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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva chovanim klubekungabnu v roztocich stijplavky
kvartérnich soli. Kyselina hyaluronova je polymeoreny opakujici se disacharidovou
jednotkou N-cetyl-D-glukosamidu a kyseliny D-glukaoové, ktera reguluje hydrataci a
pohyb makrobugk v tkanich. Jako efektivni ¢ébny prostedek se uplatuje v celéradk
medicinskych obdr nag. oftalmologii, ortopediti revmatologii. Ri pouZziti cisté kyseliny
hyaluronové dochazi v roztokiasem k degradaci a kontaminaci mikroorganisteynuz
Ize zabranit fdavkem konzervaich latek. Tyto konzervai latky, v tomto pipadt kvar-
térni amoniové soli, se titym zpisobem podileji na strukturnich gnach kyseliny hyalu-

ronové.

Kli¢ova slova: Kyselina Hyaluronova, Kvartérni amonigoé

ABSTRACT

This thesis is focused on the hyaluronan coil prtigin the solution with additions quar-
tenary salts. Hyaluronic acid (hyaluronan) is adin polymer constituted from repeated
disaccharide units of N-acetyl-D-glucosamine andlizoronic acid. Hyaluronic acid is

occurs in almost biological fluids and tissues,gdratation and motion of cells. Hyaluro-
nan is also used as substance for many medicatapphs ( for example in oftalmology,

orthopedics, rheumatology or cosmetics, tec.). ttyalic acid degrades in solutions and
can be contaminated by microorganism. This probdam be solved by preservatives, in
this case quartenary amonium salts. The structtarebe negatively influenced by this

salts.

Keywords: Hyaluronic acid, Quartenary amoniumssalt



Chgla bych podkovat mému vedoucimu diplomové prace Mgr. AleSovadovi, Ph.D.
za jeho vedeni, pomoc a podpotuméreni a sepisovani této prace. Mé dikyipang.

V¢éie KaSparkove Csc., za poskytnuti konzultacitbgmu experimentu.

ProhlaSuiji, Ze jsem na diplomové praci pracovatacstat a pouzitou literaturu jsem
citovala. V gipact publikace vysledk, je-li to uvedeno na z&kladicencni smlouvy, budu

uvedena jako spoluautorka.

Ve Zling

Podpis diplomanta



(LY |5 PP PPPPTPPPPPPP 10

I TEORETICKA CAST ..ottt enn e 11

1 KYSELINA HYALURONOVA ........ooiiiiieecece e 12
1.1 HISTORIEHA L.ttt mmmm bbbttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e nnnns 12
1.2 STRUKTURNIVLASTNOSTIHA ...ttt mmmmm bbb 13
1.2.1 ChemiCKa SrUKLUIA ........cccooiiiiiieice e e 16

1.2.1.1 Extracelularni MatriX ...........ccceeeieiiiiieeeeeiiee e eeeee e 17

1.2.2 Struktura kyseliny hyaluronove v roZtOKU.....ccccc...uvvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeens 9.1
1.3 MOLEKULOVA HMOTNOST ..eittititittiieaeeeeeeassasaaaaasssssssssseeeeesssesssssssannsssnsssssnsnnes 20
1.4 APLIKACE HA oottt 21
1.4.1 Hyaluronovy Receptor, CDA4 ..........uuuueiiiiiieeeeeeeeiieeeeeeiiieeeeeeeeeeee e e e 22
1.4.2 OftAlMOIOGIE... . e a e e 24
143 Aplikace (0] 4 (] 01T [ ISP 27
1.4.4 Ucinek antiseptik fi NOJENT FaN ......ccovviiiiiiiieii e 28
1.4.5 Vyuziti Kyseliny hyaluronové v KOSMetiCe......cuuueeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieecceeeeeee 29

2 KVARTERNI AMONIOVE SOLI ..oouiiiiiiiiiieiiisieieie e 30
2.1 TENZIDY ADETERGENTY tiittiiiiiiiietiesiaaeiiittbtbteeeeeeeeeeeensassssssssabesssesseeeeeaeaaaeeeens 30
2.1.1 Mechanismus rozpouBti tenzidi ..............cooeeiiviiiiiiiiiiiii e 34
2.2  KVARTERNI AMONIOVE SOLI—STRUKTURA, VLASTNOST ...cvviiiiiiieeeeeeeeaaeessnnnnnnnes 36
2.2.1 Hydrofobicita a kriticka micelarni koncentrace QAS........cccccvveeeeeeeiiiiiiiiens 38
2.2.2 Antibakterialni efekt QAS........coo i 39
2.3 BENZALKONYUM CHLORID ..cctttiiiiieeeeeetaeesasaseiiitbbbeeee et e e e e es s s s s iissbebnenseeee s 40
2.3.1 BAC V OftalMOIOgii ..eeeeneeieeeeeeeeeeeeeeeee e 41
2.4 POUZITI QAS L.ttt e e e e aas 42

3 STANOVENI VELIKOSTI CASTIC. ...ttt enmree s 43
3.1 ZAKLADNI POJIMY ..oiiiiiiiiiiiiitieeeeeetttteeaaeeeeaasasssssammnseteeeaaaaaaaeaeaesssssssannannseneneees 43
3.1.1 Molekulova hmotnost a polydiSperzita .........ceeeeeeeeiieeeeeeeiieiiiiiecciiee, 5.4
3.2 ZAKLADNI METODY ..uuuuuuuttttnttnneeeeeeeteaaaaaeeaesasssassasssneesessaaasesesssssssaansnssssssnssnnes 48
3.2.1 Patatky vzniku metody DLS.........cooiiiiiiiieeeeeeiiiierreeee e e e e e e e e e a e 50.
3.2.2 Metoda dynamického rozptylu&la-DLS ...........cooeeeiiiiiiiiiiiiceeee e 51

3.2.2.1 AplKace DLS.........ueiiiiieeeeee e D

4 SPEKTRALNI METODY ...ooiiiiiiiiiisiiiiisieiesesime ettt seesese s ss e ssesenas 58
4.1  ULTRAFIALOVA A VIDITELNA SPEKTROSKOPIE......ccettiiiiiiiiiiiniiiinneeeeeeeeeeeeeanns 58

I PRAKTICKA CAST ..ottt temems e 4.6

5 MATERIALY A METODY ...oouviieieiee ettt ean e 65
5.1 POUZITE MATERIALY A PRIPRAVA VZORKU ....uuuttiiiiiiiiiiiieeaeeeeeessassssssnssineeeneess 65
oI I A V= 1= = 1 RPN 65

5.1.2 PHPraVa VZOIK ....ccoeeiiiiiiiiiieeei et e e e e e e e e e e e e as 5.6



9.2 METODY ettt 66

5.2.1 Metoda dynamického rozptylu&la...........cccceeeeeeeeiiiiiiiiiceeeeeeee e 67
5.2.2 UV/VIS SPEKIrOSKOPIE .....cooiiiiiiiiiiiii i ee e e 70
6 VYSLEDKY A DISKUZE ......covceeviteeeeeeeeseieeeeeeeesseeeseensessseensessenssneeene A L
6.1 MERENT VELIKOSTI CASTIC eutniiiiiite e e e et et e e et ee e eae s s st s s sans e sanaenas 71
6.2 MERENTUV-VIS SPEKTER......oeeveteeeereeieteieeseeressesesesesssssessssssesssssssssssssessssessns 80
NV ol RO 87
SEZNAM POUZITE LITERATURY ..ottt ettt 88
SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK .....ocviviiieeieeeeeeeer e emen s 93
SEZNAM OBRAZK U ...ttt ettt 95
SEZNAM TABULEK ......oovitiietece ettt eeeee ettt te st aenssaese st eanenee e stene s 98

SEZNAM PRILOH ....oooee oo et e e et e et e et e e e e e e aeeaeiee s 99



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

UvoD

Kyselina hyaluronova p#tdo skupiny polysacharigl které jsou satasti vSech Ziv&chi,
nag. jako slozka synovialni tekutiny v koleni, v exdedularni matrix, ale i jako soast
vS8ech spojovacich tkani i pokozky. Molekula HA li@zena z opakujici se jednotky kyse-
liny glukoronové a N-acetylglukosaminu. Kazda disarecdova jednotka obsahuje jednu
karboxylovou,¢tyti hydroxylové a acetamidovou skupinu. Diky silnyydfofilnim vilast-
nostem v rettzce, mize kyselina hyaluronova ve vodnych roztocichtitvepiralovou
konfiguraci a dosahnout tak az 1000 nadsobku svéhodmniho objemu. Molekulova hmot-
nost kyseliny hyaluronové se pohybuje mezi staitest rékolika miliona Daltoni a zavisi
na zdroji a metodach, kterymi se ziskava. DalShajanou vlastnosti tohoto biopolymeru
je viskoelasticita. Koncentrace kyseliny hyaluro@ége velmi vysoka v pokozce a spojova-
cich tkanich. B vysokych koncentraci v roztoku ttiogely. Molekulové usp@dani HA

siln¢ zavisi na povaze opaych ionfi.

Protoze, roztokyisté kyseliny hyaluronové jsou velmi nachylné kentemninaci 6znymi
mikroorganismy a degradaciiiggavaji se do nich konzertai latky. Tyto konzervéni lat-
Ky sniZuji jejich nachylnost k degradaci a kontaaainV této praci, byly jako konzersai

latka, zvolena kvartérni amoniovél $Benzalkonium chlorid).

Cilem diplomové préace je popsat chovani hyaluronbWlubek s benzalkoniem chloridu.
Mezi metody, pouZzité k charakterizaci chovani rkitélA pati UV/Vis spektroskopie a

meieni velikosticastic metodou dynamického rozptyluEta.
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1 KYSELINA HYALURONOVA

Kyselina hyaluronova je biomakromolekula polysa@d@rého typu, ktera e dosahovat
molekulové hmotnosti 4-5mil Daltdn tvorena opakujici se jednotkou N-acetyl glukosa-
minu a D-glukoronové kyseliny spojena glykosidickaazbou, jenz seipfyziologickém

pH chova anionicky. Vlivem vysokého stuprozpustnosti ve vadvytvéi sodnou 8l, tzv.

Hyaluronéat sodny (hyaluronan) [1].

Nachazi se vact tkani, zvla&t v pojivovych a tvei hlavni sodast synovialni tekutiny.
HA-Na je jednou z hlavnich sloZek synoviélnich takuktera obsahuje makromolekuly
s vysokou molekulovou hmotnosti,M 1 -10" g/mol a vysokou koncentraci 2-4mg/ml,
srovnatelnou s vysoce viskoelastickymi s dobrou anazschopnosti ip nizkych smyko-
vych rychlostech a vybornymi tlumivymi viastnostpti vysokych smykovych rychlostech
[2]. 70kg véazici lidské&to obsahuje zhruba 159 této latky [1]. HAibe v roztocich vytva-
fet nahoda spiradlovou konfiguraci. Je to dadast&né hydrofilnimi a hydrofobnimi viast-

nostmi, které fedukuje jeji struktura podrolrznazorgna na obg.1.

Diky své schopnosti dée vazat vodu fispiva k optimalni hydrataci tkani [1]. Viskoelas-
ticky charakter sodné soli kyseliny hyaluronovéyalaje vyuzivat ji i prevenci u poope-
rativni @rilnavosti, a v mnoha oftalmologickych a ortopedichkyaplikacich [2]. Hoj& se
aplikuje v @&ni chirurgii, artroskopickych operacichij pyplIni vrasek v plastické chirurgii,
terapii m@oveé inkontinence, intraartikulatrpii osteoartroze, u endoskopickych operaci,
k prevenci jizveni, k intravezikalni instilacfipgystitidach a v neposledrad i v ocnich a

nosnich kapkéach [1].

1.1 Historie HA

V roce 1934 se podito K. Meyerovi a J. Palmerovi izolovat, v té dobeznadmou latku,
z ¢nich ¢ocek howziho dobytka, a nazvali ji kyselina hyaluronovéji javni pouziti
v medicirg pripadlo na rok 1950, a to v oblastiro chirurgie [3]. Nejprve se Zal pouZzi-
vat hyaluronan, ktery byl izolovan z pupé siury, o réco pozdji z kohoutich kebinl.

Byl velmi cisty a jeho molekulovd hmotnost dosahovala vysokyotinot. Chemickou

strukturu poprvé podrokérrozebral K. Meyer s kolektivem v roce 1950.
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Tehdy byla poprvé izolovana jako kyselina, i kdylyziologického hlediska odpovidala
spiSe sodné soli této kyseliny. Termin ,hyaluronbyloficialné zaazen do mezinarodni-
ho nazvoslovi polysachafidaz v roce 1836 zasluhou E. Balazs a kolektivu.nKtoho
definovali, Ze molekula idZe vytv&et tizné formy nap kyselou formu jako je kyselina
hyaluronova, ale i jeji soli -t kyseliny hyaluronové. Pozf se HA ziskavala z mnoho
dalSich zdraj s odlisnymi fyzikalg-chemickymi vlastnostmi [4]. V s@asné dob se
ke komeéni produkci kyselina hyaluronova ziskava z kohdutitebinki, lidské pupeni
Saary nebo je pipravena synteticky bakterialnim kvaSenim bakteodu Streptococcus
equi a Streptococcus zoopidemici®. Touto vyrobni cestou nedochazi k zadné kontami
naci HA riznymi alergeny a technologie navic umoge presné pizpasobeni velikosti
molekul s optimalnimi viskoelastickymi vlastnostmkteré jsou téw¥ identické

s endogenni HA.

1.2 Strukturni vlastnosti HA

Hyaluronan jako sloZka extracelularni matrix jekgigaminoglykan s velkou molekulovou
hmotnosti [1]. Tato zdanlivjednoduSe sloZzena struktura je &&sti vSech savi¢ a potvr-
zuje tim vyznam této biomolekuly a pigpuje ji jedingné fyzikalré-chemické a biologic-
ké vlastnosti zavislé na molekulové hmotnosti.dském éle je giitomna ve form sodné
soli této kyseliny. Vysoké koncentrace HA Ize najitnékkych tkanich, ale obsahuiji ji i
kohouti Kebinky (7,5mg mL), pokoZzka (0,5 mg mit), pup&ni &ara (3 mg mLY), syno-
vialni tekutina (3-4 mg mt) a sklivec ( 0,2 mg mit) [5].

Pfi extrahovani HA z tkani ziskame polydisperzni kyse hyaluronovou s gmeérnou
molekulovou hmotnosti &kolika milionu. Ve fyziologickém roztoku, se HA Zapa do
zhutiujiciho se, nahodile orientovaného klubka s obrgsodélkou kolem 2,5 mm na

1x10° molekulové hmotnostietszce slozeného z 2650 disacharidovych jednotek.

Sekundarni tvar vodikové vazby podél osy HAjsqbuje neohebnost a vytvéetné hyd-
rofobni komponenty, které ji formuji do ugpdané struktury. HA roztoky jsou velmi vis-
koelastické. B naristani smykové rychlosti na hyaluronovéetézci uspdddaném ve

smeru toku, zgisobuje pokles viskozity roztoku.
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Tento efekt smykového poklesu je patrrtygrotlacovani HA injekni stikackou. Kyseli-
na hyauronova je vysoce hydrofilni polymer. Kazetdnjotka glukoronové kyseliny obsahu-
je karboxylovou skupinu, kterd pr@guje hyaluronanu polyanionicky charakter.
V piitomnosti vody, se molekuly HA expanduji az nactisisobek a tvd rozvolnitnou
hydratovanou matrici (obr.1). Vidledku &chto vlastnosti zaujima HA v extracelularni
matrix rekolik roli; prostorova vypl, lubrikant, osmoticky tlungi. Vytvéii hydratovanou
polymerni sf, ktera funguje jako sito omezujici pohyb patdgetazmatickych proteina

proteinazy [6].

il] P @ ::I.L":M:|
o o o)
0= - HHGH - - WH
- Jn:._ = Y Hi 5.'.\_-'_'___- e - J.-:"'--B-f'-_ _|-_.}l_ ul
Y1 /
L st W b L :'"-*r"{"’ =g ha=T —q
] HH a (== 1]
=g
h} “ ‘T =i a a_.:cz'i-‘ﬁ
o ",
=L Crs0H e -} HH
L -] i — -
Ie '.:;"Jd__ HO 5;:_\_‘___ 5 [ & i .;- =

Obrazekeé.1-Slozita struktura kyseliny hyaluronové [26]

Viskozita.Velmi vysokéa viskoelasticita koncentrovanych réditovysoko-molekuloveé ky-

seliny hyaluronové, ale i smykova zavislost, miamivé &inky na kolena a ostatni tké&n

Osmoticky tlak Osmoticky tlak hyaluronovych roztokje silné koncentr&né zavisly.
U vySSich koncentraci je koloidni osmoticky tlaktakia hyaluronanu mnohemeétsi, nez u
roztoki albumina (bilkovina obsazena v krevni plazattoveka). Tato vlastnost ma obrov-

sky vyznam pro vodni homeostazu v tkanich.

Nizky odporPevna gi fettzai s velmi vysokym odporem ve gnu vodniho toku. Formy

této hyaluronové bariéry uviitkani byly prvig vyobrazeny Day-em [7].
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Hyaluronova kyselina plni zejména tyto funkce:

1. Expanduje extracelularni prostor navazovanim vodyizaych soli — hydrofilni
vlastnosti pitahuji vodu a vysledkem je expanze.

2. Interakce siznymi mezibugicnymi molekulami formuji extracelularni matrix —
obsahujici hlavé glykosaminoglykany, hyaluronan EM stabilizuje aléea ji po-
trebnou elasticitu.

3. Aktivuje nitroburééné cesty psobeni bu&inych receptar CD44 a RHAMM [8].

Podporuje hojeni stimulaci angiogeneze, méa baldimtické a antiseptické vlastnosti a
piedpoklada se u ni aktivita proti kvasinkam, zabja bakterialni kolonizaci a inhibuje
bakterialni aktivitu, chrani tk&ntvorenim bariéry proti gichodu latek o vysoké moleku-
larni hmotnosti, najklad endotoxid, stimuluje produkci protizatlivych cytokinini pro-
strednictvim fibroblast, reguluje migraci fagocytdo zanicenych oblasti, reaguje s fibri-
nem a stimuluje granulaci tkani a rychlejSi hojeari, stimuluje diferenciacijist a vyvoj
jak mineralizovanych, tak nemineralizovanych tkarjé absorbovana mistmikoliv cel-
kové, pokud je aplikovana na tha

Chemickou mutaci Ize ziskat mutaci kmenu baki&tieptococcus zooepidemic{id 8),
kterd umo#uje produkci polysacharidu o vysokéininosti. Streptococcus zooepidemicus
(J18) mutuje psobenim N-methyl-Nnitro-N-nitrosoguanidine (NTG). Fermentaci, ktera
probihala v souladu s optimalnimi podminkami zhr@sédrse podtlo ziskat 59,65%
polysacharidu s mémez 0,1% proteiin K chemické analyze obsahu D-glukoronové kyse-
liny byla pouzita Carbazolovou metoda a u N-acBhglokosaminu metoda Elson-

Morgana [9]. Zméiené IR spektrum (obr.2) wigtené HA, ukézalo absorpci vazeb
3400(0OH,NH); 2900(CH); 1566~ 1620(C=0O,CN), a 1400 1320 cm(C-0,CO0-)

piesré ve shod s IR-spektra standardni HA. U vyslédknéteného komplexu HA
s konzskowerveni z UV/VIS spektrometru je patriégrveny posuv zobrazeny na obr.2.
Aplikace HA nafistaji zejména v oblasti kosmetiky a chirurgie. iyazse pi vyrobe¢
léku, ale i implantovani orgéna v oblasti terapeutikyipdevsSim diky jeji schopnosti

modifikovat burcné chovani [9].
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Obrazeké.2- Zméiené IR-spektrum a UV/VIS absorpce kde jEtomny éerveny posun [9].

