Studium komplexu chitosanu s ionickym tenzidem

Bc. Darina Heimova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2015 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav technologie tuk, tenzid a kosmetiky
akademicky rok: 2014/2015

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: Bc. Darina Heimova

Osobni ¢islo: T13403

Studijni program: N2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Technologie tuki, detergenti a kosmetiky

Forma studia: prezenéni

Téma prace: Studium komplexi chitosanu s ionickym tenzidem
Zasady pro vypracovani:

Teoreticka cast:

1. Definujte chitosan, vlastnosti, aplikace, metody charakterizace.

2. Zaméite se na komplexy na bazi polymeri v kombinaci s tenzidy.
Prakticka cast:

1. Charakterizujte chitosan prostfednictvim dostupnych metod.

2. Pripravte systémy obsahujici chitosan-tenzid a studujte jejich chovani.

3. Dosaiené vysledky diskutujte.



Rozsah diplomové prace:
Rozsah pfiloh:

Forma zpracovani diplomové prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:
1. MYERS, D. Surfactant Science and Technology. New Persey, John Wiley & Sons,
Inc., 2006.

2. BROZE, G. Handbook of Detergents: Part A: Properties. New York, Marcel Dekker,
Inc., 1999.

3. GODDARD, E. D., ANATHAPADMANABHAN, K. P. Interactions of Surfactants with
Polymers and Proteins. CRC Press, Inc., Boca Raton FL, 1993.

4. VAVRIKOVA, E., VINSOVA, J. Chitosan a jeho farmaceutické aplikace. Chem. Listy
103, 56-65. 2009.

Vedouci diplomové prace: Ing. Jana Sedlafikova, Ph.D.
Ustav technologie tuki, tenzidii a kosmetiky

Datum zadani diplomové prace: 20. ledna 2015
Termin odevzdani diplomové préce: 18. kvétna 2015

Ve Zliné dne 20. ledna 2015

doc/Ing. Romah Cermak, Ph.D.
dékan




o L., Darina Heimova TTDK
Piijmeni a jméno: ... ... ... e ObOr: . o,

PROHLASENI
Prohlasuji, ze

*  beru na védomi, ze odevzdanim diplomové/bakalatské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zakona ¢. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach a o zméné a doplnéni
dalsich zakonii (zdkon o vysokych Skolach), ve znéni pozdéjsich pravnich predpisa,
bez ohledu na vysledek obhajoby ”;

*  beru na védomi, Ze diplomové/bakalaiska prace bude ulozena v elektronické podobé v
univerzitnim informaénim systému dostupnd k nahlédnuti, ze jeden wvytisk
diplomové/bakalarské prace bude ulozen na ptislusném ustavu Fakulty technologické
UTB ve Zlin¢ a jeden vytisk bude ulozen u vedouciho prace;

* byl/a jsem seznamen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakalaiskou praci se plné
vztahuje zékon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem
autorskym a o zméné n€kterych zakont (autorsky zdkon) ve znéni pozdéjsich pravnich
piedpist, zejm. § 35 odst. 3 7;

+  beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zdkona ma UTB ve Zliné pravo na
uzavieni licencni smlouvy o uziti Skolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského
zakona;

+ beru na védomi, 7 podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uzit své dilo —
diplomovou/bakalaiskou praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuZiti jen s
pfedchozim pisemnym souhlasem Univerzity TomaSe Bati ve Zling, kterd je
opravnéna v takovém piipadé ode mne poZadovat piiméfeny piispévek na thradu
nakladt, které byly Univerzitou Tomase Bati ve Zliné na vytvoieni dila vynalozeny
(az do jejich skutecné vyse);

* beru na védomi, ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalaiské prace vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase Bati ve Zlin€ nebo jinymi subjekty pouze
ke studijnim a vyzkumnym ucelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuziti), nelze
vysledky diplomové/bakalarské prace vyuzit ke komerénim tceltim;

* beru na védomi, ze pokud je vystupem diplomové/bakalarské prace jakykoliv
softwarovy produkt, povazuji se za soucast prace rovnez i zdrojové kody, popf.
soubory, ze kterych se projekt skladad. Neodevzdani této soucasti miuze byt divodem k
neobhajeni prace.




Y zdkon ¢& 111/1998 Sh. o vysokych $koldch a o zméné a dopinéni dalsich zdkont (zdkon o vysokych $koldch), ve znéni pozdéjsich
prdvnich predpisd, § 47 Zverejriovani zdvérecnych praci:

(1) Vysokd skola nevydélecné zverejriuje disertacni, diplomové, bakaldiské a rigordzni prdce, u kterych probéhla obhajoba, vietné
posudku oponenti a vysledku obhajoby prostrednictvim databdze kvalifikacnich praci, kterou spravuje. Zplisob zverejnéni stanovi
vnitfni predpis vysoké skoly.

(2) Disertacni, diplomové, bakaldrské a rigorézni prdce odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dna
pred kondnim obhajoby zverejnény k nahliZeni verejnosti v misté urceném vnitfnim predpisem vysoké skoly nebo neni-li tak urceno,
v misté pracovisté vysoké skoly, kde se md konat obhajoba prdce. KaZdy si miZe ze zverejnéné prdce porizovat na své ndklady vypisy,
opisy nebo rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor souhlasi se zverejnénim své prdce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

2 zdkon €. 121/2000 Sb. o prévu autorském, o prdvech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zékonu (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich pravnich predpisd, § 35 odst. 3:

(3) Do prdva autorského také nezasahuje Skola nebo Skolské Ci vzdéldvaci zafizeni, uZije-li nikoli za ucelem pfimého nebo nepfimého
hospoddrského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k viastni potrebé dilo vytvorené Zdkem nebo studentem ke splnéni skolnich
nebo studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho pravniho vztahu ke skole nebo skolskému Ci vzdéldvaciho zarizeni (skolni dilo).

3) zdkon ¢&. 121/2000 Sb. o prévu autorském, o prdvech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zékonu (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich prdvnich predpist, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni maji za obvyklych podminek prdvo na uzavreni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-li autor takového dila udélit svoleni bez vdzného divodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu
jeho vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 ziistdvad nedotceno.

(2) Neni-li sjedndno jinak, miaZe autor skolniho dila své dilo uZit ¢i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s oprdvnénymi zdjmy
Skoly nebo skolského Ci vzdeéldvaciho zarizeni.

(3) Skola nebo $kolské Ci vzdéldvaci zafizeni jsou oprdvnény poZadovat, aby jim autor $kolniho dila z vydélku jim dosaZeného
v souvislosti s uZitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavce 2 primérené prispél na uhradu ndkladd, které na vytvoreni dila
vynaloZily, a to podle okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pfitom se prihlédne k vysi vydélku dosaZeného skolou nebo skolskym cCi
vzdéldvacim zarizenim z uZiti Skolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva studiem komplext chitosanu s anionickym tenzidem
dioktylsulfosukcinatem sodnym. Teoretickd ¢ast je zaméfena na charakteristiku chitosanu a
klasifikaci tenzidt. Dale jsou zde popsany vlastnosti a vyznam dioktylsulfosukcinatu
sodného a posledni ¢éast reSerSe je vénovana interakcim mezi tenzidy a polymery.
V praktické cCasti je charakterizovan chitosan pomoci stanoveni stupné deacetylace a
molekulové hmotnosti, dale jsou studovany miceliza¢ni podminky pouzitého anionického
tenzidu. Posledni cast se zabyva samotnymi interakcemi mezi chitosanem a tenzidem

s ohledem na reak¢ni podminky tvorby komplext.

