

Analyza probihala za nasledujicich chromatografickych podminek:

o Injektaz (= velikost vzorku davkovaného na kolonu) = 20ul
o Pratok = 1ml/min

o Nastfik = 20ul

o Délka analyzy 7,5min

o Signal A =272nm

o Teplota kolony =30°C

o Max tlak = Ppa = 400atm

o Mintlak =Pq,=0atm

Pro analyzu kofeinu byla mérenim kofeinovych standardu (viz. samostatny
odstavec) stanovena kalibracni pfimka:

kofein, VW D1 A
Area = 636.775961*Amt+1.1758341
Area JRel. Res% (6): 68.594
4000 —
3000
2000
1000
6
0 — Correlation: 0.99955
T T 1 " " " T T T T T T T
0 2.5 5 Amountmg% ]

Obr. 4.6. Kalibracni pfimka pro stanoveni kofeinu
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Rovnice kalibra¢ni primky pro stanoveni kofeinu:

4.3.

y:

636,775961 .x + 1,1758341

korelacni koeficient = 0,99955

Prehled materiali
viz tabulka 4.1.

Liberace kofeinu z impregnovanych membran

Prehled surovin
Nazev vyrobce/dodavatel
ethanol 96% Kulich, Hradec Kralové
chitosan Elmarco, s.r.o., Liberec
chloroform Sigma-Aldrich, Praha
kofein Kulich, Hradec Kralové

kyselina mravenci 98%

Lach-Ner, s.r.o., Neratovice

methanol pro HPLC
(methanol Chromaslov®)

Sigma-Aldrich, Praha

propylenglykol

Kulich, Hradec Kralové

tromethamol (Trizma®)

Sigma-Aldrich, Praha

voda cisténa

FaF UK, Hradec Kralové

voda pro HPLC

FaF UK, Hradec Kralové

Tab.4.7. Suroviny - stanoveni kofeinu z impregnovanych

membran
Prehled pristrojii
nazev/typ pfistroje PrisluSenstvi Popis vyrobce
Agilent tt.echnologles viz tabulka 4.6. chromatograficka Agilent Tech., USA
1200 series sestava
Gryf 209 L sklenéna elektroda digitalni pH metr Gryf HB s.r.o., CR
Sartorius 2004MP - analytické vahy Sartorius GmbH, Némecko
Grant JB5 termostat vodni |azen pro permeaci Grant Instruments, Velka

Britanie

Tab. 4.8. Pfistroje — stanoveni kofeinu z impregnovanych membran

Provedeni pokusu

Vzorky X.3, X.6

z Ulohy 4.2. ,koncentrace kofeinu v syticim médiu po

syceni membran“ a dale vzorky X.8. a X.10. pfipravené stejnym postupem,
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ktery je popsan v provedeni pokusu ulohy 4.2. s pouzitim dalSich dvou
médii:

3. médium: témér nasyceny roztok kofeinu v ethanolu 96% (1g kofeinu
v 52g etanolu; pH=5,13)°

4. médium: témér nasyceny roztok kofeinu v chloroformu (1g kofeinu
v 8,14g chloroformu; pH=1,57)’

Jednalo se tedy o membrany velikosti 18mmx20mm, impregnované ¢tyrmi
rGznymi vehikuly, trikrdt vyplachnuté vodou a po oschnuti volné na
vzduchu vysusené 12 hodinovym uchovanim v exsikatoru. Pred dalSim
pouzitim byly tyto vzorky navic zvazeny na analytickych vahach. Takto
pripravené vzorky byly jednotlivé vloZzeny do vialek s obsahem 1,5ml TRIS
pufru (pH = 7,1) o teploté 37°C. Béhem celého pokusu byly vialky umistény
ve vodni [azni a temperovany na 37°C.

Obr. 4.6. Vzorky.nanovlékenny’/ch membran Obr. 4.7. Vzorky b&éhem pokusu ve vodni
béhem schnuti (volné na vzduchu) lazni

V ¢asech 20, 40, 60, 120 a 180 minut od vlozeni membran do vialek
s pufrem byl odebiran vzorek TRIS pufru s uvolnénym kofeinem o objemu
100ul. Stejny objem Cistého TRIS pufru byl vlozen zpét do vialky. Odebrany
vzorek byl zfedén 500ul TRIS pufru a analyzovan na obsah kofeinu
metodou HPLC (viz odstavec 4.3.1. resp. 4.2.1.). Spolu se zkoumanymi
vzorky byly do pokusu zarazeny také 2 kontrolni slepé vzorky, které
obsahovaly Cistou substanci kofeinu bez nanovlakenné membrany.
Navazky kofeinu pro tento slepy pokus byly K; = 0,01135g, resp.

® Déle v textu je tento roztok oznadovan jako nasyceny ethanolicky roztok kofeinu.
7 . . v L. . P .
Ddéle v textu je tento roztok oznacovan jako nasyceny chloroformovy roztok kofeinu.




K,=0,01174g (tato hmotnost je odvozena od primérné hmotnosti

nanovlakenné membrdany o velikosti 18 x 20 mm, jiZ zhruba odpovida).

4.3.1. Stanoveni kofeinu
Kofeinové standardy, pfiprava mobilni faze, chromatografické podminky

i kalibraéni pfimka byly totoiné stémi, které jsou popsdny v kapitole

4.2.1.

4.4. Liberace inkorporovaného kofeinu z membran

Prehled surovin

Nazev

vyrobce/dodavatel

chitosan

Elmarco, s.r.o., Liberec

kyselina mravenci 98%

Lach-Ner s.r.o.,
Neratovice

methanol pro HPLC

(methanol Chromaslov®)

Sigma-Aldrich, Praha

tromethamol (Trizma®)

Sigma-Aldrich, Praha

voda ¢isténa

FaF UK, Hradec Kralové

voda pro HPLC

FaF UK, Hradec Kralové

Tab. 4.9. Suroviny - liberace inkorporovaného
kofeinu
Prehled materialii
viz tabulka 4.1.
Prehled pristrojti
nazev/typ pfistroje prislusenstvi popis vyrobce
Agilent tt.echnologles viz tabulka 4.7. chromatograficka Agilent Tech., USA
1200 series sestava
Gryf 209 L sklenéna elektroda digitalni pH metr Gryf HB s.r.o., CR

Sartorius 2004MP

analytické vahy

Sartorius GmbH, Némecko

Grant JB5

termostat

vodni lazen pro permeaci

Grant Instruments, Velka
Britanie

Tab. 4.10. Prehled pfistrojl - liberace inkorporovaného kofeinu

Provedeni pokusu

Pro tento pokus byly pfipraveny 2 nové vzorky od kazdé membrany

o velikosti 18mm x 20mm, které nebyly impregnovany v zadném z vehikul.
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Obsahovaly pouze kofein inkorporovany® do membran vyrobcem. Vzorky
béhem pokusu nesly oznaceni X.11 a X.12. Takto pfipravené vzorky
membran byly zvaZeny a ddle vloZzeny do vialek spolu s 1,5ml TRIS pufru
(pH= 7,1 pfi t=37°C) a temperovany na vodni |azni (t =37°C). Spolu se
zkoumanymi vzorky byla zarazena dvojice kontrolnich, slepych vzorkd,
které byly tvoreny substanci kofeinu v TRIS pufru bez nanovlakenné
membrany. Mnozstvi kofeinu v kontrolnich vzorcich bylo odvozeno od
pramérné hmotnosti vzorku nanovldkenné membrany a Cinilo
K; = 0,01162g, resp. K, = 0,01178g. V Casech 20, 40, 60, 120 a 180 minut
od zacdatku pokusu bylo ze zkoumanych a kontrolnich vzork( odebirano po
100ul pufru s kofeinem uvolnénym z nanomembran. K tomuto mnozstvi
bylo pfidano 500ul TRIS pufru (t = 37°C). Pufr odebrany z kazdé vialky byl
nahrazen stejnym mnoiZstvim Cistého pufru. V odebranych vzorcich pufru
bylo stanoveno mnozstvi kofeinu metodou HPLC (viz odstavce 4.4.1., resp.
4.2.1)

Obr. 4.8. Vzorky béhem pokusu ve vodni

lazni

4.4.1. Stanoveni kofeinu
Kofeinové standardy, priprava mobilni faze, chromatografické podminky
i kalibra¢ni prfimka byly totozné s témi, které jsou popsany v kapitole
4.2.1.

8 inkorporovany kofein je obsazen v taveniné, resp. roztoku polymeru jesté pred zvlaknénim polymeru. V celé
praci je tento termin pouZivan v tomto smyslu. Impregnaci se v celé praci rozumi proces syceni membran, kdy
je kofein fyzikdIné vpraven na povrch vldken a mezipovrch membran, a to adsorpci ze ¢ty rlznych vehikul za
laboratornich podminek (uvedeny v kapitole 4.2.)
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4.5.

po dlouhodobé eluci

Prehled materiali
viz tabulka 4.1.

Liberace kofeinu z impregnovanych membran

Prehled surovin
Nazev vyrobce/dodavatel
chitosan 93,6% Elmarco, s.r.o., Liberec
kofein Kulich, Hradec Kralové

kyselina mravenci 98%

Lach-Ner, s.r.o., Neratovice

methanol pro HPLC
(methanol Chromaslov®)

Sigma-Aldrich, Praha

propylenglykol

Kulich, Hradec Kralové

tromethamol (Trizma®)

Sigma-Aldrich, Praha

voda cisténa

FaF UK, Hradec Kralové

voda pro HPLC

FaF UK, Hradec Kralové

Tab. 4.11. Suroviny - liberace kofeinu po dlouhodobé

eluci
Prehled pristrojii

nazev/typ pfistroje PrisluSenstvi Popis vyrobce
Agilent technologies . chromatograficka .