1.2.1 Chemicka struktura

Prvni zminky o chemické struk®i HA jsou patrny jiz v 50.letech. HA jefipdre
odvozeny polymer. Hyaluronova struktur@egstavuje neroztveny mukopolysacharid
tvofeny opakujici se jednotkou [#(1,3)-D-glukuronové kyseliny $(1,4)-N-acetyl- D-
glukosaminu (obr.3) v poénu 1:1 [1]. Diky tomu, Ze HA obsahuje zbytky kyeglgluko-
ronové, je schopna vazaizné kationy jako je NaK*, C&£*[10].

OH
—_ O
o4
[ 7 O=>CH,
{ky=elina . ———
— iD-quRDmnm;i N-acetyl-D-quknsamir} B

Obrazeké.3 - opakujici se disacharid hyaluronanu [14]
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Primarni strukturu polysacharidu #wonerozétvenyifettzec monosacharidspojeny gi-
dajicimi sef31 3 a B1 4 glykosidickymi vazbami (obr.4.). Sekundarni stirkt HA hydrofob-
ni ¢asti je podéla tvorena vodikovymi atomy z osmi CH skupin. Tercialmukturu stabi-
lizuji mezimolekularni vodikové vazby. Hydrofobrtiavani spolu s vodikovymi vazby a
v kombinaci s elektrostatickym odporem umoje spojovat obrovsky get molekul do

rozsahlé molekulové sit- matrice HA [11].

Obrazeké.4- Primarni struktura HA sloZzena z opakujici sesdicharidové jednotky D-glucoronové kyseliny

a N-acetyl-D-glucosaminu

Méteni velikosticastic, molekulové hmotnosti a viit viskozity v roce 1950 a 1960 uka-
zalo, Ze tuhé HAetzce jsou v roztoku expandovany do struktury nalébdilklubka. Ve-
likost HA ¢astic se mini s pH a koncentraci soli. Spiralova strukturaekyy hyaluronové

silné zavisi na op&né nabitém iontu (protiionu), pH, tepkba rozsahu jeji hydratace [3].

1.2.1.1 Extracelularni matrix

Extracelularni matrix (EM) rizeme popsat jako hmotu, ktera je uloZzena buargk tzv.
mimoburééna zakladni hmota. Tato hmota plni mnohideditych Ukoti a funkci nap
propojovani iznych tkani a udrzovani jejich spravného tvaruiSgayani gisunu Zivin,
elektrolyti, vody ale i odvadi produkty metabolismwanven z buék. EM poskytujetést,
na které jsou navazanyiiky pojivové tkag. Fyzikalni vlastnosti této hmoty se liSi podle

funkce a typu fislusné tkaa

Tak napiklad kosti obsahuji velmi tvrdou extracelularnitma zatimco Slachy vygplje
velmi pruzna EM. Brovitou matrix mizeme najit u tkani pojivovych a v chrupavce. Extra-

celularni matrix vytvé fyzickou podporu butk tkani, a sotasreé piasobi jako informani
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systém, ve kterém mohou byt itky detekovany, a koordinovat nebo vywchemické

signaly.

Tyto signaly jsou fenasSeny trans-membranovymi receptory do nitraélbufi2].

Z chemického hlediska tvibextracelularni matrix tyto typy makromolekul,

1. glykosaminoglykany a proteoglykan
2. fibrézni proteiny

3. multiadhezni molekuly

Glykosaminoglykany GAG jsou dlouhé, ne&twené polysacharidy obsahujici opakujici se
disacharidyN-acetylgalaktosaminu neldg-acetylglukosaminu, a uronovou kyseliny hap
glukuronové. Jsou to anionické molekuly it\ad viskdzni gely, které mohou byt nazyvany
mukopolysacharidy [13]. Sulfatové a karboxylové mky cukernych zbytk poskytuji
GAG silné negativni naboje, kterétphuji osmoticky aktivni kationty Naa na extracelu-
larni matrix je postuphvazana voda, ktera gobuje nabobtnani jeji struktury [12]. Mezi
vyznamné glykosaminoglykany pathyaluronova kyselina, dermatan sulfat, chondmoiti
sulfat, heparin, heparan sulfat a keratan sulfaf [1

Kyselina hyaluronova je nejtezitejSim glykosaminoglykanem extracelularni matrix.
V embryondlnich tk&nich obklopuje proliferujici dgmujici buiky. Hydrofilni mista na
jejim povrchu na sebe navazuji velké mnozstvi vagiy pi nizké koncentraci HA tvid
viskosni hydratovany gel, ktery je 30" vé&tsi neZz samotny hyaluronan. Hyaluronicka
struktura bobtn&¢imz blokuje uéité pohyby butk. HA brani adhezi. Proto je vazana na
povrchu migrujicich butk jako hyaluronovy receptor CD44. Ztrata kyseliryaluronovée
piipadré schopnosti vazatizné komponenty a hydratacégpiva k vzajemnému odkkni
jednotlivych burk a usnaduje jejich proliferaci a diferenciaci. Vedle HAe pxtracelu-
larni matrix tvédenouradou dalSich GAG — polymier specifickych disachand Glykosa-
minoglykany, s vyjimkou hyaluronové kyseliny, sev&zuji kovalentni vazbou na centrélni

protein a vytvéeji tak proteoglykany [12].
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1.2.2 Struktura kyseliny hyaluronové v roztoku

Patet opakujicich se disachaitah, v molekule hyaluronanu se pohybuje okolo 10.000 a
vice. Molekulova hmotnost itie dosahnout aZz 4 miliGnDaltonmi (kazdy disacharid
zhruba 400Daltol). Primérna délka disacharidu se pohybuje kolem 1 nm, .
molekula hyaluronanu, kterou #idl0.000 opakujicich se jednotek by po rozloZenflao
mit 1Qum. Tato délka zhruba odpovidaupwru lidské cervené krvinky. Na obr.4 je
zobrazen snimek z elektronového mikroskopu na ktg¢séu vidit propletené hyaloronové

molekuly umisiné na rovném povrchu [14].

s

Obréazeké.5- snimek z elektronového mikroskopu, kde je&igropletenyifetézec HA [14].

Strukturu celé HA molekuly ve fyziologickém roztoktuzuje chemicka struktura disacha-
rida, vnitini vodikové vazby a interakce s rozp&d§t. Osové vodikové atomy t¥ionepo-
larni, relativié hydrofobni povrch, zatimco ¥3i stranyfetézce mnohem polagsi, hydro-
filni povrch. Vytvai terciélni spiralovitou strukturu. Roztoky hyalaemu vykazuji velmi
neobvyklé reologické a hydrofilni vlastnosti. Kyisel hyaluronova v roztoku expanduje
nahodila klubka. Tytdettzce se fi nizkych koncentraci navzjem zaplétajirspivaji k
neobvyklym reologickym vlastnostem.ii RySSich koncentraci vykazuji roztoky s extrém-
né vysokou smykovou zavislost viskozity [4.rostouci molekulovou hmotnosti, koncent-
raci, smykovou rychlosti, vySSi viskoelasticitoasthiho roztoku igchazi kyselina hyalu-

ronova, ve vodnych roztocich, z newtonského naavetanské chovani.
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Viskoelasticita hyaluronanu je, ve vodném piredi, zavisla na hodnopH a ovliviwuje ji
iontova sila daného prdetli. Coz znamena Ze, &na pH se projevi ionizaci Heetézci a
ve vysledku ovlivni mezimolekularni interakce mbeyaluronanovymi molekulami a dojde
ke zmeén¢ reologickych vlastnosti celé sBi [11]. Hyaluronat se rozpousti ve wbada
vzniku viskoelastickeho roztoku — obsah 10 mg/mjSzNe viskozitu vody fiblizné 5 000
nasobs [1].

1.3 Molekulova hmotnost

Velikost molekulové hmotnosti se |iSi v zavislasé zdroji, ze kterého byla ziskana, meto-
dach jeji izolace i na samotné kvaltisticiho procesu. Distribuci molekulové hmotnosti
HA Ize stanovit gelovou permé&ai chromatografii pouzitim agar gelu a poréznkattbve
vyplné. GPC i stanoveni vyuziva zémy distribuce molekulové hmotnosti HA vijihu
enzymatické hydrolyzy. Proto nelzetitirmolekulovou hmotnost a jeji distribuci precézn
Navic kome&ni dostupnost HA standardnolekulovych hmotnosti fize vyznama zlep-

Sit stanoveni molekulové hmotnosti a jeji distribonetodou GPC [3]. Krokh GPC, Ize
molekulovou hmotnost tit sedimentaci, rozptylem &a, osmometricky, fipadré kom-
binaci sedimentace a difuznickeini. U stanovovani M metodou rozptylu sitla je po-
treba utit inkrement indexu lomudn/dc) hyaluronovych roztok Mnoho autait uvadi
tuto hodnotu (dn/dc) jako interval od 0,140 do 0,183. Velky rozpiyledenych hodnot
(dn/dc) mize byt zfisoben pouzitim rgsté HA, chybami fi méreni HA koncentraci

piipadré Spatnou kalibraci pouzitého refraktometru.

Viskozitni ptimér molekulové hmotnosti hyaluronanu Mv &ssto stanovuje z viiti vis-

kozity Mark-Houwinkovou rovnici,
[n]=K M2, (1)

kdeK, a konstanty Mark-Houwinkovy rovnice; K= [chy],

M, relativni molekulova hmotnost.
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Mark-Houwinkova rovnice popisuje zavislost viskgzitedy limitniho viskozitnih@isla,
na molekulové hmotnosti [15]. Z této rovnice jerp& zavislost konstamt aa na iontové

sile a pH pouzitych hyaluronovych roziok

Pro \&t3inu polysachariilje logaritmicka zavislosin| a M, nelinearni a lisi se v zavislosti

na molekulové hmotnosti HA. Pro) 1 je K = 0,029 aa = 0,80, zatimco pro M 1¢°
Da odpovid& = 0,397 aa = 0,601. DalSi studie hokico stanoveni M hyaluronanu me-
todami zaloZzenymi na elektroforéze pouzitim 0,5%ragelu a kationaktivniho barviva

k detekci HA. Tato metoda je schopnd stanovit vgsoddlekulové vzorky az

6x10°Da[3].

1.4 Aplikace HA

HA v oblasti fyzikalre-chemickych a biologickych viastnosti dokazujed#ley své struktu-
e je pouzitelna v mnoha aplikacich klinickédg, diagnostiky, tk&ového inzenyrstvi [6].
teridla pro gipravu novych biokompatibilnich a biodegradujicfwblymefi, jenz nachazi
uplatreni v mnoha vyznamnych oblastech kosmetiky a megidriékaského pohledu je
HA jako anti-adhezni sloZzka vyuzivanatzmnych oblastech pouziti, zejména &nod chi-
rurgii, jako lubrikant pi artritidé a plastické chirurgiipii terapii ma@ové inkontinence,
intraartikularre pri osteoartrdze, ip endoskopickych operacich k prevefigveni, k intra-
vezikalni instilaci pi cystitidach a v énich¢i nosnich kapkéach. Aktivhse @astniimuno-
logickych proces jako signalni molekula a oviiwje mobilitu a adhezivitu bk v ramci
jejich proliferace a diferenciadd]. Tyto jeho imunomodulai vlastnosti se jiz nyni vyu-
zivaji @i urychleni hojenia epitelizace porani a zagta na kizi, v ustni dutig a now i ve
form¢ poSevnicktipki a také na vagindélni sliznici a epitelélaZznihocipku. Jako biomak-
romolekula je rozpustna ve vidnodifikace vSak vyzZaduji jeji nerozpustnou form-

Zivanou prav v medicii, nagiklad jako matrice v k&vech [10].
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1.4.1 Hyaluronovy Receptor, CD44

Studie s pouzitim exogenni kyseliny hyaluronovénadestruji jeji vliv na migraci fibrob-
lasti k mistu poraéni. In vitro studie lidskych zralych a zar@dgch fibroblask z kize
méla monitorovat Urovie produkce glycosaminoglykénzvlasg hyaluronanu, a vzajemin
dvé rizné skupiny vybranych fibroblas{fibroblasti syntetyzovany z kolagenu) porovnat.
Vysledky nazné&uji Ze, u obou, zralych i zarogteych skupin fibroblast nastala zvySena
migrace v dsledku gitomnosti hyaluronanu a TGF-bdim vy3si hladina HA byla, tim k
vétSi burgcné migraci doslo. Takovyto vliv kyseliny hyalurordowa bugénou migraci
dovoluje interakce s Hyaluronovymi receptory — CD#aAM-1 a RHAMM. Schopnost
HA ovlivnit buné¢nou migraci je dana jejimi fyzik&rchemickymi viastnostmi, které hyd-
ratuji matrici a tim usnaaji buné¢ny pohyb [8].
Mezi zakladni funkce receptopati, Ze se fiastni vSech procésb¢hem kterych dochazi
k vazl# mezi buikami, interakci bugk s mezibuténou hmotou ale i odstrani HA
z tkani a krveNa povrchu iiznych tym burek bylo rozpoznano Sest specifickych struktur
kyseliny hyaluronové, kteréimeme oznéit jako ,receptory 3“. Jedna se o tyto typy:

* CD44

* RHAMM (Receptor pro HA zprogtdkujici bugeénou mobilitu)

* LYVE-1 (Receptor HA nachazejici se na endotefafitickych cév)

* HARE (hyaluronovy receptor pro endoaxii)

e Layilin

* TLR4 (Receptor indukujici expresi gieaaretlivé reakce)

Z téchto typ je nejprostudovaijSi a nejobvyklejSi CD44 a RHAMM.iBdpoklada se, Ze
oba zasahuji do procesu migrace étlrych a nadorovych butk a ovliviwji jejich

invazivitu, adhezivitu a prolifera¢i].

Pojmenovani CD44 z roku 1986 pochazi ze zkréidgstr rozliSeni, CD) definované na

mezinarodnim Workshopu ,Human Leucocyte Differetitia Antigens” [16].

CD44 je membranova molekula I. typu, kterd sgenvyskytovat v ékolika riznych vari-
antach (obr.6)Bylo prokazéno, Ze receptor CD44 vyiivaejmeér 17 rtiznych izoforem.

Nomenklatura izoforem sédi podle exof.
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Obecr se oznauji jako CD44vn, kder zn&i variantu,n koresponduje s variantamiip
tomnych exofi (Pr.: CD44v7-10 je ozngeni varianty obsahujici exony 7, 8, 9 a 10). Veli-
kost €chto proteiri se mize pohybovat mezi ~75-250 KDa [17].
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ObrazekK.6-Vyobrazeni fiznych izoforem receptoru CD44 [17]

HA-receptor je trans-membranovy glykoprotein, narktse kompetitivét vazou polymery
kyseliny hyaluronové. Vyskytuje se na leukocytemfigiotelu, parenchymovych a epitelial-
nich buikach. Receptor CD44 funguje i jako mediator vyzrayadheze aipstupu akti-
vovanych T-lymfocyt z krevnihoreciste k mistu zastu [1]. T-lymfocyty jsou buky imu-
nitnino systému, které se podileji na likvidaciocadého materialu a rié&zeni imunitnich
déja. Vznikaji v kostni #@eni bez konkrétniho ukolu, jejickteni probih& pozii v brzliku
[18]. CD44 koordinuje signaly tené buiénému gezivani a bu&nou smrt. V podob
malého proteoglykanu interkalovaného v membranize slouzit k zadrzeni, aktivaci a

vystaveni bazickychistovych faktod [17].

IkdyZ je hyaluronan extracelularni glykosaminoglykaisobenim pro-zattlivych cytoki-
nu, které se postugruvoliuji v misg zaretu, infekce nebo por&ni, se exprese HA indu-
kuje i na povrchu endotelialnich biknpiilehlych cév, ke kterym je HAfthycena recep-
torem CD441].
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Kyselina hyaluronova shromdigje leukocyty, bilé krvinky v mistzarétu a tim napomaha
k rychlejSimu hojeni postizeného misReceptor RHAMM pedstavuje molekulu CD168.
Jeho velikost se fize pohybovat mezi ~ 59 az 80 KDa v zavislosti mau tiyuiky [17].

Na rozdil od receptoru CD44, se & nejedna o trans-membranovy protein, tzn. z&en
ponerné snadno interagovat s okolnimi glykosaminoglykadymo to urychluje wkteré
faze bugcného cyklu a tvorbu novych cév. Krénpopsanych &inka HA-receptoru, byl
zaznamenamifznivy vliv i samotné HA v podabimunomodul&niho &inku, predstavu-

jici velmi dilezity mechanizmus jizipsamotném zahgjeni imunitni reald¢

1.4.2 Oftalmologie

Kyselina hyaluronova je vyraZrzastoupena ve sklivci oka, odkud je odvozen inégev
(hyalos = sklivec). Spote¢ s kolagennimi viakny twd kostru sklivce, kde je uchovavana

voda, ta obsahuje HA v nizSich koncentracich.

Naopak souvisly film vytv kyselina hyaluronova na povrchu endotelu rohdlg}. Na
schopnosti vazat nebo zadrZzovat vodu, na hyihiath a viskoelastickych vlastnostech je
zalozen fyziologicky dinek kyseliny hyaluronové. Vami chirurgii je pro viskoelastické
sloweniny, kterou je HA, hlavni oblasti aplikace kataé&ahirurgie. Bhem chirurgického
zakroku nahrazuje nitr@ai tekutinu v pednim segmentu oka vitovani HA, vytv&i pro-
titlak ke sklivci a udrzuje tvaripdni komory. Pouzitim kyseliny hyaluronové seihpedni

prostor, zlepSi se vizualizace nittod struktury a chrani endotel rohovky [6].

Mimo toho zvySuji hyaluronové roztoky viskozitdroch kapek kam sefidavaji a poma-
haji obnovovat éni tkai [6]. Hladina kyseliny hyaluronové v lidském sémlika mezi 10

az 100ul/l. Naopak synovialni tekutina obsahuje zhrubd Bd].

Lze tedyfici, Ze v @ni chirurgii se kyselina hyaluronova pouziva zejmé&ochras ro-
hovky pred ztratou bugk tim, Ze se vytvid tekuta ochrannd vrstva, ktera udrZuje velikost a
tvar predni komory a spravné polohyrach tkani. Slouzi také k omezeni &timych pro-
cedi neutralizovanim kladnych naliopa nastrojich a implantatech. Je mozné ji vyué i

zmirréni pooperaniho edému rohovky.
Pt transplantaci rohovky chrani kyselina hyaluronevalotel darce a usnage adaptaci
transplantatu. Jako jediny znamy vedlef@nék pouziti kyseliny hyaluronové v chirurgii je

zvySeni nitroodniho tlaku naruSenim odtoku nitka tekutiny.
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Proto by néla byt takto viskoelasticka sléenina po uko&eni operace dokonale odstan

na [19]. Aplikace onich Iék je problematicka.