Kli¢ova slova:

Chitosan, tenzidy, dioktylsulfosukcinat sodny, stupent deacetylace, molekulova hmotnost,

kritickd micelarni koncentrace, povrchové napéti, zeta potencial.

ABSTRACT

This thesis studies the complexes of chitosan with dioctyl sodium sulfosuccinate anionic
surfactant. The theoretical part focuses on the characteristics of chitosan and the
classification of surfactants. Then the characteristics and importance of dioctyl sodium
sulfosuccinate are described and the last part of the research is devoted to the interactions
between surfactants and polymers. In the practical part, chitosan is characterized by
determining the degree of deacetylation and molecular weight, and micellization
conditions of anionic surfactant are also studied. The last part deals with the actual
interactions between chitosan and surfactant with respect to the reaction conditions for the

formation of complexes.

Keywords:

Chitosan, surfactants, dioctyl sodium sulfosuccinate, degree of deacetylation, molecular

weight, critical micellar concentration, surface tension, zeta potential.
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UvVOD

Interakce mezi polymery a tenzidy jsou v poslednich letech pifedmétem ftady studii.
Dtivodem je fakt, ze tato kombinace byva Casto zdkladem mnoha komercnich produkta,
pouzivanych v potravinarstvi, medicing, farmacii, pii vyrob¢ detergenti atd. Obzvlasté
v kosmetickém a farmaceutickém primyslu jsou kladeny vysoké pozadavky na bezpecnost
a ,,mirnost* pouzivanych material. Do popfedi zajmu se dostavaji zejména systémy na
bazi nabitého polymeru a opacné nabité povrchové aktivni latky, kde se predpoklada

interakce na bazi elektrostatickych sil.

Chitosan je polysacharid, ziskavany caste¢nou deacetylaci chitinu. Vzhledem k jeho
vlastnostem, jako je biokompatibilita, snadné biodegradabilita a nizka toxicita, je vhodnym
kandidatem pro vySe uvedené aplikace. Bylo prokazano, Ze jej 1ze vyuZzit i v oblasti upravy
odpadnich vod, jako slozku pomocnych ptipravki v textilnim primyslu, doplnék stravy
pro hubnuti a snizovani hladiny cholesterolu, pii tvorbé biodegradabilnich filmt a
hydrogela atd. V neposledni fad€ je nutno zminit jeho potencidl pro vyuziti v systémech
pro fizené uvoliovani léCiv. Chitosan je rozpustny v kyselém prostiedi, kde dochazi
k protonaci aminoskupin v jeho molekule. Nasledné¢ muiZe tvofit specifick¢ komplexy
s anionickymi tenzidy, jejichZ vyznamné povrchové aktivni vlastnosti 1ze vyuzit naptiklad

pro stabilizaci emulzi v kosmetickém priimyslu.

Diplomova prace se zabyva studiem interakci mezi chitosanem a anionickym tenzidem
dioktylsulfosukcindtem sodnym, ktery obsahuje ve své molekule dva nepolarni alkylové
fetézce a polarni sulfoskupinu. Tento tenzid je charakteristicky svou silnou povrchovou
aktivitou a vyhodnymi micelizaénimi vlastnostmi. Vzhledem k jeho biokompatibilité
s pokoZkou by vysledné komplexy mohly slouzit jako bezpecné slozky pro stabilizaci
kosmetickych ptipravkl i jako zéklad pro systémy kontrolovaného uvoliiovani aktivnich

latek z téchto produkti.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHITOSAN

1.1 Struktura chitosanu

Chitosan, neboli (1—4)-2-amino-2-deoxy- 3 -D-glukan, je biopolymer, ktery patii mezi
nejvyznamnéjsi derivaty chitinu. Chitin je tvofen z molekul N-acetyl-D-glukosaminu, které
jsou spojeny 1,4-B-glykosidickou vazbou. Po celuléze je druhym nejrozsifenéjsSim
pfirodnim polysacharidem. Chitin byl poprvé objeven vroce 1830 profesorem
Branconnotem v houbach Aspergillus a Mucor a pozdéji byl izolovan také z hmyzu.
Hlavnim zdrojem pro jeho primyslovou vyrobu jsou vSak krunyie korySovitych zivocichd,
coz je také diivod, pro¢ jsou nejvétsimi vyrobci chitinu Norsko a Svédsko — zemé s velkym

podilem lovu krabti, humra, kalmart apod. [1] s. 56

Rozdil mezi chitinem a chitosanem je ve stupni acetylace, coz je pomér glukosaminovych
jednotek k celkovému poctu glukosaminovych a N-acetylglukosaminovych skupin.
Chitosan se vyrabi ¢astecnou alkalickou deacetylaci chitinu, kterd se provadi bud’ varem
s 50% hydroxidem sodnym nebo enzymatickym piisobenim N-deacetylasy. (obr. 1) [1] s.
56, [2] s. 93, [3] [4] s. 53.

HN\H,CHE HN\]/CHa HNETI/CHE
O
o l chitin
{.OH ‘_,'DH OH
e\ O —a -0
o0 0 \ -9 S.a-'vh-‘;/
0N o N ~Ho W
NH2 NHE 2

chitosan

Obr. 1 Deacetylace chitinu [1] s. 56
Pomoci rentgeno-strukturni analyzy byla dokazana ptitomnost 4 krystalickych polymorf
chitosanu [1] s. 57. Tti polymorfy jsou hydratované a snadno vytvareji ve vodé rozpustné
soli s organickymi a mineralnimi kyselinami. Jedna polymorfa je nehydratované a vznika
zahfivanim hydratovaného chitosanu na teplotu 200°C. Dehydrataci dochazi ke zkracovani
vzdalenosti vrcholl struktur a k naslednému oddaleni jejich fetézci (obr. 2). Tato nevratna
zména ma za nasledek vznik nehydratovanych krystald, které jsou nerozpustné

v kyselinach a ztraci charakter biomaterialt [2] s. 92.


http://cs.wikipedia.org/wiki/N-acetyl-D-glukosamin
http://cs.wikipedia.org/wiki/Glykosidov%C3%A1_vazba
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Molekuldrni hmotnost chitosanu je 1 — 1000 kg.mol!. Tento rozptyl je din stupném

acetylace. Pro srovnani u kulovitych bilkovin je tato hodnota 10x mensi s. 695 [5].