. ) 8 viz tabulka 4.7. g Agilent Tech., USA
1200 series sestava
Biological thermostat MK servis s.r.o. (laboratorni

- termostat

BT50

pfistroje Praha)

Gryf 209 L

sklenéna elektroda

digitalni pH metr

Gryf HB s.r.o., CR

Sartorius 2004MP

analytické vahy

Sartorius GmbH, Némecko

Tab. 4.12. Pristroje — liberace kofeinu po dlouhodobé eluci

Provedeni pokusu
Vzorky X.2 a X.5 z experimentu popsaného v odstavci 4.2., tedy membrany

o velikosti 18x20mm impregnované dvéma rlznymi vehikuly (vzorky X.2.

nasycenym vodnym roztokem kofeinu a vzorky X.5. 5% suspenzi kofeinu

ve smési propylenglykolu a vody v poméru 3:2) byly jednotlivé vioZzeny do
vialek s obsahem 1,5ml smési propylenglykolu a vody (3:2) a spolu s nimi
temperovany po dobu 5dnl (120 hodin) v termostatu na 37°C. Po této

dobé byly z vialek odstranény vzorky nanomembrdan a v kapalném vehikulu
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byl stanoven obsah kofeinu metodou HPLC (viz odstavec 4.5.1, resp.
4.2.1).

4.5.1. Stanoveni kofeinu
Kofeinové standardy, pfiprava mobilni faze, chromatografické podminky
i kalibraéni pfimka byly totoZzné s témi, které jsou popsany v kapitole
4.2.1.
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5. Dokumentace

5.1. Stanoveni obsahu vlhkosti v nanovlakennych
membranach

hmotnost pfed sloupnutim ochr. | 1 | g 0120 | 00133 | 00115 | 00148 | 00135 | 00157 | vo117 | 0002 | 00148
Vrstvy [g]
hmotnost po sloupnuti ochranné
0,0115 | 0,0133 | 0,0124 | 0,0109 | 0,0137 | 0,0126 | 0,0151 | 0,0109 | 0,0096 | 0,0135
vrstuy [g]
hmeotnost pe 12 hodindch v
. 0,0114 0,0132 0,0124 0,0108 0,0137 0,0125 0,0149 0,0107 0,0095 0,0134
exsikatoru [g]
rozdil hmotnosti membrany pied a
L L 0,0001 | 0,0001 | o0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 00001 | 0,0002 | 0,0002 | 0,0001 | 0,0001
po vyjmuti z exsikitoru (po 12h) [g]
ubytek hmotnosti v % (po 12h) 0,88 0,76 0,00 0,93 0,00 0,80 1,34 1,87 1,05 0,75 0,84
hmotnost po 22 hodindch v
. 0,01154 | 0,01333 | 0,01230 | 0,01096 | 0,01376 | 0,01272 | 0,01499 | 0,01104 | 0,00959 | 0,01348
exsikdtoru [g]
rozdil hmotnosti membrany pied a
L o 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0000 | 0,0000
po vyjmuti z exsikatoru (po 22h) [g]
tibytek hmotnosti v % (po 22h) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,67 0,91 0,00 0,00 0,16
hmotnost pfed sloupnutim ochr.
0,0122 0,0135 0,0127 0,0121 0,0121 0,0128 0,0117 0,0104 0,0140 0,0120
vrstvy [g]
hmotnost po sloupnuti ochranné
0,0115 | 0,0127 | o0,0119 | 0,0112 | 0,0115 | 0,0122 | 0,009 | 0,0097 | 0,0132 | 0,0111
vrstvy [g]
hmotnost po 12 hodindch v
i 0,0114 | 0,0126 | 0,0119 | 0,0111 | 0,0112 | 0,0121 | 0,009 | 0,0096 | 0,0131 | 0,0111
exsikitoru [g]
rozdil hmotnosti membrany pied a
. . o 0,0001 0,0001 0,0000 0,0001 0,0003 0,0001 0,0000 0,0001 0,0001 0,0000
po vyjmuti z exsikdtoru (po 12h) [g]
Gbytek hmotnosti v % (po 12h) 0,88 0,79 0,00 0,90 2,68 0,83 0,00 1,04 0,76 0,00 0,79
hmotnost po 22 hodindch v
L 0,0115 | 0,0126 | 0,0119 | 0,0113 | 0,0113 | 00122 | 0,0108 | 0,0096 | 0,0131 | 0,0111
exsikdtoru [g]
rozdil hmotnosti membrany pied a
L o 0,0000 | 0,0001 | 0,0000 | -0,0001 | 0,0002 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0000
po vyjmuti z exsikitoru (po 22h) [g]
ubytek hmotnosti v % (po 22h) 0,00 0,79 0,00 -0,88 1,77 0,00 0,00 1.04 0,76 0,00 0,35
hmotnost pfed sloupnutim ochr.
0,0130 | 0,0136 | 0,0129 | 0,0119 | 0,0118 | 0,0125 | 0,0123 | 0,0135 | 0,0128 | 0,0134
Vrstwy [g]
hmotnost po sloupnuti ochranné
0,0120 0,0128 0,0121 0,0108 0,0111 0,0118 0,0115 0,0129 0,0121 0,0128
vrstvy [g]
hmeotnost po 12 hodindch v
. 0,0120 0,0128 0,0119 0,0107 0,0108 0,0117 0,0113 0,0126 0,0120 0,0126
exsikatoru [g]
rozdil hmotnosti membriny pied a
L o 0,0000 | 0,0000 | 0,0002 | 0,0000 | 0,0003 | 00001 | 0,0002 | 0,0003 | 0,0001 | 0,0002
po vyjmuti z exsikatoru (po 12h) [g]
tibytek hmotnosti v % (po 12h) 0,00 0,00 1,68 0,93 2,78 0,85 1,77 2,38 0,83 1,59 1,28
hmotnost po 22 hodindch v
L 0,0121 | 00124 | 0,0120 | 0,0109 | 0,0108 | 0,0117 | 0,0113 | 0,0125 | 0,0119 | 0,0125
exsikdtoru [g]
rozdil hmotnosti membrany pied a
N . o -0,0001 | 0,0004 0,0001 | -0,0001 | 0,0003 0,0001 0,0002 0,0004 0,0002 0,0003
po vyjmuti z exsikitoru (po 22h) [g]
tibytek hmotnosti v % (po 22h) -0,83 3,23 0,83 -0,92 2,78 0,85 1,77 3,20 1,68 2,40 1,50

Tab. 5.1. Gravimetrické stanoveni obsahu vlhkosti v nanovldkennych membranach
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5.2.Koncentrace kofeinu v syticim médiu po syceni

membran
retenéni koslcen:c,race’kofeinu
oznaceni N plocha prepocitané podle
vzorku cas kalibracni primky
[min] [mAU] [mg%]
2.1. 3,901 7794,632 12,23893
2.2. 3,900 8431,366 13,23886
2.3. 3,898 9315,926 14,62799
3.1. 3,903 7241,282 11,36994
3.2. 3,901 8314,680 13,05562
3.3. 3,904 6591,373 10,34932
6.1. 3,899 8540,010 13,40948
6.2. 3,896 7577,695 11,89825
6.3. 3,900 8355,313 13,11943
Tab. 5.2. Koncentrace kofeinu ve vodném roztoku po syceni
membran
. . koncentrace kofeinu
retencni v e
oznaceni N plocha prepocitané podle
vzorku cas kalibraéni pFimky
[min] [mAU] [mg%]
2.4. 3,572 331183,500 544,38487
2.5. 3,579 332632,800 522,36838
2.6. 3,572 331254,200 520,20341
3.4. 3,589 329427,900 517,33536
3.5. 3,559 330989,000 519,78693
3.6. 3,558 332354,000 521,93054
6.4. 3,588 330550,200 519,09784
6.5. 3,582 329257,700 517,06808
6.6. 3,616 331235,200 520,17357

Tab. 5.3. Koncentrace kofeinu v suspenzi kofeinu ve smési vody

a propylenglykolu po syceni membran




5.3. Liberace kofeinu z impregnovanych membran

témér nasyceny témér nasyceny

vodny roztok kofeinu suspenze PG:H20 (5%kofeinu) ethanolicky roztok chloroformovy
oznateni N
membrany tislo vzorku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
hmotnost nanovlkenné 0,0115 | 0,0133 | 0,0124 | 0,0109 | 0,037 | 0,0126 | 0,0151 | 0,009 | 0,0096 | 0,0135
membrany [g]
hmotnost po 22 hodindch v
e 0,0115 0,0133 0,0123 0,0109 0,0138 0,0127 0,0149 0,0110 0,0096 0,0134
2 exsikitoru [g]
hmotnost po impregnaci [g] 0,0116 0,0133 0,0124 0,0109 0,0138 0,0127 0,0151 0,0121 0,0188 0,0293
teoretickd hmotnost
. . 0,0001 0,0000 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000 0,0002 0,0010 0,0092 0,0158
naadsorbovaného kofeinu [g]
hmotnost nanovldkenné
. 0,0115 0,0127 0,0119 0,0112 0,0115 0,0122 0,0109 0,0097 0,0132 0,0111
membrany [g]
hmotnost po 22 hodindch v
e 0,0115 0,0126 0,0119 0,0113 0,0113 0,0122 0,0109 0,0096 0,0131 0,0111
3 exsikitoru [g]

hmotnost po impregnaci [g] 0,0115 0,0127 0,0120 0,0113 0,0114 0,0122 0,0121 0,0097 0,0320 0,0266

teoretickd hmotnost

. . 0,0000 0,0000 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 0,0001 0,0189 0,0155
naadsorbovaného kofeinu [g]

hmotnost nanovldkenné

. 0,0120 0,0128 0,0121 0,0108 0,0111 0,0118 0,0115 0,0129 0,0121 0,0128
membrany [g]

hmotnost po 22 hodindch v

. 0,0121 0,0124 0,0120 0,0109 0,0108 0,0117 0,0113 0,0125 0,0119 0,0125
6 exsikatoru [g]

hmotnost po impregnaci [g] 0,0121 0,0128 0,0120 0,0109 0,0109 0,0117 0,0113 0,0126 0,0249 0,0273

teoretickd hmotnost

. . 0,0000 0,0003 0,0000 0,0000 0,0001 0,0117 0,0000 0,0001 0,0130 0,0148
naadsorbovaného kofeinu [g]