Kratky rezideni ¢as zgisobeny mrkanim a slzenim s malou nizkou propustnaisbvky
zpasobuji Spatnou dostupnost pouZivanyativi¢l9]. Vodni @&ni kapky maji tu nevyho-
du, Ze vice jak 75% aplikovaného roztoku se zwéaitisledku odvodeni, ke kterému do-
chazi khem prvnich 2 minut po aplikaci. Proto se @oibo prostoru fidavaji polymery
zvysujici viskozitu, které dodate® zlepSuji stupe do jakého se dana latka absorbuje do
Zivého organu. Gurny a kol. prokazali, Zérpdni HA roztoky maji vynikajici schopnost

prodlouZeni tohoto reténihocasu pilokarpinu.

Pilokarpin je latka, ktera se pouziva énich kapkach k k¢ glaukomu, zuZuje zornici a
shizuje nitrogni tlak [20]. Bylo zjiséno Ze, HA vzajem& interaguje pimo s bug¢nou
membranou rohovkové tk&nTyto zaery potvrdili i Ludwig a kol. a poukézali i nato, Ze
vysokomolekularni HA prodluzuje setrvani fluorestev prekornealntasti lidského oka.
Porovnanim HA roztak s hydroxyetylcelulésovymi roztoky zjistili, Ze ®&kpolymerni

sloweniny vyznama zlepsuji setrvani fluoresceinu v slzném filmu [6].

Slzny film je vrstva, ktera v lidském oku lomiésho nejvice. Jeho naruSeni takibe snizit
zrakovou ostrost dhem dne a nasledrepisobit s¥tloplachost. V pokréilych stadiich
syndromu suchého okatre dojit i ke ztrat zraku. Slzny film je trojvrstevna struktura
sloZzena z vodné vrstvy, lezici mezi tenkou muk@podvrchovou lipidovou vrstvou [19].

Durrani a kolektiv potvrdili, Ze vysokomolekular82x10°Da) HA zlep3uje stupe ab-

sorbcepilocarpinu mnohem vice nez nizkomolekularni HEB4x10°>  )[&].

ZvySeni prekornealniho rezidariho ¢asu a propustnosti rohovky je mozné docilit muko-
adhezivnimi slogeninami (viskdzni hydrogely HA, derivaty HA- hylgnKyselina hyalu-

ronova stabilizuje éni film a tim se zvySuje dostupnost pouzivany&hich 1€K.

Studie, které se zabyvajéibkem HA na pistupnost €k jsou stale omezeny nia vitro a
in vivo studie, zejména u kralikMezi nejstudovajsi 1éky kde Ize HA pouzit jako matrici

pati gentamycin, pilokarpin a trombin [19].

Kyselina hyaluronova ma v oblastech oftalmologisoké uplaténi, zejména diky vynika-
jicich fyzikalré-chemickych vlastnostem a dobré biokompatiailZvlaseé vyznamné je
jeji vyuziti v aini chirurgii a i 1é¢bé syndromu suchého oka. V tabulce 1. je uveden cel-

kovy piehled jednotlivych aplikaci HA v oftalmologii.
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Tabulka 1- Jednotlivé aplikace kyseliny hyaluronovés oftalmologii

» vSeobecna chirurgie
-ochrana epitelu

- neutralizace kladnych natioj

» kataraktova chirurgie
- ndhrada nitrotni tekutiny

- stabilizace pedni komory oka

» transplantace rohovky
- ochrana epitelu a endotelu darce

- pol3t& pro umistni rohovky darce

e penetrujici oni Uraz

- odcEleni tkani

e glaukumova chirurgie

- omezeni ztraty endotelovych kitin

e poleptani chemikaliemi
- omezeni jizveni

- podpora regenerace epitelu

« farmaceuticka technologie
- vzrast dostupnosti a biokompatibility &k

- prevence vedlejSichtiinka zpasobenych konzer¢aimi ¢inidly

e syndrom suchého oka
- prevence zaii, stimulace jejich hojeni
- stabilizace slzného filmu

- ochrana epitelu rohovky
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1.4.3 Aplikace v ortopedii

Ucinky kyseliny hyaluronové v oblasti ortopedie sei%iyaji jiz rekolik desetileti. Kyseli-
na hyaluronova hrajettezitou roli ve vyvoji chrupavky, synovialni teknyi a u regeneraci
Slach (Toole, 1997, 2001). Ve vysoké koncentraei HA najit v extracelularni matrici
vSech pojivovych tkanich. Je jednou ze slozek megimé hmoty chrupavky a tvbnej-
vyznammjSi sloZzku synovialni tekutiny, ktera ji obsahujguba 3g/l. V kolenim kloubu
funguje jako lubrikant aiedevsim jako tlundi naraz [4]. Kyselina hyaluronova nevyka-
zuje vyznamné vedlejSiciinky. Potl&uje zart, urychluje hojivé procesy edéna hema-
toma. Podili se na tvorbfibrinové sik, integraci mezi fibrinovy prostor matrigimz
urychluje reparéni pochody [21]. Da s#ci, Ze kyselina hyaluronova s vy3$Si molekulovou
hmotnosti prodluzuje biologicky palas eliminace i rezidéni ¢as v synovialni tekutth
Farmakodynamicky dinek je v3ak u nizSich molekulovych hmotnosti (8D 000 dalto-
ni) mnohem vyznamiSi v disledku lepSiho pronikani do synovialni tekutinyinikdka
acinnost ipravki na bazi hyaluronanu byla hodnocena ve vice nédifigkych studiich,
publikovano bylo jiz térék 30 prehledovychilanki [22].

Zaretlivé a degenerativni kloubni onemeéon hlavré osteoartritida, jsou citlivé na zmy
synovialni tekutiny, které se porjevuje snizeninmdentrace a mnozstvim molekul vyso-
komolekularni HA vypocovanim. Tyto zZmy sniZuji viskoelasticitu synovialni tekutiny a
tim i jeji schopnost chranit kloub. Molekulova hmaost kyseliny hyaluronové se u zdravé-
ho dosglého jedince pohybuje vrozmezi 4 &x10° Da arozsah jeji koncentrace
v synovialni tekutiy je 2,5 az 4mg/ml, coz hrgbodpovida celkovému mnoZstvi HA,
zdravého jedince 4 az 8 mg u kterého je celkovgmbgynovialni tekutiny 0,5 az 4ml.

Mezi dalSi role pouZziti kyseliny hyaluronové u astdritidy je analgeticky efekt, ktery
interaguje s nocireceptory citlivych na bolest, poc tvorby endogenni kyseliny hyaluro-
nové a dalSich protizétiivych U¢inka [22]. Nocireceptory, aferentni volna nervova vlak
na, ktera reaguji na mechanicke, chemické i terénpsdréty (stimuly). U lidi existuji no-
cireceptory prakticky ve vSech tk&nichét$inou ma ochranny (protektivni) charakter,

branici dalSimu poskozeni [23].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

1.4.4 Ug&inek antiseptik p¥i hojeni ran

V dnesdni dob se i hojeni rozsahlych a chronickych ran vyhraghuZzivaji systémy, kte-
ré udrzi v ran trvale vihké prosedi. V otewené ram, ktera je vystavenaistupu vzduchu,
nastava dehydratace a tvse strup. Proto se hojici procesggpuvaji do hlubSich tkani a
rekonvalescence je delSi [24]. Rozsahlé akutni jemy infikovany. U ran chronickych je
nutné gedpokladat bakterialni kontaminaci &ity podil nekroz.-hemolytické strepto-
koky nebo pseudomonady, jsou potencionalnimi paipgejejich pdet se reguluje vhod-
nymi antiseptiky. Proto by kro&nsamotného antimikrobialnih@iaku mela mit antisepti-
ka vliv na hojivé pochody v ré&n NejpouzivagjSimi materialy jsou u modernich bandazi
klasické textilni polymery. Ndiklad polyester, polypropylen, polyamid, visk6zayima.
Nasleduji vysoce-absampi polyuretanove gy, hydrokoloidy (akrylaty, alginaty, karbo-
xymethylcelulosa) a hydrogely (taktéz alginaty,daeymethylcelulosa atd.). Pro tyto ma-
teridly je typicka schopnost vytiio vinké prostedi, které je fiznivé pro hojeni rany. Je-
jich gelové struktura jim brani wipadném vysychani. Tyto materialy jsatizpivé na do-
tek a sodasre dostatén¢ flexibilni. Jsou dostata¢ inertni a nevyvolavaji Zzadné alergicke
reakce [24].

Pti hojeni pooperénich i chronickych ran jéetre vyuzivana kyselina hyaluronova. Krém
pasivni role, kdy udrzujeifznivé vihké prosedi diky svym unikanim hygroskopickym,
reologickym a viskoelastickym vlastnostem, vstupd@e procesu hojeni také aktiyna
komplexre interaguje s bitkami a komponentami extracelularni matrix. Aktivujeerati-
nocyty k produkty cytokif, které jsou aktivatory a chemoatraktanty padu bugk bilé
fady a které urychluji samovolné &§téni rany a zahajeni tvorby grantha tkare.
V souwasné dob je hyaluronan saiasti jednak gelu lalugen s obsahem sulfadiazitiorat
nebo produktu Hyiodinu vyr&by firmou CPN, ve kterém je antiseptickou sloZzkau. t
trijodid [24].
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1.4.5 Vyuziti Kyseliny hyaluronoveé v kosmetice

Viskoelastické vlastnosti a vynikajici biokompdithi zarwuji vyuziti kyseliny hyalurono-
vé v kosmetickém odivi. Pouzivani kosmetickych prodiiks obsahem HA naiki doka-
zuje, Ze zvlliuje a obnovuje pruznost pokozkykali neexistuje zadnyipsny ¥decky
dukaz, ktery by z@vodnil tento jeji pinos. Kosmetické a opalovaci krémy s HA byyn
byt schopné chranit pokozku proti ultrafialové déwdeni, vliivem kterého dochazi k od-
savani vlastnosti HA volnymi radikaly. Kyselina hyanova ve vestabilizované fotnale

i v kombinaci s dalSimi polymery se pouziva jakamlemni kozni plnivo v kosmetickeé
chirurgii. Je prokazano, Ze yikbvanim takovych produktdo kozni vrstvy mize zredu-
kovat obltejové linky a vrasky dlouhodéts minimalnimi vedlejSimidinky a s lepSi sne-
sitelnosti ve srovnani s kolagenem. Jako hlavniey&dXtinek se nize projevit alergicka
reakce zpsobend kontaminaci bakteriemi, proteiny pouzitéekyg hyaluronové. Lin a
kol. se zabyvali moznosti pouziti HA jako altermati implantatu misto silikonového gelu
v plastické chirurgii a zjistili, Ze pouZziti hyawanu do struktury implantovaného organu
bylo viditelr¢ lepSi nez pouzivané silikonové gely a solné impddyn Nevyskytly se ani

Zadnéin vivo vedlejsi efekty rok po implantaci [11].
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2 KVARTERNI AMONIOVE SOLI

Jednd se o syntetické derivaty amonium chloride,kterém jsowtyii vodiky kationtu
amonia nahrazeny organickymi skupinami. Nejinggdna z &hto organickych skupin
piedstavuje zbytek dlouhého alifatickéletézce. Tyto soli s€asto oznéuji jako kationic-
ka sméedla, protoZe jejich vodné roztoky snizuji povrcmagti. NejznandjSi sloweni-
nou tohoto typu je laurylbenzyl-dimethylamonium arid, tzv. benzalkonium chlorid.
Pati sem i skupina slaenin, v nichz je atom dusiku v heterocyklickém kruhag. ce-
tylpyridinium chlorid. ProtozZe jsou nabité klagiejich slogeniny silré absorbuji zapogn
nabité povrchy nastot a usazenin. Kvartérni amoniové soli zname jadvrcho¥ aktivni
latky pouZzivané jako antibakterialni a proti ptigé dezinfekni prostedky. Redstavuji
dulezitou skupinu pimyslovych chemikalii s Sirokym spektrem korr@ho a spdebitel-
ského vyuziti. Podle studii, provedenych chemickgpol&nostmi, stoupa celkova spet
ba kationickych a anionickych tenaidV¢étSina €chto slodenin se vyrabi jako chloridy,
nekdy také jako bromidy, jodidy a nitraty. QAS jsoe spotebni sfée vyuzivany stejatak
hojr¢ jako biocidy (latka riici Zivé organismy), emulgatory, z¥élljici ¢inidla a impreg-
nani piisady. V domacnosti pak spiSe jako avivazni pedgl, fizné vlasové fipravky,

pesticidy, |ékéské a veterinarni vyrobky [25].

2.1 Tenzidy a detergenty

Amfifilni latky jsou latky obsahujici alespiojednu polarni hydrofilni skupinghead)
s vysokou afinitou &¢i vodé a jednu nepolarni hydrofobréiast v podob alkylového
retézce (ails,) pro kterou jsou naopak typické odpudivé interakin@ vodé. Tato netypic-
ka struktura amfifilnich slatenin zarduje celoutadu pozoruhodnych vlastnosti jejich
vodnych a nevodnych roztokVyznamnym makroskopickym projevenitpmnosti &chto
slowenin je vysledné snizeni povrchového gtapoztoki, podle které amfifilni latky do-

staly ndzev povrchavaktivni latky, tenzidy nebo surfaktanty [25].

Tenzid ,povrcho¥ aktivni latka“ je organicka latka, ktera sé&ze vyskytovat na fazovém
rozhrani a tim sniZovat mezifdzovou energii soystavgi nizké koncentraci.
Detergent je sis tenzidi a dalSich latek, ktera ma detergeinvlastnosti tzn. schopnost

pirevést néistotu z pevného povrchu do objemové faze rozt@kl. [
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Saponat je starSi nazev pro syntetické tenziflyndetje zkratka nazvu synteticky deter-
gent, ktera se Zala pouZivat pro detergenty, které obsahovaly sigktetenzidy, aby se
tyto detergenty odliSily octth, které obsahovaly jako tenzid sodnéursastnych kyselin-
mydlo (obvykle G-Cgg).

Podle charakteru polarni hlavy (kation, anion, ebwoj ion) se tenzidy roztlji:

a. tenzidy lonické,
1. anionické
2. kationické
3. amfoterni
b. tenzidy Neionické
1. oxyethylenaty
2. polyhydroxyslogeniny.

Tenzidy pouzivané v praxi pro vyrobu deterggabu tvdaeny snési mnoha organickych i
anorganickych slatenin.Vsechny typy povrchavaktivnich latek maji &inny vliv na fyziologii

a zivotaschopnost mikroorganis27].

* Anionické tenzidy

NejrozsfergjSim anionickym tenzidem je pammé dolkie biologicky rozlozitelny linearni
natrium-sek-alkylbenzensulfon&falkyl C,,-C;s, stedni délka alkylu je n&asgji Cio)
LAS, ktery nahradil do poloviny Sedesatych let geany a velmi Spathbiologicky rozlo-
Zitelny rozwtveny alkylbenzensulfondtalkyl tvoril tetramer propylenu). PoZiva se jako
zakladni tenzid pro vyrobu praskovych a kapalnyetiech prosedki a kapalnych mycich
prostedki. DalSim zastupcem anionickych tenzjdoua-olefinsulfonaty (AOS). PouZiva-
ji se pgedevSim do kapalnych mycich piestki. Parafinsulfonaty, igsreji sekundarni
alkansulfonatyMaji sice nizkou detergéni (kinnost, ale zato vyborny sieci &inek, a
proto mezi jejich hlavni oblast pouziti piakapalné praci, myci a siexi prostedky. Na-
trium-alkylsulfaty (AS), Ize jako dalSi tenzidy pouzit v praskovyclagich prosedcich,
zejména pak v kapalnych mycickeiaticich prostedcich.Natrium-alkylpolyglykolsulfaty
maji podobnou chemickou strukturu. Pouzivaji se v maténozstvi do praskovych pra-
cich prostedk, ale mezi hlavni oblast jejich pouziti fiatkkapalné myci progdky (pro

ruéni myti nadobi).
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DalSi aplikace pouziti: kosmetické pri@stky, vlasové agtové Sampony, tekuta mydla a
koupelové pny. Ve tSine kosmetickych mycich pragtdki najdemenatrium-nebo méa
castoamonium-alkylpolyglykolsulfatyNejstarS§im a nejdéle pouzivanym anionickym tenzi-
dem je mydlo, tj. sodnaikvysSich karboxylovych kyselin ¢gCy,). Tento tenzid tvid
majoritni ¢ast receptury toaletnich i ostatnich kusovych myi@gd-Cis) [26]. Mydlo je
obsazeno jako vedlejSi tenzid v praSkovych prapfostedcich, kde krogtoho misobi i
jako odgnova® (Ci5-Cy2). Mezi dalSi anionické tenzidy gasulfosukcinaty, isothionaty,
tauridy a sarkosinaty. Anionické tenzidy maji vylou sméeci schopnost a proto se pou-
Zivaji jako cistici prostedky. Ri pouziti vysSich koncentraci mohou poskodit diuné
membrany a zisobit tak denaturaci bilkovin aigobit biocid@&. Dobra smévost spolu s
poSkozovanim membran zvySujéinnost ostatnich desinfékich cinidel [27]. Tou nejvy-
znamgjSi aplikaci anionicky tenzidje dezinfekni aplikace. Princip tohotoc¢inku Ize
popsat jako solubilizaci,ipkteré je odstragna vrstvika Spiny starych bwk z epitelu na

povrchu lidské pokozky [24].

» Kationické tenzidy

Kationické tenzidy obsazené v avivaznich prextich vykazuji krothavivazniho dinku i
vyznamny mikrobicidni efekt. Té#h u vSech kationickych tenzide kationtemkvartérni
dusikovy atomtj. tyto katonické tenzidy jsou kvartérni amoréaosoli, a to chloridy nebo
methosulfaty. Soli alkylamih(nag. C;2-Cig) jsou rovigZ kationickymi tenzidy, ale pouze
v kyselé oblasti, jelikoz ip sttednich a vysSich hodnotach pH ztraceji kationidkgrakter
(sal aminu gechazi na amin, ktery se vyliuwz roztoku) [26]. Kvartérni amoniové soli
maji wWtSinou jeden a#itdelSi alkyly. Bylo zjis¢no, Ze optimalni avivazni efekt maji kati-
onické tenzidy se dwna alkyly cis a déma kratkymi alkyly (methyl), nap dimethyldis-
tearylamonium-chlorid

Pro zlepSeni biologické rozlozitelnosti byly tytagické kvartérni amoniové soli nahraze-
ny v recepturach avivaznich priedki tzv. ,esterquaty”, jejichz typickym zastupcem je
hydroxyethyl- methyl-bis (stearoyloxyethyl)amonmethosulfatkKoncentrace methosulfa-
tu je v béznych, zvlast levrgjSich prostedcich okolo 5 %, v koncentratech az920
Kationické tenzidy se pouzivaji do kondiciongch gipravki pro vlasovou kosmetiku.
Jsou to nap kvartérni amoniové soli, jejichz jeden substitumoii peptid, nap casté&ne

hydrolyzovany pSeginy lepek.
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Strukturni variabilita kationickych tenZide vySSi nez u anionickych tenaidhag. kvar-
térni soli heterocykl, imidazolinu, pyridinu. Podle konkrétni struktjeymiZzeme rozdlit
do rekolika trid.

