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ABSTRAKT

Tato bakaléska prace se zabyva rozptylenttt a vyuzitim tohoto jevu k charakterizaci
¢astic hyaluronanu. Pozornost bylgnevana jednak gitené latce — kyselinhyaluronové
(HA) — a také povrchay aktivnim latkam (PAL). Experimentaldast byla zarrena na
metodiku néteni velikosti¢astic metodou dynamického rozptylwa (DLS). Podstatna
cast experimentalnéasti zkouma vliv kvarternich amoniovych soli (QA&pnkreétre
hexadecyltrimethyl amonia bromidu (CTAB), na chavdolymernich klubek hyaluronanu
o raiznych molekulovych hmotnostech v roztocich o fyagitké hodnat pH. Vysledky
meieni a diskuze moznych chyb byly zahrnuty doépaéto prace.

Kli¢ova slova: kyselina hyaluronova, dynamicky rozgigitla, kvarterni amoniové soli

ABSTRACT

This bachelor thesis deals the light scattering asidg this phenomenon to characterize
particles of hyaluronan. The attention was paidbtwth the measured substance -
hyaluronic acid (HA) — and surface-active agentdlL()P The experimental part was
focused on methods of measuring particle size hyanyc light scattering (DLS). A
substantial part of the experimental part investigathe influence of quaternary
ammonium salts (QAS), namely hexadecyltrimethyl amium bromide (CTAB), on the
behavior of hyaluronan polymer coils of various emilar weights in the solutions of
physiological pH values. Measurement results arstudision of possible errors were
included in the conclusion of this thesis.

Keywords: hyaluronic acid, dynamic light scatteringuaternary ammonium salts
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UvoD

Rozptyl s¥tla je jev, se kterym se setkdvame kazdy den. ka&lénechanismem rozptylu
swtla zabyvaji uz od 10. stoleti, ale az v posleduiiesetiletich byl rozptyl $#la objasgn
a za&al se vyuzivat. Tento fyzikalni jev Ize vyuZit viema@dlovych ¥dach ke stanoveni

velikosti zpravidla velmi malych¢astic. Tato prace se zabyvaémnim velikosti

polymernich klubek hyaluronanu pggpomoci rozptylu sstla.

Kyselina hyaluronova (HA) je ipozere se vyskytujici linearni polysacharid teny
opakuijici se disacharidovou jednotkou N-acetyl-Dkgsaminu a kyseliny D-glukuronové.
Ve formé soli se HA vyskytuje tégt ve vSech biologickych tkanich Zivych organism
HA se nachazi v synovialni kloubni tekwjive sklivci oka, v chrupavkach, cévaclizka
pupeni dwre. Jeji unikatni fyzikakrchemické a biologické vlastnosti uniogi Siroké
spektrum vyuziti tohoto biopolymeru jednak ve faomaickém pimyslu, tak také

v mnoha lékeskych aplikacich.

VSechny fyziologické &inky HA jsou zavislé na jeji molekulové hmotnostk@ncentraci,
proto se tato bakalgka prace zabyva d@wi raznymi molekulovymi hmotnostmi.
Vzhledem k jejimu Sirokému vyuZziti ma smysl zabysatmetodami zvySeni trvanlivosti

(konzervace) roztakHA.

Trvanlivost roztok: ¢isté kyseliny hyaluronové je velmi kratka, protdae latka podléha
intenzivnimu rozkladu Zjsobenému mikroorganismy. Této degradaci lze zabrani
pouzitim konzervénich latek. Obvykle se za timt@elem pouZivaji kvarterni amoniové
soli, které zfsobuji strukturni zrmy HA. V této praci byl jako konzervant pouZzit
hexadecyltrimethylammonium bromid (CTAB), u kterébgla nejdive zjiS€na kriticka
micelarni koncentrace (CMC)drenim povrchového nap. CMC je koncentrace, kdy se
meéni fada fyzikalnich a chemickych vlastnostfidavky CTAB byly voleny tak, aby bylo
postihnuto chovani polymernich klubeki koncentraci podkritické, nadkritické, ale i
kritické. Kazda disacharidova jednotka HA obsahygtnu karboxylovou, ¢tyii
hydroxylové a acetamidovou skupinu. Pomoci fimi&h skupin nize HA interagovat
stettzci CTAB a tim n&nit velikost klubka. Velikost polymerniho klubkalbyzji&’ovana
pomoci metody DLS. Cilem této bakiaké prace bylo popsat viiviipavki CTAB na

chovani hyaluronovych klubek.
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1 ROZPTYL SVETLA

Rozptyl s\¢tla je jev, se kterym se v zZivosetkal asi kazdy z nas.ddeme jej pozorovat
na casticich prachu, které se nachazi ve vzduchu. 3okity jev, ktery zahrnuje ohyb,
odraz, lom a interferenci #ni. V dokonale ¢istém vzduchu se viditelné &lo
nerozptyluje. Rozptylem stta miZzou vznikat zajimavé atmosférické efekty, jako je

modra barva oblohyerveny zapad slunce a podéijf]

1.1 Historie

Jako prvni se naédecké Urovni z&al €mito jevy zabyvat arabskyédec, matematik a
astronom Abu Ali al-Hasan ibn al-Haytham, znamyétgko Alhazen of Basra. Ve svém
dile vys\tlil, Ze podstata vniméani okolniho&a je zaloZzena na odrazwta od gednmeta

a nasledném dopadu papiskwtla do oka pozorovatele. Tyto jevy zkoumal rialpmu
10. a 11. stoleti.[2]

V 15. stoleti se stlem experimentoval také Leonardo da Vinci. Metigeexperimenty
paftilo oswtlovani kode a vodni mlhy fed kusemterného sametu. V roce 1704 v dile
OpticsIsaac Newton popsal rozkladésha na optickém hranolu a vy&il barvy tenkych
vrstev.[3] DalSim meznikem v historii rozptyluésa byl objev Johna Tyndalla, ktery
zZjistil, Ze rozptyl s¥tla je zavisly na vinové délce — modra se rozpgyhkice nefervena.
Mezi dalSi ¥dce, ktéi se zasadili o objevy v této oblasti, fjdtord Rayleigh, Gustav Mie
a také indicky ¥dec Chandrasekhara Venkata Raman, jejichz dileralsgraji nasledujici
kapitoly (Kap. 1.3.2, 1.3.5, 1.3.6) v rdmci tétdkaldiské prace.[1, 4]

1.2 Metody méreni velikosti¢astic

Existujefada metod, diky kterym jsme schopntitivelikost a tvarcéstic. Ricemz kazda
metoda ma své vyhody a sva omezeni. NiZe je uvekiextky pehled rkkterych metod

s dirazem na metodu pouZzitoi pasem nireni (Kap. 1.4.2).

» sitova analyzaje jedna z nejstarSich technik Kowvani distribuce velikostiastic
(praski, suspenzi). Princip metody je zaloZzen na vyuZidyssit se znamou
velikosti otvofi, ktera se sestavuje ve &m gravit&niho transportu analyzované
latky do bloku s postuginse zmensujici velikosti otvinorVysledkem analyzy jsou
podily prask, které odpovidaji hmotnostnim procemt analyzované latky. Bfici

rozsah této metody je den typem vestawnych sit.[5, 6]
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* sediment&ni metody stejre jako sitova analyza patk tradiénim metodam
analyzy velikosticastic. Vyhodou je jednoduchy principékeni a jednozrma
interpretace vysledk Principem metody je skuteost, Ze velk&astice klesaji
vlivem gravitace rychleji nez malé. Obvykly rozsabieni je 1-10Qum, v gripact
centrifugace az do oblagsadow 0,1um.[7]

» ultramikroskopie je metoda, P které jsou koloidni disperze pozorovanyi p
bo¢nim osvitu. Jinymi slovy tato metoda vyuziva Tyhoh jevu. Do objektivu
nevstupuje primarni paprsek, aleéthy rozptylené na disperznickiasticich.
Pozorovatel pakastice vidi jako zidci body na temném podkladu. Mez rozliSeni
této metody je cca 5 nm.[8]

» dynamicky a staticky rozptyl swtla, detailni rozbor &chto metod je uveden
v kapitole 1.4.

1.3 Zakladni principy rozptylu sv étla na ¢asticich

1.3.1 Browniyv pohyb

Je chaoticky pohyb mikroskopicky¢hstic v kapalném nebo plynném médiu. V roce 1827
tento jev jako prvni zpozoroval anglicky biolog RobBrown u pylovych zrnek ve véd
Tento jev byl vys¥tlen v roce 1905 Albertem Einsteinem. Molekuly wtaku do sebe
vlivem tepelného pohybu neustale nardZejicgmz snér a sila &chto srazek jsou
nahodné. TakZe i okamzita polotastice je nahodna. Rychlost tohoto pohybu jenid

teplo€ v daném systému.

Intenzita Brownova pohybu koloidnickastic zavisi také na velikosti dany¢hstic. U
¢astic nad cca im neni pozorovatelny, protoZe takoddistice se usazuji a obvykle jsou
piilis tézké. DalSi prornnou je hustota, resp. molekulovd hmotnost dispefane.
Napiklad kovovécastice o stejnych rozirech za stejnych podminek vykazuji vyrézn
mére intenzivni Browiiv pohyb. Podminka, Z&astice podléha Brownovu pohybu, je
zakladnim pedpokladem pro #teni metodou DLS (dynamicky rozptyl&ia).[9, 10]

Pro kazdouwastici, je jeji stedni transléni energie dana vztahem:
EK :%mﬁz zngT, (1)

kde m je hmotnostastice,v je jeji stedni rychlost,T je termodynamicka teplotala je

Boltzmannova konstanta. Ze vztahu je patrné, Zesteuci teplotou rychlost pohybu
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¢astice vziista a dale Ze igtdni rychlost pohybuéastice je neffmo Ungrna odmocnig
Z jeji hmotnosti.[9]

1.3.2 Elasticky rozptyl (Rayleigho rozptyl)

Pri elastickych srazkach dopadajici a cilaéstice Astavaji beze z#my. Zadna energie
neni ztracena nebdagmenéna (na jiné formy energie nebo deformaci) a celkkinétick&
energie je po srazce sdilena dopadajastici a cilovoucastici.[11] To znamena, Ze
dopadajici i rozptylené 8ilo maji stejny kmitdet a tutéz vinovou délku. Toto tvrzeni
zahrnuje wtitou aproximaci, nehld ve skuténosti rozptylené sitlo obsahuje spojité
spektrum slozek, které maji rozdilnou vinovou déld primérniho paprsku. Rozdil
vinovych délek respektive frekvenci je velmi malfe za pouziti moderni dfici techniky

Ize jej velmi gesre stanovit.[12]

Pruzny neboli elasticky rozptyl na malyéasticich jako jsou atomy nebo molekuly, jehoz
nasledkem je rozptyleni &ni, ke kterému dochazi ve vSechésgnh jednota (se stejnou
intenzitou) se nazyv&ayleigho rozptyl. Anglicky fyzik John W. Rayleigh v roce 1899
zZjistil, Ze pongr intenzity rozptyleného s¥a |y a dopadajiciho $tla |y je nefimo ungrny

¢tvrté mocnir vinové délkyi pro dané zieni.[1]

2 = konst./A* )

0

Zéreni o kratSich vinovych délkach se proto rozptylviee. Jeho iikladem niize byt
rozptyl slunéniho z&eni na¢asticich v atmosté. Vysledkem toho je modra barva oblohy,
kterou vidime pes den. Modr&ast slunéniho s¥tla (400 nm) dopada na horni vrstvy
atmosfeéry a je rozptylena asi 10 krat vice ne&tlgwervené (700 nm), takZze modr&su

je v atmosfée rozptyleno do oka pozorovatele, zatinieovené s#tlo jde do znané miry
nerozptyleno z§t do vesmiru. Podminkou toho jevu je, aby polohgptglujicich center
byly ndhodné, jako je tomu nidklad v plynu. Pokud by polohy rozptylujicich ceante
nebyly nahodné, jednalo by se o rozptyl koherematrjpotom tedy dochéazi k difrakci
(ohybu) z&eni.[13, 14]
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Rayleigho

Zdroj zareni

i Pozorovatel

Obr. 1. Srovnani Rayleigho a Mieova rozptylu. Nad kavou pozorovatele
pirevaZzuje Rayleigho rozptyl (situace A). Nachazi-lies\&tSi ¢astice ve vzduchu,
miazeme vidét svétlou z&ii kolem Slunce, grevazuje Mieiv rozptyl (situace B).[14]

Rayleigho rozptyl tedy G¥e byt povaZzovan za pruzny rozptyl folprprotoZe energie
rozptylenych fotoi se nezrani (frekvence z&ni Zistava konstantni). Za zminku stoji, Ze
modra barva nebe je vice nasycena, kdyz se podidaieeod Slunce. Té&mbily rozptyl

v blizkosti Slunce IzeiZist Mieovu rozptylu, ktery neniifhs zavisly na vinové délce.