Obr. 2 a) Hydratovany chitosan, b) nehydratovany chitosan [1]

Chitosan obsahuje ve své struktuie 3 reaktivni centra — primdrni aminoskupinu, primarni a
sekundarni hydroxyskupinu na C-2, C-3 a C-6. Aminoskupina tvoii komplexy s ionty kovl
a primarni hydroxyskupina je substituovana spojovacimi ¢lanky ,,spacery®, na které se
vaze aktivni slozka (léCiva aj.) Sekundarni hydroxyskupina je modifikovana, pfi€emz
ucelem je zvysit rozpustnost ve vodé [2] s. 93. Diky hygroskopické povaze obsahuje
chitosan zbytkové mnozstvi vody, které je vice vdzané na hydroxyskupiny. Proto musi byt

pii charakterizaci chitosanu vZzdy uveden piesny obsahu vlhkosti [4] s. 53.

1.2 Vlastnosti chitosanu

Chitosan ma vyss§i chemickou a biochemickou reaktivitu nez chitin. Tyto vlastnosti, spolu
s dalSimi charakteristikami, jako je rozpustnost, biodegradabilita a adsorpce mnoha
substratii zavisi na mnozstvi protonovanych aminoskupin, tedy na podilu acetylovanych a
neacetylovanych D-glukosaminovych jednotek [1] s. 56, [2] s. 91, [3]. Aminoskupiny jsou

protonované v kyselinadch s disocia¢ni konstantou pKa mensi nez 6,2. Chitosan je
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nerozpustny ve vodé a organickych rozpoustédlech, naopak je rozpustny v kyselinach

(octové, chlorovodikové, dusi¢né atd.) [2] s 91.

Chitosan je znam pro své antibakteridlni Uc¢inky. Pisobi jak viaci grampozitivnim
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Bacillus subtilis) a gramnegativnim
bakteriim (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli Klebsiella pneumoniae, Proteus
vulgaris), tak vi¢i houbam. Kladné nabité aminoskupiny glukosaminovych jednotek
vzajemné interaguji s negativné nabitymi soucastmi mikrobialnich bunécnych membran.
Nésledkem je zména propustnosti membran, coz vede k tniku intraceluldrniho obsahu a
rozpadu bunky. Déle také mlze nizkomolekularni chitosan penetrovat do bunky, ¢imz se

navaze na DNA a zpusobi caste¢nou inhibici RNA a proteinovou syntézu [1] s. 57.

Biologicka aktivita chitosanu se méni v zavislosti na jeho molekulové hmotnosti, stupni
deacetylace, rozpustnosti, pH, velikosti substituentii atd. Bylo prokazano, Ze pro optimalni
antibakteridlni efekt je vhodny chitosan s molekulovou hmotnosti mezi 2 a 200 kg.mol.
Tento fakt byl potvrzen pfi studiu G€inku chitosanu vici bakterii Escherichia coli [1] s. 57,
kdy bylo zjisténo, ze vysokomolekularni chitosan zamezuje pronikani zivin dovniti bunky
vytvofenim zabrany na jeji vnéjsi sténé. Chitosan s malou molekulovou hmotnosti naopak

pronika dovnitf buiiky, kde mliZze byt metabolizovan.

Dalsim faktorem, ktery ovliviluje antibakteridlni vlastnosti chitosanu, je hodnota pH.
Antibakterialni aktivita klesé s rostoucim pH. Pii pH vy$§im neZ 7 je neuinny a zaroven
nerozpustny (rozpustnost 1ze pozitivné ovlivnit modifikaci chitosanu — napt. kvarternizaci
nebo hydrofilni substituci). Antibakteridlni aktivitu je mozné pozorovat pii pH mensSim nez
6,5, kdy dochézi k ionizaci molekuly. Spektrum antimikrobidlni G¢innosti chitosanu lze
zvysit kombinaci se sttibrnymi (mohou zvysit u¢inek az o 98 %) nebo zinecnatymi ionty
(obr. 3), nebo s jinym antibakteridlnim ¢inidlem (napf. tetracyklinem) [6] s. 65. Chitosan
byl také pouzit ksyntéze isoniazidu (polymerni prolé¢ivo — vyznamné
antituberkulotikum), ¢imz se prodlouzila doba jeho plsobeni. K 1é€be ran a popalenin se
vyuzivd monomerni alginat sodny v kombinaci s chloridem vapenatym, ktery je pokryt
chitosanem. Pfi této aplikaci chitosan podporuje rist fibroblastl a tim i aktivitu makrofagt,

coz ma za nasledek urychleni 1é¢ebného procesu [1] s. 60.
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Chitosan také vykazuje protinadorovy a antioxidacni ucinek, ktery zavisi na molekulové
hmotnosti, rozpustnosti a obsahu acetylovanych skupin. Nizkomolekularni chitosan

rozpustny ve vodé pusobi jako pfirodni antioxidant [1] s. 61.

HOGH,
0 NH HOCH
H50O HO - 2 2
N, N, A A S
en / CH,OH NH
Zn3t O / 0
/N nH -
2 \ 0 NH,— Zn*
WD” N HOCH
0 Ho _ HOCH, 2
CH,OH o] o
2 0 HO NH;
CH-OH

Obr. 3 Struktura zinecnatych komplexu [1] s. 60
1.3 Aplikace chitosanu
Chitosan je biodegradabilni, biokompatibilni, zaroven je netoxicky a pusobi
antimikrobiadlng. Z téchto dGvodd patii mezi nejvyznamnéjsi biopolymery s Sirokym

uplatnénim v biomedicing, farmacii, potravinafstvi, kosmetice, agrochemii, fyzikalni

chemii a dalSich odvétvich [7] s. 439. Hlavni aplika¢ni oblasti jsou uvedeny v tab. 1.

Tab. 1 Hlavni oblasti vyuziti chitosanu [8]

Oblast aplikace Vlastnosti

Stimulace rlstu rostlin, povrchové upravy semen, ochrana

Zeméedelstvi rostlin proti mrazu, postupné uvolfiovani hnojiv a Zivin do
pudy

Voda, nakladéani Cisténi vody vlo¢kovanim (pitna voda, bazény), odstranéni

s odpady kovovych iontl, ekologické polymer (odstranéni syntetickych

polymerti), snizeni zadpachu

Dietni vlédknina (nevstfebatelna lidskym organismem), vazani
Jidlo a napoje lipidi  (snizeni  hladiny cholesterolu), konzervacni,
zahuStovadlo a stabilizator, ochranny, fungistaticky,

antibakterialni 1¢inek na ovoce
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Kosmetika a toaletni

Udrzovani vlhkosti pokozky, 1é¢ba akné, zlepSeni pruznosti

vlasi, snizeni statické elektfiny vlasii, tonovani pleti, péce o

potieby
dutinu ustni (zubni pasty, zvykacky)
Biofarmaceutika Imunologicky, protinddorovy, hemostaticky a antikoagulacni,

1éCebny, bakteriostaticky

1.3.1 Maedicina a farmacie

V poslednich 1étech se pozornost soustied’uje na vyuziti chitosanu jako nosice 1é¢iv. Dalsi

oblasti jeho vyuziti jsou potravinové dopliiky pro vazani tukd nebo v procesech cisténi

krve [9] s. 47.