1. monokvarterni amonioveé soli (cetrimid, benzalkonicimorid-BAC)

2. bikvarterni soli

3. biguanidiny (chlorhexidin, hibitarBarqua)

4. polymerni biguanidiny (PHMBYantocil Cosmaoci).

U vSech jmenovitych tyjp se jejich fisobici @inek tidi velmi podobnym mechanismem.
Kladr¢ nabité molekuly se pe¥¢mavazou na buné sény a membrany bakterii s apa
nym zapornym nabojem, jehoZ nositelem jsou teicHopelina a polysacharidy béime
sttny u Gram-pozitivnich a lipopolysacharidy &iné sény u Gram-negativnich bakterii.
Navazanim amfoterniho surfaktantu dojde k owhinpermeability &chto burcnych

struktur a zaniku hiky. Tento mechanismusigobeni je vyobrazeny na obr.7 [24].

Obrazeké.7-reak’ni mechanismus kvartérnich amoniovych slkéenin [24].
Anionické tenzidy nelze kombinovat v recepturackationickymi, protoZze se vzajern
srazeji za vzniku nerozpustného aglomeratu. Lzembkaovat jen ty typy, které maji

v molekule krond ionické ¢ésti i neionickoucést, ktera zajidije rozpustnost vzniklého

aglomeratu ve vad[26].
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U kationaktivnich tenzi@l je sm&ivost mnohem horSi a nejsou proto vhodné jako myci
prostedky. Naopak jejich vyhodou je vysoka biocidni goast uz fi malych koncentra-
cich.

Vazbou na membrany #pobuji jejich nepichodnost a také funguiji jako inhibitory enzy-
mu. P pouziti vySSich koncentracich, podéljako anionaktivni tenzidy, poskozuji mem-
brany. Ri vzdjemném smichani kationaktivnich a anionaktkirtenzidi se vzajemé va-

Zou a jejich dinnost se tim snizi [27].

e Amfoterni tenzidy
Amfoterni tenzidy obsahuji v ne-disociovateli&sti své molekuly anion i katiodimz je
dana jejich unikatni vlastnost kombinovat je v paeach s kationickymi i s anionickymi
tenzidy. Nepostradatelnou s@sti dnesSnich Sampénje I-(3-lauroylaminopropyl)-l,I-
dimethylacetobetairKombinace alkylpolyglykolsulfats betainem tvid tenzidovy zaklad
témef vSech kosmetickych mycich priedk, tzn. vlasovych idlovych Sampod, tekutych
mydel a koupelovychgm. Kromé toho se tato kombinace ten&idouziva jako hlavni nebo
vedlejSi tenzidovy systém v mycich piesicich na nadobi. Betaimejen Ze sniZuje der-
malni drazdivost a stabilizuje&pivost, ale fisobi i jako regulator viskozity. Tato vlastnost,
v kombinaci se zahti®vanim chloridem sodnym umiadje vyralt piipravky o pondrné

nizkém obsahu tenzigkteré ale diky vysoké viskozivypadaji jako koncentraty [26].

2.1.1 Mechanismus rozpou&ni tenzidi

Pt rozpousEni tenzidi ve vod vznikaji @i prekrateni tzv. kritické micelarni koncentrace
(critical micelle concentratio) CMGpontana agregaty, jejichZz charakter, velikost a tvar
ovliviiuje celadfada okolnosti. Tou nejvyznajgi je vliv struktury amfifilu. Zanedbat ne-

Ize vliv sloZeni systému ani teploty.

DalSi nezbytnou podminkou vzniku micel z aniotovyttkationtovych tenzid je, aby
teplota systému byla vySSi nez tzv. Krafftova tepl(Krafftiv bod). Na kivce zavislosti
pozorované rozpustnosti amfifilu na teglate p@atek tvorby agregétprojevi Zetelnym

zlomem (Krafftiv bod).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

Zatimco pod Krafftovou teplotou je rozpustnost tdnzave vod nepatrna, nad touto teplo-
tou pozorovana rozpustnost amfifilu ve ¥od disledku tvorby agregatvyrazreé vzrista.
Krafftova teplota odrazi rozdily mezi energii tehzv krystalickém stavu a ve stavu agre-
gath v roztoku. Proto zavisi vyznamma struktiie tenzidu, zejména na ¢ia, délce a $t-
veni hydrofobnich alkylovychetzci, na gitomnosti dalSich polarnich segmint mole-
kule atd. U neiontovych tenzide analogii Krafftovy teploty tzv. bod zakalddgud poin}
[25].

Hnaci silou agregace jsou tzv. hydrofobni interakdejich podstatou je pamé znany

vzrast entropie (zhruba okolo 140 J_lKnoI_l) pri pirechodu tenzidu z monomerniho do
agregovaného stavu.

Entropicky naidist je zmisoben desolvataci hydrofobnich alkylovyid®zci. Z hlediska
enthalpie niZze byt agregace tenzigorocesem exotermnimginou v gipad iontovych

tenzidi) nebo endotermnim §&inou v gipact neiontovych tenzid). Enthalpicka zréna

se [ agregaci pohybuje okolo 10 kJ.r#oNysIedny typ vznikajiciho agregétu zavisi na
vzajemném powrru velikosti a tvaru hydrofilni a hydrofobgasti molekuly tenzidu, ktery
se kvantitative vyjadiuje bezrozrmarnou veltinou nazvané kriticky ,sbalovaci* parametr
(critical packing paramedrCPP (Obr.7) uteny dle vztahy2.) [25,28].

CPP = ——
A

(2.)
kde,
V ... objem, ktery v agregatu zaujima hydrofobni alkyléetzec

A ... plocha, kterou na fazovém rozhrani agregatu a amjérfaze zaujima polarhiava

tenzidu

L ... efektivni délka alkylovéheetizce
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Obrazeké.8 - Kriticky shalovaci parametr

V zavislosti na hodnétCPP tak mohou vznikat sférické (elipsoidni) micely, c@lité

micely usp#adané do hexagonalni fazeod-like micelley, lamelarni faze, reverzni

hexagonalni faze a reverzni micely (obr.8) [25].

valcovité micely

micely

R
=y o, Pt

lamely

irverzni
valcovité micely

inverzai micely

Obrazeké.9 — Jednotlivé typy vznikajicich agregat

2.2 Kvarterni amoniové soli — struktura, vlastnosti

Kvartérni amoniové slozky a jejich kationové deggrty jsou syntetickymi derivaty amo-

nium chloridu [29]. Tyto soli se Siroce vyuzivgko povrcho¥ aktivni latky. Byly synte-

tizovany reaknimi aminy gipadré amidy s halogenovym alkylem.

Wang. a kol. definovali metodu syntézy kvartérnéchoniovych soliizenou reakci terci-

alnimi aminy s alkoholy i@s kysely zeolit (vodnaty hlinité&miiitan-Ca, Na, K) jako je

H-Y a H-ZSM 5. Ve ¥tSir¢ piipadi, kvartérni amoniové soli jako jsou kvartérni anuomi

fluorid, dustnan a uhliitan nemohou byt syntetizovanyimo zmirgnymi metodami.

V téchto gipadech je proces vymy anionu nezbytny.
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Bylo by vhodné najit metodu, ktera b§zné kvartérni amoniové soli 8znymi aniony

mohla syntetizovatifimo jednostufiovou reakci [30].

Kvartérni amoniové s#ési mohou zpsobit toxicitu u vSech Zysohi vystaveni jako je
inhalace, polknuti, i@s KiZi i zavodnim €Inich dutin. Ufed®nych roztok: téchto soli, je
riziko polovicni. Koncentrované roztoky QAS jsou leptavé a mobppisobit popaleniny

pokozky a sliznice.

Mohou vykazovat systémovou toxicitu diky Sipovéradu, ktery obsahuji. Mohou &go-
bit i alergické reakce. Kvartérni amoniové soli &ylji tizné fyzikalni, chemické a biolo-

gickeé vlastnosti a nejvice se pouZzivaji s vodoutelig/ch roztoki [29].

Kvartérni amoniové s#si (QAS) jsou tvéeny strukturOLNRleRsR4 X SR, ktery znazor-

nuje uhlikové atomy, jednoduché alkylové skupiny meltkylové skupiny substituované
s dalSimi funknimi skupinami, X zn& aniont.Obr.¢.10, zobrazuje benzalkonium chlorid
a cetrimonium chlorid jakozto zastupce QAS. V ozt se kvartérni amoniovy kationt
meéni v zavislosti na pH rozpou&tia ve kterém se vyskytuje. Je pré tgpicka schopnost
shizovat povrchové na&p vody. QAS pai do Siroké skupiny povrchévaktivnich latek,
které BZzn¢ nazyvame smidla, detergenty, emulgatory nebo rozpédidt Povrchow
aktivni latky se rozé#luji na aniontové tenzidy kyselé povahy a kationakttenzidy, kde

kvartérni amoniové soliipdstavuji ty nejalezitéjSi [31].

{ o '
N NN e
©/\” e i

n=48, 10, 12, 14, 16, 18

ObrazekK. 10 — Zakladni struktura benzalkonium a cetrimomuchloridu

Prvni zminka o antimikrobiologické aktiwiQAS byla uvéejnéna v roce 1916, ale vyuZiti

této skupiny chemickych latek nebylo realizovartvel nez po roce 1930. V té dobe
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poddilo zjistit Ze, kvartérni amoniové soli, jejiciiégézec obsahuje nejmérityii radikaly
nebo substituované alifatické skupiny steon uhliki Cs-C,g vykazuji bakteriocidni d
nek [31].

2.2.1 Hydrofobicita a kriticka micelarni koncentrace QAS

V fadk uskupenych povrchev aktivnich latek s podobnou strukturou roste schspn
micelizace a kriticka micelarni koncentrace ve wain roztocich celkoy klesa

s rostoucim hydrofobnim charakterem amfifilnichzida.

Proto v homologickéract ionickych tenzid s povrchow aktivnimi ionty sloZzenych
Z jednoho nerozitveného alkylovéhdettzce a s koncovou ionickou skupinou, hodnota
kritické micelarni koncentrace (cmc) pravideklesa s rostoucim pgtem uhlikovych ato-
mu v alkylovémietzci. Nejmér v rozmezi Go-Cis. Empiricky ziskany vztah meemca
poétem uhlikovych atorin (m) nevazebného alkylovéhettzce mize byt vyjadena touto

logaritmickou rovnici(3.),

logemc =A—B -m )(3.

Kde,
AB ... konstanty
cmc ... kritick& micelarni koncentrace
m ... pacet uhlikovych atori

Rovnice (3.), pfipadre jeji variace, nize byt pouzita v homologickéadt micelizujicich
QAS jako alkyltrimethylamonium chloridy nebo bromidastupujici kationické tenzidy
s jednim hydrofobnim alkylovyrrettzcem (CH(CHy)m-1-). Budeme-li vSak uvazovat kati-
onické tenzidy s rozdifjsi strukturou, fipadré tenzidy se déma hydrofobnimiretézci,

nebude tato rovnicgs.) dost&ujici.

Kationty rékterych zajimavych QAS jsou charakterizovangmaietzci spojenym klad®
nabitym atomem dusiku. Pro benzalkonium chloridarid, benzethonium chlorid a do-

miphen bromid jsou charakteristické dva nepraviédigdrofobnirettzce spojené jednim
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atomemctyivazného dusiku. islusné soli jsou navic znamé jako antibakteridaiat.
Kromé toho je benzethonium chlorid typicky jako protio&iknnécinidlo. Tyto kationické
tenzidy se déma alkylovymiietzci jsou také proslulé jejich schopnostitivopané kati-

ontové micely v nevodnych roztocich, stejak dole jako fizné koloidni mikroemulze.

Hydrofobicita ovliviiuje dalSi dlezité charakteristikyéthto kationickych tenziis jednim
ale i se déma alkylovymiietzci, jako je nafiklad uskupeni sloZzenych micel, iontovych

pari a sorpci [32].

2.2.2 Antibakterialni efekt QAS

Kvartérni amoniové slaeniny vykazuji antibakterialni schopnosicvSirokéfade mikro-
organisnfi véetré vegetativnich bakterii, kvasinek, plistds a vifi. Dokazou utlumit kli-
¢eni bakterialnich spora rist vegetativnich bakterii, plisni atd.

N¢které rody bakterii (zejména gram-pozitivni) majh@pnost vytvéet za nefiznivych
podminek odolné utvary, tzepory. Spora je klidové stadium bakterie s velmi vysokou
odolnosti w¢i negiznivym podminkam. M4 velice nizky obsah vody gjakticky bez
metabolismu. Spora i@e gezit v nevhodnych podminkach velmi dlouhou dobuopddk
pii vhodnych podminkach spora tawkli¢i a preméni se zpt na pivodni bakterii, ktera
roste a dli se. Nejdéle znamé, nejprozkounsgin a téz technicky i Iékaky nejvyznam#-

Si jsou spory roiBacillus Clostridiuma Desulfotomaculuni27].

QAC jsou amfoterni surfaktanty, obsahujici jedearterni dusik a s@asre alespa jeden
velky hydrofobni substituendejich aktivita je fiblizné parabolickou funkci jejich lipofili-
ty, tj. délky n-alkylového rettzce [24]. Kvartérni amonioveé sléeniny pisobi tlumi
mnohem |épe &i gram-pozitivnim bakteriim &sam neZ proti plisnim [31]. Gram-
pozitivni bakterie jsou bakterie, které maji nadiatiagnostického barveni podle Gramovy
metody pod mikroskopem modrofialovou barvu. Tergkt fie zapicinén vysokym obsa-
hem peptidoglykanu v bgtné sén¢ a absenci wW)Si membrany a lipopolysacharidove
vrstvy. Gram-pozitivni bakterie obsahuji &0méne aminokyselin. Tvary jsou &ynkové
nebo kokalni. Nkteré tginky jsou schopné pravéh@tveni. RozmnoZuji sefgnym ctle-

nim a tvdi termorezistentni endospory [32].

VysSSi koncentrace QAS jsou smrtelné pro lipofilickd, plisrg, fasy ale nikoli pro bakte-
ridlni zarodky, mykobakterie a hydrofilické viryemto smrtelny a tlumici vliv sithzavisi

na ekologickych faktorech.
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Efektivita vSak klesa s vysokou mikrobialni hustot za pitomnosti organického mate-
ridlu. Antimikrobialni &inek kvartérnich amoniovych soli ¥&ta s rostouci teplotou, do-
bou expozice a sifpomnosti chelatdr (latky vazajici kovy). Tato aktivita také zavis
sloZeni n-alkylovéhoetézce a lipofilig.

U gram-positivni bakterie a kvasinek vykazuji ol aktivituiettzce QAS s n =12-14
uhlika, kdeZto u gram-negativni bakterie je to n = 14uh@ka. Smési, u nichZ se délka
alkylovéhotetézce pohybuje v rozmezi n < 4 n > 18 jsou praktio&gktivni [31].

U kvartérnich amoniovych soli a chitinu, resp. abéinu dochazitpkontaktu s mikroorga-
nismy ke zminé metabolismu enzyf coz méa za nasledek poruSeni &unych sén a destruk-

ci burek.

2.3 Benzalkonyum chlorid

Benzalkonium chlorid je kvartérni amoniova s antiseptickym &nkem, proto s&asto
pouziva jako antiseptikum podabiako kationické tenzidy. Obecny vzorec Ize psat ve

tvaru [C,H CH,N(CH;),R]C], kde R je n-@Hi7 — n-GgHs7 . Chemickou strukturu BAC

znazotuje obr¢.11. Mechanismusgsobeni kvartérnich amoniovych &n se projevuje
v souvislosti s jejich vlivem na cytoplazmatickowembranu, ktera zabezpge propust-
nost buiky. NejwtSiho &inku lze dosahnout u koncentraci 0,01-0,1%. HomwloG,a
n-C14 v BAC, tvaii hlavnic¢ast alkylové skupiny. Obeérmplati, Ze homolog n-( pusobi
nejiEinngji proti kvasinkdm a houbam, a homolog n@ici gram-pozitivnim bakteriim.

Benzalkonium chlorid proti gram-pozitivni baktaiiinny neni [34].

BAC, na bezvodou latku, obsahuje 95,0 % az 104 &kdbenzyldimethylamoniumchlo-
rida, patitanych jako G:H40CiN. Je to bily pipadré nazloutly praSek nebo nazloutlé Zela-
tinové kousky, které jsou hygroskopické, na dotykztavé. Vodny roztok benzalkonidi p

trepéni silk peni. Pati mezi velmicasto pouzivané konzewrd latky [35].

Je snadno rozpustny ve ¥d ethanolu a v acetonu. Spatoezpustny v benzenu a neroz-
pustny v etheru. MZe byt gitomen v mnoha vyrobcich kosmetického a farmackeéitio

pramyslu.
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Oz

Obrazél 1-Benzalkonium chlorid [34].

V |écivech se nejastji pouziva jako sotast,
- &ni kapky a masti,
- pastilky na bolesti v krku, kloktadla
- pipravky na popaleniny,
- pipravky na omyvani ran,
- nosni kapky a spreje

Pridava se do kosmetickych prodiikjako jsou krémové kondicionérygmova tuzidla a

Sampony. Na povrchu viasytvori tenkou vrstvu a vyhlazuje je.

Vlasy tak ziskavaji lesk, pocit jemnosti a tlolse rozesavaji. Byva saiasti zubnich past,
astni vody a deodoraihtPouziva se také v roztocich @iéteni a uchovavani kontaktnich
cocek [35].

2.3.1 BAC v oftalmologii

Benzalkonium chlorid je n&jsgji vyuzivana konzervani latka @nich kapek. Mnozstvi
pouzitetho BAC, uiuji nezadouci &inky, které se mohou projevit na oki pZivani @-

nich kapek. Celkova toxicita této konzetmalatky byla prokazanatad studii.

Jeho toxicita se projevuje zejména na epitelialibiatkdch na povrchu rohovky a spojivky
kde nasled& zpisobuje apoptozu bk, neboli programovanou b&nou smrt, ktera je
zcela fyziologickym é&jem [36]. Apoptdza je indukovana naprosto dflarbuika je usmr-

cena a nasledrodstragna takovym zppsobem, Ze nedojde k poSkozeni okolnich¢kun
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Je to tedy organizovany &igre regulovany ¢ [37]. De Saint prokazal, Zze BAC je pro
epitelialni buiky toxickym jiz pi koncentraci 0,0001%. Navic vysoké koncentrace tét
konzerv&ni latky 0,1% zpsobi okamzitou nekrzu burgk. Mezi dalSi vyznamné toxické
projevy této konzervai latky Ize z#éadit toxicitu k endotelu rohovky, zkraceni fefiné
doby k roztrzeni slzného filmu, vznik poruchy heawularni bariéry, a moznostipad-

ného vyskytu alergické reakce [36].