Rayleigh zjistil, Ze i nejstSi latky maji nepatrné fluktuace indexu lomuZ ceede

k rozptylu s¥tla. To znamena, Ze rozptyluji&stice nejsou pro tento jev nezbytné.[1]

1.3.3 Kvazi-elasticky rozptyl

Pii méfeni rozptylu setla na molekulach dochazi k tomu, Ze molekuly sestée
pohybuji tepelnym pohybemfipemz rékteré z nich se pohybuji smem od detektoru a
jiné snerem opanym. S\tlo rozptylené na&asticich pohybujicich se s$nem k detektoru
dorazi se zvySenym kmittem, ucastic pohybujicich se od detektoru je situacetopa
Dorazi tedy se snizenym kmitem. Tato skutnost se nazyva Doppler efekt. Rozptyl
swtla spojeny sdmito zmenami kmita@tu se nazyva kvazi-elasticky. Rozptylen&tky



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

tedy dopada na detektor z velmi Uzkého frekw@mo intervalu. Narozdil od Ramanova

rozptylu je tento interval frekvenci spojity.[14]

1.3.4 Neelasticky rozptyl

V piipac nepruzného rozptylu jéast kinetické energie dopadaji@istice ztracena uviiit
cile, coz vede ke vznikwhterych internich procésa jen zlomek z této energie uvede cil
do pohybu. Nafiklad pokud budete mit kulatou nadobu, na kteraatrglite maly mé, tak
by takova srazka mohla byt povazovana za elasti¢kadealnim swt¢). Pokud nadobu
naplnite gkolika kulickami a pak vystlite dalSi mi, ¢ast kinetické energie uvede o
pohybu, aletast rozpohybuje kulky uvnitt. V tomto smyslu lzéici, Ze nepruzny rozptyl
nastane vipack, kdyz se cil sklada z menSich idilJednim z dalSich rozdilmezi
nepruznym a pruznym rozptylem je, Ze u pruznéhgtgbz cil nebude rnit formu,
zatimco u nepruzného rozptylu se ciiza rozdélit do novych forem. Proton se e
rozclit na hadrony {astice postaveny z kvarkpii nepruznych srazkach. Nyni vidime, Ze
pokud se prokaze, Ze cil (rfdpad proton) rozptyluje neelasticky, pakabeme
piedpokladat, Ze v jeho strukeumusi probihatdpaky vnitini proces (takovéastice musi
obsahovat menséastice). K tomuto procesu by n&m dojit, pokud jecastice dale
nedlitelna.[13]

1.3.5 Mieiv rozptyl

je pruzny (elasticky) rozptyl, ktery vznika na talaé velkych ¢asticich nebo molekulach
s roznéry srovnatelnymi s vinovou délkou dopadajicihderd nebo dokonce é&t&imi.
Vysledné rozptylené #éni je nerovnorrné. Jeho efekt nenfips zavisly na vinové délce
z&eni. Tento proces vede ke vzniku bilého rozptylenglitla, coz Ize vidt na oblacich

nebo mize.[13]

Rayleigho rozptyl .- Mielv rozptyl na
x Mieuv rozpty velkych Zasticich

»

Y

—* smér svételnych paprsku

Obr. 2: Druhy rozptyl u swtla [14]
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Tento rozptyl vytvéei pomysinou obalku Zani s ogejSi a intenziv§si predni ¢asti u
vétSichcéastic. Rozptyl se smi z izotropniho, tzn., Ze ma stejné intenzity sech snirech
(v roviné rozptylu), na anizotropni. NaruSi se veéam paprsku (Obr. 2).[15] Miev
rozptyl vytv&i ténet bilou z& kolem Slunce, kdyZ je ve vzduchiétemno mnohaastic.

Je také ficinou bilé barvy sétla v mize.[14]

1.3.6 Ramaniv rozptyl

Rozptyl, po kterém fotony maji BuvyssSi, nebo nizSi energii se nazyva Raimamwzptyl.
Obvykle tento druh rozptylu zahrnuje excitovani rafimiho stavu molekul, coz
piedstavuje nizSi energii rozptylenych fotionebo rozptyl na excitovanych molekulach,
které fedavaji svou vibrani energii dopadajicim fotdm.[14]

Jedna se o nepruzny (neelasticky) rozptyi, kberém je frekvence rozptylenéhoreai
zmeénéna [ sowasném zisku nebo ztéaenergie, ktera odpovida energetickym hladinam
v atomu nebo molekule. Zma se tyka vibrénich a / nebo rotamich vlastnosti molekul,
na nichz rozptyl nastane. Tohoto jevu se vyZivamroho forem diagnostické analyzy.
Ramariv rozptyl je velmi slaby a je obvykle mnohem men8% Rayleigho rozptylené
swtlo, takze musi byt &novana velka pozornost extrakci Ramanova sign&Rayeigho

signalu, zejména pro malé frekwain posuny — Ramanova spektroskopie.[13]

C. V. Raman roku 1928 objevil jev nepruzného rozptitery dnes nese jeho jméno a
vroce 1930 mu byla wtkna Nobelova cena za fyziku. Ramanrozptyl vytvai

rozptylené fotony, které se liSi ve frekvenci odaze z&eni, které rozptyl zjsobilo.[14]

1.4 Fyzikalni princip metody méieni rozptylu s\wtla

Optické vlastnosti koloidnich soustav jsou &ilaavislé na fyzikalnich vlastnostech
koloidnich¢astic. Zejména na jejich velikosti, elektrické wombti a vlastni absorpci &ta
latkou tvdici disperzni fazi. Z jav spojenych s interakci &a s koloidnimi soustavami
mnoho informaci poskytuje prévozptyl s¥ta. Rozptyl s¥tla nastava § interakci sétla

o vinové délcé s koloidnimic¢asticemi (o poloréru r) praw kdyz je splgna podminka:
A>r 3)

Podminka (3) plati pouze pro elasticky rozptytes Pokud neni tato podminka sgita,

dochazi k odrazu stla a pozorujeme zakal.[16]
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Metodami rozptylu sitla Ize stanovit velikostéastic, gyréni polongr, druhy virialni
koeficient, molarni hmotnost, tva&astic, interakcicastic.[15] V gredchozi kapitole jsou
uvedeny principy rozptylu $tla a nyni nasleduje vyuziti fyzikalnich pringipke kterym
pii rozptylu swtla dochazi. Existuji dva hlavni druhy — statickydgnamicky rozptyl

swetla.

1.4.1 Staticky rozptyl svétla

(také znamy jako "klasicky" nebo "Rayleigho rozptye neinvazivni metoda pouzivana
k charakterizaci molekul v roztoku. Princip $p@ v ntieni pamérné intenzity
rozptyleného sstla v ugitém ¢asovém intervalu, na rozdil od dynamického rozpsgu
tedy nemdii fluktuace intenzity rozptyleného &la vcéase. Naakumulovana intenzita

rozptyleného sitla je nasled& prirazena k uifité koncentraci.[17]

Klasickou teorii statického rozptylu &la za vySe uvedené podminky (3) vypracoval
Rayleigh. Tato teorie je zaloZzena na zaklptbdstavy, Z&astice se chova jako oscilujici
dipdl. Podle ni tento dipd6l vyraje pohicenou energii stta do vSech stran beze &ny

vinové délky. Rozptylena intenzitaswtla zavisi na:

elektrickych vlastnostech rozptyluji¢astice (polarizovatelnos)

vinové délce sitla 1

pozorovaci vzdalenosR

pozorovacim uhlé@

o — 8n4( = )2 (14 cos ) (4)

I A%R2 \4me,

V praxi se metoda statického rozptylu¢da na vypdet rozneéru rozptylujicichcastic
pouziva jen #idka. Divodem je komplikovany vyp®t roznéru rozptylujicich ¢astic.
Dnes se tato metoda vyuziva Kemi molekulové hmotnosti makromolekularnich latek.

Podrobny popis &etné matematického odvozeni lze najit v litetat{l6].

Touto metodou tedy Ize zjistit molekulovou hmotniodtuhy virialni koeficient (A), ktery

popisuje miru interakce mezi dispergovanyasticemi a progedim, pop. rozpoustdlem.

Ve vztahu k bakalgké préaci je dobré zminit, Ze znalost druhého i koeficientu Ize

vyuZzit k hodnoceni ,termodynamické kvality” rozptidia.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

Kladny A, charakterizuje termodynamicky dobré rozpeédit. To znamena, Ze interakce
polymer-rozpou&dlo jsou ¥tSi nez interakce polymer-polymer. Klubko polymeeautedy
zvétSuje. Pro zapornou hodnotu, e situace opma a klubko zmensSuje &vobjem a
shlukuje se. Rozpou&tlo vykazujici tuto vlastnost se nazyva termodyrc&miSpatné.
Nulova hodnota koeficientu Aznamena, Ze interakce jsou rovnocenné a klubkamiem
svij objem. Takova situace nastavd za pouZiti tzv.tatheozpoudtdla. V €chto
rozpoustdlech saetézce polymeru chovaji jako by byly tkeny pouze hmotnymi body a

navzajem spolu neinteraguji ani si fef@zi.[17]

1.4.2 Metoda DLS

Dynamicky rozptyl setla (DLS - Dynamic light scatteringje dilezita experimentélni
technika ve ¥d¢ i pramyslu. Také znama jako fotonova kokala spektroskopie (PCS -
Photon Correlation SpectroscopyZkratka PCS je pouze jednim zkolika riznych
néazwa, které byly v minulosti pouzity pro tuto technik@rvnim nazvem pro tuto techniku
byl kvazi-elasticky rozptyl sitla (QELS). Jestlize jsou fotony rozptyleny na nhoicih
casticich, proces je kvazi-elasticky. éni QELS poskytuji informace o dynamice
rozptylenych¢astic, coz dalo poah pro zkratku DLS. DLS i casow zavislé fluktuace
intenzity rozptyleného stla na ¢asticich konajici Browiwv pohyb. Z analyzy échto
vykyvi Ize ziskat informaci o difaznim koeficientu a kelsti ¢astic.[15]

Vysledky stanoveni velikosti koloidniafastic jsou obvykle vifimérené shod s vysledky

Z elektronového mikroskopu. &ité nesrovnalosti mezi vysledky z obou metoiZzou byt
prisouzeny rozdilu mezi hydrodynamickym pokmem, ktery niZze zahrnovat solvatai
obal ¢i naadsorbovanou vrstvu na povrcltéstic, a skuinym polongrem. UKité
odchylky také miZzou byt gisouzeny zminam velikosti¢astic ¥ piipraw vzorku pro
elektronovy mikroskop. Vzorky je totiz nutné vydugialSi zndny velikostic¢astic mohou
zpasobit interakce latky s elektrony. Ziskanarmérna velikost koloidnicléastic z DLS je
vazena podle paté mocniny (tz+averagg, takze velk&astice jsou velmi nadhodnoceny.
Dokonce se rive stat, Ze frakce malychastic se ztrati ve velké intenzizaeni

rozptyleného na velkyctasticich.[16]