Tab. 2 Hlavni viastnosti chitosanu ve vztahu k jeho pouziti v biomedicinskych aplikacich [8]

Potencialni biomedicinské aplikace

Zakladni charakteristika

chirurgické stehy

zubni implantaty

uméla kuze

obnova kosti

kontaktni Cocky

fizené uvolilovani 1éCiv pro zvitata a
lidi

enkapsulacni material

biokompatibilni

biologicky odbouratelny
obnovitelny

filmotvorny

hydratac¢ni ¢inidlo

netoxicky

biologicka tolerance
hydrolyzovatelny lysozymem
vlastnosti pro hojeni ran

ucinny proti bakteriim, virim, plisnim

Systémy pro fizené uvoliovani 1éCiv jsou v soucasnosti velice studovanou oblasti v

ramci biomedicinskych aplikaci. Tyto zahrnuji nosni, o€ni, Ustni, transdermalni a dalsi

piipravky, jejichZ hlavnim znakem je fizené a cilené uvoliiovani lé€iva [2] s. 92.

Samotny polymer muze byt vyuzivan jako 1é¢ivo, avsak to jen v piipadé pokud vykazuje

farmakologickou aktivitu. Polymerni proléfivo je makromolekularni latka, slouzici jako

nosi¢, pfiCemz sama nemusi vykazovat biologickou aktivitu. Skladd se z polymerniho
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nosice, biodegradabilnich vazeb mezi nosi¢em a léCivem, a skupin, které maji za tkol
cileni na konkrétni buiku. Jednou zmoznosti transportu 1éCiv je vyuziti
makromolekularnich prolécivovych konjugati s nizkou molekulovou hmotnosti. Zménou
rozpustnosti a molekuldrni velikosti se zlepsi pohyb latky a dochazi k pomalému
uvoliovani léCiva znosiCe. Makromolekularni prolécivo mize do buiky pronikat
endocytozou konjugatu polymer-1é¢ivo nebo difuzi uvolnéného 1é¢iva do bunky (obr. 4)

[1]s.57.

\27/%&/ konjugdt polymer - 1&&iva
l&tiva /

8", G |

v\\
\ { endocytosa )
=
\(’&&/ bun&&na membrana
\
a0 o
°© \(ﬁ‘u
° ‘

" s
lysosomova
@

aklivni misto

Obr. 4 Cesty lécivé latky k aktivnimu mistu [1]
Chitosan muze byt vyuZit pro pfipravu hydrogelii, které jsou schopny zajistit lokalni
pfenasSeni rlznych terapeutickych latek. Hydrogely jsou tvofeny zesiténymi polymery,
které obsahuji velké mnozstvi vody. Cast je pevné vazana na polymer a zbytek je

v hydrogelu ptitomen jako ,,volna“ voda [10] s. 32.

Pln¢ zbotnalé hydrogely maji n¢které fyzikalni vlastnosti (konzistence, nizké mezifazové
napéti mezi vodou a biologickymi tkanémi) podobné vlastnostem zivych tkani, coz
minimalizuje moznosti iritace okolnich tkani po implantaci gelu a negativni imunitni

reakce [2] s. 92, [4] s. 54, [11] s. 84.

Léciva latka mize byt do hydrogelu zakomponovana pomoci zapouzdieni nebo mohou
difundovat do pért hydrogeli po zesitovani. Problémem obou zminénych technik je
pomérné rychlé uvolnéni latky v pocatecni fazi botnani hydrogelu, a tedy nedostatecny
terapeuticky ucinek. Z toho divodu je vyvoj novych systémt s udrzitelnym uvoliiovanim

1é¢iv v soucasnosti stale pfedmétem mnoha studii. Chitosan se, diky svym vyjimecnym
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vlastnostem, jevi jako vhodny kandidat pro pfipravu téchto systémd, spliujici pozadavky

na biokompatibilitu, biodegradabilitu, nizkou toxicitu atd. [11] s. 85.

1.3.2 Kosmetika

Chitosan se v kosmetice vyuziva pro své bakteriostatické, fungistatické a filmotvorné
vlastnosti, ma také vyznam pii ptipravé systémui pro fizené uvolnovani aktivnich latek.
Chitosan je aplikovan do produktd vlasové kosmetiky (Sampony, kondicionéry, vlasova
tonika, laky na vlasy), zejména pro zajisténi antistatickych vlastnosti a zmé&kceni vlasd,
dale se uplatiiuje pii vyrobé pletovych krémi, zubnich past a dalSich kosmetickych
pripravka. [8] s. 604, [12] s. 2.

Chemicka struktura chitinu se podoba struktuie heparinu a kyseliné hyaluronové. Ma
schopnost vazani kovovych iontl, které¢ jsou v mnoha ptipadech divodem alergickych
reakci. Chitin a jeho derivaty se fadi mezi G¢innd hydrataéni Cinidla, ktera dodévaji
pokoZce dostatecné mnozstvi vody. Dalsi vyhoda spociva v tvorbé ochranného filmu na
pokozce, na ktery se nasledné mohou zachytit dalsi aktivni slozky (napt. dal$i hydratacni

¢inidla, organické kyseliny, slune¢ni filtry) [13].

1.3.3 Potravinarstvi

Chitosan v potravinafstvi je mozné pouzit jako antimikrobidlni ¢inidlo proti bakteriim a
houbam, nebo jako aditivum pro zesileni pfirodniho aroma, zlepSeni textury potraviny,
zahuStovadlo a stabilizator. Lze sem zahrnout 1 aplikace pfi vyrobé obalovych materialt
pro potraviny, kde chitosan mize fungovat pfi regulované vymeéné vlhkosti, zajistovat
kontrolované (postupné) uvolfiovani antioxidantii, antibakteridlnich a aromatickych latek.

Chitosan se také mtize uplatiiovat pro zlepseni nutri¢ni kvality potravin. [14] s. 40.

Chitosan se v potravinafstvi Casto vyuZziva jako slozka potravnich doplnku, jelikoz je
schopen, diky kladné nabitym skupindm (aminokyselindm), vazat tuky z potravin pfimo v
travicim traktu pfed stravenim, a tim nasledné sniZovat jejich vstfebavani lidskym
organismem. Chitosan pfirozené¢ snizuje hladinu cholesterolu v krvi, jelikoz tvoii v
kyselém prostiedi zaludku koagulaty, které zachycuji a vazi micely tvofené zluCovymi
kyselinami obsahujicimi cholesterol. Tim dojde ke sniZeni obsahu emulgovaného
cholesterolu, ktery se pak nedostane do krevniho fecist¢ a je nasledné vyloucen stolici.
Chitosan ma pfiznivy vliv na gastrointestindlni trakt (zlepSeni stfevni peristaltiky,

bakterialni flory stfeva a vylucovani toxinii a radionuklida ze stiev) [15].
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Utinnost chitosanu lze zvysit v kombinaci s vitaminem C nebo vitaminy B-komplexu,
které napomahaji snizovat hodnoty nevhodného cholesterolu a tim pfispivat ke zlepSeni
kardiovaskularniho systému [16]. Problém pti pouzivani potravinovych doplitkki s obsahem
chitosanu muze nastat v piipadé, kdy diky jeho vazebné schopnosti dojde k moznému
snizeni vstiebavani n€kterych mineralt (hoicik, vapnik, zinek, Zelezo). Z toho divodu se

doporucuje alespont dvouhodinova prodleva pred uzitim 1&ka [17].