2.4 Pouziti QAS

QAS se hod&é pouzivaly do barev, k chemickému d8ei vody a textilii a ve vyrobnach
potravin pro jejich nizkou toxicitu a Siroky rozsahtibakterionalnihogsobeni. Kvarterni
amonioveé soli maji vyzremé bakteriocidni vlastnosti. Ne@js€ji se prodavaji ve foréh
praski, masti, Zelé, vodnych roztbka tinktur. Pouzivaji se v koncentracich od jol
0,1 % jako antiseptika, bakteriocida, fungicidkesodorantia, k desinfekci nadob, jidel-
nich gibon, lékaskych néastrdi, k desinfekci #Ze, @nich spojivek, sliznic aridka k
vyplachim dutych &nich orgarm. Lze je pouzit najklad k desinfekci pdy i vody, k
ochrart vodnich Zive@icha pred mtiznymi patologickymi mikroby a plismi, ale i k im-
pregnaci textilii proti maim [29]. Kvartérni amoniové soli se pouzivaji k edekci ped

patogennimi bakteriemi, kvasinky a pkam v potravinovych vyrobnach [31].
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3 STANOVENI VELIKOSTI CASTIC

Mrivrw s

castice a distribuce velikostastic (PSD). Redstavuje jeden z nejgebrejSich parametr
materialové ¥dy. Tato vlastnost neni vyznamnou poutiesgntéze polymeru,dhem které

je silné zavisla na vstupnim a vystupnim radikalovém meisiaun a stabilit dané disper-
ze, ale také na chemickych, fyzikalnich a mechaickvlastnosti kon@mého produktu.
Vlastnosti jako jsou rychlost rozpodst, magnetické, elektrostatické a reologické vlast-
nosti, nepropustnost, lesk, emulzni stabilita &idgsou mimo jiné zavislé naimérné
velikosti castic a PSD. N¥eni velikosticastic a jeji distribuceipdstavuje nejilezitéjSi
ukol posledni doby, kdy je veSkeré Usinevano spolehlivému rozvoji, srozumitelnému,
levnému a rozsahlému vyuZiti a rozvoji metogfieich velikosteastic. VSeobecnyiphled

o rozvoji riznych technik velikostastic a natstajiciho néfeni PSD lze najit v monografii

Bartha a Provdera [38]. V stasné dob jsou ty nejdlezitéjSi metody na trhu schopné a

jejich silné i slabé stranky jsou snadno reprodaewné [39].

3.1 Zakladni pojmy

Disperzi (disperzni soustavu) tvalisperzni podil, rozptyleny ve foengastic ve spojitém
disperznim prosedi. Disperzni podil ffe tvdit samostatnou fazi a svym chemickym
slozenim se iize odliSovat od disperzniho priesii. Rada disperznich soustav fiat
k viceslozkovym systéim. Mohou to byt vicesloZkové heterogenni soustkelg, se dis-
perzni podil od disperzniho priedi odliSuje sloZzenim, nebo mohou fivdiomogenni
viceslozkové systémy. Nelze vytbouani vznik jednosloZzkovych disperznich systérkte-

ré jsou heterogenni jako riapvlhka para. Disperzni systém Ize ovlivnit mnoh&tdry.
PredevSim velikosti disperzni¢astic, pdtem fazi v systému, tvaredadstic, interakci me-
zZi ¢asticemi a disperznim préstim, vzajemnymi interakcemi mezsticemi, povrchove

a elektrostatické vlastnosiastice.
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Podle velikostiastice se disperze raddji do i skupin.

1. Analyticky disperzni systémysystémycastic o rozmiru do 1nm. Jsou to roztoky
nizkomolekularnich latek, kde disperzidistice vznikaji déasnou asociaci¢holi-
ka malo molekul. Velikostastic disperzniho podilu je srovnatelnd s molekulam
disperzniho progedi.

2. Hrube disperzni systémy jestlize jsowastice rozeznatelné pouhym okem, systémy
¢astic o rozmru od 50um, ozn&ujeme je jakomakrodisperzniJsou-li viditelné
pouze optickym mikroskopem, tzn. systémy o rémmdo Jum, zn&ime je jako
mikrodisperzni.

Mnoho vlastnosti, filtrovatelnost, difuzivita, ostioky tlak, sedimentace, rozptyl &la,
viskozita, vyznamé zavisi na velikosti a tvartastic disperzniho podilu. Velikogéstice
charakterizuje jemnost, s jakou je disperzni poatiptylen v disperzi. N&asgji se vyja-
diuje pomoci linearniho roztru nebo hmotnosti [40]. Mirou velikostastice je linearni
rozmer, délka (Sl jednotka [m]). Velikost je definovdpauze pro kulovit&astice, o kte-
rych Izefici, Ze jejich velikost odpovida joméru resp. poloréru. Pro vSechny jiné tvary se
musi velikosttastic definovat s ohledem na metodé&emi. Tyto odvozené pmeéry uréu-
ekvivalentni péimery (praméry ekvivalentnich kouli) [41].

o Stokesiv primér - Ds

Ekvivalentni pamér odpovidajici pkméru koule se stejnou kotyieou rychlosti klesani

jako vybrana nepravidelngastice pi laminarnim toku v tekuti stejné hustoty a vis-

kozity. Je definovan Stokesovou rovnici,

—
[ 18w

D.= 4.

ﬂq' lpe—pL)-g

kde,
n ... viskozita
ps ... hustota pevnychastic
p. ... hustota tekutiny
v ... kongna rychlost

g ... gravitani konstanta
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» Hydrodynamicky ekvivalentni pmeér Dy
Pramér koule se stejnym koeficientem transiadiflize Dansiaion jako vybrana nepravidel-
nacastice ve stejné tekutirza stejnych podminek. Je definovan Stokes-Einsteun rov-
nici [41],

pey— 5.)

kde,
ks ... Boltzmanova konstanta
T... absolutni teplota

n ... viskozita

Tvar ¢astice disperzniho podilu ouviiuje mechanické a optické vlastnosti disperze. Systé
my sc¢asticemi, které maji vSechnif tozmeéry stejné (izometrickéastice) nazyvameys-
témy globularé disperzniU anizometrickychéastic fgeviada bd’ jeden roznir — fibrilar-

ni disperze, neboievladaji rozniry dva — laminaré disperzni. B stanoveni velikosti
castic mikroskopickou nebo obrazovou analyzou mdbyilkulovité ¢castice popsany jedi-
nym parametrem-linearnim roznem.

U c¢astic nepravidelného tvaru Ize linearni rézwyjadiit napt. délkoucary, ktera gli plo-
chu pamétu ¢astice tzv. Martifiv pramér dy, nebo Feretovym pmérem d, definovany
jako vzdalenost ten na protilehlych stranachdgonétu ¢astice. Sedni hmotnost nebo po-
lomér castice lze vypéitat z nandienych fyzikalnich vlastnosti disperzni soustavyinap
z difuzniho koeficientu, sedimertdho neteni, z ndfeni osmotického tlaku, intenzity

rozptyleného zi#ni nebo viskozity [40].

3.1.1 Molekulova hmotnost a polydisperzita

Jednim ze zéakladnich parangetharakterizujicich makromolekuly je molekulova lmo
nost nebo ,relativni molekulovd hmotnost“. Role ysalcharid v dalSich aplikacich je
ovlivnéna jejich molekulovou hmotnosti. Nidklad v papirenském pmyslu se ke stano-
veni distribuce molekulové hmotnosti célzy a celubzovych derivai pouziva gelova
perme&ni chromatografie. K analyze molekulové vahy patysaidi se vyuziva &kolik

metod. Lze je roz#it na absolutnj relativni nebokombinovangé
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Mezi absolutni metodyadime membranovou osmometrii, staticky rozptytlavnebo se-
diment&ni rovnovahu. Tyto metody nevyZzadufedpoklad makromolekularni konformace
a kalibraci pouzivanych standérdnamé molekulové vahy. Relativni metody jako gélov
perme&ni chromatografie, rychlost sedimentace, dynamidzptyl s\wtla a viskozimetrie
vyzaduji znalost makromolekularni konfiguracéippdré kalibraci pouzitych polysachari-
dovych standard Absolutni molekulové hmotnosti Ize ziskat i komd@i informaci zis-
kanych ze dvou nebo i vice relativnich metod rnagedimenténi rychlost s nire-

nim dynamického rozptylu stta nebo rychlosti sedimentace s mitviskozitou [42].

Polysacharidy jsou heterogenni systémy. Heterogenidi odchylku od chovani jednodu-

ché molekulové hmotnosti polysachdridobrazena na obr. 12.

(a) l (Bl
| i r/_\ll\l
18] | ; ; 'X
| |4
[
1 | [d)
hin)
_ ’_ | /
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Obrazeke¢.12- Zakladni typy polydisperzity. a) Monodisperbg,,primarni polydisperzia“.
c) ,sekundérni polydisperzita“ d) Polydisperzni gm[42].

Raznorodost molekulové hmotnosti polysacharlde charakterizovatékolika typy pia-
meérnych molekulovych hmotnosti. Mezi hlavnfesini molekulové hmotnosti gapocetni

stFed molarni hmotnosti, hmotnostst-edni molarni hmotnostZ-average
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Pro soubor makromolekul g pejichz molarni hmotnosti jsoM; a koncentrace; dViate-

matické vyjadeni p&tu, hmotnosti a z-averagéiglusi rovnici (6.-8.) [42].

M — M _ 25
! zn; Eciﬁ"‘f[,
M — oM} _ oM
" Zn; M 25

_ InM; FeM?
ToMP XaM; (6.,7.,8.)

z

Membranova osmometrie je koligativni vlastnostfyekci patu molekul zatimco sedi-
ment&ni rovnovahy a rozptyl stla poskytuje piméry, které jsou principiakhzavislé na
hmotnostni koncentraci slozek. Relativni metodykgtgi typy stedni molekulové hmot-
nosti, které zavisi na zvoleném usfaéni polysacharidv roztoku. Lzefici, Ze rozliSeni
.potencialni“ molekulové hmotnosti zavisi na konfigci a specifické relativni metéd

stanoveni.

Polydisperzity se v mnohatipadech uvadi jako pafry [pr=Mw/M, nebol,~=M/M,, a
pramyslové podniky je nazyvaji ,polydisperzni indexy€jich hodnoty Ize ziskat odhadem
z Gelové permemi chromatografie nebo z absolutnich metod proostam molekulove
hmotnosti. Tyto porry mohou osttlit typy distribuci molekulovych hmotnosti. Promo
malni distribuci je lpn> Ipw. Tyto pon@ry poskytuji uzit€éné orientani pravidlo o tom, zda

je material ,polydisperzni* (,I> 1,6) nebo skoro monodisperznj£l1,1), ale nikdy nena-

hrazuje charakteristiku celé distribuce molekuldviyotnosti [42].

Molekulovd hmotnost polyméruréuje mnoho fyzikélnich vlastnosti a wéh, mezi &z
pati nagiklad teplota pechodu z kapaliny na pevnou latku, vosk, & ale i mechanic-
ké vlastnosti jako tuhost, pevnost, viskoelastjditedost a viskozita. Vifjpac, Ze je mo-
lekulova hmotnostiflis mal&, budou teplotarechodu a mechanické vlastnosti polymerni-
ho materialu nizké. Molekulova hmotnost polyiheregedstavuje specifickou hodnotu.
SpiSe udava distribuci molekulové hmotnosti dangblgmeru. Distribuce zavisi na &p
sobu, jakym je polymer vyroben. U polymeru se aki neda mluvit o0 molekulové hmot-
nosti ale spiSe o jeji distribuci, nebo gedhi molekulové hmotnosti [43]. Fyzikalni vlast-

nosti polymeru budou funkci molekulové hmotnossitidbuni funkce.
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Na obr 13. je zobrazena distribuce molekulovych tmosti, spoléné s pozicemi $ednich

molekulovych hmotnosti.

Hmotnosini fralice

Alolekulova hmotnost

Obrazeke.13- Distribuce molekulové hmotnosti [43].

3.2 Zakladni metody

Mezi z&kladni metody pouzivan#é préovani velikosti a tvardastic v Tab.2. péit

1 Absolutni metody

- Osmometrie
Pro nefeni osmotického tlaku, coz je tlak roven tlakuré&b® je zapdiebi aby se ustavilo
pronikani rozpougtlla do roztoku polopropustnou membranou, kteraquép pouze mo-
lekuly rozpous&tdla, existuje mnohaizré zkonstruovanychijstroja [40].
Osmometrie umailje stanoveni (relativni) molarni hmotnosti v insdu 15.000-500.000.
U hodnot < 10.000 je obtiZzné najit vhodnou membr@no hodnoty >500.000 jsou osmo-

tické tlaky tak malé, Ze jsou prakticky néfitelné [44].

— Metoda rozptylu sitla
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~ s s

malé narénosti na pipravu vzorku, jednoduchosti a vysoké reprodukduatdi vysledk

postupr nahrazuje sedimenitai metody a to vediSiné odwtvi pramyslu [41].

2 Relativni metody

— Viskozimetrie
Klasicka hydrodynamicka metoda, ktera se vyuzivdtanoveni zreny molarni hmotnosti
a velikosti a tvaru makromolekul. ¢ se viskozita jak@as potebny k protéeni daného
objemu kapaliny kapilarou [44].

— Sedimentaceati k nejtradéngjSim metodam analyzy velikostastic.
Mezi vyhody sedimentaich metod pdt jasny princip mifeni, jednoducha proveditelnost
a fyzikalre jednoznana interpretace vysledkNevyhodami jsodasova narénost, pongr-
n¢ Uzky rozsah r¥eni a zavislost vysledkna gipraw vzorki [40].
Dostaténe velké ¢astice fisobenim gravitniho pole sedimentuji a v systému se tak po
urcité dol# ustavi rovnovazné rozkbni ¢astic. Risobenim gravitace s#stice zpoatku
pohybuje zrychleti Se zrychlovanim pohybu @mmé vzrista i feci sila a v uiitém oka-
mziku se sily vyrovnaji. V ustaleném stavucastice pohybuje konstantni rychlosti. U ku-
lovitych ¢éstic je rychlost sedimentace tiepo Unerna viskozit prostedi, gfimo umeérna
rozdilu hustot disperzniho podilu a disperznihspedi actverci polongru ¢astice [45]. U
hrubych disperzi lze provést sedimeénfaanalyzu v gravitnim poli a sedimentaci ko-
loidnich ¢astic probiha &sSinou v centrifuze, protoZze sedimentace v grémita poli by
byla [ilis pomala. FEliS velké ¢astice vyvolavaji turbulentni pro&ai, zatimco filis malé
¢astice jsou ovlivény Brownovym pohybem- obvykly rozsah réfeni 1-10Qum (pouze

pii pouziti centrifugalnich metod az do oblasiiow 0.1 um) [41].

— Metoda dynamického rozptyluctia
Principem metody dynamického rozptylwega (DLS) je néfeni Brownova pohybuastic
pomoci laseru a analyzou fluktuaci intenzity v tglgmém s¥tle.
Zakladnim rozdilem pohybu malé a veligstice je, Ze mensSi se pohybuji mnohem rychle-
ji.
Zakladni vztah velikositastice a jeji rychlosti vigledku Brownova pohybu definuje Sto-
kes-Einsteinova rovnici [45]. Podrojnje tato metoda rozepsana v nasledujicich kapito-

lach.
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Tabulka 2-piehled nejpouzivarjSich metod k uréovani velikosti a tvaru ¢astic [45].

Nazev metody

Dynanucky rozptyl svétla DLs Elektromagneticka vlnova
(QELS. PCS) interakece
Laserova dopplerova anemometrie LDV Aerodynamika,
(LDA) elektromagneticky rozptyl
Rozptyl rentgenovych paprski AXS Vinova interakee
— malouhlovy. velkotthlovy (U)SAXS.WAXS
Rozptyl neutront ANS Vinova interakee
— malouhlovy. velkouhlovy (U)SANS.
WANS
Diferencidlni analyza pohyblivosti DMA Elekirostaticka klasifikace
Rastrovaci elektronova mikroskopie SEM Snimani svazla elektront
(FE-SEM)
Transmisni elektronova mikroskopie TEM Snimani svazli elektront
Mikroskopie atomarnich sil AFM Meziatomova piitazlivost
Odstiediva sedimentace OCS, XCS sedimentace
— opticka. rentgenova
Rentgenova gravitaéni sedimentace XGs sedimentace
Sedimentaéni frakcionace tokem v poli SAFFF sedimentace
Adsorpee plynt BET Sorpee. stanoveni mémého
— BET metoda povrchu
Ultrazvukova mikroskopie AAS Interakee akustickyeh vin
(UAS. US)
Elektroakusticka spektroskopie ESA Elektroakusticka odezva

3.2.1 Pokatky vzniku metody DLS

VSechny materialy pohlcujici a rozptylujiciédo, spolu s prvnimi metodami &elného
rozptylu, popsal jako prvni Tyndal. Staticky rodpswétla prochazi hlavnim rozvojem
v prvni polovirg 19. stoleti. DLS teorie je postavena revgSich zakladech teorie klasic-
kého rozptylu s#tla, datovana Raygleyo studiemi vr. 1871, kdygeptyl malécastice
srovnatelny s vinovou délkou &la. Rozptyl ¥tSimi ¢asticemi byl rozebran pogi a je

znam jako Mie-rozptyl, ktery jiz umdhje rozpustnost kulovityctéstic jakéekoli velikosti.

Mieova teorie je jedin& teorie, kterd vyHuje spravnost maxima a minima v diagramu
intenzity a uhlu a poskytuje korektni odgdvpro vSechny vinové délky, velikosti a uhly
[46]. V r. 1908 byly pi pohybucastic zjisSény primérné fluktujici hodnoty intenzity roz-

ptyleného z#eni a difazni koeficienty. Einstein Ziggnil vztah mezi difiznim koeficientem
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a velikosti, a otetel tim cestu vzniku novym metodam veliko&éistic. Historicky prvni

meieni metodou DLS zalo prichodem laseru.

Na paatku r. 1960 Pecora & rozvijet novy druh rozptylu gtla tzv. caso¥ promenny
rozptyl swtla. Zpaatku se metoda DLS pouzivala Ki@ni difuznich koeficierit mak-
romolekul, z nichz se @itala hydrodynamicka velikost.dolik vyrobai zatalo tuto me-
todu pouzivat misto transmisni elektronové mikresko(TEM) @i kontrole kvality.
V druhé polovig r. 1970 byl vylepSen digitalni korektor & pnalyze doby rozpadu distri-
buce se zali pouZivat algoritmy. Doba experimentu, kter4 igglow pohybovala
v hodinach, byla postugrsnizovana a v s@éasnosti se délka &eni pohybuje v minutach
[47].

3.2.2 Metoda dynamickeho rozptylu s¥tla-DLS

Dynamicky rozptyl s¥tla neboli fotonova koretai spektroskopie je idealni metodou pro
meteni velikosti sub-mikronovychastic (< 1um). DLS gedstavuje metodu, u které lase-
rovy paprsek zaosny do malého objemuetného roztoku koloidnickastic, rozptyluje
swtlo pod uhlem 90°. Zakladni usf@mlani, ke kterémuiprozptylu dochazi, je patrné na
obr. 14. Stupe a polarizace rozptyleného&ha ¢astici utuje jeji velikost, tvar a sloZeni.
Je sledovandasova zavislost stla, které rozptyluji molekuly gteného vzorku [39]. ¥

rozptylu s¥tla molekulou, se rozptytiast dopadajiciho stla.

“zorek

Laserowy paprsek

Rozptyleny paprsek

Detektor

Obrazekeé.14 - usp@adani pi rozptylu [52].