DLS se stala @leZitou technikou, zaloZzenou na rozptylwt, pro studium vlastnosti
suspenzi a koloidnich roztibk biologickych roztok makromolekul a polymér Je to
technika neinvazivni a nedestruktivni. Je takéetd#é pro néreni rychlosti nafklad

mikroorganisni, které jsou fitomny v roztoku nebo analyze toku tekutin.[15]
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Pti obecném rozptylu s¥la je s«tlo, rozptylené odastic, v nahodné fazi, takZze nedochazi
k jeho interferenci. V fipact pouZiti laseru je si#lo koherentni a po jeho interakci
scasticemi k interferenci dochazi. ProtoZze se malétice v kapali& pohybuji diky
Brownovu pohybu (kap. 1.3.1),émi se vzdalenost, kterou musi urazit rozptylenglev

k detektoru. Rozptylené wWni mize interferovat v zavislosti na vzdalenosti m&gtici a
detektorem. Vysledkem jsou intenzitni fluktuace pty'eného z#eni okolo pémeérné

hodnoty intenzity. Z fluktuaci intenzity se ziskar&lani funkce (kap. 1.5.2).[16]

Dopad monochromatického paprsku rastice konajici Browiv pohyb zmsobi
Dopplefiv posun, coz se projevi 2Zmou vinové délky dopadajiciho paprsku. Tatcizen
souvisi s velikostiastic. Je tedy mozné vyfitat rozaleni velikostic¢astic (Obr. 3) a
popsat pohyb ¢chto ¢astic v médiu ale i #fit difzni koeficient ¢astic pomoci

autokorelani funkce.[18]

TN BRI RE RN AR RSN NN NN RN RTINS ORAERIREEERINED 1I

LR R N R R NNE iR
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B)
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Obr. 3: Castice v roztoku konaji Browniv pohyb a rychlost jejich pohybu je pouZita
k ur éeni velikosti ¢astic. Princip: malé ¢astice se ve stejném rozpou&dle pohybuji
rychleji (A) nez ¢astice vetSi (B).[15]

Tato technika je jednou z nejvice pouzivanych mepodl stanoveni velikosttastic.

Rozsah metody je od 0,3 nm dodf, coz je obtizné dosahnout jinymi technikami.[15]
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DLS metoda magkolik vyhod. RedevSim doba trvani experimentu je gomi kratka, vse
je tén®t automatizované, takze rutinni¢tani nevyzaduji rozsahlé zkuSenosti uZivatele.
AvSak piprava vzork a interpretace vysledkjiz vyzaduji zkuSeného experimentatora
s dobrymi teoretickymi znalosti v dané oblasti. Kaéni systémy ¥tSinou pracuji pouze

pod jednim Uhlem (90°) a pouzivag@rvené s¥tlo (675 nm).[18]

Dynamicky rozptyl v zasadneni tak pesny pro rozliSeni malych oligontenez klasicky
rozptyl swtla. Totéz plati i pro wfeni sedimentai rychlosti. Vyhodou pouZiti
dynamickéeho rozptylu je moZnost analyzovat vzorkgahujici Siroké distribuce driuh
znané rozdilné molekulové hmotnosti a detekovat velmildnannoZstvi vysSich
molekulovych hmotnosti (< 0,01% v mnohidgadech).[18]

Dnes je DLS standardni nastroj Siroce pouzivanyikiap ve farmaceutickém fmyslu.
Znalost zjifovanych paramaeirje dilezita, protoze vlastnostiastic jako jsou velikost a
tvar ovliviwuji nagiklad u bilkovin jejich rozpustnost, distribuci ¥lé¢ a nepimo také
technologii jejich vyroby.[15]

1.4.3 Ramanova spektorskopie, Stokdss a anti-Stokediv posuv

Princip Ramanova rozptylu sgigd ve dvoufotonovém #&ém prechodu mezi dtma
vibratnimi stavy molekuly.[19] Energie jednotlivych stemiZzeme oznét za & a B. (B
> E;) Tento echod je vyvolany interakci s fotonem dopadajid&eni o frekvenci:

vo = L, (5)
Molekula pak emituje tato ¥éni:
» z&eni se stejnou frekvenci jako ma dopadajitéziay) — Rayleigliv rozptyl
» s frekvenciy{ <vg) — Stokesv rozptyl

* nebo s frekvenciv(> vo) — anti-Stokesv rozptyl Ramaiiv rozptyl



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22
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Obr. 4: Stokediv a anti-Stokediv rozptyl [20]

1.5 Experimentalni data z DLS a jejich vyuziti k charakerizaci vzorku

Z dat ziskanych zisté fyzikaIni podstaty kvazi-elastického rozptyluéda lze spditat
castice nejen v materialovychédach je velikosiastice. Pro fesre kulovité castice Ize
fici, Ze jejich velikost odpovida jejichionéru respektive pologru. Pro nekulové&astice
se jejich velikost musi definovat s ohledem na mhetoeieni. Proto se pidtaji takzvané

ekvivalentni piiméry, ¢imz se v prvéad mysli pfiméry ekvivalentnich kouli.[7]

1.5.1 Ekvivalentni praméry (poloméry)

Mezi ekvivalentni piméry resp. polordry, které |ze zréit metodou rozptylu sitla, pati:

1.5.1.1 Hydrodynamicky polondr — Ry

Méefenym Gdajem v dynamickém rozptyluéda (DLS) je korelani kiivka. Korel&ni
kiivka nese vSechny informace tykajici se dift@estic v méteném vzorku. Difazni
koeficient (D) se vypdta prevedenim koretmi kiivky na exponenciélni funkci, kde D je
ameérny dok& poklesu exponencidly. Hydrodynamicky pokm(Ry) se pak vypéita
z difuzniho koeficientu pomoci Stokes-Einsteinowyvrice, kde k je Boltzmannova
konstanta,T je termodynamicka teplota, je viskozita prosedi af = 6mmRy je frikéni

koeficient tuhych kulovyckiastic ve visk6znim prosdi.[21]

D="=—" (6)

f  emnRy
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Podle definice pak polo&n méieny metodou DLS je poloin hypotetické tuhé kulovité
¢astice, kterad difunduje stejnou rychlosti jako zkamacastice. V praxi vSak plati, Zze

makromolekuly v roztoku jsou nekulove, dynamicksobvatované.[21]

1.5.1.2 Gyraéni polomer — Rs

Vedle hydrodynamického polamu se pro charakterizaci polymernich molekalsto
pouziva tzv. gyréni polongr. Gyrani polongr je definovan jako mimérna hodnota

v M

Rozdlime-li polymer nax malych dilki (hmotnych bod), pak nizeme gyrani poloner
definovat jako:

1
s2=13rxst, (7)

kde x; je hmotnosti-tého bodu & je jeho vzdalenost od#ist. Symbolx predstavuje
hmotnost celého polymeru a je roven gunSechx. Pokud maji vSechny dilky stejnou
hmotnost, jde vzorec (7) zjednodusit do tvaru:

s2 ==30s?, 8)

n

kde n je patet hmotnych boiél Gyrani polormér je pak kvadratickym imérem

vt

statického rozptylu s¥la bez ohledu na tvaastice.[12]

1.5.1.3 Nekteré dalSi ekvivalentni pimery

Nasledujici ekvivalentni pmery nelze n&iit metodou rozptylu sétla, proto je zde uveden
pouze jejich kratky fehled. Mezi dalSidZné ptiméry pati objemov-ekvivalentni pémer
Dobj. Jedna se o pmér koule stejného objemu jako vybrana nepravidelastice o
objemu \{,

1

Dovj.= (2Ve. ) ©)

T

Povrchov-ekvivalentni pémer Dy, je primér koule stejného povrchu jako vybrana
nepravideln&astice o velikosti povrchu:SDalSi druhy ekvivalentnich pméra lze najit
v literatute [7].

Dpov-= (=5 ) (10)
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Obr. 5: Srovnani hydrodynamického (Ry),
gyraéniho (Rg) a geometrického (R)
poloméru [23]

1.5.2 Autokorelaéni funkce

Z&kladem metody DLS je &eni fluktuace intenzity rozptylenéhoétha z laserového
zdroje (koherentni zéni) okolo jeji pimérné hodnoty. Tyto fluktuace souvisi
s interfereinim zeslabovanim a zesilovanimétsa rozptyleného na nestacionarnich
¢asticich disperzni faze podléhajicich Brownovu pfehyOkamzZitou hodnotu fluktuace
intenzity véase (t +t) popisuje pro velmi malé hodnotytzv. autokoreléni funkce gf).
Experimentala zjiSttny pribéh této funkce je pro monodisperzni systémy

aproximovatelny exponencialni funkci ve tvaru:
9(1) =exp (-1, (12)

kde t. je tzv. relaxani ¢as (doba navratu fluktuace kuapmérné hodnat intenzity
rozptyleného sitla). Hodnota relaxamiho ¢asu vykazuje souvislost k difuznimu

koeficientuD rozptylujicich¢éstic. (menStéstice se pohybuji rychleji, a tudiz fluktuace
vyvolané jejich pohybem také rychleji zanikaji) tPkaztah:

7c =3DQ” (12)
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kde Q je vinovy vektor a D je difuzni koeficiento#thota vinového vektoru je t¢ena
vinovou délkou primarniho gtelného paprskiv a ahlem®, pod kterym je intenzita

rozptyleného sitla merena.

* -
velke castice

A My

intenzita

- >
tas
A
© malé castice
| AR AL

tas

Obr. 6: Fluktuace intenzity rozptyleného

swtla pro velké a malé¢astice [15]

Pro vinovy vektor pak plati:
m\ . 6
Q = (47) sin-. (13)

Ze ziskané hodnoty difuzniho koeficientu Ize pakituna zaklad Stokes-Einsteinovy

rovnice hodnotunydrodynamického poloméru Ry rozptylujicichcastic:
Ry = (_) Q*tc, (14)

V pripact polydisperznich vzorkje tvar autokorekni funkce vlivem pispivki od tizre
velkych castic podstath komplikovargjSi.[24] Pro ¢astice polydisperzni nebdastice

s charakteristickou velikosti blizici se vinovéaétopadajiciho paprsku je autokotala
funkce dana satiem jednotlivych pispevka od vSechiastic. Mezi nejznagjSi programy

na vypaet autokoreléni funkce pai kumulani metoda, algorytmus CONTIN a metoda
maximalni entropie.[25] Kumutai metoda pro analyzu dat ziskanych z DLS byla
predstavena v roce 1972. Autorem je Dennis Koppeljiaogvozeni Ize najit v literaite
[26].
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Alternativni metoda pro analyzu autokokglafunkce je zaloZzena na &pé Laplaceo¥
transformaci a je oziavana jako CONTIN. Autorem této metody je SteveavEncher.
Metoda CONTIN je vhodna pro polydisperzni a multdéaimi systemy, které nelzesit

kumulani metodou.[27]
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Obr. 7: Vyznam korelaéni funkce pfi interpretaci dat [15]
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Obr. 8: Vyznam korela¢ni funkce pii interpretaci dat — konkrétni
piiklady [17]
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2 KYSELINA HYALURONOVA A JEJi SODNA S UL

Kyselina hyaluronova (HA) je linearni polysachamd vysoké molekulové hmotnosti
vyskytujici se prozerge ve vSech zivych organismech. KdyZz neni vazana algi d
molekuly, vdZe na sebe vodu za vzniku viskoelaétimkoty podobné "Zelé". Hyaluronan
je linearni polyanion tv@ny opakujici se disacharidovou jednotkou kyseliha—

glukuronova a N — acetylglukosamin. Mezi biologickénkce HA paii zachovani

elasticity kapalnych tkani, jako je synovialni téka v kloubech a ve sklivci oka, kontrola
hydratace tkani a transportu vody.[28, 29, Bf]] funkce vdle je mimo jiné vazat vodu a

za Welem mazani pohyblivyctésti Ela jako jsou klouby a svaly.