1.3.4 Dalsi prumyslova odvétvi

Chitosan nachazi rovnéZ vyuZziti v textilnim primyslu, a to jak pfi primarni vyrobé
textilnich vldken (pro medicinské ucely, napt. obvazy, chirurgické nité, apod.), tak pii
produkci pomocnych chemikalii a ¢inidel pro kone¢nou upravu. Muze zlepsit absorpci
barviv na bavinénych vldknech, pevnost barvenych tkanin. Chitosan lze pouzit jako pojivo
v barvivech, ale také jako jejich fedidlo, ¢i zahustovadlo. To je déno reologickymi
vlastnostmi chitosanu (za vhodnych podminek vytvaii formace hydrogelu a chova se
viskoelasticky). Také bylo zjisténo, Ze chitosan ma velmi pfiznivé ucinky na snizeni
nechténé¢ho plsténi viny. Antibakteridlni vlastnosti chitosanu zamezuji vzniku zapachu

zodevi [18] s. 1.

Zvlasté v poslednich letech se chitosan uplatiiuje pfi tpravé povrchovych vod (pro vyrobu
pitné vody) nebo CiSténi odpadnich vod k odstrafovani organického znecisténi nebo

pfirodnich organickych latek, které by jinak vedly ke tvorbé neZzadouciho zakalu [19] s. 66.

V ptirodné zakalenych vodach dominuji huminové latky, které obsahuji, mimo jiné, 1
humusové kyseliny, jejichz disociace vede k vysoké stabilit¢ huminovych koloidd v
pfirodnich vodach. Tyto latky maji vysokou afinitu ke komplexim iontd kovi a
organickych znecistujicich latek. Nasledkem je naZloutld barva, zakal, neZzddouci viiné a
chut’ vody. Jednou z odstranéni huminovych kyselin z pfirodnich vod je vyuziti chitosanu.
Predpoklada se, ze jako kationtovy polyelektrolyt bude koagulovat s negativné nabitymi
suspendovanymi Casticemi huminovych latek. Jeho vyhodou je, ze oproti syntetickych

flokulantim nezatézuje Zivotni prostiedi [19] s. 66.

1.4 Metody stanoveni stupné deacetylace chitosanu

Stupent deacetylace (DD) je jednim z hlavnich parametri, charakterizujicich chitosan.
Jedna se o podil D-glukosaminu a N-acetyl-D-glukosaminu, ktery ovliviiuje jak fyzikalné-

chemické a biologické vlastnosti, tak nasledné primyslové vyuziti [2] s. 93. Naptiklad
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bylo zjisténo, Ze chitosan s DD blizici se krajnim hodnotdm (0% nebo 100%) vykazuje
delsi dobu degradace a zvySenou bunécnou adhezi (v ptipadé DD okolo 50% tomu bylo
pravé naopak) [20] s. 1399. Z vySe uvedenych diavodi existuje fada metod pro stanoveni
stupn¢ deacetylace chitosanu, z nichz nejCastéji vyuzivané jsou shrnuty v nasledujicich

kapitolach.

1.4.1 Elementarni analyza

Definované mnozstvi chitosanu se zahtiva po dobu jedné hodiny pii teploté 600°C. Zbytek
se pak zvazi a zjisti se podil anorganickych latek. Nasledné se vypocita stupen acetylace

dle vzorce (1.1):

vop = BOOS=%N) |40

8,695 — 6,896 (1)

Kde:

- %DA stupen acetylace
- 8,695 procento dusiku v pln€ deacetylovaném chitosanu
- 6,896 procento dusiku v plné acetylovaném chitinu

- %N  procento organické ¢asti v analyzovaném materialu

Vzorky s riznym stupném acetylace vykazuji jen malé rozdily v obsahu dusiku. To je
divodem, pro¢ vysledky ziskané elementarni analyzou prvka nejsou piesné a to zejména,
pokud jsou pfitomny kontaminanty. Tato metoda se pouziva k charakterizaci chitosanu

s obsahem dusiku vétsim nez 7% a chitinu s obsahem dusiku méné nez 7 % [2] s. 93.
1.4.2 Metody titracni

Acidobazicka titrace

Znamé mnozstvi chitosanu se rozpusti v 0,1 N roztoku kyseliny chlorovodikové. Po
dostatecném rozmichani se tento roztok titruje 0,1 N roztokem hydroxidu sodného. Stupen
acetylace (DA) je pak stanoven z prvniho a druhého inflexniho bodu titracni kiivky. Pfi
této metod¢ mohou byt vysledky ovlivnény viskozitou nebo tvorbou srazenin v roztoku [4]

S. 55.
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Potenciometricka titrace

Pfi této metod¢ se rozpusti chitosan (asi 100 mg) ve znamém objemu vodného roztoku
kyseliny chlorovodikové (0,01 mol.I") a roztok se pak titruje 0,1 mol.I"! NaOH, pficemz
pH roztoku se méf pii konstantni iontové sile (0,1 mol.I"" NaCl). Prvni inflexni bod,
v grafu zavislosti pH na pfidaném objemu baze, odpovidd neutralizaci kyseliny
chlorovodikové. Druhy bod pak urcuje neutralizaci amonnych iontli z chitosanu. Rozdil
mezi témito dvéma inflexnimi body odpovida mnozstvi aminoskupin v chitosanu (stupeii

deacetylace, DD). Stupen acetylace se vypocita z nasledujiciho vzorce [2] s. 94.

%DA=100-%DD (1.2)

Kde:

- %DA stupen acetylace
- %DD stupen deacetylace

Problémem této metody je, ze vzorky musi byt zbaveny vlhkosti a necistot, nésledné je

provedena korekce navazeného mnozstvi chitosanu [2] s. 94.

Koloidni titrace

Princip koloidni titrace je zaloZen na stechiometrické interakci mezi pozitivnimi a
negativnimi ionty. V pribc¢hu reakce dochazi k rychlému sraZeni, které je dokonceno
v okamziku, kdy je mnoZzstvi kladnych a zdpornych néboji vyrovnano. Bod ekvivalence je

detekovan zménou barvy indikatoru [2] s. 94.

Vzorek chitosanu se rozpusti ve vodném roztoku kyseliny octové a nasledné je titrovan
polyvinylsulfaitem draselnym (PVS) za pouziti toluidinové modii (3-amino-7-dimethyl-
amino-2-methyl-fenothiazin-5-ium chlorid) jako indikatoru. Pozitivné nabité amonné
skupiny chitosanu se pak pfimo vaZou k negativné nabitym sulfatovym skupinam PVS. Po
dosazeni bodu ekvivalence se zbytek PVS navéze na toluidinovou modf, v disledku ¢ehoz

dojde ke zméné barvy roztoku z modré na ¢ervenou [2] s. 94.