Nepravidelny Browfiv pohyb rozptylu ovliviuje celkovou intenzitu k detektoru fluktujici

v ¢ase. Rychlost Brownova pohybu je dana tramdgha difiznim koeficientem.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

Obrazeke.15- Zaklady metody dynamického rozptylwta [47].
V piipact stacionarni molekuly by mnozZstvi rozptylenéhatlsyv bylo konstantni. Ale
vzhledem k tomu, Ze kazd#stice koloidniho systému se chova jako molekuévéino
roztoku, tzn., Ze vykonava chaoticky tepelny pokyietektoru, existuji interference p
sobujici zndnu intenzity (viz Obr.16) [48].

- .‘i -
» -
"
45
Konstrukdnend mierference Desfrukivni interferance

Obrazekeé.16- chaoticky pohyl#astice [48].

Podle kinetické teorie idealniho plynu, vztazem@ikoloidni a hrubé disperzni systémy,
Ize zafyzikalni molekulypovazovat kazdouwastici, ktera podléha tepelnému pohybu. Kaz-

dé fyzikalni molekule fislusi stedni transléni kinetick& energie dena dle vztah(p.),

I.'lII—l-

= k- T 9.

Brownav pohyb mikrohetorogennich a koloidni¢astic, je pohyb ktery vznika vadledku
velkého peétu srazek. Tyto srdzky apobi, Ze molekuly disperzniho priesti se pohybuji
raznymi snéry po velmi slozité draze.

Mimo tepelného pohybu konaji disperatéistice i pohyb rotai. S rostouci velikosti a
hmotnosti¢astice roste pra¥godobnost kompenzacéchto naraét a proto uz velkéasti-

ce pouze vibruji. Pokud je rozmastice > im, tepleny pohyb jiz nelze pozorovat.
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Brownav pohyb se v makroskopickéméfitku projevuje jako difuze. @obi-li nacastici
mimo Brownova pohybu i gravitai a odstedivé pole, dochazi k sedimetarovnovéaze,
ktera vede napk osmoze, Donnanévovnovaze [40].

Cim rychleji ¢astice difunduiji, tim rychleji se intenzitaéni. S rostouci viskozitou a veli-
kosti molekul se molekuly pohybuji pomaleji, naopajich pohyb se zrychluje s rostouci
teplotou. Jsou-li teplota a rozpokdio znamy a konstantni, pr@miivost intenzity rozpty-
leného s¥tla je @imo unerna velikosti molekuly a takovou veéilhu ozn&ujeme jakohyd-
rodynamicky pémer —R..

Hydrodynamicky objem je koule definovana molekutiétejici se ve vSech sirech plus
hydrat&ni vrstva, modifikovana snadnosti, s jakou rozpsli§tobjemem prochazi [40].

Ve skut€nosti je to mira pohybu molekuly v roztoku (viz dbf).

Lyzozom
MW = 14,700 Da
V,=0.73 ml/g
a'b=22.5/13=1.731
F=1.022

Obréazeké.17- Definovani hydrodynamického polafru R, na molekule [48].

Pri méteni, je intenzita sitla prevedena na #éieni R, porovnavanim zgm v pribéhu casu
(viz obr.18).
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irtenzita

40 nim Sastice ve vodé

irtenzita

4 nm Gastice ve vodé

Obrazekeé.18- Friklady ¢asové zavislosti intenzitypmeéreni ¢astice o rozrdru 40nm a 4nm ve
VO¥ [48].

V zasad se pekryvaji dva grafy ze stejného data s malou vzamndasovou prodlevou

(obr.19). Nasledhje zaznamenavana korelace mezi prvnim a druhyfergra

Tato korelace se ga pro nafistajicicasove intervaly, az se dosahne nulové korelace, kdy

intenzitni znény jsou @i vzdjemném porovnani nahodné.

Cim rychleji se molekuly pohybuji, tim rychleji serklace pbl

izi k nule [48]. U metody

DLS, je autokorekni funkce odvozena z intenzity rozptylenéhétkva je pevracenou

funkci k ziskani distribuce z difuzniho koeficientabo velikosticastic aplikovanou ies

Stokes-einstenovu rovnici [39].

Irtenzita

cazova prodieva

Obrazeke¢.19-Znazorreni pirevodudasového zaznamu intenzity na korétd funkci [48].
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U monodisperznicbastic se korelacidi vztahen(10.),
clt) = A. exp(—i—f) +E (10.)
kde,
A= (12(0) = (1(D)°
B = (1Z(1)°

a 71 ... charakteristickyas (pro polydisperzni soustavy celé spektréchtbcasi)

Charakteristickyas souvisi s difaznim koeficientem Ble vztahu [41],

1

D. = = (11.)
kde,
K ... absolutni hodnota vinového vektoru rozptylenéhtlay
K= [h?n) : sing (12))
kde,

n... index lomu kapaliny
Hydrodynamicky ekvivalentni gmér Ry, souvisi s difaznim koeficientem, ktery secfia

ze Stokes-Einsteinovi rovnice pro kulovitestice [41].

kT
T ennRy (13)

kde,
ks ... Boltzmanova konstanta

T ... absolutni teplota

n ... viskozita kapaliny

Transl&ni difuzni koeficient zavisi na velikosiastice ale také na strukéujejiho povrchu
stejre tak na koncentraci a typu iontéifomného v roztoku [46]. Po zakresleni a zahrnuti
vSech faktai - teplota, viskozita prostdi, vinova délka laserovéhoéia a hydrodyna-
mického paméru, se koreléni funkce (normal& na logaritmické stupnici)ipvede na /&
feni velikosti [45].

Koncentrace musi byt dostate nizkd, tak aby v rovnicg (c) = 1 acetném rozptylu ne-

doSlo k anulaci. Zarovemusi byt dostate¢ vysoka, aby zamezilafipadnému zkresleni

zpiasobeného fluktuaci.
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Pctet ¢astic v oblasti rozptylu musi byt vzdy dostaike vysoky, aby #stala zachovana

konstantni hodnotdl(q)), g je rozptylovy faktor. DLS se nstji pouziva ucastic v

rozsahu od 0,002 dopth. Spodni hranici obvykle &wje dosazitelna sila laseru. Horni
hranice je dana vysledky sedimentace é&qra fluktuaci. Rozsah dobydieni je od 1 do

10 minut. Je funkcil(q)) [47]. i méreni se vzorek s dispergovanydaisticemi nadavku-

je do kyvety a po vlozeni kyvety do komorgiitiho z&izeni a spughim vybrané nétici

metody bude vzorek automaticky préi@n. Samotné witeni je velmi rychlé, podle typu
vzorku trvaradow minuty. Pokud réfime vzorek s nestejnou velikogfistic, je proces o
néco komplikova#jSi [45]. Metici jednotku (obr.20), kterou t¥ioswtelny zdroj, opticky

systém, detektor a digitalni korektor [47].

Zdraj
o

MNano 5 173 o
Nano I8 173
MNang 500 el

Nanc £590 a0

Svételny Zetasirer Opticks jednotka
(]
L]
1]

.‘L"e'J.I!nrr . B
: J @ Detelktor

Detektar
T p
¢ gﬁ o] 8@ | Koreldtor a

Hyweta

Obrazeké.20 -Optické usp#adani Zetasizer nano série prodifeni DLS [46].

Jako kazda metoda, ma i metoda dynamického rozpwtla své vyhody i nevyhody [47].

Vyhody DLS
+ méfeni jsou rychlaiddow sekundy , minuty)
+ Ize prongfit i velmi malé mnozstvi vzorku
+ zmeii jakoukoli kapalnou suspenzi zéedpokladu, Ze neni absorp, je rela-
tivne Cista a neni lis viskozni

+ k méreni velikosti¢astic v rozmezi od 0,001 gon
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Nevyhody DLS
— U histogran nelze dosahnout vysokého rozliSeni
— méfeni a interpretace vysledlkniZze byt sil ovlivnéna gitomnosti prachu

— obtizna specifikace tvagtastice

3.2.2.1 Aplikace DLS

Metoda DSC se pouziva k velkemupoaplikaci. Tou n€psgjSi byvascreening proteiia
pied krystalizaci.Tato aplikace zahrnuje &eni proteinu v fisluSném pufru a sledovani,
zda jsou pitomny gFipadné agregaty nebo jestli je signéisjusejici hlavnimu monomeru
polydisperzni tzn., zda j&ipomno vic, nez jeden druh, ktery neni rozliSer.[4Bynamic-
ky rozptyl sw¥tla je vyuzivan k charakterizaci velikostastic u latex, pigmenit, emulzi,
micel, lipozomi, rostlinych bugk, siliky ale i biologickych vzork nag. vird, bakterii a
DNA [47]. Komplexni studium pouziti metody dynarkého rozptylu sstla pri stanoveni

pramérné velikosticastic a jeji distribuce poskytl Finsy a kol. [49}52
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4 SPEKTRALNi METODY

Spektroskopické metodyrgdstavuji metody, které jsou zaloZeny na vzajempésobeni
atomi a molekul s elektromagnetickymieaim, @i kterém dochazi k vygmé urcitého
energetického kvanta. Metody, u kterych dochaziinmefenym vzorkem a zénim
k vymeéné energie. Vyminou energie se mohou obsazovat vysSi energetiekini| do-
chazi k absorpci, nebo jsou obsazovany nizsi etiekgehladiny, mluvime o emisi &ni
[53]. Negastji se spektralni metody vyuzivaji ke stanoveni lamrace latek v gfeném
roztoku. Nekteré z &échto metod dokazou charakterizovat prostorové idl@mi pipadré
objasnit interakce molekula-makromolekula nebo madalekula-nizkomolekularni latka.
Tou nej¥tSi vyhodou je bezpochyby snadné, rychlé a velthivéiméieni, které se pohy-

bujefadow v minutach [54].

4.1 Ultrafialova a viditelna spektroskopie

Mo s

nich metod. VInova délka &tla, kterou bude slaenina absorbovat, je charakteristickou
pro jeji chemickou strukturu.fPpokojové teplat je wtSina molekul v zakladnich elek-
tronovych a vibrénich stavech. Specifické oblasti elektromagnetioképektra absorbuji
specifické typy molekul a atomygchazi na vysSi energetickou hladinu. Absorpceanikr
vinného zé&eni je disledkem excitace molekulového r&ného pohybu. Infréervena ab-
sorpce je spojena s vildram pohybem molekul [55]. V ultrafialové a viditélfUV/Vis)
spektroskopii, molekuly absorbuji&io a grechazeji do excitovaného energetického stavu.
K tomu dochazi, je-li f interakci mezi elektromagnetickymizéim a molekulou, energie
kvanta zé&eni rovna energetickému rozdilu mezi excitovanyraldadnim stavem molekul
[28].

AE=E-E=vh (14.),
kde,
h ... Planckova konstanta [6,626:%0s]
Vv ... frekvence elektromagnetickéhoreéi

Ef, & ... energietastice na vySSi, niZzSi energetické hladin
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V molekulach dojde po absorpci&ha k excitaci elektrof, ale \&tSina €chto molekul
k tomu potebuje velmi vysoké mnozstvi energie ferdl
(ultrafialové vakuum < 200nm). Pro molekuly kterésahuji konjugovany elektronovy
systém, je sitlo v UV-viditelné oblasti dostaljici (nag. benzen absorbuje v oblasti
260nm).

7 paprsky Roenioanove s Optické  Infracervens Mikrovinné Radiové

i ditl

-/ \

ADD =.='.'. &0 r | i

Obrazeke.21-Elektromagnetické spektrum podle rozsahu vinalélek [33].
Rostouci stupekonjugace posouva spektrum k nizSim energiim opnaftalen absorbuje
swtlo pri 300nm a antracer¥ipd00nm. ProtoZe absampi spektra charakterizuji molekulo-
vou strukturu, daji se vyuzitiipkvalitativni analyze atomovych a molekulovych kiiu
[55].
Intenzita s¥tla I, proslé roztokem absorbujicich latek uldedném rozpouétilu, souvisi

s koncentraci dle Beerova zéakona,

I
—log—=A=¢g,bc
Iy 2 (15.)

kde,
lo ... dopadajici intenzita
A ... absorbance
b ... tlou&ka [cm]
C ... koncentrace roztoku [mol/l]
€ ... molarni extinkni koeficient (molarni pohltivost) [I/mol/cm]

Absorbance jeifdmo unérnd koncentraci absorbujici latky a tléog absorbujici vrstvy.
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Je aditivni veliinou tzn., absorbuje-li Zani s uéitou vinovou délkou d¥ i vice slozek,
bude celkova hodnota absorbance rovna jejimdted65]. Extinkeéni koeficient je funkci

vinové délky, coz je mnozstvi, kteréepstavuje spektrum v roztoku.

U jeho hodnoty je péeba uvést, které vinové délce odpovidé £gs,). Jedinou vyjimkou
je, pokud je dana hodnota piku. V takovéhpact ji Ize vyjadit jako emax. Pomoci ab-
sorgni spektroskopie, Ize stanovit mnozstvi latékgmnych v nezndmém roztoku [55].
Spojenim Beerova a Lambertova zakona, ziskame \waillezity Lambert-Beaiv zakon

(rce 14.). Tento zakon plati jen priedné roztoky do koncentraci Ttol.dni® [56].

Aec-b (16.)
kde,

€ ...absorbance roztoku o jednotkové koncentraci abgoildatky v kyvet o jednotkove

délce[délka’.koncentracd].

v _ L7

Pt absorpci viditelného nebo ultrafialovéreai dochazi k néstu celkové energie a va-
lencni elektrony tak fechazi ze zakladniho elektronového stavu na vy&getickou hla-
dinu (obr.22). Absorfni spektrum fedstavuje grafické vyj&dni zavislosti absorbance na

vinové délce [56].

[Vibraéni - 1 —
energaticka '
thladiny i
N, in sRotatni
\\ i / energetické
[ ] = _/ hladiny

i
Excitovany stav
elalktroni

Zakladni
elekironovy stav

Obrazekeé.22- Schéma elektronovychpchodi pii absorpci z#eni [59].
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ProtozZe je energie kvantovand, lzeqpokladat, Zze absampi piky by v UV/Vis oblasti

spektra mili mit piky ostré, k tomu ale dochazi jen velmidka. Absorgni spektra mole-
kul jsou spoijita, obsahuji pasy, kteiéspusi konkrétni vinové délce.

Jeden pas ve spektru odpovida jednomu typahmdu elektrain v molekule do excitova-
ného stavu [57]. Na obr.23. je zobrazeno alisorppektrum roztokdisté kyseliny hyalu-

ronoveé [58].

Obrazeke.23-Absor@gni spektrum kyseliny hyaluronové fvkal) [58].

Polohu piku utuje vinovéa délka, ktera s energii absorbovanéhieré&ouvisi podle vztahu
(17.)
A= hck (17.)

kde,

€ ... energie absorbovaného fotofa6].

Nejcastji se pouzivd rozmezi vinovych délek od 190 do 800Wazebné elektrony se

mohou nachéazet véech typech elektronovych orbital

— 0 vazebné orbitaly

— Ttvazebné orbitaly
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— Nevazebné orbitaly
o —vazebné orbitalynklinuji k niZ8im energiim neZz orbitaly, které jsou v energetickém

paiadi niz neZ orbitaly nevazebné, ter < n < o< 1

Pokud dojde k absorpci igni vhodné frekvencejgchézi jeden zthto orbitali do neob-

sazeného orbitalu, obvykle nevazebného orbitdinebort{(obr.24).

b— = =iaaia
i &
>_-'!|.nLiTa.z&bné
T - - -
=] )
% g—=0 R—T T
n ] n R
H e | T R i i j
%]
RS T T .
% Vazebnea
_— T e - = = =
Energaticks Prechody
hladiny

Obrazel4- Elektronové pechody v molekule [59].

V ultrafialové a viditelné spektroskopii patmezi nejetnsjsi prechodym — 1€ ( oblast
200-800nm) @ — TC blizka UV a viditelna oblast) [59].

— Prechodm— - tyto T elektrony jsou satésti molekul obsahujici dvojné vazby
nag. aldehydy, ketony, alkeny, alkyny, areny, karboxy slodeniny aj. Ri exci-
taci prechazi elektrony do antivazebnych molekulovych tatbir. Latky které
podporuji tuto excitaci absorbovanim UV a viditdlon&&eni nazyvamehromofo-

ry. S rostoucim p&iem dvojny vazeb dochazi k posunu abg&oiipo pasu k vysSim

hodnotam vinové délky. Jedna se o tzv. batochrddemveny) posuv.

— Prechodn — €'~ nevazebné elektrony mohoti pbsorpci elektromagnetického za-
feni frechazet do antivazebnych molekulovych orbitaf. S rostouci polaritou
rozpoustdla a substituefit navazanych na chromoforech dochazi k posunu ab-
sorginiho pasu do nizSich vinovych délek a takovy pasamyvame hypsochromni
(modry) posun. Jehoriginou je vysSi solvatace volného elektr. paru ametksni-

Zeni energie n-orbitalu [56].
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UV/Vis spektroskopie se pouziva v chemickych a bemickych laboratidch @i stanovo-
vani neznamého mnozstvi kovovych, organickych @earganickych latek. Tato metoda
poskytuje pi samotné identifikaci omezené mnozstvi informacdto se velmtasto pou-
Ziva ve spojeni s dalSimidticimi metodami, mezi které ganag. IC, NMR nebo hmot-

nostni spektroskopie [56].
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5 MATERIALY AMETODY

5.1 Pouzité materialy a priprava vzorka

5.1.1 Materialy
V této préci, byly pouzity tyto materialy:
» Kyselina Hyaluronova, CPN, Dolni Dobrou
* Benzalkonium chlorid €5.16 H17.3LCIN
» Dihydrogenfosforénan sodny NaH,PO,
* Hydrogenfosforénan disodny Na,HPO,
* Chlorid sodny NaCl

» Destilovana voda H-,0

5.1.2 Pr¥iprava vzorki

Fosfatovy pufr, ve kterém byla rozpotrsh HA, byl gipraven z Hydrogenfosfoéaanu
disodného a dihydrogenfosféreanu sodného.rBsné navazkychto surovin byly rozpus-
tény v destilované vad Oba roztoky se smichaly na kéneu hodnotu pH=7,36 a poté

byly ustaleny gislusSnym pidavkem NacCl.

Navazka kyseliny hyaluronové s molarni hmotnostMDa byla rozpougha v giprave-

ném fosfatovém pufru po dobu 24 hodiinlpboratorni teplat 25°C.