2.1 Historie

V roce 1934 Karl Meyer a jeho kolega John Palmeloizali diéive neznamou chemickou
latku ze sklivce kravskychéa Zjistili, Ze latka obsahuje dunolekuly cukru, jedna z nich
byla uronova kyselina. Proto navrhli nazev "kysalityaluronova”. Tento popularni ndzev
je odvozen ze slova "hyalos", coZijgcké slovo pro sklo + uronova kyselina.[31] V té
doke newdeli, Ze latka, kterou objevili, by mohla byt jednaunejvice zajimavych a
uzitetnych girodnich makromolekul.[32] Termin "hyaluronan” Ipjedstaven v roce 1986
v souladu s mezinarodni nomenklaturou polysachaadtorem je Endre Balazs.[28] HA
byla nasled& izolovana z mnohauenych zdroj o niznych fyzikalg-chemickych
vlastnostech. Struktura a biologické role tohotdygacharidu byly studovany v mnoha
laboratdich.[32, 33]

2.2 Vyskyt

Kyselina hyaluronovd se z chemického hlediskataeéi mezi glykosaminoglykany
s vysokou molekulovou hmotnosti, sklada se z dm@dh N-acetylglukosamin a

z kyseliny glukuronové. Tato pammé jednoducha struktura je zachovana u vSech
sava.[34] V téle se HA vyskytuje ve forthsoli a nachazi se ve vysokych koncentracich
v mnoha nikkych pojivovych tkanich getré kiZze, pupeéni sury, synovialni tekutiny a ve
sklivci. Vyznamné mnozstvi HA se také nachazi wiph, ledvinach, mozku a svalové
tkéni.[32]
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2.3 Vyuziti

HA byla poprvé pouzita v roce 1942, kdy Endre Balpazadal o patent pouzivat HA jako
nahradu za vagmy bilek u pekarenskych vyrobkPrvni lékdskou aplikaci hyaluronanu
byla ndhrada sklivcefpoperaci oka na konci 50.tych let 20. stoleti. Heany hyaluronan
byl pavodreg izolovan z lidského pugeiku a kratce poté z kohoutictieberi ve vysoce

cisté podob a s vysokou molekulovou hmotnosti.[31]

Uz v 60.tych letech se vyuzivalai pecbé popalenin a koznichigdi. Od roku 1979 je na
trhu uenda pro pouziti vani chirurgii, kde se vyuziva k dasnému vypléni prostoru
predni komory ¢éni nagiklad pi implantaci¢o¢ky nebo pi operaci Sedého zakalu.[32]

Jeji konzistence a Setrnost ke tkanim umogg pouZziti v pé& o pokozku, jako jsou
hydrat&ni krémy apod. Kyselina hyaluronova je jednou zviegj hydrofylnich (vodu
vazajicich) latek.[32] Jeji unikatni vlastnosti Bpe biokompatibilitou vedly k jejimu
pouziti viad lékarskych aplikacich, etns doplréni kloubni tekutiny fi artritidé [35, 36,

37] nebo v @ni chirurgii, a také k usnadni hojeni a regenerace chirurgickych ran.[32, 38]

Mnoho vyjimenych fyzikalre-chemickych vlastnosti HA, napunikatni viskoelastické
vlastnosti a schopnost vazat vodu, dovoluji jégne aplikace obzvl&Stve farmacii,
medicirgé a na poli kosmetiky. Pokgjici vyzkum se nyni soustuje na pouziti HA pro
razné terapeutické aplikace v oftalmologii, dermagola pi osteoartroze. Charakterizace
hydrodynamickych vlastnosti HA a detailni znalagt molekularni struktury jsou velmi

dulezité pro jeji efektivni aplikace.[39]

2.4 Chemicka struktura

Kyselina glukuronova a N-acetylglukosamin jsou mjepy pomoci stdavep-1,4 ap-1,3
glykosidické vazby (Obr. 9). VSechny objemné skyp{hydroxylové, karboxylové a
acetamidové) se nachazi ve stéricky vyhodnych pdgizatimco vSechny malé atomy
vodiku zaujimaji stéricky ménpriznivé axialni pozice. To znamen4, Ze strukturatioh

disacharidu je energeticky velmi stabilni.[32]

Patet disacharil v molekule hyaluronanu iie dosahnout vice nez 10 000 s molekulovou
hmotnosti ~ 4 miliony daltan (kazdy disacharid je ~ 400 daltgn Pramérna délka
disacharidu je ~ 1 nm. TakZe molekula hyaluronantiOsO00 mery rze nefit 10

mikrona, priblizné stejré jako v pimérny lidsky erytrocyt.[32, 40]
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Hyaluronat sodny tvd v tuhém stavu hexagonalnifidku o rozndrech a = 1,17 nm se
vzdalenosti opakujici se jednotky 2,85 nm a nackazve forni trojietézcové svinuté
Sroubovicové struktury. Byl take zj&t jeji vyskyt ve fornd monoklinické niizky ve

forme dvojretézcoveé svinuté Sroubovicove struked41]

CH,OH
HH'”DCH
D - glukuronova kyselina N -ECEMQ'UEOSEWIH

Obr. 9: Chemicka struktura HA [32]

2.5 Struktura HA v roztoku

Ve fyziologickém roztoku je osa molekuly hyaluronawyztuzena vnihimi vodikovymi
mustky a interakcemi s rozpogdtem. Axialni atomy vodiku jsou nepolarni, relativn
hydrofobni, zatimco rovnikové postraniéttzce jsou vice polarni a hydrofilni, to
zpasobuje tercialni strukturu ve fosrsroubovice. Roztoky hyaluronanu vykazuji velmi
neobvyklé reologické vlastnosti a jsou mif@dre hydrofilni. V roztoku retzce
hyaluronanu zaujimaji formu expandovaného polynmerrklubka. Tytotettzce se ve
velmi nizkych koncentracich mohou navzajem proplést mize gispét k neobvyklym
reologickym vlastnostem. P vysSich koncentracich maji roztoky extré&mumysokou
viskozitu. Roztok o hmotnostni koncentraci 1%hmjajeo gel, ale kdyz je pod tlakem,
pohybuje se snadno aie s nim byt manipulovano pomoci malé idjgljehly.

Mimoiadné reologické vlastnosti roztoku hyaluronanu & dlaji idealni mazivo.

Hyaluronan odduje wétSinu tkani, které se po sbhavzajem pohybuiji.

Jak jiz bylo zmigno, polymer v roztoku zaujima vyztuzenou Srouboswow strukturu,
kterd obsahuje vodikové Ustky mezi hydroxylovymi skupinami podéfetizce.
V dusledku toho jeji klubkovita struktura pojme azdisésobek vody.[32, 40]
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Molekula HA ve svych strukturach obsahuje karboxglskupiny —COOH, které jsou
disociovatelné. Z tohototdodu se ve vodnych roztocich chova jako zapomabity
polyelektrolyt a jeji konformace, tvar a stuipbydratace zavisi na stupni disociace. Na

stupdi disociace ma vliv pH, iontova sila &itomnost klada nabitych iond.[41]

2.6 Syntéza HA

Syntéza buéné HA je unikatni a vysocizeny proces. ¥Sina glykosaminoglykanje
vytvoiena v Golgiho aparatu. HA jgipzere syntetizovana v integralnich membranovych
proteinech zvanych hyaluronové synthazy, z nichathdvci maji ti typy: HAS1 a HAS2

a HAS3.[42]Hyaluronové syntézni enzymy syntetizuji velké lmégpolymery s opakujici

se disacharidovou strukturou hyaluronanu.[32]

2.7 Biochemie HA

U savd dochazi k enzymatické degradaci HAspbenimiti typi enzymi: hyaluronidaza
(hyaluronidase, zkr. hyase)3-D-glukuronidaza ap-N-acetyl-hexosaminidaza. Tyto
enzymy se nachazi ¥lé v niznych formach a to intracelul&ma v séru. Obeénplati, ze
hyaluronidaza &pi vysoké molekulové hmotnosti HA na menSi oligbsaicly, zatimcg-
D-glukuronidaza $#-N-acetylhexosaminidaza degraduji tyto fragmentyasacharid.[32,
43]

Hyaluronidaza snizuje viskozitu hyaluronové kysgli€imz se zvySuje propustnost tkani.

Z tohoto divodu se pouziva v lékstvi ve spojeni s jinymi léky, aby se urychlilaighj
dodavka a rozptyleni. N&gstji se pouziva v éni chirurgii v kombinaci s lokalnimi
anestetiky. Nkteré bakterie, jako j&taphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes et
pneumoniae a Clostridium perfringenprodukuji hyaluronidazu jako prdéstiek pro
zvySeni mobility progednictvim &lesnych tkani a jako antigenniegtrojeni, ktera brani
jejich rozpoznani fagocyty imunitniho systému.[32, 45]

Kyselina hyaluronova mdadu ochrannych fyzikadéachemickych funkci, které mohou
poskytnout dalSi chondroprotektivnéidky in vivo a mizou vyswtlit jeji dlouhodolgjsi
acinky na kloubni chrupavku. Kyselina hyaluronovdéz®a redukovat nervové impulsy a
nervovou citlivost spojenou s bolesti. Yigad osteoartr6zy maji glykosaminoglykany
ochranné &inky na chrupavky a je znamo, Ze exogenni kysdiyauronova by rla byt

z&tleréna do chrupavky.[46]
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Exogenni HA snizuje produkci a aktivitu pro2#livych mediatofi a ma vliv na chovani
burék imunitniho systému. Mnohé z fyziologickyclirikia exogenni HA mZou byt
funkci jeji molekulové hmotnosti. Hyaluronan je mehygroskopicka latka a tato vlastnost
je velmi dilezita pro hydrataci tkani a osmotickou rovnovar).Kromé své funkce jako
pasivni strukturalni molekula, hyaluronan také fujegjako signalni molekula interakci
s receptory na povrchu b&n a reguluje bu&né proliferace, migrace a diferenciace.

Hyaluronan je také nezbytny pro embryogenezi.[48]

Funkce hyaluronanu jsouiznorodé. Jeho hygroskopické vlastnosti vyznamowliviuji
hydrataci, ale také je schopen komunikovatagdou receptdr, coz vede k aktivaci
signalnich kaskad, které owiivji buné¢nou migraci (§eni) a genové exprese.[32, 49]

2.8 Vyroba HA

V souwlasné dob lze vyrobit velké mnozZstvi prepatiatna béazi HA o #znych
molekulovych hmotnostech. V medigitze vSak uplatnit pouze jen ty preparaty, které
neobsahuji velké mnoZstvitmodnich bilkovin. Ty s€asto velmi snadno daji detekovat
pomoci UV-VIS spektroskopie. ZvySeny obsah bilkoliyn mohl mit za nasledeKizna

zapalova onemoeni apod.[41]

Prvni metodu pro izolaci &isteni HA pro farmaceutické a@ly vyvinul Balazs. Jeho
metodou Ize ziskat preparaty s 0,5%hm. obsaheraviilla vygznost produktu je 0,9 g/kg
vychozi suroviny. Jak bylo uvedeno vySe, vychoziogmou byla pedevSim pupani
Saara a kohouti febeny, které se musi zmrazit, cofiggbi rozruSeni buinych stn a
takto upraveny material sieZze a extrahuje pomoci etanoluilpvkem cetylpyridia
chloridu, chloroformu a vody. Ziskany extrakt &sti a upravuje se jeho pH a iontova
sila.[41]

Podlec¢eskoslovenského patentu je mozné izolovat vyssteu HA s konénym obsahem
bilkovin pod 0,1 %hm. i vytéZznosti 1,6 g/kg vychozi suroviny. Podstata tolagissobu
je zaloZzenad na modifikaci ¢kterych polarnich skupin v molekulach kontaminugfci

bilkovin, které tvéi vazby na HA.