Tab. 5.4. Gravimetrické stanoveni naadsorbovaného kofeinu ze 4 vehikul

Pozndmka:
Vzhledem kformdatovani textu jsou jednotlivé protokoly uvedeny na samostatnych
stranach.
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Protokol 1
Vo [mi]
t [h]
Cri [mg/100ml]
AVop [mI]
C [mg/100ml]

t an AVdop Ck
0,333 0,363 0,1 0,363
0,666 0,342 0,1 0,366

1 0,352 0,1 0,376

2 0,402 0,1 0,427

3 0,457 0,1 0,485

0 0,000 0,1 0,032

0 0,000 0,1 0,002

0 0,000 0,1 0,000

0 0,000 0 0,000

Parametry regrese

Pocet bodu n=>5
Abs. ¢len g= 5,050046
Korelaéni koef. r= 0,989651

1,0 +

0,9 +

0,8 +

_ 07 +

g 0,6 +

S 0,5 +
$04 o0 ®

E 03 +

© 02 +

0,1 +
0,0 |
0 1

Vo= 1,5
membrana: 2
médium: vodny

roztok
mérfeni: 1
4
t[h]
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| Vo= 1,5 |
| membrana: 2 |
|médium:  suspenze |
|m&feni: 1 |

Protokol 2
Vo [mi]
t [h]
C [mg/100mlI]
AVop [mi]
Cy [mg/100ml]

t an AVdop Ck
0,333 0,456 0,1 0,456
0,666 0,405 0,1 0,436

1 0,451 0,1 0,480

2 0,498 0,1 0,530

3 0,306 0,1 0,341

0 0,000 0,1 0,023

0 0,000 0,1 0,002

0 0,000 0,1 0,000

0 0,000 0 0,000

Parametry regrese
Pocet bodu n=>5
Abs. ¢len q= 7,316688
Korelaéni koef. r= -0,44199
1,0 +
0,9 +
0,8 +
_ 07 +
€ 06 |
o 1
S0 6 q®
> 04 +
£ 0,3 +
5 0,2 +
0,1 +
0,0 1
0 1

1
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Protokol 3
Vo [mi] | Vo= 1,5
t [h]
Crx [mg/100ml] ‘membréna: 2
AVop [mi]
e EtOH
Ck [mg/100mI] médium: roztok
méreni: 1
t Crx AVgop Ck
0,333 2,039 0,1 2,039
0,666 2,668 0,1 2,804
1 1,928 0,1 2,114
2 1,748 0,1 1,889
3 1,675 0,1 1,801
0 0,000 0,1 0,120
0 0,000 0,1 0,008
0 0,000 0,1 0,001
0 0,000 0 0,000
Parametry regrese
Pocet bodu n=>5
Abs. ¢len q= 36,63118
Korelaéni koef. r= -0,61435
3,0 +
°
25 +
— 20+ °
£
8 15 +
i
W 10 L
E 3
) 0,5 +
0,0 1 |
0 1 4
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Protokol 4
Vo [mI] Vo= 1,5
t [h]
Crk [mg/100ml] membrana: 2
AVop [mi]
C. médium: chloroform.
[mg/100ml] roztok
méfeni: 1
t Crk AVop Cx
0,333 691,089 0,1 691,089
0,666 769,424 0,1 815,496
1 631,691 0,1 686,057
2 580,366 0,1 626,103
3 561,235 0,1 602,975
0 0,000 0,1 40,198
0 0,000 0,1 2,680
0 0,000 0,1 0,179
0 0,000 0 0,012
Parametry regrese
Pocet bodu n=>5
Abs. ¢len gq= 11453,69
Korelaéni koef. r= -0,74774
900 +
800 + g
700 -+ o °
E o
=
> 400 +
£ 300 +
O 200 +
100 +
0 1 |
0 1 4
t[h]
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Protokol 5
V, [mi]
t [h]
Crk [mg/100mI]
AVop [mi]
Cx [mg/100ml]
t Crx AVop Cy
0,333 0,298 0,1 0,298
0,666 0,277 0,1 0,297
1 0,292 0,1 0,312
2 0,316 0,1 0,337
3 1,486 0,1 1,508
0 0,000 0,1 0,101
0 0,000 0,1 0,007
0 0,000 0,1 0,000
0 0,000 0 0,000
Parametry regrese
Pocet bodu n=>5
Abs. ¢len q= -0,37449
Korelaéni koef. r= 0,836651

1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

C,[mg/100m]

| Vo= 15
‘ membrana: 3
médium: vodny
roztok
méreni: 1
4
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‘ Vo

15

‘ membrana: 3

Protokol 6
V, [mi]
t [h]
Crk [mg/100mI]
AVgop [mi]
Cy [mg/100ml]

t Crx AVgop Ck
0,333 1,567 0,1 1,567
0,666 2,075 0,1 2,179

1 1,583 0,1 1,728

2 1,816 0,1 1,931

3 1,647 0,1 1,776

0 0,000 0,1 0,118

0 0,000 0,1 0,008

0 0,000 0,1 0,001

0 0,000 0 0,000

Parametry regrese
Pocet bodl n=>5
Abs. ¢len q= 27,37226
Korelaéni koef. r= 0,038268
25 +
°
2,0 T [
_ )
E15+®
S
w 1,0 +
£
O 05 +
0,0 1 1
0 1 2

| médium:: suspenze |
| méfeni: 1 |
1
4
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Protokol 7
Vo [mi] | Vo= 15
t [h]
Chk [mg/100mI] ‘membréna: 3
AVop [mi]
v EtOH
Ck [mg/100ml] médium: roztok
méreni: 1
t Crx AVgop Ck
0,333 5,629 0,1 5,629
0,666 3,750 0,1 4,125
1 2,701 0,1 2,976
2 2,575 0,1 2,773
3 2,401 0,1 2,586
0 0,000 0,1 0,172
0 0,000 0,1 0,011
0 0,000 0,1 0,001
0 0,000 0 0,000
Parametry regrese
Pocet bodu n=>5
Abs. ¢len q= 73,7809
Korelaéni koef. r= -0,7953
6 _
)
5 1
— 4 L
&
= 3+ ) °
B
E 27
s} 14
0 1 1 1
0 1 2 4




Protokol 8
Vo [ml] Vo= 1,5
t [h]
Crk [mg/100ml] membrana: 3
AVop [mi]
C médium: chloroform.
k [mg/100ml] ' roztok
mérfeni: 1
t Crk AVyop Ck
0,333 666,273 0,1 666,273
0,666 689,986 0,1 734,404
1 412,703 0,1 461,664
2 558,262 0,1 589,039
3 511,977 0,1 551,247
0 0,000 0,1 36,750
0 0,000 0,1 2,450
0 0,000 0,1 0,163
0 0,000 0 0,011
Parametry regrese
Pocet bodu n=>5
Abs. ¢len g= 9884,494
Korelaéni koef. r= -0,43367
1000 +
900 +
800 +
_ 700+ o ®
€ 600 + °
o
S 500 + °
> 400 +
£ 300 +
O 200 +
100 +
0 1 1 |
0 1 2 4
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Protokol 9
Vo [ml] Vo= 1,5
t [h]
Crk [mg/100ml] membrana: 6
AVop [mi]
e vodny
C [mg/100mi] medium: roztok
mérfeni: 1
t Crk AVgop Cy
0,333 0,266 0,1 0,266
0,666 0,267 0,1 0,284
1 0,269 0,1 0,288
2 0,309 0,1 0,329
3 0,291 0,1 0,312
0 0,000 0,1 0,021
0 0,000 0,1 0,001
0 0,000 0,1 0,000
0 0,000 0 0,000
Parametry regrese
Pocet bodu n=>5
Abs. &len q= 4,043426
Korelaéni koef. r= 0,833303
1,0 +
0,9 —+
0,8 +
_ 0,7
g 0,6 +
S 0,5 +
> 04 -
E03 g0 0 ¢
J 02 +
0,1 —+
0,0 1 1 |
0 1 2 4
t[h]
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Protokol 10

Vo ] | Vo= 15 |
t [h]
Crk [mg/100ml] ‘membréna: 6 ‘
AVop [mi]
Cx [mg/100ml] lmédium: suspenze ‘
| méreni: 1 ‘
1
t Crx AVgop Ck
0,333 0,282 0,1 0,282
0,666 0,275 0,1 0,294
1 0,292 0,1 0,311
2 0,275 0,1 0,296
3 0,297 0,1 0,317
0 0,000 0,1 0,021
0 0,000 0,1 0,001
0 0,000 0,1 0,000
0 0,000 0 0,000

Parametry regrese

Pocet bodl n=1>5
Abs. &len q= 4,30741
Korelaéni koef. r= 0,712737

1,0 +
0,9 +
0,8 +
_07 -+
c%0,6 T
30,5 +
%04 +
€03+ @ @ ©® ° °
00,2 +
0,1 +
0,0 1 1 1