I tato metoda ma jisté nevyhody, zahrnujici naptiklad fakt, ze PVS musi byt pfed pouzitim
precistén dialyzou a kysely roztok chitosanu je nutno ptefiltrovat, aby byly odstranény
pfipadné nerozpusténé zbytky. U vzorkl s nizkym stupném acetylace ov§em nemusi viibec
dojit ke zméné barvy ani k vysraZzeni, coZ miiZze zplsobit problémy pii stanoveni stupné

deacetylace [4] s. 55.
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Konduktometricka titrace

Princip konduktometrie spoc¢iva v méfeni vodivosti roztoku v prabéhu konduktometrické
titrace, zatimco probiha chemicka reakce. Nejvice vodivymi ionty, které nejvyraznéji

ovlivituji vodivost roztoku, jsou kationty H" a anionty OH™ [2] s. 94.

Vzorek chitosanu se rozpusti v roztoku kyseliny chlorovodikové a tento roztok je pak
titrovan hydroxidem sodnym. Hodnoty vodivosti (mS.cm™) v zivislosti na objemu
titracniho ¢inidla jsou vyneseny do grafu, z n€hoz jsou patrné tfi charakteristické useky.
Prvni z nich mé klesajici trend a odpovidd neutralizaci piebytecné HCl (A-B). Druhy
segment se pak vztahuje k neutralizaci amonnych skupin (B-C) a tfeti ¢ast charakterizuje
ptebytek béaze (C-D). Rozdil dvou priusecikli smérnic uvedené zévislosti odpovida

mnozstvi zasady potifebné k neutralizaci amonnych skupin (viz. obr. 5) [2] s. 94.
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Obr. 5 Konduktometricka titrace vzorkii chitosanu (2)

Procento aminoskupin reprezentovanych stupném deacetylace se pak vypocte jako

[baze|V, —V,)-161
m

%DD =

(1.3)

Kde [baze] je koncentrace roztoku NaOH v mol.I"' a Vi a V2 jsou objemy NaOH v ml.
Cislo 161 pak pfedstavuje molarni hmotnost monomeru (C¢Hi1OsN) a m je hmotnost

chitosanu v mg [2] s. 95.
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1.4.3 Metody spektroskopické

!H NMR spektroskopie

Metoda nuklearni magnetické spektroskopie (zkratka NMR z anglického Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopy) vyuziva interakce atomovych jader s magnetickym polem a
umoznuje tak urcit strukturu, slozeni a mnozstvi molekul zkoumané latky. Je zalozena na

spinové rezonanci jader atomil s lichym poétem protont nebo neutrond [21] s.1, [22] s. 2.

Pti aplikaci této metody na stanoveni stupné deacetylace byly vzorky chitosanu rozpustény
v roztoku deuterium chloridu (DCI/D20), ptipH 4 [23] s. 7. Slou€eniny deuteria se
pouzivaji z toho dlivodu, Ze touto metodou nejsou detekovany (spektroskop detekuje jen
atomy s lichym souctem protoni a neutront v jadie [24] s. 171). Vzorky se nasledné
lyofilizuji a vyhodnocuji na NMR spektroskopu. Stupenn deacetylace se pak stanovi
z plochy pftislusného signalu. Vyhodou je velmi kratkd doba vyhodnoceni a potieba jen
malého mnozstvi materidlu pro analyzu. Tento postup je vSak pouzitelny jen u rozpustnych

vzorku [23] s. 7.

Stupeti deacetylace chitosanu je také mozno zjistit pomoci *C a >N NMR spektroskopie,
pfi niZ lze analyzovat 1 vzorky v pevné fazi, avSak zdsadni nevyhodou je vysoka cena a

dlouhé doba méfeni (2) s. 95.

UV-VIS Spektroskopie

Metoda ultrafialovo-viditelné spektroskopie vyuzivd meéfeni absorpce svétla méfenou

latkou v ultrafialové a viditelné oblasti svétla (od 200nm do 800 nm) [25] s. 61.

Existuje nékolik postupil jak stanovit stupeil deacetylace pomoci této metody. Nejdiive je
potfeba vytvotit kalibracni kiivku se znamou koncentraci, podle které se pak stanovi
stupent acetylace (deacetylace) neznamého vzorku. Kfivku muzeme ziskat pfipravenim
kontrolniho vzorku, rozpusténim cistého chitinu a chitosanu v 0,85% kyseliné¢ fosforecné.
Cista 0,85% kyselina fosfore¢na pak funguje jako referenéni kapalina. Postupné se piidava

Cisty chitosan a chitin v pfesné definovanych koncentracich.

Dals$i moznosti tvorby kiivky je rozpustit vzorky, obsahujici riizné poméry cistého chitinu
a chitosanu, ve vodném roztoku kyseliny chlorovodikové (v koncentraci 0,1 mol.dm).
Kalibra¢ni kiivka se pak vytvofi vynesenim vztahu mezi absorbanci vzorku a stupném

deacetylace.
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Zjisténi stupné deacetylace neznamého vzorku chitosanu se pak provede tak, ze se rozpusti
ve stejné kyselin€, jako tomu bylo pfi tvorbé kfivky. Po zméfeni se absorbance neznamého
vzorku je s pomoci kalibracni kiivky mozné zjistit stupen deacetylace nezndmého vzorku

[23]s. 8.

IR spektroskopie

V tomto pfipad¢ se jedna o infracervenou spektroskopii. Princip této metody je podobny
jako v ptipadé¢ US-VIS spektroskopie. Rozdil je pouze v tom, ze tomto piipadé se méii

absorpce infracerveného zafeni pii prichodu vzorkem [25] s. 3.

Jeji zasadni nevyhodou je reprodukovatelnost jejich vysledkd. Pfi stanoveni stupné
deacetylace, mohou byt hodnoty absorbance ovlivnény vlhkosti. V nékterych situacich
muze dochdzet k interferenci spektrometrem vysilaného signélu, se signadlem vychézejicim
z chitosanu. Stejné tak pocatecni nastaveni spektroskopie je problematické a z velké ¢asti
zavislé na zkuSenostech obsluhy. Proto se IR spektroskopie doporucuje jen pro hrubé

stanoveni stupné deacetylace [23] s. 10.
1.4.4 Metody hydrolytické

Kysela hydrolyza

Pfi tomto zplsobu se zndmé mnozstvi chitosanu hydrolyzuje hydroxidem sodnym a pak se
k nému ptfida kyselina fosforecnd. V duasledku toho vznikne kyselina octova, kterd se pak
destiluje a po ptidani horké destilované vody se ptislusné podily titruji 0,01N hydroxidem
sodnym za pouziti indikatoru fenolftaleinu [2] s. 95. Stupen acetylace se pak vypocte jako

V-0,04305

m

%DA = (1.4)

Kde:

- %DA stupen acetylace
-V objem hydroxidu sodného vynasobeny deseti

- m hmotnost chitosanu
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Nevyhodou tohoto postupu je zna¢né mnozstvi krokli nutnych k dosazeni vysledku. Na
druhou stranu neni vyzadovana nékladnd aparatura a pouzivaji se snadno dostupné

chemikalie [2] s. 96.