Pro kosmeticky pirmysl je hlavni produini metodou HA kultivace baktertreptococcus
equi a Streptococcus zoopidemicuKultivace &chto bakterii se provadi v roztocich
glukdzy s obsahem kvasinek a sdiitpplot 33°C a pH 8,5.[41]
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2.9 Viskozita roztoku HA

e

Limitni viskozitni¢islo ] predstavuje jednu z nejtezit¢jSich prongnnych, které popisuji
chovani tedného roztoku polymeru. Je to mira hydrodynamickébgemu zabraného
makromolekulami v roztoku, a proto je obrazem [ejielikosti. Vztah mezi limitnim

viskozitnim¢islem a molarni hmotnosti popisuje tzv. Mark-Houkeiva rovnice:
[n] = K X M*, (15)

Tato rovnice poskytujefpmé informace o konfiguraci a konformaci polymemietézci

ve Zedném roztoku za danych podminek (tj. rozpedt a teplota). Grafy Mark-
Houwinkovy rovnice linearnich polymierjsou linearni v celém rozsahu molarni
hmotnosti, zatimco jeji zékené grafy indikuji rozstvenou strukturu. Sklon grafu, tedy
Mark-Houwinkiv exponent, nese informace o interakcich polymepoostdio a

molekularni konformaci a konfiguraci.

Hodnoty parametra linearnich polymer v termodynamicky dobrych rozpogdtech jsou
kolem 0,7; hodnoty v rozsahu okolo 0,8 - 1,&k@y az 2) indikuji expandovanou
konformaci. Bi tzv. theta podminkach je exponemtroven 0,5. KonstantK a a jsou
konstanty pro dvojici polymer — rozpoaglo, které je nutno @it experimentald na

zakladt molarnich hmotnosti stanovenych jinymi metodampnrozptylem stla)

Mark-Houwinkova rovnice se takéasto pouZiva pro stanoveniupwrné molarni
hmotnosti. Nicmé& presnost molarnich hmotnosti ziskanych timtésppem velmi zavisi
na spolehlivosti paramétK aa. Vzorek musi byt ren za stejnych podminek, jaké jsou

pouzity pro stanoveni Mark-Houwinkovych paranmetr

Mark-Houwinkiv exponent zavisi na molarni hmotnosti HA. Poklegpomentu a
srostouci molarni hmotnosti se v§duje jako disledek pechodu expandované
konformace fi nizkych molarnich hmotnostech do konformace stiakého klubka p
vysokych molarnich hmotnostech. Nevyhoddivel publikovanych vysledkbyl relativre
nizky paet analyzovanych vzotk Nagiklad # rizné Mark-Houwinkovy exponenty
uvadi autdi [50] na z&klad experimentalnich dat pro pouhych Sest vadg0, 51]

Kyselina hyaluronova se pouziva jiz vice nez 20vieanoha produktech po celemegy
kvili jeji biokompatibilitt, biologické rozlozitelnosti a snadno modifikovakelchemické

struktue a dalSim vlastnostem, které se vyuzivaji pro oieské dely.[52]
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3 KVARTERNI AMONIOVE SOLI

Jsou syntetické derivaty amonium chloridu, ve ktefjgouctyii vodiky kationtu amonia
nahrazeny organickymi skupinami. Nejmiénedna z d&chto organickych skupin
piedstavuje zbytek dlouhého alifatickeéhettzce.[53] Vodné roztoky QAS sniZuji
povrchové nagti. VétSinou se vyrabi jako chloridy, mengast vyroby pedstavu;ji
bromidy, jodidy a nitraty. PouZzivaji se jako deekihi latky, tenzidy a antistatickanidla
(nagiklad v Samponech).[53, 54]

3.1 Antimikrobialni pouziti QAS

QAS nejlépe dinkuji proti grampozitivnim bakteriim. Dobre&iaky také vykazuji proti
houbam, amébam a zapobaym vitim. Uinek QAS spéiva v destrukci busné
membrany a bilkovin. QAS nejsoutl Uc¢inné v @gitomnosti organickych sl@enin, ale
kombinaci s fenoly Ize jejichéinnost zvysit. Winné hladiny QAS se pohybuji okolo 200

ppm. Jejich dginnost je omezena teplotou 100°C.[55]

3.2 Terminologie dané oblasti

Tenzidje povrcho¥ aktivni latka, kterd uz v malych koncentracichsohopnost hromadit
se na fazovém rozhrani a tim sniZzovat mezifazovargé soustavyDetergentje snes
tenzidi a dalSich latek, které maji detergenvlastnosti. Detergénimi vlastnostmi se
rozumi schopnostipvadt neiistotu z pevného povrchu do objemové fa3aponatje
starSi (nefesny) nazev pro syntetické tenzidfgyndet je zkratka pro synteticky
detergent.[56]

3.3 Povrchow aktivni latky (PAL)

Nekteré molekuly mohou obsahovatédadlisSné slozky, které se lisi v afitiike svym
rozpou&tdlam. Cast molekuly, ktera ma afinitu k polarnim rozpe@d&im, jako je voda, je
gast hydrofilni. Cast molekuly, kterd ma afinitu k nepolarnim latkajako jsou
uhlovodiky, se nazyvé&ast hydrofobni. Molekuly, které obsahuji oba typymjponent,

jsou amfoterni (amfifilni). (Obr. 10, ilustrace A).

Tyto molekuly vykazuji odliSné chovaniipnterakci s vodou. Polarniast molekuly se
snazi navazat interakci s vodou, zatimco nepolést se interakci s vodou vyhyba.

Existuji dva zfisoby, jak takova molekula zvladne oba tyto stavy.
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Amfifilni molekula zaujme takovou pozici, Ze polékést interaguje s vodou a nepolarni
¢ast sndtuje nad povrch (auz do vzduchu nebo do nepolarni kapaliny), jakn@zorgno

na obrazku B. Rtomnost &chto molekul na povrchu naruSuje soudrzné eneigigonrchu

a tim snizuje povrchové né&p Takové molekuly se nazyvaji povrckoaktivni latky
(PAL) neboli surfaktanty.[57]

Podle charakteru poléarni ,hlavy (kation, anion,o@iny ion — zwitterion, polyoki

polyether) se tenzidy&tl na:
» kationické
* anionické
» amfoterni (zwitteriontové)

* neionické [54]

| - i -L.
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|

A B c

amfifilni molekula vzduch \J ‘— -

Obr. 10: Vlastnosti micel [7]

DalSi uspgadani ¢&chto molekul dovoluje, Ze molekuly mohou tagregaty, které maji
hydrofobnic¢asti orientované doigtdu koule, kterou tud. Hydrofilni ¢asti jsou vystaveny
pusobeni rozpoudtlla. Tyto agregaty se nazyvapnicely. Friklad kulové micely je

zobrazen vySe (Obr. 10, ilustrace C). Obrdzek 10Gwtno chdpat jako ilustrativni,
protoze ve skutmosti je sted micely propleten hugt hydrofobnimiifetzci nez mista

dale od gedu.[57]
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Podil molekul pitomnych na povrchu nebo jako micel v kap&lzévisi na koncentraci
tenzidu. B nizkych koncentracich zaujmou surfaktanty @ddani na povrchu. Jak se

povrch zg&ina stavat feplnény povrchov aktivnimi molekulami, z&naji se tvait micely.

3.3.1 Kationické tenzidy

Kationické tenzidy vykazuji i vyznamny mikrobicidnefekt. Jejich biologick&
rozloZitelnost je oproti anionickym tenzich obec® horSi. Témsi u vSech kationickych
tenzidh je kationtem kvartérni dusikovy atom. Katonickézidy jsou hlava kvartérni
amonioveé soli, a to chloridy, methosulfaty neborbidy. Kvartérni amonioveé soli ezou

obsahovat jeden a#i telSi alkyly.[56]

Kationické tenzidy se pouzivaji do kondiciénéh gipravka pro vlasovou kosmetiku a
do avivazi. Anionické tenzidy nelze kombinovat sida@ckymi, nebd@ se vzajemé srazeji
a vznikA nerozpustny aglomerat.[56] Mezi kationickéenzidy pati i
hexadecyltrimethylammonium bromid (CTAB), ktery byl pouZzit i métenich v rdmci
této prace. Konkrétni informace o anionickych i atafnich tenzidech lze najit v literétu
[53].

CHj,
| + .
\/\/\/\/\/\/\/\/T_CHS y

CHs

Obr. 11: Strukturni vzorec CTAB [7]

3.3.2 Vliv povrchové aktivnich latek (PAL) na rychlost reakce

V piitomnosti povrcho¥ aktivnich latek dochazi uckterych reakci ke zrychleni reakce
10x-100x. Ve zvlastnichifpadech mze byt zrychleni reakce j€Sb fad vyssSi. Tyto
zmeény nejsou zfisobeny pitomnosti PAL, ale jsou vysledkem fegpojenych se vznikem

a pritomnosti micel. Tento druh katalyzy se nazyva harce katalyza.[58]

3.4 Kriticka micelarni koncentrace (CMC)

Koncentrace, f které se vroztoku prévzainaji tvait micely, se nazyva kriticka
micelarni koncentrace (CMC). Hodnoty CMC se pipné latky pohybuiji v rozmezi 10
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az 10° mol/l. Pod touto koncentraci je micelarni koloidsystému pouze ve fokm
unimernich molekul, nad ni vSechniidavané molekuly asociuji do micel.

K nalezeni CMC nize byt pouzito réfeni povrchového na&fi. Graf povrchového nag
versus logaritmus koncentraciédaného surfaktantu obvykle vypada takto:

'\

CMC

povrchové napéti

o

koncentrace

A : B c

Obr. 12: Zavislost povrchového napti na koncentraci surfaktantu

s vyzna&enym bodem CMC [57]

V tomto grafu lze viét tti faze:

1. F¥i velmi nizkych koncentracich surfaktantu je zjitgt pouze nepatrna zma
povrchového nafti.

2. Fi jeho piidavku se povrchové néip snizuje

R4

3. Povrch se stava zaphym, nenastavaji zadné dalSiémy v povrchovém naibi.

Jak je uvedeno vySe, techniky pro zjst CMC neienim povrchového n&fi jsou

jednoduché a fimocaré. Vznika graf zavislosti povrchového #s#pversus logaritmus
koncentrace. CMC se nachazi v Bod némz se d¥ linky protinaji. Graf povrchového
nagiti versus logaritmus koncentracéide byt sestrojen po &eni série réiné smiSenych
roztokii nebo automaticky pomocfiptroja Attension Sigma 700 nebo 701. &iimichéni
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a testovani povrchového rip pro fadu roztok je ¢asow nar@né a obtiznéCas na
piipravu se mize pohybovat od minut az po hodiny.[57]

3.4.1 Vlivy hydrofilni skupiny surfaktantu na CMC

Zmeéna skupiny v hydrofilnicasti surfaktantu ma vliv na CMC. Obe&crplati, Ze
surfaktanty obsahujici iontové skupiny v hydrofiéasti maji vy$Si CMC nezZ ty s obsahem
neionogenni skupiny.[52] To je &pobeno repulznimi silami mezi skupinami hydrofimic
skupin sousednich molekul surfaktantu. Surfaktaobgahujici hydrofilnic¢asti typu
zwitterion, maji obvykle mensi CMC nez ty, kterésabuji iontové skupiny ve svych
hydrofilnich ¢astech.[59]

3.4.2 Vlivy hydrofobni skupiny surfaktantu na CMC

Hydrofobni skupiny surfaktantu maji také vliv nadnotu CMC. Obech plati, Ze CMC
klesa se zvySujicim se giem atoni uhliku v alkylovémietzci az do hodnotyfiblizné
16-18 atoni uhliku (pro gimy alkylovyietzec).[52] Jako orientai pravidlo pro ionické
surfaktanty plati, Zeifdavek jedné methylenové skupiny na hydrofobni ecési hodnotu
CMC na polovinu. Pro neionické surfaktanty a sudaky typu zwitterion plati, Zefjplani
methylenové skupiny snizuje CMCilplizné o 80 % ve srovnani s maés&ou CMC.
Obecr plati Ze, atomy uhliku na rogwenych hydrofobnichietzcich maji polowni vliv
na CMC jako atomy uhliku na rovnyckettzcich. Ridani fenylové skupiny na
uhlovodikovytetézec odpovidaiblizn¢ 3,5 methylenovym skupinam.