Protokol 11

Vo [mi] | Vo= 15
t (h]
o [mg/100mI] | membrana: 6
AVigop [mi]
.. .  EtOH
Ck [mg/100ml] medium: roztok
méfeni: 1
t Crx AVgop Ck
0,333 3,091 0,1 3,091
0,666 2,728 0,1 2,934
1 1,916 0,1 2,112
2 1,804 0,1 1,945
3 1,855 0,1 1,985
0 0,000 0,1 0,132
0 0,000 0,1 0,009
0 0,000 0,1 0,001
0 0,000 0 0,000

Parametry regrese
Pocet bodu n=>5
Abs. ¢len q= 44,81063
Korelaéni koef. r= -0,80854
35 T
30 ® o
_ 257
é 20 & o o o
> 1,5 +
E 10+
O
0,5 +
0,0 1 1 |




Vo= 1,5

membrana: 6

Protokol 12
Vo [mi]
t [h]
Cok [mg/100ml]
AVaop [mi]
Cx [mg/100ml]

t Crk AVop Cy
0,333 778,727 0,1 778,727
0,666 513,778 0,1 565,693

1 560,870 0,1 598,583

2 562,343 0,1 602,249

3 525,500 0,1 565,650

0 0,000 0,1 37,710

0 0,000 0,1 2,514

0 0,000 0,1 0,168

0 0,000 0 0,011

Parametry regrese
Pocet bodu n=>5
ADs. q= 10297,28
¢len
Korelaéni koef. r= -0,56146
900 +
800 | o
700 +
T 600 - o
S 500 +
—
S 400 +
E 300 |
© 200 +
100 -+
0
0

C chloroform.
médium:
roztok
méreni: 1
1
)
3 t[h]4
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Protokol 13
Vo [mi]
t [h]
Cok [mg/100ml]
AViop [mi]
Ci [mg/100ml]

t an AVdop Ck
0,333 394,255 0,1 394,255
0,666 704,196 0,1 730,480

1 579,585 0,1 628,284

2 509,682 0,1 551,567

3 506,514 0,1 543,285

0 0,000 0,1 36,219

0 0,000 0,1 2,415

0 0,000 0,1 0,161

0 0,000 0 0,011

Parametry regrese
Pocet bodu n=>5
ADs. q= 8576,231
¢len
Korelaéni koef. r= -0,01371
1000 T
900 -+
800 +
700 + ®
g 600 +
§ 500 +
> 400 + e
£ 300
O 200 +
100 +
0

Vo= 15

kontrol. vz.1

médium: kofein.subst

mérfeni: 1

t[h]
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| Vo= 15 |

‘ kontrol. vz.2 ‘

lmédium: kofein.subst.‘

| méreni: 1 ‘
1

Protokol 14
Vo [mi]
t [h]
Crk [mg/100mI]
AVop [mi]
Cy [mg/100ml]

t an AVdop Ck
0,333 517,899 0,1 517,899
0,666 697,781 0,1 732,307

1 599,937 0,1 648,758

2 534,624 0,1 577,875

3 521,100 0,1 559,625

0 0,000 0,1 37,308

0 0,000 0,1 2,487

0 0,000 0,1 0,166

0 0,000 0 0,011

Parametry regrese
Pocet bodu n=>5
Abs. &len q= 9581,142
Korelaéni koef. r= -0,29039
1000 —
900 +
800
700 + ®
e 600 +
§ 500 + ®
> 400 +
£ 300 +
o 200 +
100 —+
0
0

t[h]
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5.4. Liberace inkorporovaného kofeinu z membran

Pozndmka:
Vzledem kformatovani textu jsou nasledujici protokoly uvedeny na
samostatnych strandch.
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Protokol 1

Vo [ml] Vo= 1,5
t [h]
Crk [mg/100ml] membrana: 2
AVop [mi]
Ck [mg/100mI] |écivo: kofein
mérfeni: 2
t Crx AVgop Ck
0,333 0,410 0,1 0,410
0,666 0,440 0,1 0,468
1 0,449 0,1 0,480
2 0,456 0,1 0,488
3 0,860 0,1 0,892
0 0,000 0,1 0,059
0 0,000 0,1 0,004
0 0,000 0,1 0,000
0 0,000 0 0,000

Parametry regrese

Pocet bodu n=>5
Abs.Clen q= 4,913664
Korelaéni koef. r= 0,878932

1,0 T
09 - °
08 +
07 +
0,6 +
0,5 T o [ ] [ ]
04 + ®

0,3 +
0,2 +
0,1 +
0,0 | | |

C,[mg/100m]
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Protokol 2
V, [mi]
t [h]
Crk [mg/100ml]
AVop [mi]
Ci [mg/100mi]

t Crx AVgop Ck
0,333 0,478 0,1 0,478
0,666 0,499 0,1 0,531

1 0,461 0,1 0,496

2 0,519 0,1 0,553

3 0,534 0,1 0,571

0 0,000 0,1 0,038

0 0,000 0,1 0,003

0 0,000 0,1 0,000

0 0,000 0 0,000

Parametry regrese
Pocet bodl n=1>5
Abs. ¢len q= 7,241755
Korelaéni koef. r= 0,875053
1,0
0,9
0,8
0,7
g 0,6
9 0,5 Y e
> 04
% 0,3
O 0,2
0,1
0,0 1

Vo= 1,5
membrana: 2
lécivo: kofein
méfeni: 2
.
t [h]

54



Protokol 3
Vo [ml]
t [h]
Cok [mg/100ml]
AV gop [ml]
Ci [mg/100ml]

t an AVdop Ck
0,333 0,406 0,1 0,406
0,666 0,415 0,1 0,442

1 0,426 0,1 0,456

2 0,435 0,1 0,466

3 0,455 0,1 0,486

0 0,000 0,1 0,032

0 0,000 0,1 0,002

0 0,000 0,1 0,000

0 0,000 0 0,000

Parametry regrese
Pocet bodu n=>5
Abs. ¢len g= 6,25014
Korelaéni koef. r= 0,903693
1,0 T
0,9 +
0,8 +
_ 07 +
g 0,6 +
S 0,5 +
S04  0®®
[e10] ’
£ 03 1
O 02 +
0,1 +
0,0 1
0 1

Vo= 1,5
membrana: 3
lécivo: kofein
méfeni: 2
.
t [h]
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Protokol 4
V, [mi]
t [h]
Crk [mg/100ml]
AVop [ml]
Cy [mg/100ml]
t Crk AVgop Ck
0,333 0,416 0,1 0,416
0,666 0,419 0,1 0,447
1 0,418 0,1 0,448
2 0,437 0,1 0,467
3 0,464 0,1 0,495
0 0,000 0,1 0,033
0 0,000 0,1 0,002
0 0,000 0,1 0,000
0 0,000 0 0,000
Parametry regrese
Pocet bodl n=5
Abs. ¢len q= 6,281997
Korelaéni koef. r= 0,957852

C,[mg/100m]

1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

| Vo= 15
‘ membrana: 3
[ Iécivo: kofein
| meéreni: 2
L
t[h]

56



Protokol

V, [ml]
t [h]
Crk [mg/100ml]
AVgop [mi]
Ci [mg/100ml]

t Crx AVgop Ck
0,333 0,539 0,1 0,539
0,666 0,425 0,1 0,461

1 0,427 0,1 0,458

2 0,442 0,1 0,472

3 0,464 0,1 0,496

0 0,000 0,1 0,033

0 0,000 0,1 0,002

0 0,000 0,1 0,000

0 0,000 0 0,000

Parametry regrese
Pocet bodu n=>5
Abs. ¢len q= 7,362385
Korelaéni koef. r= -0,13422
1,0
0,9
0,8
0,7
g 06 + o
S 05 °
> 04
E 03
o 0,2
0,1
0,0

Vo= 1,5
membrana: 6
lécivo: kofein
méfeni: 2

.
t [h]
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Protokol 6
V, [mi]
t [h]
Cok [mg/100ml]
AVgop [mi]
Ci [mg/100ml]

t Crx AVgop Ck
0,333 0,455 0,1 0,455
0,666 0,432 0,1 0,462

1 0,430 0,1 0,461

2 0,451 0,1 0,482

3 0,462 0,1 0,494

0 0,000 0,1 0,033

0 0,000 0,1 0,002

0 0,000 0,1 0,000

0 0,000 0 0,000

Parametry regrese
Pocet bodu n=>5
Abs. ¢len q= 6,749599
Korelaéni koef. r= 0,987436
1,0 +
0,9 +
0,8 +
_ 0,7 +
g 0,6 +
S 051 g0
> 04 +
£ 03 +
g 02 +
0,1 +
0,0 1
0 1

Vo= 1,5
membrana: 6
I&Civo: kofein
méreni: 2

4
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Protokol 7

Vo [ | Vo= 15 |
t [h]
Crk [mg/100ml] ‘ kontrola: vz. K3 ‘
AVgop [ml]
Cy [mg/100mi] ‘kofein: substance |
‘ méreni: 2 |
1
t Crx AVgop Ck
0,333 523,138 0,1 523,138
0,666 569,422 0,1 604,297
1 538,269 0,1 578,555
2 535,379 0,1 573,949
3 505,773 0,1 544,036
0 0,000 0,1 36,269
0 0,000 0,1 2,418
0 0,000 0,1 0,161
0 0,000 0 0,011

Parametry regrese

Pocet bodu n=>5
Abs. ¢len g = 8550,375
Korelaéni koef. r= -0,12884

1000
900 +
800 +
700 +
600 + [ PN °
500 + @

400 +
300 +
200 +
100 +

C,[mg/100m]