Pro stanoveni stupné¢ deacetylace kyselou hydrolyzou lze také vyuzit HPLC. V takovém
ptipad¢ se nejdiive vzorek chitosanu hydrolyzuje ve vodném roztoku kyseliny siroveé,
Stavelové a propionové, a to pii 155°C po dobu jedné hodiny. Po zchladnuti se pak vzorek
filtruje, aby mohl byt nasledné analyzovan v HPLC. Kalibra¢ni kfivka se vytvoii pomoci

ruznych koncentraci kyseliny octové [2] s. 96. Stupeni acetylace se vypocita dle vzorce 1.5.

DA =01 M 4 (1.5)
43-42-M

Kde:
- %DA stupen acetylace
- M podil uvolnénych acetylovych skupin ziskanych kyselou hydrolyzou, k
hmotnosti organického materialu

- 161  molérni hmotnost 2-amino-2-deoxy-D-glukosy

- 43 molarni hmotnost acetylovych skupin

Piiklad HPLC chromatogramu je zndzornén na obr. 6.

ABSORBANGE 210 nm
.----—'_'_'-.:‘I

1] 13 1%
RETENTION TIME [mén)

Obr. 6 Ukazka HPLC chromatografie — reakce ve smési chitosanu 1 — kyselina mravenci, 2 — kyselina
octovd, 3 — kyselina propionova (2)
Tato metoda ma ftadu nevyhod, které zahrnuji potifebu stanoveni obsahu vody a
anorganickych latek ve vzorku pied samotnou analyzou, déle pak del$i dobu pfipravy i
samotné analyzy. MlZe také dochazek k degradaci vzorku pfi hydrolyze za vysoké teploty,
je nutno zajistit vhodnou kolonu odolnou vici kyselinam stanovit kalibracni kiivky pro

rizné koncentrace kyseliny octové. Vyhodou pak je pouzitelnost pro kompletni rozsah
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stupné deacetylace a lepsi dostupnost vybaveni v porovnani napt. s NMR spektroskopii a

fakt, Ze lze stanovovat i nerozpustné vzorky chitosanu [2] s. 96.

Enzymaticka hydrolyza

Pfi tomto zpiisobu zjisténi stupné deacetylace se chitosan hydrolyzuje za plisobeni smeési
exo-B-D-glukosaminiddzy, [-N-acetylhexosaminiddazy a chitosanazy. Mnozstvi D-
glukosaminu a N-acetyl-D-glukosaminu se pak stanovi pomoci kolorimetrie a HPLC
chromatografie. Plochy pikii jsou pak pievedeny na molarni koncentrace a porovnany
s chromatogramy D-glukosaminu a N-acetyl-D-glukosaminu. Vzorec pro vypocet stupné

deacetylace je nasledujici [2] s. 97.

%DDleO-D—G (1.6)
DG + NADG
Kde
- DD stupen deacetylace
- DG koncentrace D-glukosaminu v pmol/ml

- NADG koncentrace N-acetyl-D-glukosaminu v umol/ml

Nevyhodou této metody je, ze je pouZitelnd pouze pro vzorky rozpustné v 2% vodném
roztoku kyseliny octové. Také je potieba mit standardy D-glukosaminu a N-acetyl-D-
glukosaminu. Vysledky mohou byt ovlivnény pfitomnosti ne€istot v enzymovych
extraktech. Vyhodou jsou pomérné nizké naklady delsi zivotnost kolony chromatografu, v

porovnani s kolonou pouzivanou pfii kyselé hydrolyze [2] s. 97.

Pyrolyza - plynova chromatografie

Pro zjisténi stupné acetylace se pouzivda kombinace plynového chromatografu s
plamenovym ioniza¢nim detektorem (FID) a vertikalni mikropeci pyrolyzéru [2]. Chitosan
se rozpustil ve vodném roztoku kyseliny Stavelové, nasledné je v pyrolyzéru zahtivan pfi
teploté 450°C v atmosféfe helia. Je pouzivana specialni kovova kapilarni kolona, potaZzena

polyethylenglykolem. Jako standard se vyuZziva N-acetyl-D-glukosamin [2] s. 97.

Nevyhodou je, ze vysledny stupen acetylace miize byt ovlivnén kontaminaci uhlovodany
nebo pirebytkem kyseliny stavelové. Dale dochézi k rychlejSimu zkracovani zivotnosti

kolony vlivem kyseliny. Navic, vzorek v disledku pyrolyzy podléha destrukci. Naopak
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vyhodou je, ze metoda je pouzitelnd pro cely rozsah stupné acetylace, je zapotiebi jen malé

mnozstvi vzorku a doba analyzy je kratka [2] s. 97.

1.5 Stanoveni molekularni hmotnosti chitosanu

Molekulovd hmotnost M je vyznamnou charakteristikou polymert, kterd uréuje jejich
chovani v riznych podminkach. Polymery jsou polydisperzni systémy, tvofené
makromolekulami o rizné molekulové hmotnosti. Proto se stanovuje stfedni (pramernd)
hodnota molekulové hmotnosti M ztzv. distribuéni kfivky, kterd vyjadfuje zavislost
hmotnostniho zlomku polymeru o dané velikosti makromolekuly na jeho molekulové

hmotnosti [26] s. 37 (obr. 7).

Focet molekul

W

Molekulova hmotnost

Obr. 7 Distribucni kifivka molekularnich hmotnosti [27] s. 11
Pokud se pak molarni hmotnost stanovuje pomoci veli¢in imérnych hmotnosti nebo
objemu ¢&astice, jedna se 0 hmotnostné stfedni molekulovou hmotnost M,,,. V piipadg, Ze se
méfi sedimentacni rovnovaha, jednd se pak o z-primér molekulovych hmotnosti M,.
Pokud jsou meéteny koligativni vlastnosti, pak se hovoii o pocetné stfedni molekulové
hmotnosti M. Méfenim viskozity se ziskd tzv. viskozitni primér molekulovych hmotnosti

M—n' [28] Pro tyto molekulové hmotnosti pak plati vztah:
M, <M, <M, <M. (1.7)

Molekulova hmotnost chitosanu je tedy dal$i vyznamnou charakteristikou, ktera poskytuje
informace o jeho vlastnostech, jako je rozpustnost, krystalinita, degradace, pevnost v tahu a
obsah vlhkosti [20] s. 1400. Nuthanid a kol. prokdzali podstatn¢ lepsi tahové a adsorpéni
vlastnosti  vysokomolekularniho chitosanu (600 az 1000 kg.mol') nez u
nizkomolekularniho vzorku (50 az 60 kg.mol!) se stejnym stupném deacetylace [29] s.