Dvojna vazba uhlik-uhlik zvySuje CMC ve srovnanidtejne, ale nasycené stenirg.
Sloweniny s cis konformaci dvojné vazby maji vyssi CMC neZz skniny strans
konformaci dvojné vazby. KdyZ je kyslik nebo hydraxé skupina fidana do hydrofobni
¢asti, CMC se zvySuje. Methylenové skupiny me&mito polarnimi skupinami a
hydrofilni skupinou hlavy majifiblizné polovicni vliv na CMC jako by mili v pripac
absence polarni skupiny.[52, 59]

3.4.3 Vliv pr¥idavku elektrolytu na CMC

Pritomnost elektrolyt zasadw ovliviiuje proces tvorby micel. Primérnlochazi ke snizeni
CMC v roztocich tenzid ovlivnén je i rozner micel. Napgiklad CMC anionického
detergentu dodecylsulfatu sodného (SDS) je cca ®lfnale v gitomnosti 150 mmol/l
NaCl je CMC snizena na 1,4 mmol/l.[60] DalSi sniZeMC na 0,9 mmol/l bylo nalezeno
po pidani 350 mmol/l NaCl. Snizeni CMC poiigavku soli bylo prokadzano i u
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kationickych Cisticich tenzid, veetns dodecylammonium chloridu,
docyltrimethylammoinum bromidu, a cetyltrimethylamnium sulfatu.[60, 61] SniZeni
CMC v pitomnosti elektrolyi u ionickych tenzid je prava@podobr v dasledku snizeni

v naboje obklopujiciho skupiny iontové hlavy.

3.4.4 Faktory ovliviiujici CMC a agregani €islo
Zvyseni CMC - dvojné vazba uhlik-uhlik
- polarni skupiny bez‘ftomnosti hydrofobnihdetzce

- ionické skupiny v hydrofylniésti tenzidu

Snizeni CMC zvysujici se et methylenovych skupin v alkylovéfatezci
fenylové skupiny v alkylovérregzci
fluorouhliky na hydrofobnirretézci

piidavek elektrolyi do roztoki ionickych tenzid [59]

3.4.5 Agregaéni ¢isla

DalSi fyzikalni vlastnosti micel je agrega ¢islo. Je to p&et monomael tenzidu tvdicich
praw jednu micelu [52, 62, 63]. &Sina tenzid pouzivanych pro biochemické aplikace
ma agregéni ¢isla v rozmezi od 50 do 100.[64] Vyjimkou jsotkteré derivaty Zltovych
kyselin, které maji agregai cisla okolo 10. Tenzidy s menSimi agré&gani ¢isly maji
tendenci tvaéit vice sférické micely, zatimco tenzidy $t$imi agreganimi cisly maji
tendenci vytvéet micely ve tvaru elipsoidu. Obecmplati Ze,cisla agregace se zvysuji
s nafistajici délkou uhlovodikovéhtetézce. ZvySeni teploty roztdkionickych tenzid
také zmisobuje naist ¢isla agregace. Agredai ¢isla mohou byt stanoverfadou metod

véetne rozptylu sw¥tla.[65]

Ze znalosti hodnoty CMC daného tenzidu a aghei cisla Ize zjistit gkolik dialezitych
parametii vcetrg koncentrace micel ifftomnych vroztoku a molekulovd hmotnost

agregatu micel. Za idealnich podminek Ize koncentrécel zjistit ze vztahu:

[cMC]
AN

[micely] = [tenzid] — , (16)
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kde CMC je kriticka micelarni koncentrace a AN ggega&ni cislo.

Molekulovd hmotnost agregatmicel (aggregate molecular weight — AMW) se pak

vypcocte jako:
AMW = AN .M. (17)

V rovnici (17) je symbolem M oziana molekulovd hmotnost monomeru. Molekulové

hmotnosti agregétmicel se ne&jastji pohybuji v rozmezi 20 az 100 kDa.[59]

3.4.6 ZjiStovani hodnoty CMC, Krafftova teplota

Pfi koncentraci, kterd odpovidda CMC, se wskbdku vzniku micel mni snErnice
koncentr&nich zavislosti mnohych fyzik&rchemickych vlastnosti roztékmicelarnich
koloidi. Jak nfizeme vidt na obrazkw. 13, velmi vyrazna z#ma nastava u povrchového
nageti, molarni vodivosti, osmotického tlaku a turbydi66] Fri prekraeni CMC vznikaji
ve vodnych roztocich tenZidagregaty, jejichz charakter, velikost a tvar olije fada

vliva. Nejvyznamgjsi je vliv struktury amfifilu, dale pak vliv teptp a sloZeni systému.

"\ osmoticlcy tlak

solubilizace

magneticka rezonance

povrchové napéti

eleltricka vodmvost

difiuze

koncentrace

f
CMC

Obr. 13: Zména vlastnosti roztoki micelarnich koloida v bodé CMC
[67]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

Pfi vysSich koncentracich by byl ndivce u rekterych fyzikalré-chemickych vlastnosti
pozorovan dalSi zlom, ktery odpovida tzv. druhéidké micelarni koncentraci. Tato
vlastnost je vysitlovana znénami v typu agregace, interakcich micela-micelanomoer-

micela apod.[66]

Nezbytnou podminkou pro vznik micel z aniontovyaba kationickych tenzidje, aby
teplota daného systému byla vysSi nezZ krafftova teplota. Pod Krafftovou teplotou je
rozpustnost tenzidu ve védepatrna, nad touto teplotou rozpustnostist&xéasto i o
nékolik fadi. V praxi se stenzidy pracuje za teplot vyraarySSich nez je Krafftova
teplota, proto se€asto jako nutnd podminka pro vznik agrégatidva pouze igkroteni

CMC.[54]

Typ vznikajiciho agregatu zavisi na vzajemném gonvelikosti a tvaru hydrofilni a
hydrofobni ¢asti molekuly daného tenzidu. Kvantitatévse popisuje pomoci kritického

.Sbalovaci“ parametru CPP (critical packing paranetPak plati:

CPP=<.L (18)

s

kde V zn&i objem, ktery v agregatu zaujima hydrofobni alkyldetzec. A predstavuje
plochu, kterou na fazovém rozhrani zabird polaleniahtenzidu d reprezentuje efektivni
délku daného alkylovéhi@zce.[54]

Obr. 14: Charakterizace molekuly pro definovani CPP54]
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Agregaty micel mMZou zaujimat izné tvary (Obr. 15). Micely a inverzni micely jsou
pongrné malo uspéadané a vysoce dynamické dmeErnou dobou existencéadow
zlomky sekund. Agregaty jako dvojvrstvyigalstavuji systémy vysoce uspdané a

stabilni po dobu tydihi mésiai.[54]

CPP<1/3 1/3<CPP <1/2 CPP=1

Q

micely vélcovité micely lamely inverzni inverzni micely
valcovité micely

Obr. 15: Souvislost struktury amfifilu a typu vznikajiciho agregatu [54]
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. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIALY A METODIKA

4.1 Pouzité chemikalie
Hyaluronan (My = 0,35 MDa, CPN spol. s.r.@., Sarze: 080810-2-D1, CAS: 00-12-11)
Hyaluronan (My = 1,80 MDa, CPN spol. s.r.@.,Sarze: 291010-E1, CAS: 00-01-14)

Hexadecyltrimethylammonium bromid €H3(CH2)1sN(Br)(CH 3)s (Sigma-ALDRICH,
Inc., > 99%, CAS 57-09-@, Sarze: 027K2047)

Dihydrogenfosforgnan sodny -NaH,PO, (Sigma-ALDRICH, Inc., > 98%, CAS: 7558-
80-7)

Hydrogenfosforénan disodny -Na,HPO, (Sigma-ALDRICH, Inc., > 98,5%, CAS: 7558-
79-4,¢. Sarze: 011M0191V)

Chlorid sodny p.a. NaCl (Fluka, > 99,5%)

Demineralizovana vodaH,0

4.2 Priprava fosfatového pufru

Roztoky chemickych latek, které nedovoluji, aby ldoke znénam hodnoty pH po
piidavku kyseliny nebo zasady se nazyvaji tlumivétaloz (Gstojné roztoky, pufry,
regulatory pH). Podstatou tlumivych roztoje sodasna pitomnost konjugovaného péru
kyseliny a jeji zasady v roztoku. Jedna se o dvdgitek, které se liSi o jeden proton.
Kyselina miZze reagovat s hydroxylovymi ionty (porigavku zasady) a konjugovana
zasada s vodikovymi ionty (potfigavku kyseliny do roztoku). Reakce probihajici

v lidském organismu vyzaduji p@me stabilni hodnotu pH.[68]

Elektrochemicka vetina pH byla ndtena pomoci sklemé elektrody. Kalibréni sada
obsahovala roztoky o pH = 7,00; pH = 4,00 a pH 609Po kalibraci elektrody byla

provedena vlastniifprava fosfatoveho pufru.

Dale byla navazena vyp®nad mnozstvi N&#PO, a NaHPO, a rozpustna
v demineralizované vad Navazky hydrogenfosfotaanu sodného a
dihydrogenfosforénanu sodného byly gaany na pozadovany objem vysledného pufru

podle vztali:
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n=- (19)
czg (20)

Ze vztati (19) a (20) po jednoduché matematické Uprayplyva rovnice pro vypéet

navazky:
m=c.M.V, (22)
kde: c... molarni koncentrace [mol/l]
M...molarni hmotnost [g/mol]
V...objem [dn]

Takto gipravené roztoky byly smichany dohromady na vystedmodnotu pH 7,36.
(fyziologick& hodnota pH). U taktoripraveného roztoku fosfatového pufru bylo v &év

provedeno ufeni jeho skutéého objemu.

Hodnota objemu roztoku se pouzila k vgponavazky NaCl dle vztahu:

Myact = € Myaci- Vnact (22)

Presré stanovené mnozstvi NaCl bylo rozpung ve fosfatovém pufru, (stabilizace
roztoku). Nutno poznamenat, Ze taki@ppaveny pufr je vhodny k #teni jen wasovém
rozmezi cca 1 tydne od jehéigravy za podminky, Ze je uchovavateplo& do cca 5°C.

V prab¢hu celé pipravy se pracovalo s demineralizovanou vodou.