4
t[h]
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Protokol 8
Vo [ml] Vo= 1,5
t [h]
Crk (mg/100mi] kontrola: vz. K4
AVop [mi]
Ck [mg/100ml] kofein: subst
mérfeni: 2
t an AVdop Ck
0,333 440,686 0,1 440,686
0,666 565,365 0,1 594,744
1 325,798 0,1 365,448
2 499,024 0,1 523,388
3 505,129 0,1 540,022
0 0,000 0,1 36,001
0 0,000 0,1 2,400
0 0,000 0,1 0,160
0 0,000 0 0,011
Parametry regrese
Pocet bodu n=>5
Abs. ¢len gq= 6838,385
Korelaéni koef. r= 0,31953
1000 +—
900 +
800 +
700 —+
€ 600 + )
()
8 500 +
2 )
?1) 400 T
£ 300 +
o 200 +
100 +
0 1 1
0 4
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5.5. Liberace kofeinu z impregnovanych membran
po dlouhodobé eluci

" rozdil
oznaceni . koncentrace | plocha | koncentrace . .
retencni Cas plocha 3. | v koncentraci mezi
vzorku 2. 2. 3. .
2. a 3. merenim
[min] [mg/100ml] | [mAU] [mg/100ml] [mAU] [%]

2.2. 3,826 0,23732 152,297 0,14342 92,500 39,26%

3.2. 3,821 0,18434 118,557 0,06631 43,400 63,39%

6.2. 3,829 0,36914 236,236 0,21314 136,900 42,05%

2.5. 3,825 0,24465 156,961 0,12661 81,800 47,89%

3.5. 3,831 1,10725 706,247 0,98861 630,700 10,70%

6.5. 3,828 0,23650 151,771 0,14028 90,500 40,37%

Tab. 5.5. Koncentrace kofeinu po dlouhodobé maceraci
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6. Vysledky a diskuze

6.1. Stanoveni obsahu vlhkosti v nanovlakennych

membranach

Souhrnné vysledky pokusu ,stanoveni obsahu vlhkosti v nanovlakennych
membranach” jsou uvedeny v tabulce 5.1. Dvanactihodinové uchovani vsech
vzorkll membrdn v exsikdtoru nezplsobi vyrazné sniZeni jejich hmotnosti,
a tedy ani sniZzeni obsahu vihkosti v nanomembranach (ubytek max. 0,0003g).
Po dalSich deseti hodinach v exsikatoru zacina hmotnost membran kolisat
vrozmezi -0,0001 az 0,0004g, coz svédci o dosazeni rovnovainého stavu.
Procentudlni ubytek hmotnosti po pobytu v exsikatoru se pohybuje v rozmezi
0,16 az 1,50%.

Membranu s Ciselnym oznacenim ,6“ tedy slepy vzorek, nelze na zakladé
téchto méreni pfirovnat k Zddnému z ostatnich vzork(. TaktéZ rozdily mezi
obéma vzorky znamého slozeni nejsou v tomto ohledu vyrazné odlisné.

6.2. Koncentrace kofeinu v syticim médiu po syceni
membran

Tabulky 6.2. a 6.3. a grafy 6.1. a 6.2. uvadéji prehled vysledk( experimentu 4.2.
,koncentrace kofeinu v syticim médiu po syceni membran®. Vyraznéjsi zavéry
nelze vzhledem k malému rozsahu pokusu formulovat. Také je zrejmé, ze by
analogicky pokus vyZadoval vétsi hmotnost, resp. velikost membran. Pokus byl
presto proveden a chapan jako zdroj doplikové informace jak z hlediska pfristi
praktické realizace podobnych pokusu, tak pro moznost pfipadného primého
ovéreni spravnosti ostatnich experimentl, tedy jako doplrikové meéfeni.
K podrobnym zavéram lze takovym pokusem dojit, avSak aZz pfi pouziti
dostatecné Siroké zakladny vzorkd.

Dale je nutné zajistit vhodné uskladnéni syticich médii tak, aby bylo mozné
pozdéji urcit jejich pocatecni koncentraci a kvantifikovat presné mnozstvi
kofeinu, které bylo z média impregnaci membrany odebrano. Podobné méreni
pocatecniho obsahu kofeinu v syticich médiich nebylo v daném pfipadé
nedopatienim provedeno, a to z dlivodu Spatné zvolenych zdsobnich nadob, z
nichz se rozpoustédla, resp. vnéjsi faze suspenze, ¢astecné odpafrila.
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v o . priumérna
mnozstvi kofeinu
. . e, koncentrace . B}
oznadeni | prepoctené podle . smérodatna
e ot kofeinu pro
vzorku kalibraéni krivky , odchylka
dany vzorek
[mg/100ml] [mg/100ml]
2.1. 12,24
2.2. 13,24 13,37 0,97963
2.3. 14,63
3.1. 11,37
3.2. 13,06 11,59 1,11591
3.3. 10,35
6.1. 13,41
6.2. 11,90 12,81 0,65483
6.3. 13,12

Tab.6.2. Vysledky — koncentrace kofeinu ve vodném roztoku po

syceni membrdn

16
1 13,37 12,81
'%'oo 11'f'59
£ 12
3 10 A
§=
g s
3
~E 6 -
o4
o 4 -
f=
E 5 .
0 n T T T T T T T T

membrana 2

membrana 3

membrana 6

Vzorek

Graf 6.1. Vysledky — koncentrace kofeinu ve vodném roztoku po

syceni membran
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koncentrace pramérna
oznaéeni kofeinu dle koncentrace smérodatna
vzorku kalibrace kofeinu odchylka
[mg/100ml] [mg/100ml]
2.4. 544,39
2.5. 522,37 528,98 10,93
2.6. 520,20
3.4. 517,34
3.5. 519,79 519,68 1,88
3.6. 521,93
6.4. 519,10
6.5. 517,07 518,78 1,29
6.6. 520,17
Tab. 6.3. Vysledky — koncentrace kofeinu v suspenzi po syceni
membran
000 528,98 519,68 518,78
¢ 500 -
£
S 400 -
[=
% 300 -
=
E 200 A
2
£ 100 -
0 - T T T T T T T T )
membrana 2 membrana 3 membrana 6
Vzorek

Graf 6.2. Vysledky — koncentrace kofeinu v suspenzi po syceni membran

Jednotlivé vzorky membran jsou ziskany z plosné textilie stejnych charakteristik
(ploSnd hmotnost, rovhomérnost vldken zajisténd metodou elektrospiningu),
rozdily mezi vzorky rlizného sloZeni jsou proto zatizeny jen mirnymi odchylkami
ve velikosti vzorkd, vzniklych béhem ruc¢niho déleni. Porovnani takto ziskanych
stfednich hodnot je proto korektni.

Minimalni rozdily mezi namérenymi hodnotami naadsorbovaného kofeinu
neumoznuji  jednoznacné  odliSit  jednotlivé  membrany.  MnozZstvi
adsorbovaného kofeinu je relativné velmi malé, coz bylo potvrzeno i mérenim
mnozZstvi adsorbovaného kofeinu gravimetricky (viz odst. 6.3). Nepatrné vétsi
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snizeni koncentrace kofeinu v obou syticich médiich bylo pfi porovnani
membran 2 a 3, pozorovano v pripadé membrany 3, a to pfi pouziti obou
syticich médii. Pfi malé ploSe resp. hmotnosti membran nelze pro dalsi
vyhodnoceni rozdili mezi impregnovanymi membranami tuto metodu
doporucit. Ze stejného dlvodu také nelze vzorky membrany 6 jednoznacné
pripodobnit ani k jedné ze zbylych dvou zkoumanych membran.

6.3. Liberace kofeinu z impregnovanych membran

6.3.1. Gravimetrické stanoveni kofeinu

Hmotnost kofeinu adsorbovaného na impregnovanych membrandach byla
nejprve stanovena diferenc¢né gravimetricky. Hodnota adsorbovaného
mnozstvi kofeinu je dana rozdilem hmotnosti vzorku membrany po a pred
impregnaci (popsano v kapitoldch 4.2 a 4.3, vysledky shrnuje tabulka
5.4. v kapitole 5.3).

teoreticka primérna
hmotnost adsorbovaného
kofeinu [g]

membrana 2 3 6 2 3 6

adsorpcni kapacita
membrany [%]

nasyceny vodny roztok

. 0,0001 | 0,0000 | 0,0001 [ 0,81 0,00 0,81
kofeinu

suspenze PG:H20

(5%kofeinu) 0,0000 | 0,0000 | 0,0039 | 0,00 0,00 31,85

nasyceny ethanolicky

. 0,0006 | 0,0007 | 0,0000 | 4,86 5,26 0,40
roztok kofeinu

nasyceny

. 0,0125 | 0,0172 | 0,0139 | 101,2 | 139,3 | 112,6
chloroformovy roztok

Tab. 6.4. Pfehled primérnych hmotnosti naadsorbovaného kofeinu
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0,018 -

0,016 -

0,014 -

0,012 -
B membrana 2

0,010 -
B membréna 3

Nazev osy

0,008 - membrana 6

0,006 -

0,004 - .

0,002 -
0,000 _EI T — T T -—I T T T

vodny roztok suspenze ethanolicky roztok chloroformovy roztok

Graf 6.3. Prehled vysledkd gravimetricky uréeného mnoiZstvi adsorbovaného
kofeinu.

Tabulka 6.4. uvadi prdmérné hodnoty gravimetricky stanoveného
mnozstvi kofeinu adsorbovaného na membranach. V pripadé vodného
roztoku a suspenze kofeinu ve smési vody a propylenglykolu je primér
vypocitan ze tfi méreni, v pfipadé ethanolického a chloroformového
roztoku vychazi prdmérna hodnota ze dvou méreni. Kompletni primarni
data jsou uvedena vtabulce 5.4. Dale jsou vtabulce 6.4. obsaZeny
procentudlni (m/m) hodnoty obsahu kofeinu (adsorpéni kapacita)
v membrandch po impregnaci. Tyto hodnoty jsou vztazeny k primérné
hmotnosti vzorku (18x20mm) membrany tj. 0,01235g.