Z kvartérnich amoniovych soli byl vybran benzalkoni chlorid. Roztok byl fipraven
rozpusénim BAC ve fosfatovém pufru. Jehsiglavek byl do roztoku kyseliny hyaluronové
piidavan v @ti raiznych koncentracich, kdy na jednu molekulu H#padalo30; 97; 200

300a400 molekul benzalkonia chloridu égnych timto vyp&tem:
Mua = 1,7MDa ....0,3% HA, m = 0,075g na V = 0,025 => ¢ = 1,764 7101/l
Muw@ac) = 340 g/mol ...0,5% BAC, m = 0,25g na V = 0,05| => ¢ = 14,706'h0l/|

Mw(lmeru HA)= 395,316 g/m0|
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A. Uréeni paétu molekul HA

-
M, (11a) 17 10

lel:lmaruﬂ.ﬂ o 3‘95316 =4300.357 mem v HA

LT

= =n=cV= 1.7647-10°-0,025 =44.118-10 mol

N 5
Ny, = —==> Ny, = Ny~ n,, =6,023-10% 44,118-10° =2,657-10"¢ molekul HA

B. Vypocdet pripadajicich molekul BAC na 1mer HA pro pFidavek 9Qul BAC

nB\.‘:\C = cpfid,arkuB\.-kC"i"r BAC = 25=4?1'D=05 = ].:324'1[]-611101
Ngac = NgacNa=1.324-10%-6.023.10% =7.972:10" molekul BAC

Npac  7.972:10%
Nua  2.657-10'°

= 30,003 molelul BAC na 1 molekulu HA

Takto gipravené vzorky byly $ pokojové teplat méreny na UV/Vis spektroskopii
a ,Zetasizer nano systému“ Kébeni velikosti¢asti bylo poteba, pipravené vzorky HA
s pidavkem BAC, vhod# naedit pufrem, kwli lepsi interpretaci vysledk Redilo se
0,0022, 0,0024, 0,003, 0,0031 a 0,0032 ml fosfatoygufru. Po nadeni, byl vzorek fil-
trovan gres 0,22 mikro filtr. B experimentu, bylo dbano na opakovatelné pii@mi zis-

kanych vysledi.

5.2 Metody

V této praci byl k charakterizaci roztoku kyselihyaluronové sifdavkem benzalkonia
chloridu pouzit Zetasizer Nano systém ke stanowefikosti ¢astic ve vzorku vyuzitim

dynamického rozptylu $tla a UV/vis spektroskopie.
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5.2.1 Metoda dynamickeho rozptylu sw¥tla

Dynamicky rozptyl s¥tla znamy i jako Quazi-elasticky rozptyl&ha, predstavuje metodu
meéteni velikosticastic o velikosti submikronu. DLS &1 Browniv pohyb, ktery souvisi
s velikosti¢astic. Tento pohyb fizeme popsat jako nahodily poh§astic, ktery je dsled-
kem jejich srdZzeni s molekulami rozpaia. DLS n@ti castice rozptylené v kapadin
Velké ¢astice se oproti malym pohybuji mnohem pomalégjini®ieni DLS, je pdtba znat
piesnou teplotu ale i viskozitu, kterd na teplasiln¢ zavisi. Je dlezite, aby teplota
v pribéhu meteni byla stabilni, protoze jinak by mohlo dojit keniku ,konvekniho
proudu” ve vzorku, ktery by negatigrovlivnil presnost msfeni a naslednou interpretaci
vysledki. Rychlost Brownova pohybu charakterizuje Difuzoéeficient-D, ze které se po-

¢ita velikostcastic fes Stokes-Einsteinovu rovnici [46],

kT
3mnD (18.)

Ry

kde,
Ry ... hydrodynamicky pimer
D ... difazni koeficient
Kg ... Boltzmanova konstanta
T ... absolutni teplota
n ... viskozita

Hydrodynamicky pimér, ktery se v DLS &, je hodnota ktera popisuje difuzstic ka-
palinou. Pamer, ktery timto ngenim ziskame, je pmér koule, ktera ma stejnou hodnotu
difizniho koeficientu jakaastice. Hodnota difuzniho koeficientu D, nezavisuze na
velikosti ¢astice, ale také na povrchové stritktukoncentraci a typu iontu v daném rozto-
ku. lonty a celkova iontova koncentraceiza ovlivnit rychlost difdze tim, Ze dojde

k vytvoreni tzv. elektrické dvojvrstvy znamé jako Debaydétka (K*) [46].

Presnost mireni DLS techniky se @wuje meétenim vhodného polystyrenového latexu.
Jakakoli zréna povrchucastice ovlivni difuzni rychlost, kterd souvisi stalivou veli-

kosticastice.
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VSechny metody k gfeni velikosti¢astic se zabyvaji podstatnym problémeincharakte-
rizaci ne-kulovyché¢astic. Rizné metody jsou citlivé naizné vlastnosttastic nap. na
piedpokladany obsah, hustotu, rozptyl intenzity ayéley odliSné velikosti a distribuce

velikosti jakéhokoli vzorku.

Hydrodynamicky pimér ne-kulovychéastic je pamér koule, kterd ma &astici stejny di-
fuzni koeficient. Pokud se tv&astice zmini takovym zfisobem, ktery zaroweovlivni i

difzni rychlost, zmini se i hydrodynamicky pmér. Nag. malé znény délky tyginkove
¢astice pimo ovlivni velikost, zatimco zémy priméru takovychtocastic ovlivni rychlost

difdze jen velmi&zko a bude to jen obtiZrzjistitelné [46].

Konfigurace proteiti a makromolekul obvykle z&visi naggsném pivodu rozpougdla.
DLS je metodou velmi citlivou na detekci konfigtindch zngn, které mohou ovlivnit di-
fuzni rychlost. Pokud je velikostastice ve srovnani s vinovou délkou pouZzitého laser

mala (obvykle mensi nez d&10), bude rozptyl izotropni tj., ve vSech &mch stejny.

Rayleigho aproximace definuje, e °® a la 1/A% kde | je intenzita rozptylenéhoila,
d je ptimer ¢astice a\ je vinova délka laseru. Vyra? #ka, Zecastice 50nm rozptyli £0
nebo milionkrét tolik s¥tla jako 5Snmcastice. Proto vznika riziko, Ze&lo z wtSichéastic

bude zahrnovat i $tlo rozptylené&asticemi mensimi [46].

Coz znamena, Ze je velmi obtizné pomoci DLSi#nsmes, obsahujicéastice 1000nm a
10nm, protoze ifispivek k celkovému rozptylu malyatastic bude zanedbatelny. Inverzni

vztah k\* fik&, Ze sniZzenim vinové délky pouZitého laseru&fskyssi rozptyl intenzity.

Velikost ¢astic je uéena korelani funkci pomocitiznych algoritni. Velikost distribuce je
v diagramu zobrazend jako relativni intenzitétlsvrozptylenéh@éasticemi v tiznych veli-
kostnich tidach a proto se nazyva ,intenzita distribuce \ostk. Pokud je distribuce in-
tenzity tvaena pouze jednim pameé hladkym pikem, neni ptgba ji frevadtt na distri-

buci objemu vyuzitim Mieho teorie [46].

Pokud se v diagramu zobrazi velky ,tails“ nebo wieg jeden pik, mohu distribuci inten-
zZity prevést na distribuci objemovou podle Mieovi teorie fedpokladu pouziti vstupniho
parametru vzorku — indexu lomu. Objemova distribpoéa realistitéjSi pohled na fi-

tomny druhy pik. VSeobeé&rmplati, Ze @enzity™> objemu™> Chozet -

Jednoduchy zjsob, kterym Ize popsat rozdil mezi Intenzitni, @ijeou a Péetni distri-

buci, je porovnat 2 populace kulovy¢hstic o paméru 50nm a 5nm, zastoupenych ve
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stejném potu. Jestlize peetni distribuce &hto 2 populaci bude graficky vynesena, dia-
gram bude tviien dema piky v pordru 1:1. Pokud bude tato distribuciepedena na dis-
tribuci objemu, zmini se zobrazenéthto 2 piku v poréru 1:1000, protoZe objem koule je
roven (4/3(d/2)*). Prevedu-li dale ,objemovou distribuci“ na distribuotenzity, zobrazi
se piky v ponru 1: 1000.000, protoZe intenzita rozptylu jestind D’(Rayleigho aproxi-
mace) viz obr. 25. [46].

POCET OBJEM INTENZITA,
: 5
5 1 1 = 1,000 z
J=! 2 - = 1,000,000
z = 2
= g =
= = £
= T =
o E 1 E |
AN .
| | | | | | | | | | | | L ]
5 10 50 100 5 10 50 100 5 10 50 100
Primeér [nm] Promeér [nm] Primeér [nm]

Obrazekeé.25-Porovnani distribuce Intenzity, objemu a ¢ta [46].

Zeta sizer nano systénigalstavuje r&ici techniku, ktera je schopna &b velikost castic,

Zeta-potencial a Molekulovou hmotndsitstic, molekul a kapalného média.

Pred vlastnim ré‘enim se nastavi poZzadované parametry.rigp materialu, pouzité roz-
poustdlo, teplota typ réici cely aj.. Bipraveny vzorek s dispergovanyrdsticemi se
nadavkuje do rftici kyvety, opat se zatkou, vlozi se do komorgfti jednotky a spust

nim vybrané rérici metody se vzorek automaticky préii
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5.2.2 UV/Vis spektroskopie

K méteni UV-VIS spekter byl pouzit dvoupaprskovy UV-Vépektrofotometr (Helios Al-
pha-Thermo Spectronic). Jedna se o spektrofotomedzsahem vinovych délek 190-
1100nm, §kou Serbiny 2nm, fotometrickym Sumem < 0,0001, sedmipolgim progra-
matorem na 1cm kyvety a s komunikatggprozhrani RS232, 1.44“HDD. Tenttigtroj je
vybaven disketovou mechanikou pro ukladani metatibiacnich Kivek a vysledk me-
feni s grafickym LCD [60].

Pro méfeni byla nachystana koncentrace kyseliny hyalurértak, aby dosSlo k optimalni
absorpci (A = 1-3). Adekvatnk ttmto koncentracim bylyifpraveny roztoky fidavaného
benzalkonia chloridu, tak aby byl ponechan pomolekul BAC ku HA jako u ostatnich
meéieni. Touto metodou byly prafifeny 4 fizné gidavky 0,5% benzalkonia chloridu 290;
600; 900 a 1204 v 25 ml HA. Krome toho byla znsfena absorni spektratistého rozto-
ku kyseliny hyaluronové a uvedené ddavky BAC v 25ml pipraveného fosfatového puf-
ru, které byly pouZity k porovnani a naslednémuodyioceni ziskanych spekter. VeSkeré

meéieni bylo provedenotplaboratorni teplat 25°C.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V této praci bylo naSim cilem charakterizovat, jakgpisobem pidavky kvartérnich amo-
niovych soli (BAC) ovliwuji chovani klubek hyaluronanu. Kyselina hyaluroa®e chova
jako zaporny elektrolyt, ktery ma ve vodném pifedt schopnost navazovat klg&dmabité
ionty. Toto navazani figobi zn¢nu celkového naboje a tim i jeji konformaci, vesko
a vlastnosti. K analyze zm chovani HA s fidavkem kvartérnich soli jsme si vybrali Zeta

sizer nano systém kdteni velikosti¢astic (metoda DLS) a UV-VIS spektroskopii.

6.1 Méfeni velikosticéastic

Z vysledki prezentovanych v literatel je znamo, Ze hydrofobni interakce mezi uhlovodi-
kovymi ¢astmi molekuly u povrchavaktivnich latek, zfisobuji postupnou tvorbu micel.
Kationaktivni tenzidy pdici ke kvartérnim amoniovym solim (faBAC), predstavuiji
znamou skupinu latek, u které Ize jejich roztokelastnosti a chovani odhadnout hap
z kritické micelarni koncentrace (cmc).d@bagregaci a termodynamické vlastnosti, simul-
tanre nebo synergicky ovliwiji povrcho¥ aktivni ionty, které zaginuji posileni bd’
hydrofobni interakce, nebo hydrofilni interakceozpoustdlem hydrofobnihotetézce

s hydrofilnimi skupinami. Srovnani cmc pro homotd@ifady kationaktivnich kvarternich
soli ukazuje, Ze s rostouci délkou uhlovodikovédtdzce (disledek vyssi hydrofobni in-
terakce mezi pgem ionti a micelarnim jadrem), nastava pokles koncentrpitekteré
dochéazi k degradaci vzhledem k vySSi hydrofobrérakci mezi pstem ionfi a micelar-
nim jadrem. Rostouci délkattzce zvySuje i prmérny patet micelarnich agregaci. Kritic-
k& micelarni koncentrace j&istejné délcaetézce tenzid, mensi u iont bromu nez u
iontd chloru. Tyto ionty se liSi svoji velikosti v rakiu. Pimérny paiet vazanych molekul
na iont bromu je menSi nez u chloru. Proto je hydea chloridovych ioriit vétSi nez bro-
midovych. To vede ka&tSimu elektrostatickému odpuzovani mezi hlavni sk povr-
chow aktivni latky [61,62].

Hlavni tidici silou, ktera odpovida za asociaci v systémlyrper-surfaktant, jsou elektro-
statické a hydrofobni interakce mezi molekulamifaktanu, polymernimi molekulami,
molekulami polymer-surfaktant a vzajemné interakmzi strukturou surfaktanu a nabojo-

vou hustotou polymeru s nabojem (polyektrolytu)][63
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Hyaluronat sodny je linearni polysacharid, kterjvesevodnych roztocich chova jako slaby
polyelektrolyt. Toto chovani vyplyva Zipomnosti zbytku kyseliny glukoronove, ktera je

pii neutralnim pH pla disociovana [63].

M. Pisatik a kolektiv [64], se zabyvali agregg@mi vlastnostmi hyaluronatu gzanymi
typy surfaktani ve vodnych roztocich NaCl, s vyuzitim metody statho a dynamického
rozptylu setla. Dosli k za¥ru, Ze v disledku silné elektrostatické interakce mezidga
nabitym polymerem a surfaktantem, dochazi k mirngmoulesu gyraniho polongru

v zavislosti na rostouci koncentraci kationickéhofaktantu. Gyrani polongr klesa ze
102 na 85 nmi pouziti pongru c/cmc 0,5-5,0. f2dmétem této prace je prostudovat cho-
vani polymernich klubek HA v roztoku pufru gavkem BAC pod kritickou micelarni
koncentraci BAC, tak aby nebyla igkraena povolena koncentrace BAC

pro oftalmologické aplikace.

M¢éteni velikosti¢astic, polymernich klubek HA v roztoku bylo pro¢ad pro ti stredni

koncentrace HA:
a) 5,9-10 + 0,3-10'mol-dm?
b) 5,6-10 £ 0,3-10'mol-dmi®
c) 4,8-10 +0,2-10'mol-dm?

Pridavek BAC (z&stupce kationaktivnich surfakégrto roztoku HA, prokazal mirny trend
zmeny, rastu a nasledného poklesu velikasistic vlivem pitomnosti &chto fiznych kon-
centraci BAC v rozmezi 0,3- TGz 3,5-18mol.dni®. Jak bylo zmi#no vyse, nejvyssi po-
uzitd koncentracefmlavaného BAC, se pohybovala pod hranici jeho diéi micelarni

koncentrace, cmg= 8,8-10’mol-dni*[62].

Koncentrace HA v roztoku, viz. body a) az c) nabtétrance, jsou uvedeny z&me

s danou chybou a to fivbdu zngny koncentrace HA vzhledem kigavku BAC. Koncen-
trace HA se rénila, tak aby ve vSech srovnavanydippdech na obr. 26, respektive vzhle-
dem k obr. 27 az 29, byl stejny pénpaitu molekul BAC (Nsac) k HA (Npa). To zname-
na, Ze se jednalo aigavek 30, 97, 200, 300, 400 molekul BAC na jedrakmmolekulu
HA pii libovolném zZedkni, jemuz odpovidaji tyto uvedené rozsahy koncenpad body

a) az c) na této strance a réxrvysledky prezentované na obr. 27 az 29.
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75 -
® Rozmezi koncentraci:
5,9.107+0.3.107 mol.dm™ (trojdhelnik)
70 A a 5,6.107+0.3.107 mol.dm™ (&tverec)
= 4,8.107+0.2.107 mol.dm™ (kruh)
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Obrazeké.26-Srovnani iznym koncentrénich rozmezi HA v roztoku pro dany po-

meér poctu molekul BAC (Nsac) k jedné makromolekule HA (Na).

Z nantgtenych hodnot hydrodynamickéhoapwru ¢astic, viz. obr. 27 az 29, Ize proto
usoudit, Ze tyto fidavky BAC utitym zpiasobem ovliviuji strukturni chovani roztgkHA.
Kyselina hyaluronova zaujima v roztoku konformdsalseného klubka o igdnim ptmeéru

57 nm, viz. tabulk&. 3. Postupnymiiidavky BAC do jejiho roztoku, doh&zi k pozvolné,
postupné expanzettzce HA, prochazejici titym maximem, viz. obr. 27 az 29. Velikost
¢astic roste, od 60 nm praigavek 90um BAC po 70 nm pro ifidavek 290um. Po pe-
kroceni této meze, kritické koncentrace pouzitého BAE hyaluronovyettzec ogtovné
sbaluje. Hodnota hydrodynamickéhdupru ¢astice klesa (od 66 nm préigavek 60Qum
BAC po 59 nm pro fidavek 120Qum). Tento trend a teoretické 2@y potvrzuji nandiena
data, ktera byla opakovar{3 az 5 krat) progtena z dvodu vyloweni gipadné chyby

meéieni, viz. vysledky uveny na obr. 27 az 29.
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Pouzita metoda DLS ipdstavuje velmi komplikovanou, citlivou a pé&me slozZitou
metodu ndteni velikosti¢astic u polysacharid(HA), vzhledem k optimalizaci podminek
meéieni, jako je koncentrace polymeru v roztoku. Jinaimi presnou metodu pro charak-
terizaci chovani roztakHA s pridavky HA, by mohla byt metoda gelové pergrdachro-

matografie, na kterou bychom se v budoucnglichanmgrit.

Vybrané vysledky réreni pomoci DLS, gednich velikosti a distribuggstic jsou sotasti

tétocasti prace a dale uvedenyiilpze.

68
66 e
64
62
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ot Em
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£n
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n
=

0.,0000 00005 0,0010 0,0015 0,0020 0,0025 0,0030 0,0035 0,0040

koncentrace [mol/l]

Obrazekeé.27-Grafické vyjadeni sfedni velikosti polymernich klubek HA na koncen-

traci BAC, pro stedni koncentraci HA v roztoku 5,9-1G 0,3-10'mol-dm?.
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Obrazekeé.28-Grafické vyjadeni sfedni velikosti polymernich klubek HA na koncen-

traci BAC, pro stedni koncentraci HA v roztoku 5,6-1G 0,3-10'mol-dm?.

Grafické vyjadeni zavislosti velikosttastic HA na pidavcich BAC proit rozdilné kon-
centrace pouzité HA, jsou uvedeny na obr. 27 aZ 2@ rozdilné koncentrace byly voleny
zanern¢é z divodu objasani vlivu vzajemného podilu HA / BAC a dale pakiwddi op-

timalizace ziskanych datgfenych pomoci DLS, jak bylo nazfeno vyse.

Z prubéhu zavislosti uvedenych na obr. 27 az 29 je pareéad kritickou hodnotou pou-
Zité koncentrace kvartérni soli (BAC), dochazi ke¢mé (poklesu) velikosticastic, coz
castén¢ koresponduje s vysledky uvedenymi ve studii M.Aettiho a kolektivu [63], kte-
i rovréz zjistili, Ze po uité doke stredni hydrodynamicky fgmér ¢astic klesa s rostouci
koncentraci surfaktantu. Nicm&rv této praci jsme pouzivali daleko nizSi koncerdra

BAC, z divodi poZadavi danych oftalmologickymi aplikacemi.