4.3 Priprava koncentra¢ni sady roztoki surfaktantu pro zjisténi CMC
bodu
Pro stanoveni kritické micelarni koncentrace zvéhensurfaktantu (CTAB) byla zvolena

koncentréni fada (viz Tab. 1). KiisluSnym koncentracim byly ¢gny navazky. Na tyto
koncentrace a pro &ity objem byly stanoveny navazky surfaktantu.
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Tab. 1: Koncentraéni Fada ke zjis&ni CMC

V;:jsr'lfu ¢ [mmolll] ['\é'/g vl | m
1, 0,042 0,0031
2. 0,048 0,200 | 0,0035
3. 0,053 0,0039
4. 0,065 0,0031
5, 0,068 0,0032
6. 0071 | 4\ 4| 0129 | 00033
7. 0,082 ’ 0,0039
8. 0,090 0,0042
9. 0,190 0,0035
10. 0,390 0,0071
11, 0,530 0.050 1" 5 0097
12. 0,890 0,0162

Surfaktant se navazoval na analytickych vahach te jpavazka byla kvantitatien
pievedena do kadinek s danym objemem pufru. V takifirgvené koncenttai ract se
nachazi pedpokladana CMC hodnota daného surfaktantu. Koreantada byla nasledn
uloZena do lednice (teplota cca 5°C), kde doSlkgjiknu ustaleni do nasledujiciho dne. Jak
uz bylo zmirgno v teoretick&asti této prace, v bedCMC dochéazi k vyraznym zinam
mnoha fyzikald-chemickych vlastnosti rozték Kriticka micelarni koncentrace byla

stanovena ®&fenim povrchového n&p.

4.4 Povrchové na#ti

Na kazdou ¢astici v kapalig pasobi ¢astice z jejiho bezprasidniho okoli. Sféra
molekulového psobeni jerddow 1 nm, cozZ je &kolik mezimolekulovych vzdélenosti.
Vzdalenostastic v kapalinach je srovnatelna se vzdaleri@stiic u pevnych latek. Ale na
rozdil od pevnych latek, v kapalina¢hstice kmitaji kolem rovnovaznych poloh, které se

v ¢ase ngni. Zmeny rovnovaznych polobastic kapaliny vnimame jako tekutost.[69]
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vzduch
kapalma 24 {

Obr. 16: Pasobeni sily natastice kapaliny [69]

Vysledna sila fisobici nacastici u hladiny siruje snérem dovnit do kapaliny. Krajni
molekuly jsou tak vtahovany dovhitale v cest jim brani jiné molekuly. Vysledkem je, ze
kapalina se shazi zaujmout geometricky Gtvar sepm@nsim povrchem. Timto Utvarem je

koule. Povrch kapaliny se chova jako pruzna blana.

Povrchové nafii je veliina, ktera udava, jak moc se kapalina snazi zmem§itpovrch.
Povrchové nafii zavisi na tepl@ (s rostouci teplotou klesa) na druhu kapalinglka tha

tom, zda jsou v dané kapalirozpustny réjaké dalSi latky).

Tenzidy maji schopnost sniZzovat povrchové diggprotoZze se samovairkoncentruji na

fazovém rozhrani.[69]

4.4.1 Metoda méireni povrchového nagti

Pred z&atkem ngteni povrchového n&f byly vSechny roztoky temperovany na teplotu
25°C. Mefici aparatura — tenziometr s — byla v pibéhu meéfeni temperovana na

stejnou teplotu. K gteni byla pouzita metoda Wilhelmyho deékti.

Princip této metody je zaloZen nagi@ni sily, ktera je zapimbi k odtrzeni specialni
platinové destiky od hladiny néfeného roztoku. Povrchové riipje zjiS€no na zaklad

Gdaji o sile a sm#ené délce desky za gedpokladu nulové hodnoty stgiho uhlu.

Pred z&atkem ndieni se nejprve zétilo povrchové nagti cistého rozpousgtla (vody,
pufru) a déle se #iili koncentrace tenzidu (od nejnizSi po nejvyS8ijo kazdé reni
byla desttka oplachnuta vodou, ethanolem a nasiedihana nad plamenem lihového

kahanu.

Po zngfeni povrchového n&f vSech vzork, vody a samotného pufru byla data
exportovana a vyhodnocena. Vysledkem byla zaviglogtchového nafti na koncentraci.
Z prusetiku teten ziskanych zavislosti bylagena kriticka micelarni koncentrace.
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povrchové napéti [mN/m]
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CMC '\ koncentrace tenzidu [mmol/l]
\

Obr. 17: Zavislost povrchového napti na

koncentraci tenzidu [58]

Na nasledujicim grafu je zjita hodnota CMC bodu surfaktantu CTAB za vySe

uvedenych podminek.
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koncentrace CTAB [mmol/I]

Obr. 18: Uréeni CMC bodu CTAB

Z regresnich rovnic dané zavislosti byla v§t@ema koncentrace CMC na hodnotu 0,0777

mmol/l.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

4.5 Méreni velikosti polymernich klubek hyaluronanu

Zkoumané vzorky hyaluronanu byly vyrobeny firmoun@pro Group, s.r.o.

K méieni byly pouzity d¥ rizné molekulové hmotnosti. Nizkomolekularni Mw =%;3
0,70 MDa a vysokomolekularni Mw = 1,35 — 1,80 MMgpoctené mnozstvi hyaluronanu
se navazilo na analytickych vahach a kvantitatipbevedlo tak, aby vznikl 0,1%hm.
roztok hyaluronanu ve fosfatovém pufru. Rozp&uShyaluronanu probihalofipteplo®
50°C po dobu 24 hodin. Ké&teni velikosticastic byla pouzita metoda DLS digiroj

Zetasizer Nano (Malvern).

45.1 Metoda DLS

Tato metoda jiz byla popsana v kapitole (1.4.2)e Zsbu uvedeny dkteré technické i
provozni vyhody, které tato technika poskytuje.Réel vyhodou DLS je, Ze doba trvani
experimentu je posmné kratka ¢addow v minutach). DalSi vyhodou pouZiti dynamického
rozptylu je moznost analyzovat vzorky obsahujicok® distribuce znmé rozdilnych
molekulovych hmotnosti (n&pnativni protein atuzné velikosti agrega) a detekovat

velmi mala mnozstvi vySSich molekulovych hmotnéstd,01% v mnohaijgpadech).[18]

4.5.1.1 Postup gfipravy vzorlg pro Zetasizer Nano (Malvern)

M¢éteny vzorek byl fipraven smichanim 140@ roztoku hyaluronanu (0,1%hm.) a 3000
ul fosfatového pufru. Roztok byl promichan na mamgkém michadle a néasleén

piefiltrovan gres mikrofilr do polystyrenové kyvety (typ DTS0012).

V piipact mereni vzorki s tenzidem byly fidavany gidavky 15,5ul, 25 ul a 38,9 ul
roztoku CTAB (0,5%hm.).

Pred nefenim byl gistroj Zetasizer Nano nastaven na pozadované hpdmstena latka,

rozpoustdlo, ekvilibrani doba, teplota, typ kyvety).

Zetasizer je schopny zétat ¢i chladit méfeny vzorek na pozadovanou teplotucihi
nelze spustit, dokud &eny vzorek nedosahne zvolené teploty. Ekvilibfatas je doba
pied z&atkem ngieni, kdy senzory ifistroje owiuji, zda je teplota vzorku stejna jako
teplota kyvety. Zakladnitpdpoklad niteni — Browriiv pohybcéastic — tedy neni usnagn
vlivem teplotnich gradiefit Ekvilibra¢ni doba byla nastavena na 60 HZemz teplota
vzorku po ekvilibraci byla 25 °C.
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Nejdiive se nifila velikost polymernich klubek hyaluronanu ve fasivém pufru. Kazdy
vzorek byl zndten 4x, gicemz za maximalnifjpustnou odchylku velikosti (z-average) je
povazovana hodnota do 10 %. Obdobnymspbem byla zrtena velikost polymernich

klubek hyaluronanu ve fosfatovem pufruigdavky tenzidu.

Na zaklad znalosti CMC pouzitého tenzidu byly proshani velikosti¢astic zvoleny if
koncentrace CTAB. Jedna pod hodnotou CMC, hodndC @ posledni nad hodnotou
CMC. Cely tento postup byl aplikovan jak pro nizlaekularni HA, tak také pro

vysokomolekularni HA.

4.5.1.2 Popis fFistroje Zetasizer Nano ZS

Zetasizer Nano je ifstroj, ktery umo#uje mefit tfi vlastnosti ¢astic nebo molekul
v kapalném progedi. Tyto ti zakladni parametry jsou velikogastic, zeta potencial a
molekulova hmotnost. Z&eni Zetasizer ZS dovoluje éiit tyto parametry v Sirokém
rozsahu koncentraci, ale i stanoveni bodu tanbwiitk Oplyva gesnou regulaci teploty,
pottebna pro reprodukovatelné @epné miieni. Mimo to Zetasizer poskytuje moznost

meieni dalSich kliovych parametrjako je pH a koncentrace.

Intenzita s¥tla rozptyleného naasticich musi lezet uviitircitého intenzitniho intervalu.
Velké mnozstvi sétla by mohlo zfisobit zahlceni detektoru, protdigtroj obsahuje je&t
dalSi prvek — zeslabovaZeslabovéa slouzi ke sniZzeni intenzity laserovéhdera.

Pristroj Zetasizer Nano m& detektor v poloze 173% wmoiuje detekci tzv. zgného
rozptylu. Vyhodou tohoto uspadani je, Ze paprsek nemusi prochazet celym vzgrkem
proto je zde moZznost &fit i vySSi koncentrace vzoilk DalSi vyhodou je zmenSeni efektu
tzv. mnohonasobného rozptylu, coz znamena, Ze ylengt s¥tlo z jedné castice je
nésleds rozptyleno jinymicasticemi. Kontaminujici latky jako prach (>uin) rozptyluji
vice ve smru z&eni (dopedu), proto se #ienim zgtného rozptylu sniZuje efekt

prachovychtastic.[17, 53]

4.5.1.3 Schéma pistroje

Laserové zé&eni prochaztockou kolimatoru a pak dopada dastice v kyvet. Swtlo je
rozptyleno a detekovano fotonas@dm, ktery transformuje z&nu intenzity sétla na
zmeénu nagti. Pred fotonasoldiem se nachazi dalSi koligrd ¢ocka. Pouziti obou
kolimatnich ¢ocek je nutné. Prvnéoctka umoiiuje zangiit paprsek do kyvety tak, aby
oblast, kterA bude zasaZena, byla do&tatelaleko od strany kyvety. Druhgocka je
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pouzita k ziskanéasti rozptyleného tla.[18] Zpracovani signélu a analyzu dat provadi
software zmisny v kapitole 1.5.2.

regulitor teploty

LASER

k 4

L1,L2 - éocky
D1, D2 - membrany

detektor

PC + korelator

prikon i

Obr. 19: Schéma (Fistroje [4]

Zafeni 7 laseru

vétsina svétla prochazi
vzorkem nerozptylena

detektar "‘i e-‘u' prumernsa

intenzita

rozptylené svétlo dopada na detektor

Obr. 20: Princip pristroje [17]
Rychlost ¢ita¢e fotonma (Count rate)

Count rate zobrazuje pet detekovanych fotdnza sekundu. Je to uZitéd veltina pro
sledovani kvality mi‘eného vzorku. Jehogseh miZze mit iznou podobu (Obr. 21).
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count rate (Kcps)

count rate (Kcps)

count rate (Kcps)

count rate (Kcps)

AT

(D)

WWWW 'y WM

cas

Obr. 21: Jednotlivé typy count rate [17]

21A — normalni count rate

21B — ostré peaky signalizuji
piitomnost prachovycbiastic

21C - Siroce fluktuujici count rate
indikuje teplotni gradienty, je
tedy zapaebi delsi ¢cas na
ekvilibraci

21D - pozvolna stoupajici
hodnota count rate indikuje, ze
vzorek tvdi agregéty (1), zatimco
kdyz klesa, jde o vzorek
podléhajici sedimentaci (2)
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4.6 Analyza dat

Celkem bylo provedenoiges 200 mireni. Reprezentativni vysledky shrnuji nasledujici

grafy.

4.6.1 Vysokomolekularni HA

VSechny ngiené vzorky byly fipraveny smichanim 2140@l roztoku hyaluronanu
(0,1%hm.) a 3000ul fosfatového pufru. Vlivy fidavki CTAB jsou znazorny na
nésledujicich obrazcich. Jednalo seiaavky 15,5ul (ozna&en symbolem C1), 26
(oznaen symbolem C2) a 3848 (oznaen symbolem C3) roztoku CTAB ve fosfatovém

pufru, ktery byl pipraven o koncentraci 0,5%hm.