Je potrebné upozornit na to, ze vSechny vzorky membran byly po kontaktu
se syticim médiem vidy stejnym zplisobem oplachnuty vodou, aby bylo

s

mozné omezit ovlivnéni namérenych hodnot adsorbovaného kofeinu

4

v dusledku ulpivani syticitho média na membrané.

Pfi porovnani membran 2 a 3 se vétSi mnoistvi kofeinu impregnuje
uvedenym zplsobem do vzork(i membrany 3.

Nejvice kofeinu se na membrany adsorbuje, je-li kimpregnaci pouzit
nasyceny chloroformovy roztok jako sytici médium. Naopak nejméné
kofeinu se na membranach zachyti po impregnaci 5% suspenzi kofeinu ve
smési vody a propylenglykolu.
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6.3.2. Stanoveni kofeinu metodou HPLC
Protokoly z méreni liberace kofeinu zimpregnovanych membran jsou

uvedeny v kapitole 5.3. Zplsob jakym jsou protokoly v kapitole

5.3. Cislovany uvadi tabulka 6.5.

nasyceny suspenze nasyceny nasyceny
vodny roztok PG:H,0 ethanolicky roztok | chloroformovy
kofeinu (5%kofeinu) kofeinu roztok
membrana 2 1 2 3 4
membrana 3 o :2‘ 5 6 7 8
membrana 6 2 9 9 10 11 12
kontrola K; g_ 13
kontrola K, 14

Tab. 6.5. Prehled Cislovani protokoll v kapitole 5.3.

Protokoly cislo 13 a 14 odpovidaji kontrolnim vzorkiim s obsahem cisté

kofeinové  substance. Tyto vzorky nebyly syceny Zadnym

z uvedenych vehikul.

Jednotlivé vysledky stanoveni kofeinu metodou HPLC jsou v dokumentaci
uvedeny v pavodni, kompletni, tedy nevyhodnocené podobé. Polohy
jednotlivych koncentraénich hodnot v ¢ase se jevi jako neusporadané.
Davody tohoto v dokumentaci ilustrovaného faktu mohou spodivat jednak
v pribéhu vratnych blize neidentifikovanych déji v soustavé akceptorové
ho média s membranou. V nékterych pripadech mohou byt kombinovany
s chybou metodiky stanoveni. Také proto neni mozné aproximovat urcitou
¢ast prlbéhu koncentraci v rlznych ¢asech odbéru primkou, jak to byva
obvyklé u pribéhu permeacnich pokusl se zietelnou periodou steady
state. V liberacnich pokusech provedeného typu se jednd o zavislosti
v principu mocninné. Jako vysledky tohoto méreni byly proto zvoleny
koncentrace C,o v Case t=20min, a dale maximalni dosazena koncentrace
Cmax Pro dany vzorek, s vyznacenim ¢asu, ve kterém bylo této koncentrace
dosazeno. Podobny postup se bézné uplatiuje pfi hodnoceni a prezentaci
farmakokinetickych dat a i v nasem pfipadé umoznil sjednotit pohled na
namérené vysledky. Uvedené hodnoty prehledné prezentuje tabulka 6.6.



maximalni dosaZena £
kor.mcentrace koncentrace kofeinu pro ;g
kofemu-v pu'fru dany vzorek -
po 20minutach G
[me/100mi] ¢as dosazeni | koncentrace %
[min] [mg/100ml]
0,363 180 0,485 vodny roztok
membrana 0,456 120 0,530 suspenze
2 2,039 40 2,804 ethanolicky roztok
691,089 40 815,496 chloroformovy roztok
0,298 180 1,508 vodny roztok
membrana 1,567 120 1,931 suspenze
3 5,629 20 5,629 ethanolicky roztok
666,273 40 734,404 chloroformovy roztok
0,266 120 0,329 vodny roztok
membrana 0,282 180 0,317 suspenze
6 3,091 20 3,091 ethanolicky roztok
778,727 20 778,727 chloroformovy roztok
kontrola K; 5913,800 40 10957,200
kontrola K, 7768,500 40 10984,600
Tab. 6.6. Prehled vysledkd — liberace kofeinu z impregnovanych membran

(metoda HPLC)

850
800
750
700
650
600
550
500
450
400
350
300
250
200
150
100
50

maximalni dosaZena koncentrace [mg/100ml]

membrana 2
membrana 3

Illlllllllllll’
M

membrana 6

B vodny roztok
M suspenze
ethanolicky roztok
B chloroformovy roztok

Graf 6.3. Prehled vysledkl — liberace kofeinu z impregnovanych membran (metoda HPLC)
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Evidentni jsou rozdily mezi vysledky vzorki membran 2 a 3. Vétsi mnozstvi
kofeinu (vyssi koncentrace kofeinu v pufru) se uvolni ze vzorki membrany
3. Tato tendence plati pfi porovnani vzorkli membrdn impregnovanych
vodnym roztokem kofeinu, suspenzi a ethanolickym roztokem. Je li jako
sytici médium pouzit chloroformovy roztok kofeinu, uvolni vzorek
membrany 3 mensi mnoZstvi modelového |é¢iva nez vzorek membrany 2.
Patrna je souvislost s vysledky ulohy 6.2., kde rozdily v koncentraci kofeinu
mezi jednotlivymi membranami jsou sice nepatrné, ale tendence zavislosti
vysledkl souhlasi svysledky zHPLC stanoveni kofeinu, uvolnéného
z impregnovanych membran. SniZeni koncentraci je, v pfipadé obou médii
pouzitych pro impregnaci, vétsi pro membranu cislo 3. To znamena, ze
pravé membrana 3 je ze stejného syticiho média schopna adsorbovat na
svlj povrch (resp. mezipovrchy) vétsi mnozstvi kofeinu. Membrana 6 ma
nizsi schopnost adsorbovat na svij povrch kofein nez membréany 2 a 3.

Z vybranych kapalnych vehikul se pro impregnaci membran jevi jako
nejvyhodnéjsi nasyceny roztok kofeinu v chloroformu. Z tohoto roztoku se
na membrany absorbuje pfiblizné 1000x vétsi mnozstvi kofeinu nez
z vodného roztoku, priblizné 850x vétsi mnozstvi nez ze suspenze kofeinu
ve smeési vody a propylenglykolu a priblizné 200x vétsi mnozstvi kofeinu
nez z ethanolického roztoku. Uvedené nasobky byly zjiStény z priméru
hodnot koncentraci vSech pouzitych membran pro dané sytici médium.

Dale je mozné konstatovat, Ze dosazeni maximalni koncentrace kofeinu
v pufru je zdvislé na Case eluce v raznych pfipadech rlizné. U vodného
roztoku kofeinu a suspenze kofeinu ve smési propylenglykolu a vody je
maximalni koncentrace dosazeno az ke konci méreni, tj. od 120. minuty.
Naopak v pfipadé ethanolického a chloroformového roztoku kofeinu jsou
maximalni koncentrace dosazeny do 40 minut. Chovani membran
impregnovanych ethanolickym a chloroformovym roztokem vtomto
ohledu vice pfipomina chovani Cisté substance kofeinu (viz kontrolni
vzorky K1 a K2). Uvedené kontrolni vzorky mély potvrdit, Ze rychlost
liberace membran z membran nelimituje rychlost rozpousténi kofeinu
v daném médiu a za danych podminek.



6.4. Liberace inkorporovaného kofeinu z membran

Protokoly z meéreni liberace kofeinu inkorporovaného v nanovlakennych
membrdnach jsou uvedeny v kapitole 5.4. ZpUsob jakym jsou protokoly
v kapitole 5.4. Cislovany uvadi tabulka 6.7.

vzorek1 | vzorek 2
membrana 2 S 1 2
membréna 3 :g 3 4
membrdna 6 g 5 6
kontrola K; % 7
kontrola K, o )

Tab. 6.7. Prehled Cislovani protokoll v kapitole 5.4.

Protokoly ¢islo 7 a 8 odpovidaji kontrolnim vzorklim s obsahem (Cisté kofeinové
substance. Kofein se tedy vtéchto dvou pripadech neuvolroval
z nanovlakennych membran, ale rozpoustél primo z pouzité substance.

Jako posuzovany parametr byla zvolena koncentrace C,, kofeinu v pufru po
20 minutach od pocatku pokusu. Dale je mozné chovani membran posoudit na
zakladé maximalni koncentrace kofeinu, které by bylo teoreticky mozné
dosahnout. Maximalni dosazitelna koncentrace kofeinu v prostfedi pufru
pouzitého pro eluci je 41,16mg/100ml. Tato hodnota byla ziskana vypoctem na
zakladé nasledujici uvahy: membrany byly vyrobeny elektrospinigem z roztoku
polymeru (chitosan) sobsahem 5% (m/m) kofeinu. Primérnd hmotnost
membrany o velikosti 18x20mm je 12,35mg, 5% ztohoto mnoistvi je
0,6175mg kofeinu. Uvolni-li se celé toto mnozZstvi inkorporovaného kofeinu do
akceptorové faze (1,5ml TRIS pufru), vznikne roztok o koncentraci
41,16mg/100ml. Tato maximalni hodnota je vynesena v grafu 6.4. Dale byl
posuzovan cas potrebny k dosazeni této koncentrace, hodnocen byl také
procentudlni podil kofeinu, ktery se teoreticky mohl z membrany uvolnit i podil,
ktery se skutec¢né uvolnil. V pokusu byly vyhodnoceny také dva kontrolni
vzorky, které meély potvrdit, Ze rychlost liberace kofeinu z membran neni
limitovana rychlosti rozpousténi v daném médiu a za danych podminek.



koncentrace maximélni dosaiené
. k : podil
kofeinu v oncentrace kofeinu pro . F L
pufru po dany vzorek dosazené/maximalni
P N Y mozné koncentrace
20minutach | éas dosaZeni | koncentrace (%]
(1]
[mg/100ml] [min] [mg/100ml]
membrana 0,410 180 0,892 2,17
2 0,478 180 0,571 1,39
membrana 0,406 180 0,486 1,18
3 0,416 180 0,495 1,20
membrana 0,539 20 0,539 1,31
6 0,455 180 0,494 1,20
Kontrola K; 523,138 40 604,297 1468,17
Kontrola K, 440,686 40 594,744 1444,96
Tab. 6.8. Prehled vysledkl - liberace inkorporovaného kofeinu z

nanovldkennych membranach

Mezi membranami 2 a 3 nejsou zhlediska hodnot C,, vyrazné rozdily.