Pro nazornost jsouistdni znény velikosti¢astice u kazdehorjglavku BAC, ze zasobniho
roztoku gac = 14,706.18 mol.dn®, ktery byl gidavan do roztoku pufru s HA, uvedeny
v tabulcec. 3 a 4. Totadedni probihalo tak aby byly dodrzeny standardni podtyexpe-

rimentu, které Ize pouzit pro srovnani vyskegidnotlivych ngreni.
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Obrazekeé.29-Grafické vyjadeni sfedni velikosti polymernich klubek HA na koncen-

traci BAC, pro stedni koncentraci HA v roztoku 4,8-1G 0,2-10'mol-dm?.

Tabulka ¢.3- Sttedni velikostéastic HA  Tabulka €.4 — S¥edni velikostéastic HA po pfidavku BAC

Cista HA

57

ooyl 60
200 70
600l 66
900! 60
1200p! 59
o0yl 60
200p 70
600l 69
900 52
1200p! 52
ooyl 67
200 65
600l 74
900! 54
1200p! 61
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Intenzitni distribuci velikosttastic HA v roztoku fipravenéhdedinim, mizeme vidt na

obr. 30. Bylo pouzitdgedni 140Qul 0,3% roztoku HA pomoci 31Q0fosfatovém pufru.

Na grafickém zobrazeni, viz. obr. 30, jsatitgmny bimodalni piky. Jeden &hto pika
piedstavuje hydrodynamickyjmér HA a druhy pik je pravbodobré vysledkem agrega-
ce rekterychc¢astic. U vysokomolekularnich latekipmnost i nepatrného mnozstvi agre-
gatu mize vyznama ovlivnit vysledek celého steni. Z Kivky této distribuce je izjmé
piitomnost ukité frakce, kterd je na hranicidiitelnosti @istroje a objemay odpovida

asi 6%.

Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 57,37 Peak 1: 11,6 96,4 103,2
Pdl: 0,456 Peak 2: 3814 3,6 1150
Intercept: 0,910 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

Size (d.nm)

Obrazeké.30 - Intenzitni distribuce velikosttastic disté HA

Na obr. 31 je plozena intenzitni distribuce velikostastic HA s pidavkem 90Ql zasob-
niho roztoku BAC, pro celkovou koncentraci HA 4®’# 0,2-10'mol-dm?®. V grafu se

objevuje Zetelny monodalni pik, kteréemuiplusi hodnota Z-average 53 nm.
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Results
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 53,76 Peak 1: 92,92 94,8 73,02
Pdl: 0,475 Peak 2: 3007 52 1302
Intercept: 0,911 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

Size (d.nm)

0.3% HA = 200ul 0,5% BAC, redéno 3200ul

Obréazeké.31 — Intenzitni distribuce velikostiastic HA s gfidavkem 90@4 BAC

v v s

Zajimaveé je porovnani &enych vysledi pro ¢istou HA a HA s vysSimifdavkem BAC,
kde stedni velikost klubek HA dosahuje menSich hodnontd@ozdil je vidt na obr.32.,
kde pro oba dva vzorky byly srovnatelné koncentidéev roztoku, 4,8-10 + 0,2-10

mol-dni°.
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Y% Intensity
94,8

52

0,0

Width (nm})
73,02
1302
0,000

Results
Diam. (nm)
Z-Average (d.nm): 53,76 Peak 1: 92,92
Pdl: 0,475 Peak 2: 3007
Intercept: 0,911 Peak 3: 0,000
Size Distribution by Intensity
g
=
s
Size (d.nm)
0. 3%HA+pufr

0,3% HA + 0.5% BAC

Obréazeké.32 — Grafické srovnani intenzitni distribuce vedikti ¢astic HA s gfidavkem 90

BAC (zelené Kivka) séistou HA (fervena Kivka)

Zbyvajici netené distribuce velikostiastic pro jednotlivé fidavky BAC do danych rozto-

ka HA, jsou vloZeny v filoze této diplomové préace.
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6.2 Méreni UV-VIS spekter

Vliv ptidavki kvartérnich amoniovych soli, v naSeitipgact benzalkonia chloridu, na cho-
vani hyaluronanu byl taky sledovan pomoci UV-VI®ldposkopie. Nejprve bylo z¢heno
absorgni spektrunxistého roztoku kyseliny hyaluronové. Toto spektrjgnzobrazeno na
obr¢.33.

Zavislost Absorbance (A) na vinove délce (1)
3 —
25
213 nm
= 15
— LS
1
ns cista HA
D i 1 i
200 220 240 260 280
L [nm]

Obrazekeé.33-Absorgni spektrum 0,3% Kyseliny hyaluronové

V UV spektru dochazi k absorpctipvlnové délce ~ 213nm, ktera odpovida karboxylové
skupirg. Tento vyrazny monomodalni pik, je pro kyselinalllyonovou typicky. Obrazek
¢.34 predstavuje zriiené spektrungistého roztoku BAC. Absoipi spektrum HA s 294
BAC s pidavkem 2901 BAC popisuje obk.35.
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Zavislost Absorbance (A) na vinove délce (&)

210 nm

—0,1% BAC

A [nm]

Obrazeké.34- Absor@gni spektrum 0,1% Benzalkonia chloridu
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Zavislost absorbance (A) na vinoveé délce (A)
210 nm
1 -
—— 200pl 0.1%BAC do 25ml pufru
2163 nm
0 —— 1 —
3 214 nm
- n
' 290ul 0,1%BAC do 25ml 0.3%HA
l -
263 nm
] 1 r — 1 — i
200 220 240 260 280
i [nm]

Obrazekeé.35-Absorgni spektrum fosfatového pufru sifdavkem 29@ BAC (vlevo) a 0,3% HA

s 29Qd BAC (vpravo)

Pri porovnani absokmiho spektra gistou HA je vidt, Ze v oblasti vinové délky 260-280nm doslo

k vytvoreni nepatrné absorpci. Tento pik bude odpovitldapé kvartérni amoniové soli.
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Zavislost absorbance (A) na vinové délce (1)
3 —
211 nm
—— 600ul 0,1%%BAC+ 25ml pufru
1 -
263 nm
0 —_—
)
3 214 nm
—600ul 0,1%0BAC+ 25ml 0,300 HA
1 »
163 nm
I] 1 1 1 - 1 — — - 1 1 |— 1 } — _I
200 210 220 230 240 150 260 70 280
% [nm]

Obrazeké.36- Absor@ni spektrum fosfatového pufru sifdavkem 60@d BAC (vlevo) a 0,3%
HA s 60Q4 BAC (vpravo)
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Zavislost Absorbance (A) na vinové délce ()
3 212 nm
——000p1 0,1%BAC + 25ml pufru
1 i I|
263 nm
o I [—
" 0
3 . 216 nm
1 1 ——900ul 0,1%BAC + 25 0,3% HA
'I 263 nm
0 ; — —L
200 220 240 260 280
A [mm]

Obrazeké.37- Absor@ni spektrum fosfatového pufru sifdavkem 90@d BAC (vlevo) a 0,3%
HA s 90Q4 BAC (vpravo)
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ALl

(]

(]

Zavislost absorbance (A) na vinoveé délce (1)

216 nm

— 1200uld,120BAC + 25ml pufru

[
ol
-1
=
g2

1200pl0,1%9BAC +25ml 0,3%0 HA

263 nm

Obréazeké.38- Absor@ni spektrum fosfatového pufru sifdavkem 1200 BAC (vlevo) a 0,3%

Pokud si projdeme naffend absorni spektra vSechifiavki, dojdeme k zasru, Ze

HA s 120Q4 BAC (vpravo)

s rostoucim fidavkem BAC, roste i jeho absorbance (prvniho hdho piku) a tim i vliv

kvartérni amoniové soli na strukturu a chovani im@anu. Nepatrnyist absorbance

obou pik, je vidt v tab.¢.4.
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Tabulka ¢.5.P¥islusné hodnoty absorbance a vinové délky u jednatych pridavka BAC do HA

1.pik 2.pik
290l 2,90 214 0.08 263
600l 3,00 214 0,28 263
000l 297 216 0.16 263
1200l 3.04 217 0.28 263
90pl 2,78 213 - -
200l 1.13 210 0,08 262

Tabulka ¢&.6- PFislusné hodnoty absorbance a vinové délky u jednotjch piidavki ¢istého BAC

1.pik 2.pik
290pl 1.32 210 0.06 263
600yl 2.22 211 0.12 263
200l 2.71 212 0,17 263
1200l 2.84 216 0,20 263
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ZAVER
V diplomové praci bylo studovano chovanim klubekloyonanu v roztocich kvartérni soli
— Benzalkonium chloridu. Cilem bylo pokusit sgbpzit interakéni chovani, konformai

zmeny struktury kyseliny hyaluronoveé digavaného BAC. Pouzité koncentradédpvki

BAC, byly zvoleny cilen, kvili zachovani podobnosti s oftalmologickymi aplikage

Kyselina hyaluronova je zaporny polyelektrolyt, igter roztoku zaujimé konformaci n&-
hodného (statistického) klubka. Postupnym navaziovapané nabitych iont z roztoku,

se shalena konformace postamxpanduje, #ni uspdadani hyaluronanu v roztoku.

K charakterizaci chovani roztblkyseliny hyaluronové byla pouzita UV/VIS spektropie

a metoda ré¥eni velikosti¢astic na principu dynamického rozptylu¢da. Ze ziskanych
UV absorgnich spekter fipravenych roztok Ize dojit k zawru, Ze s rostouci koncentraci
BAC, roste i jeho absorbance a tim i vliv kvartéanmioniové soli na strukturu a chovani
hyaluronanu. Na této metdde neda dost déb prokazat zjigha znéna konformacee-

tézce kyseliny hyaluronové, ke které byly pouZiti aust DLS.

Pfi méfeni velikosticastic bylo zjis¢éno, pges obtize jenz se vyskytuji u pouZziti metody
DLS pro roztoky polysachand(HA), Ze s postupnym zvySovani podilu BAC vzhledem
k HA, roste stedni velikostastic, klubko se rozbaluje. Po dosazeni koncémiina maxi-
ma se expanze zastavuje, a dochazi k poklesu hytaodckému piméru ¢astic, poly-
mernitfettzec se sbaluje. Toto pozorovani doyp a zarovie koreluje s vysledky prezen-
tovanymi v literatie pro vysSi koncentrace BAC v roztoku, které nemizmé pouzit

v oftalmologickych aplikacich.

V budoucnu bude nezbytné pro studium této probliéypatovneéZ pouzit jiné ndtici meto-

dy, které chovani roztakHA s pridavkem BAC osétli z jiného pohledu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

HA

My
CDh44
RHAMM
NTG
UV-VIS
EM
GAG
Da
GPC
LYVE-1
TGF-bl
ICAM-1
HARE
TLR4
QAS
Syndet
LAS
AOS
BAC
PHMB
CMC
CPC

H-ZSM-5

Kyselina hyaluronova

Molekulova hmotnost

Adhezivni molekuly glykoproteinové povahy kysijici se na povrchu bék

Receptor pro HA zprostdkujici bugcnou mobilitu
N-methyl-N-nitro-N-nitrosoquanidine
Ultrafialove-viditelné oblast zéni

Extracelularni matrix

Glykosaminoglykany

Daltony

Gelova permeai chromatografie

Receptor HA nachazejici se na endotelu gtinkych cév
Transformujicitistovy faktor

Receptor pro rinoviry

Hyaluronovy receptor pro endocytozu

Receptor indukujici expresi geparttlivé reakce
Kvartérni amoniové soli

Synteticky detergent

Linearni natrium-sek-alkylbenzensulfonat
a-olefinsulfonaty

Benzalkonium chlorid
Polyhexamethylen-biquanid

Kritick& micelarni koncentrace

Kriticky ,sbalovaci“ parametr

Katalyzator na bazi zeailit
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PSD

DLS

TEM

Distribuce velikostastic
Dynamicky rozptyl sitla
Transmisni elektronova mikroskopie

Infra¢ervena spektroskopie
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SEZNAM PRILOH

PRILOHA PI.: Intenzitni distribuce velikostiastic roztoku HA s fidavkem BAC, fi cel-

kové koncentraci 5,9-7G 0,3-10’'mol-dmi®HA v roztoku pufru.

PRILOHA PII.: Intenzitni distribuce velikostiastic roztoku HA s fidavkem BAC, i
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PRILOHA PIIL.: Intenzitni distribuce velikos@astic roztoku HA s jidavkem BAC, pi

celkové koncentraci 4,8-7@ 0,2-10'mol-dm®HA v roztoku pufru.
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PRILOHA P I:

Size (d.nm)

0,3% HA = 1200ul 0,5% BAC, fedénc 2400ul

Results
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average {d.nm): 5148 Peak 1: 87,90 97.1 70,11
Pdl: 0451 Peak 2: 4110 29 1046
Intercept: 0,908 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Size Distribution by Intensity
8t- I v
; AU DRI YO A— S
g sf- i~
£.4l-
2.4l
2::' x:
1 . - -
e we] < T
01 1 10 100 1000 10000

Obrazeké.39- Intenzitni distribuce velikosifastic HA s gidavkem 1200 BAC

Results
Diam. (nm)

Peak 1: 163,0
Peak 2: 9,164
Peak 3: 4292

Z-Average (d.nm): 5223
Pdl: 0,478

Intercept: 0,914

Intensity (%)
oM oo =

[¥%)
t

Size Distribution by Intensity

% Intensity
956

39

05

Width (nm)
2725
2,217
869,4

0.1 1 10 100
Size (d.nm)

0.3% HA + 800ul 0,5% BAC, redéno 2400ul

Obréazekeé.40- Intenzitni distribuce velikosifastic HA s gfidavkem 90@d BAC
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Results
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 6929 Peak 1: 71,06 710 4549
Pdl: 0,671 Peak 2: 512,0 234 210,2
Intercept: 0,924 Peak 3: 4894 57 6796

Size Distribution by Intensity

£ |
= :
g I
0 i : A L
0.1 1 10 Size (@nm) 100 1000 10000
0,3% HA - 600ul 0,5% BAC, fedéno 2400ul
Obréazeké.41- Intenzitni distribuce velikos#astic HA s fidavkem 60@4 BAC
Results
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 6986  Peak1: 94,38 75,4 75,03
Pdl: 0,674 Peak 2: 2030 246 1434
Intercept: 0.920 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Size Distribution by Intensity

g :
z i
o .
C
27 :
B r e e e
1 """""""""""""""""" " """""""""""" i"""""""""':
0 L ; ; -
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

0.3% HA = 190ul 0,5% BAC, fedéno 2400ul

Obréazeké.42- Intenzitni distribuce velikos#astic HA s fidavkem 29@4 BAC
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Results
Diam. {(nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 59,93 Peak 1: 90,30 78,1 7017
Pdl: 0,649 Peak 2: 612,4 11,4 2415
Intercept: 0,921 Peak 3: 4524 58 8811

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
0.3% HA + 90ul 0.5% BAC, redéno 2400ul

Obréazeké.43- Intenzitni distribuce velikositastic HA s gfidavkem 9@4 BAC
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PRILOHA P II.:

Results

Z-Average (d.nm):

Intercept:

Diam. (nm)
590 Peak 1: 204
- 0,745 Peak 2: 1225

0,925 Peak 3: 0,000

Size Distribution by Intensity

% Intensity
67,0

33,0

0,0

Width (nm)
4252
7472
0,000

g :
= !
] .
c
] .
= .
01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
0,3% HA = 1200ul 0,5% BAC, fedéna 2200ul
Obréazeké.44- Intenzitni distribuce velikost¥astic HA s gfidavkem 12004 BAC
Results
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 59,63 Peak1: 2764 100,0 613,3
Pdl: 0,460 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,907 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Size Distribution by Intensity
g
=
3
Size (d.nm)
0.3% HA = 900um 0,5% BAC, fedéno 2200ul

Obréazekeé.45- Intenzitni distribuce velikos#astic HA s fidavkem 90@4 BAC
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Intensity (%)

Results
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 6575 Peak 1: 210,8 812 2830
Pdl: 0,741 Peak 2: 3183 10,0 1267
Intercept: 0,928 Peak 3: 15,35 8,7 3,749

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
0,3% HA <+ 600ul 0,5% BAC, fedéno 2200ul
Obréazeké.46- Intenzitni distribuce velikostFastic HA s fidavkem 60@4 BAC
Results
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 69,16 Peak 1: 49,06 482 20,53
Pdl: 0,672 Peak 2: 182,2 33,0 88,77
Intercept: 0,925 Peak 3: 9411 13,0 3657

Size Distribution by Intensity

Size (d.nm)
0,3% HA -+ 1%0ul 0,5% BAC, fedéno 1200ul

Obréazeké.47- Intenzitni distribuce velikos#astic HA s fidavkem 29@4 BAC
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Results
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 60,15 Peak 1: 178,3 95,7 2353
Pdl: 0,747 Peak 2: 4647 43 816,2
Intercept: 0,920 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Size Distribution by Intensity
R R EEEEEEEREREEEE R R EEEEEES
I N
5 """"""""""""""""""""""""""" f--- \ """""""""""""""""""
Ay
B3  SCREE T RSP
E i . . .
B R AR R LR
T B S CRTRTFPFPRPIPR ‘\ ......... AN
- e AN VAR
0 = : : e
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
0,3% HA = $0ul 0,5% BAC, fedéno 2200ul

Obréazeké.48- Intenzitni distribuce velikostFastic HA s gidavkem 90@d BAC
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PRILOHA P IlI.:
Results ) . i
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 60,04 Peak1: 87,82 772 63,24
Pdl: 0476 Peak 2: 643,1 17,6 3436
Intercept: 0,904 Peak 3: 8,390 52 1,763
Size Distribution by Intensity
g
=
g
0 i N ; ; .
01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
0,3% HA = 1200ul 0,5% BAC, fedéno 3200ul
Obrazeké.49- Intenzitni distribuce velikosifastic HA s fidavkem 12004 BAC
Results
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 53,76 Peak 1: 92,92 94,8 73,02
Pdl: 0,475 Peak 2: 3007 52 1302
Intercept: 0,911 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

0,3% HA = 900ul 0.5% BAC, fedéno 3200ul

Obréazeké.50- Intenzitni distribuce velikostFastic HA s gidavkem 90@d BAC
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Intensity (%)

Results
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 7348 Peak 1: 84,03 774 54,91
Pdl: 0,694 Peak 2: 510,3 19,5 1878
Intercept: 0,929 Peak 3: 5289 3.1 4133
Size Distribution by Intensity
g
=
5
Size (d.nm)
0,3% HA = 600ul 0,5% BAC, fedéno 3200ul
Obréazeké.51- Intenzitni distribuce velikostFastic HA s gidavkem 60@d BAC
Results
Diam. {(nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 64,73 Peak 1: 97,82 72,5 58,15
Pdl: 0,593 Peak 2: 19,50 14,9 4 956
Intercept: 0,920 Peak 3: 4542 9,1 137,7

Size Distribution by Intensity

Size (d.nm)
0,3% HA = 290ul 0,5% BAC, fedéno 3200ul

Obréazeké.52- Intenzitni distribuce velikositastic HA s fidavkem 29@ BAC



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 108

Results
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 67,39 Peak 1: 9496 70,2 69,94
Pdl: 0,709 Peak 2: 1722 240 1124
Intercept: 0,921 Peak 3: 12,24 58 2,968
Size Distribution by Intensity
£
=
g
01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
— 0,3% HA - 90ul 0,5% BAC, fedéno 3200ul

Obréazeké.53- Intenzitni distribuce velikositastic HA s giidavkem 9@4 BAC