Tab. 2: Tabulka miSeni roztoku vysokomolekularni HA
roztoku pufru a roztoku CTAB

Via [pl] Veras [M] Veurr [M] | Ve [pnl]
1400 15,5 3000 4416
1400 25,0 3000 4425
1400 38,9 3000 4439

(zelenyradek oznéuje CMC)

Distribu¢ni kiivky véetng ¢isté kyseliny hyaluronové jsou zobrazeny na Obra 22ovnani
distribuénich kivek HA s jednotlivymi pidavky CTAB je na Obr. 23.
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Intenzita [-]

z-average [nm]

Obr. 22: Intenzitni distribuce velikosti ¢astic 1,8MDa HA a HA
s pridavky CTAB

Intenzita [-]

100
z-average [nm]

Obr. 23: Intenzitni distribuce velikosti ¢astic 1,8MDa a HA s fFidavky
CTAB
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Jelikoz je v grafu intenzitni distribuce osa x lotyaickd, Ize pomdrné téZzce pesré
odhadnout, jakéa je hodnota z-average. Tyto Udajeyist z nasledujicich tabulek.

Tab. 3: Velikosti polymernich klubek vysokomolekuld&ni HA v ¢etné chyby méfeni

1,8 MDa
chyba
Veewk. [M] | Veras/VeeLk. Cha [mmol/l] Ccras [mmol/l] | d [nm] [nm]
4416 0,00351 0,0001761 0,04816 78,4 0,3
4425 0,00565 0,0001758 0,07751 62,3 0,3
4439 0,00876 0,0001752 0,1202 63,8 0,5
prameér Cya
[mmol/I] 1,757.1¢ 0 64,2 0.3
chyba Gia
[mmol/I] 2,70.10

Velikost polymernich klubekistého 1,8MDa hyaluronanu ve fosfatovém pufru méda
danych podminek (64,2+0,3) nm. Piidavku 15,5ul roztoku CTAB se velikost klubek
zwétSila na (78,4+0,3) nm. UZ na zakéadéchto ditich vysledk lze tvrdit, Ze p

koncentracich daného surfaktantu pod jeho CMC hidnose velikost klubek

hyaluronanu z&tSuje.

Pokud byla koncentrace daného surfaktantu stejrid jgho kriticka micelarni
koncentrace, velikost klubka hyaluronanu kleslg6#3+0,3) nm, coZ je vice nez o0 3 %
oproti roztoku bezffidavku CTAB.

V piipac, Ze byla koncentrace CTAB véaireném vzorku vySSi nez CMC, velikost klubka
HA mirné vzrostla wi¢i druhému pidavku. Nangiena hodnota velikosti polymernich
klubek v tomto pipact byla (63,8+0,5) nm.

Tyto vysledky potvrzuji, Zze kriticka micelarni kamtrace daného surfaktantu byla
nalezena spra¥n Tvrzeni, Ze doSlo ke zm¢ vlastnosti (velikosti polymernich klubek
HA), je pravdivé. Nasledujici graf (Obr. 24) vystja vySe uvedend tvrzeni.
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Obr. 24. Zavislost velikosti polymernich klubek 1,81Da HA na
koncentraci kationického surfaktantu CTAB véetné chybovych
Usetek
4.6.2 Nizkomolekularni HA
Vzorky roztoki nizkomolekularni HA byly ppraveny stejd jako u jejiho

vysokomolekularniho analoga. Jednotlivéidavky CTAB jsou obsahem nasledujici
tabulky.

Tab. 4: Tabulka miSeni roztoku nizkomolekularni HA, roztoku
pufru a roztoku CTAB

Via [pl] Veras [pl] Vpuer [pl] V ek, [pl]
1400 15,5 3000 4416
1400 25,0 3000 4425
1400 38,9 3000 4439

(oranzovyradek oznéuje CMC)
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Intenzita [-]

1000

z-average [nm]

Obr. 25: Intenzitni distribuce velikosti ¢astic 0,35MDa HA a HA
s pridavky CTAB

Intenzita [-]

1000

z-average [nm]

Obr. 26: Intenzitni distribuce velikosti ¢astic 0,35MDa HA s Fidavky
CTAB
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4.6.3 Srovnani intenzitnich distribuci vysokomolekularnia nizkomolekularni HA

Intenzita [-]

10 -

—— Mw_0.35MDa

-==-Mw_1.8MDa

z-average [nm]

Obr. 27: Srovnéni obou néirenych HA

Z intenzitni distribuce velikosttastic hyaluronanu Ize witl Ze nizkomolekularni HA

vykazuje vySSi intenzitu rozptylenéhoredi (Obr. 27). DalSim podstatnym rozdilem je, Ze

velikost polymerniho klubka nizkomolekularniho hyahanu

vysokomolekularniho za stejnych podminek.

je  mensi

nez u

Tab. 5: Velikosti polymernich klubek nizkomolekulami HA véetné chyby méreni

0,35 MDa
chyba
Vcewk. [W] | Veras/Veewk. Cha [mmol/l] | Ccras [mmol/l] | d [nm] [nm]
4416 0,00351 0,0009059 0,04816 49,8 0,4
4425 0,00565 0,0009040 0,07751 45,9 0,2
4439 0,00876 0,0009011 0,1202 36,6 0,2
prameér Cya
[mmol/I] 9,037.10" 0 40,0 0.1
chyba Gia
[mmol/I] 1,40.10°
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Velikost polymernich klubekiisté 0,35MDa soli kyseliny hyaluronové ve fosfatové
pufru byla (40,0+0,1) nm. Jestlize se koncentra8&E v méieném vzorku pohybovala
pod hodnotou CMC tohoto surfaktantu, polymerni khubse zétSila na hodnotu
(49,8+0,4) nm. Oproti koncentraci (C1) s& fritické micelarni koncentraci polymerni
klubko mirre zmenSilo na hodnotu (45,9+0,2) nm. Ale ve srovnaistou HA bylo
klubko o 15 % ¥wtSi. Mirné zmenSeni klubek hyaluronanu bylo s&mo [ koncentraci
surfaktantu vyssi, nez je jeho CMC.

60 - MW_O,35M Da

50 ®

velikost [nm]
w
o

O T T T T T T 1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

koncentrace CTAB [mmol/l]

Obr. 28: Zavislost velikosti polymernich klubek 1,81Da HA na
koncentraci kationického surfaktantu CTAB véetné chybovych

usafek

Zajimavym zjis¢nim je, Ze nejmensi velikosti polymerniho klubkal 8MDa kyseliny
hyaluronové bylo dosazeno peavpri kritické micelarni koncentraci pouZzitého
kationického surfaktantu CTAB. U 0,35MDa kyselingaluronové bylo nejmensi velikosti
polymerniho klubka dosazendi goncentraci CTAB vysSi, nez je jeho CMC. DalSi¢om
ve velikostech klubek ip zvySujici se koncentraci CTAB lheme na zaklad téchto
vysledii jenom odhadovat.

Nicmeére tyto vysledkyiikaji, Ze @i skladovani 1,8MDa kyseliny hyaluronové by bylo
vhodné pouzit jako konzervant roztok CTAB pravjeho kritické micelarni koncentraci,
tedy 0,0777 mmol/l.
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Kyselinu hyaluronovou o M = 0,35MDa Ize fi skladovani chranit proti vlivu
mikroorganisni pouzitim konzervantu CTAB o koncentraci vySsi, jeeho CMC. Ve
vySe uvedenémifdavku CTAB tak bylo dosazeno 8% zmenSeni klubkalurgnanu.
Pokud by se s rostouci koncentraci CTAB velikosbkk hyaluronanu stale zmenSovala,
bylo by na zvazeni, jestli jsou takovéigavky opravdu nutné. Roztokycleych latek

s obsahem kyseliny hyaluronové (spreje do nogoi kapky) nebo izné krémy by p
velkych gidavcich konzervantu mohly @pobit podrazeni. CTAB je drazdivy, takze jeho

koncentrace v latkach tohoto typu by rigarprekraiit urcitou hranici.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

ZAVER
Tato prace se zabyva reSerSi na téma dynamickyytoggtla a jeho vyuziti k réreni

velikosti polymernich klubek hyaluronanu.

V praktické casti této bakaigké prace byl studovan vliv kvarternich amoniovgohi na
velikost polymernich klubek hyaluronanu. Z kvarfelm amoniovych soli byl vybran
hexadecyltrimethylammonium bromid (CTAB). Cilemaégprace bylo nalézt hodnotu
kritické micelarni koncentrace CTAB a prostudovahg vliv na chovani klubek
hyaluronanu $ riznych koncentracich. CMC tohoto surfaktantu bylafenim
povrchového nafii stanovena na 0,0777 mmol/l. Pouzité koncentgtdavki CTAB
byly zanmérné voleny tak, aby byl z vysledkméieni patrny jeho vliv na HA nad i pod
hodnotou kritické micelarni koncentrace CTAB.

z&eni a vysSi hodnotu z-average nez vzorek 0,35MDa HA

Velikost polymernich klubek 1,8MDa HA ve fyziologem roztoku byla (64,2+0,3) nm.
Pti koncentracich CTAB pod jeho kritickou hodnotouymeerni klubka HA expandovala a
zvetSila svoji velikost na (78,4+0,3) nm, cozZ je t&no 22%. B koncentraci CMC byla
velikost klubka nejmensi — jenom (62,3+0,3) nm. &h&entracich nad CMC se velikost
klubka HA ogt z\&tSila, a to na hodnotu (63,8+0,5) nm.

Velikost polymernich klubek 0,35MDa HA byla ve fgingickém roztoku (40,0+0,1) nm.
Na rozdil od 1,8MDa HA byla nejmensi velikost klabklosazena az nad kritickou
micelarni koncentraci CTAB. iPkoncentraci CTAB pod hodnotou jeho CMC byla
velikost klubka 0,35MDa HA taktéz nejgi, a to (49,8+0,4) nm. Z8eni klubka tedy
v tomto gipadt bylo 20%.

Popis zavislosti velikosti polymernich klubek HA méidavcich ugitych tenzidi je
dulezity, nebd praw tyto informace mzou vést k ufeni spravnych mnozstvi tengigro
spravné skladovani HA. Totéz plati pnizmé kosmetické ffjpravky nebo l&va, které

obsahuji HA, a fidavek tenzidu je u nich limitovan.
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Obr. 29: Intenzitni distribuce velikosti ¢astic ¢isté 1,8MDa HA pro 4 méreni
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Obr. 30: Intenzitni distribuce velikosti ¢astic 1,8MDa HA s Fidavkem 15,5ul
CTAB pro 4 méieni
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Obr. 31: Intenzitni distribuce velikosti ¢astic 1,8MDa HA s gridavkem 25pl
CTAB pro 4 méieni

C3_srovnani

Intenzita [-]
N

2
4 TN . S
0 — /-.-QT:"" S N

1 10 100 1000
Z- average [nm]

Obr. 32: Intenzitni distribuce velikosti ¢astic 1,8MDa HA s Fidavkem 38,9ul
CTAB pro 4 méieni
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Obr. 33: Intenzitni distribuce velikosti ¢astic €isté 0,35MDa HA pro 4 néieni
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Obr. 34: Intenzitni distribuce velikosti ¢astic 0,35MDa HA s Fidavkem 15,5ul
CTAB pro 4 méieni
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Obr. 35: Intenzitni distribuce velikosti ¢astic 0,35MDa HA s fidavkem 25pl
CTAB pro 4 méieni
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Obr. 36: Intenzitni distribuce velikosti ¢astic 1,8MDa HA s Fidavkem 38,9ul
CTAB pro 4 méieni