Zmembrany 6 se po 20 minutach uvolnilo nepatrné vétsi mnozstvi
inkorporovaného kofeinu nez z membran 2 a 3.

Pokud jde o maximalni dosazené koncentrace, je membrana 2 schopna uvolnit
vétSi mnozstvi kofeinu nez membrana 3. V porovnani s pokusem, kdy bylo
zkoumano uvolnéné mnoizstvi kofeinu zimpregnovanych membran
(porovnavano s membranami impregnovanymi vodnym roztokem a suspenzi),
je mozné vysledovat zajimavé souvislosti:

a) Membrana 2 uvolni vétsi mnoizstvi inkorporovaného kofeinu, zatimco
impregnovany kofein ve srovnani s membrdnou 3 spiSe zadrZuje (resp.
uvolnéné mnozstvi kofeinu je mensi).

b) Membrdna 3 naopak inkorporovany kofein uvolfuje méné, zatimco
kofein impregnovany uvolni v porovnani s membranou 2 ve vétsi mire.
Material, z néhoZz je vyrobena membrana 2 ma tedy celkové nizsi
vyuzitelnou kapacitu k adsorpci kofeinu nez material pouZzity pro vyrobu
membrany 3.

c) Podobna zavislost plati pro membranu 6 (nezndmé sloZeni) — po
impregnaci uvolni mensi mnozstvi kofeinu nez membrany 2 a 3
a v ohledu inkorporovaného kofeinu uvolni vice kofeinu, nez uvedené
membrany.



evvys

d) Materidl pro vyrobu membrany oznacené cCislem 6 ma tedy nizsi afinitu
ke kofeinu. Pfi impregnaci se neadsorbuje tak vysoké mnozstvi kofeinu,
jako na ostatni dvé. Zaroven inkorporovany kofein neni ve vldknech tak
pevné zadrzovan.

Doba nutna pro dosazeni maximalni koncentrace je pro vSechny vzorky cca 180
minut. Jedinou vyjimku tvofi prvni vzorek membrany 6, kde je ¢as nutny pro
dosaZzeni maximalni koncentrace pouze 20 minut. Pfi kontrole pribéhu
zavislosti dle protokolu 5 (kapitola 5.4.) je vSak vidét, Ze tato prvni hodnota
napadné vybocuje od ostatnich. Je proto moziné domnivat se, Zze u tohoto
vzorku doslo k blize neurCené chybé méreni. Po vylouceni tohoto vzorku by
bylo maximalni koncentrace dosazeno ve stejném case jako u ostatnich vzork(

—tedy po 180 minutach.

Hodnota maximalni teoreticky dosazitelna koncentrace kofeinu v pufru byla
vypoctena na 41,16mg/100ml (viz vyse). Ve skutecnosti jsou vSak dosahovany
koncentrace na urovni 1,18 az 2,17% této hodnoty, vyjadrfeno Cciselné:
0,486mg/100ml az 0,892mg/ml. Tento stav vyjadfuje graf 6.4.
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Graf 6.4. Mnozstvi uvolnéného kofeinu inkorporovaného v nanovlakennych
membrdanach.
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6.5. Liberace kofeinu z impregnovanych membran
po dlouhodobé eluci

Koncentrace kofeinu v akceptorové fazi (smés propylenglykolu a vody) byla
z technickych dlvod(i zmérena celkem tfikrat. Vysledky prvniho méreni se od
dalSich dvou vyrazné liSily. Prvni série vysledk(l proto nebyla pro hodnoceni
chovani membran pouZita. Ostatni vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.5.
(kapitola 5.5.). Jako souhrnné vysledky nejsou uvazovany pramérné hodnoty
z téchto dvou méreni. Tento postup byl zvolen jako transparentni zpulsob
vyjadreni analogického priibéhu zavislosti obou interpretovanych méreni (viz
grafy 6.5.a 6.6.).
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Graf 6.5. Koncentrace kofeinu ve smési propylenglykolu a vody po liberaci
membran sycenych nasycenym vodnym roztokem kofeinu (fada 1 zndzoriuje
druhou sérii méreni, fada 2 treti sérii méreni)
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Graf 6.6. Koncentrace kofeinu ve smési propylenglykolu a vody po liberaci
membrdn sycenych 5% suspenzi kofeinu ve smési propylenglykolu a vody
(Fada 1 znazornuje druhou sérii méreni, fada 2 treti sérii méreni)

Jak ukazuji grafy 6.5. a 6.6., je moZiné pouzitym zplsobem méreni zjistit
rozdilnost hodnocenych membran. Na mnozstvi uvolnéného kofeinu ma vedle
sloZzeni membran vliv také médium pouzité k syceni membran.

Nejvétsi mnozstvi kofeinu se do akceptorového média (smés propylenglykolu
a vody) uvolni v pfipadé impregnace vodnym roztokem ze vzorku membrany 6.
V pripadé impregnace membran 5% suspenzi kofeinu ve smési propylenglykolu
a vody dosahuje nejvyssich hodnot koncentrace kofeinu v médiu membrana 3.

Pro dalsSi hodnoceni mnozstvi kofeinu uvolnéného membranami, resp. pro
vyjadrovani absorpcni kapacity (,,load capacity”) membran, je mozné navrhnout
prepocet mnozstvi kofeinu uvolnéného do roztoku na 100mg membrany. Takto
prepocitané hodnoty jsou uvedeny v tabulce 6.9. Udaje v této tabulce jsou
vztazeny k primérné hmotnosti vzork(i membran o velikosti 18x20mm, tedy ke
vzorkim o velikosti pouzivané ve vSech pokusech této prace (tj. 0,01235g).
Nejvétsi hodnotu takto vypocitané kapacity lze pozorovat u vzorku membrany 3
impregnované suspenzi kofeinu ve smési propylenglykolu a vody.

74



2. méreni

3. méreni

koncentrace mnoistvi kofeinu koncentrace mnoistvi kofeinu
. . kofeinu v uvolnéného ze 100mg kofeinu v uvolnéného ze 100mg
oznaceni vzorku akceptorové fazi membrany akceptorové fazi membrany

[mg/100ml] [mg] [mg/100ml] [mg]

2.2. 0,24 1,92 0,14 1,16

3.2. 0,18 1,49 0,07 0,54

6.2. 0,37 2,99 0,21 1,73

2.5. 0,24 1,91 0,13 1,05

3.5. 1,11 8,96 0,99 8,00

6.5. 0,24 1,91 0,14 1,14

Tab. 6.9. MnoZstvi uvolnéného kofeinu prepoctené na 100mg membrany




7. Zavery

7.1. Stanoveni obsahu vlhkosti v nanovlakennych
membranach

— Dvandctihodinové uchovani vsech zkoumanych vzork(d v exsikatoru nad
silikagelem nepfinasi vyrazné ovlivnéni obsahu vlhkosti. Z hlediska
obsahu vlhkosti dochdzi krovnovdinému stavu nejpozdéji po 22
hodinach pobytu v exsikatoru.

— Vzorky membran rlzného sloZeni prakticky nejsou v ohledu obsahu
vlhkosti odlisné, a rozdily namérené vazenim jsou na uUrovni do 1,5 %. (viz
tabulka 6.1).

— Vzorek membrany 6 (neznamé slozZeni) nelze na zakladé tohoto méreni
pripodobnit k Zddnému ze vzorkl zndmého sloZeni a rozdily namérené
vazenim jsou na urovni pfiblizné 1,5%.

7.2. Koncentrace kofeinu v syticim médiu po syceni
membran

— Rozdily namérené po adsorpci léciva jednotlivymi membranami jsou
minimalni. Presto je moZiné pozorovat, Ze membrana 3 zpuUsobi
v obou syticich médiich vétsi ubytek obsahu kofeinu. Je proto mozné se
domnivat, Ze membrana ztohoto materidlu dokdze na svlij povrch
adsorbovat vétsi mnozstvi kofeinu.

— Vzorek membrany 6 (neznamé slozeni) nelze na zakladé tohoto méreni
pripodobnit k Zddnému ze vzork(i zndmého slozeni. Adsorbcni schopnost
tohoto vzorku zavisi na pouzitém syticim médiu a je pro kazdé pro kazdé
Z nich jina.

7.3. Liberace kofeinu z impregnovanych membran

7.3.1. Gravimetrické stanoveni kofeinu
— Nejvice kofeinu se na membrany adsorbuje, je-li jako sytici
médium pouzit nasyceny chloroformovy roztok kofeinu.



— Nejméné kofeinu se na membranach zachyti po impregnaci 5%
suspenzi kofeinu ve smési vody a propylenglykolu (2:3) .

— Pfi porovnani membrany 2 a 3 se vétSi mnozstvi kofeinu adsorbuje
na vzorky membrany 3.

7.3.2. Stanoveni kofeinu metodou HPLC

— Vétsi mnozstvi kofeinu se uvolni z membrany 3. Toto plati, je-li jako
sytici médium pouZit vodny kofeinovy roztok, suspenze resp.
ethanolicky roztok kofeinu. V pfipadé pouzZiti chloroformového
roztoku, uvolni vétsi mnozstvi kofeinu membrana 2.

— Zvehikul pouzitych pro impregnaci se jako nejucinnéjsi jevi
nasyceny chloroformovy roztok.

— Pfi liberaci kofeinu z membran je maximalnich koncentraci kofeinu
v akceptorové fazi dosazeno od 120. minuty v pfipadé poutziti
suspenze kofeinu a vodného roztoku. V pfipadé ethanolického
a chloroformového roztoku je maximalni koncentrace dosazeno do
jiz do 40 minut.

7.4. Liberace inkorporovaného kofeinu z membran
— Vohledu maximalni dosazené koncentrace (Cn.) je membrana 2 ve
srovnani s membranou 3 schopna uvolnit vétsi mnozstvi kofeinu.
— Doba nutna pro dosazeni maximdlni koncentrace je u vSech vzork(
shodné 180 minut.
— Mnoizstvi skutecné uvolnéného kofeinu dosahuje maximalné 2,2%
celkového obsahu kofeinu v membranach.

7.5. Liberace kofeinu z impregnovanych membran

po dlouhodobé eluci

— Na mnozstvi uvolnéného kofeinu ma vedle slozeni membran vyznamny
vliv slozeni média pouzitého k syceni.

— Nejvétsi adsorpcni kapacitu vykazuje vzorek membrany 3 impregnovany
suspenzi kofeinu ve smési propylenglykolu a vody.



8. Souhrn

Teoretickd C¢ast prace je vénovdna polymeru chitosan a jeho derivatim,
Podrobnéji je charakterizovana molekula polymeru, samostatné je popsana
jeho rozpustnost a chemické modifikace. V dalsi casti je pojedndna
biokompatibilita a biodegradabilita chitosanu. Parametry elektrospiningu
chitosanu tuto kapitolu uzaviraji.

Experimentalni c¢ast je nejprve vénovana stanoveni vlhkosti ve vzorcich
3 rozdilnych nanovlakennych membran a jejich gravimetrickym zménam pfi
uchovavani v exsikatoru. Vzorky membran vaziou vodu maximalné do
1,5% (m/m) a jsou navzajem malo odlisné.

Druha c¢ast kvantifikuje zmeény ve slozeni syticich vehikul, kterymi byla
provedena impregnace vzorkd nanomembrdn. Nejvétsi mnoistvi kofeinu
adsorbovala membrana 3, a to v pripadé obou syticich médii.

Nasleduje hodnoceni mnozstvi kofeinu, které jsou testované membrany ze
svého povrchu schopny uvolnit in vitro. V pfipadé syceni membran vodnym
roztokem kofeinu a suspenzi kofeinu je maximum nasledné liberace
do akceptorové faze dosazeno od 120. minuty. V pripadé ethanolického
a chloroformového syticiho roztoku je maximalni koncentrace uvolnéného
kofeinu dosazeno jiz do 40 minut.

Vyhodnoceni uvolnitelného mnoizstvi kofeinu inkorporovaného do polymeru
nanomembran pred zpracovanim elektrospiningem je predmétem dalsi
kapitoly. Doba nutna pro dosazeni maximalni koncentrace je u vSech vzorku
shodné 180 minut. MnoiZstvi skutecné uvolnéného kofeinu dosahuje
maximalné 2,2% celkového obsahu kofeinu v membranach.

’

Posledni uUsek prace prinasi celkovy pohled na uvolfovani impregnovaného
i inkorporovaného kofeinu.



9. Abstract

The theoretical part of this work deals with chitosan polymer and its derivates.
A polymer molecule is described in more detail, its solubility and chemical
modifications are described separately. In the next part biocompatibility and
biodegradability of chitosan are dealt with. Parameters of the electrospinning
of chitosan end this chapter.

The experimental part is first dedicated to the determination of aquosity in the
samples of 3 different nanofiber membranes and to their gravimetric changes
by keeping in the desiccator. The samples of membranes absorb water at the
most up to 1,5% (m/m) and there is not a big difference among them.

The second part quantifies changes in the composition of the saturated
excipients which were used for the impregnation of the samples of
nanomembranes. The highest amount of caffeine was absorbed by the
membrane 3, namely in case of both saturating media.

The evaluation of the amount of caffeine which the tested membranes are able
to release from their surface in vitro follows. In case of the saturation of
membranes by the aqueous solution of caffeine and by the caffeine suspension
is the maximum of the subsequent liberation into the acceptor phase reached
from the 120" minute. In case of the ethanolic and chloroform saturated
solution is the maximal concentration of the released caffeine already reached
within 40 minutes.

The evaluation of the releasable amount of caffeine incorporated into the
polymer of nanomembranes before the electrospinning processing is the
subject of the next chapter. The period necessary for reaching the maximum
concentration is 180 minutes, the same for all samples. The amount of the
really released caffeine reaches maximally 2,2% of the total amount of the
caffeine in membranes.

The last part of the work brings the global view on the release of the
impregnated and incorporated caffeine.



10. Pouzité zkratky a symboly

10.1. Bézné

HPLC high performance liquid chromatography
CHIT chitosan

PG propylenglykol

PUR polyuretan

SD smérodatna odchylka

TRIS trolaminovy pufr (pH=7,1)

10.2. Meéreni liberace kofeinu

Crnax maximalni koncentrace kofeinu dosazena vdaném pokusu;
[mg/100ml]

Crk nekorigovana koncentrace kofeinu; [mg/100ml]

Cx korigovana koncentrace kofeinu; [mg/100ml]

Cyo koncentrace kofeinu v ¢ase t=20min; [mg/100ml]

t cas; [h]

Vo celkové mnozstvi akceptoroveé faze [ml]

AV gop mnozstvi doplhované akceptorové faze; [ml]
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Tab. 11. 1. Ozna

9 , ;.. v . , v , . , . ,
V celé praci jsou vzorky oznacovany kédem X.1. az X. 10. V uvedeném cCiselném kdodu znamend X Ciselné

fadovym cislem vzorku dané

ceni je po

lo kddového ozna

,Cis

brany (tj. 2,3,6 dle tabulky 4.1.)

oznaceni mem

ky jsou vtextu radné

yjim

dné zmény/v

fipa

hny ulohy, p

¢né pro vsec

le

ceni je spo

membrdny. Toto ozna

vyznaceny.



12. Literatura

1. Benes, Michal. Nanovldakenné membrany jako nosice l|éCiv 1. chitosan,
polyamid 6, polyurethan. Hradec Kralové : autor neznamy, 2009.

2. Hejazi, Radi a Mansoor, Amiji. Chitosan-based gastrointestinal delivery
systems. Journal of controlled release. 2003, Sv. 89 (str. 151-165).

3. Kumar, M.N.V. Ravi, a dalSi. Chitosan Chemistry and Pharmaceutical
perspectives. Chemical reviews. 2004, Sv. 104 (str. 6017-6084).

4. Rinaudo, Marguerite. Chitin and chitosan: properties and applications.
Progress in polymer science. 2006, Sv. 31 (str. 603-632).

5. Pillai, C. K., Paul, Willi a Sharma, Chandra S. Chitin and chitosan polymers:
Chemistry, solubility and fiber formation. Progress in polymer science. 2009, Sv.
34 (str. 641-678).

6. Du, Jian a Hsieh, You-Lo. PEGylation of chitosan for improved solubility and
fiber formation via electrospinning. Cellulose. 2007, Sv. 14 (str.543-552).

7. Muzzarelli, R.A. a Muzzarelli, C. Chitosan chemistry: relevance to the
biomedical sciences. Advanced polymer science. 2005, Sv. 186 (str. 151-209).

8. Caigin, Qin, a dalsi. Enzymatic preparation of water-soluble chitosan and
their antitumor activity. International Journal of Biological Macromolecules.
2002, Sv. 31 (str. 111-117).

9. Lu, Shaojie, a dalsi. Preparation of Water-Soluble Chitosan. Journal of
Applied Polymer Science. 2004, Sv. 91 (str. 3497-3503).

10. Issa, Mohamed M., Koping-Hoggard, Magnus a Artursson, Per. Chitosan
and the mucosal delivery of biotechnology drugs. Drug Discovery Today:
Technologies. 2005, Sv. 2 (str. 1-6).

11. Geng, Xinying, Kwon, Oh-Hyeong a Jang, Jinho. Electrospinning of chitosan
dissolved in concentrated acetic acid solution. Biomaterials. 2005, Sv. 26 (str.
5427-5432).



12. Homayoni, Homa, Ravandi, Seyed Abdolkarim a Valizadeh, Masoumeh.
Electrospinning of chitosan nanofibers: Processing optimization. Carbohydrate
Polymers. 2009, Sv. 77 (str. 656-661).

13. Bhattarai, Narayan, a dalSi. Electrospun chitosan-based nanofibers and
their cellular compatibility. Biomaterials. 2005, Sv. 26 (str. 6176 - 6184).

14. Ohkawa, a dalSi. Electrospinnign of chitosan. Macromolecular rapid
communications. 2004, Sv. 25 (str. 1600-1605).

15. De Vrieze, Sander, a dalSi. Electrospinning of chitosan nanofibrous
structures: feasibility study. Polymer Fibers. 2007, Sv. 42 (str. 8029-8034).

16. Desai, Keyur, a dalSi. Morphological and surface properties of electrospun
chitosan nanofibers. Biomacromolecules. 2008, Sv. 9 (str. 1000-1006).