144. Dalsi studie potvrdila, ze s rostouci molekulovou hmotnosti chitosanu se zvySuje
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schopnost enkapsulace a zpomaluje se kinetika uvoliiovani [30] s. 641. Podobné vysledky

byly potvrzeny i dalS§imi autory [31] s. 53, [32] s. 379.

Jednim z nejbéznéjSich zpiisobl zjisténi molekularni hmotnosti je gelova chromatografie,
pii niz se vyuziva kalibra¢ni kiivky ziskané pro polysacharid pullulan. OvSem molekulové
hmotnosti chitinu a chitosanu nemohou byt touto metodou pfimo porovnany, jelikoz
neexistuje systém rozpoustédel, ktery by dokazal rozpustit oba tyto polymery zaroven [33]

s. 11.

Dal$i moznosti pro stanoveni molekuldrni hmotnosti je vyuziti mnohothlového rozptylu
svétla pfes méfeny vzorek. Velikost molekuldrni hmotnost lze pak odvodit pomoci
Zimmovych grafli, vytvofenych pro rizné koncentrace vzorku (viskozita vzorku nesmi byt
prilis vysoka. Vysledky zavisi na Cistot€¢ vzorkd a presnost méfeni se pohybu v rozmezi +

10% [33] s. 11.

Molekularni hmotnosti chitosanu se ¢asto stanovuje pomoci méfeni vnitini viskozity, jejiz
vztah s molekulovou hmotnosti polymeru udava Mark-Houwinkova rovnice (1.8) [34] s.

37

[7]=K-M, (1.8)
Kde
- [n] kinematicka viskozita roztoku
- M, viskozitni priimér molekulové hmotnosti polymeru

- Koa konstanty pro urcity systém polymer — rozpoustédlo pii definované teploté

Pii tomto postupu je dilezité sledovat koncentraci soli v roztoku, nebot’ ty (hlavné pfi

nizkych koncentracich) mohou vyrazn¢ ovlivnit vyslednou hodnotu viskozity [33] s. 11.
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2 TENZIDY

Tenzidy, neboli povrchové aktivni latky (PAL), patii do skupiny organickych latek, které
nachazeji uplatnéni v mnoha odvétvich primyslu. Divodem jsou jejich vlastnosti dané
specifickou amfipatickou strukturou, pro niz je charakteristickd pifitomnost hydrofilni a
hydrofobni c¢asti v molekule. Diky tomu jsou tenzidy schopny se jiz pifi nizkych
koncentracich adsorbovat na fazovych rozhranich a ménit tim jejich povrchovou, resp.

mezifdzovou volnou energii [35] s. 1.

2.1 Déleni tenzidu

Tenzidy je mozno klasifikovat podle riznych kritérii, jako naptiklad podle aplikace, HLB
hodnoty (hydrofilné-lipofilni rovnovéaha), biologické degradability atd. Nejcast&jsi je
ovSem rozdeleni podle charakteru hydrofilni ¢asti na tenzidy neionické a ionické, které l1ze

dale d¢lit na latky anionické, kationické a amfoterni [36] s. 7.

2.1.1 Anionické tenzidy

Jedna se o latky, které maji ve vodném roztoku povrchové aktivni zaporné nabity
organicky anion a neaktivni kation. Tento druh tenzidi mé& vyborné detergencni
schopnosti, kterd se nejlépe projevi v mirné alkalickém prostiedi [36] s. 7. Nejb&znéjSimi
typy anionickych tenzidl jsou sulfaty, sulfonaty, karboxylaty, v mensi mife fosfaty a estery

kyseliny fosforecné [37] s. 7.

Soli karboxylovych kyselin (mydla), jejichz vyhodou je vyroba zpomémé dobie
dostupnych ptirodnich obnovitelnych zdroji, patii mezi nejstarSi pouzivané tenzidy. Jsou
pfipravovany z tukill a olejli, nebo z mastnych kyselin o rizné délce fetézce (napft. olejova,
stearova, palmitova, laurova, aj.), které jsou nasledné neutralizovany nejcastéji na sodné
nebo draselné soli. Hlavni nevyhodou karboxylati je jejich citlivost viici iontim tvrdé

vody a nizkému pH, kdy dochazi ke ztraté€ jejich povrchové aktivity [38] s. 39.

S nartistajici dostupnosti alternativnich surovin se vyvinuly sulfatové a sulfondtové
tenzidy, které¢ spliovaly pozadavky neustile se rozvijejiciho primyslu. Sulfatové PAL,
tedy estery kyseliny, mohou byt vyrabény z mastnych alkoholti, mastnych kyselin, nebo
tukt a olejti. Vykazuji dobrou rozpustnost ve vodé a vysokou povrchovou aktivitu i
v kyselém prostfedi. Vyznamnym reprezentantem je lauryl(dodecyl) sulfat sodny, zndmy

pod zkratkou SDS [38] s. 51. Skupina sulfonati (soli kyseliny sulfonové) zahrnuje
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parafinické a ropné sulfonaty, olefin sulfonaty, déale alkylarylsulfonaty (zde se tadi i jeden
z nejznaméjSich tenzida alkylbenzen sulfonat sodny) a dalsi [38] s. 54. Hydrofilni a
hydrofobni ¢ast mlze byt spojena prostiednictvim miustkil, nejcastéjsi typy jsou mustky
estericky, ethericky nebo amidicky. Vyslednymi produkty pak jsou N-acyl-N-alkyltauriny,
estery sulfosukcinatu atd., které mohou mit dal$i zvyhodnéné charakteristiky (naptiklad

lepsi rozpustnost ve vode aj.) [38] s. 55.

2.1.2 Kationické tenzidy

Kationické tenzidy ve vodném roztoku disociuji na kladné nabity kation a na rozdil od
svych anionickych a neionickych protéjsktt jsou produkovany v mensim rozsahu a
vyuzivany spiSe pro specifické aplikace. Divodem je jejich pravé kladny naboj jejich
hydrofilni ¢asti, diky némuz se pak siln€ adsorbuji na vétSinu (negativné nabitych)
substratii. Nejsou tedy aplikovany jako klasické detergencni pfipravky, ale v praxi se
vyuziva jejich germicidnich 0¢inkli pro nejriznéj$i dezinfekéni a lécebné prostredky.
Mimo to maji vyznam pro své antistatické a kondiciona¢ni vlastnosti, tzn. byvaji soucasti
avivaznich prostfedkd a kondicionérii v kosmetice [36] s. 10. Vyskytuji se ve formach
primarnich az kvarternich aminti, pficemz nejbéznégjsi jsou typy s 8 az 18 atomy uhliku
v fetézci. Posledni jmenovana skupina, zndma jako kvarterni amoniové slouceniny (KAS),

patii mezi vyznamné slozky komerénich dezinfekénich prostredkt [36] s. 10.

2.1.3 Amfoterni tenzidy

Amfoterni tenzidy maji jak bazickou, tak kyselou hydrofilni skupinu, jejichZ vysledny
naboj je zavisly na pH prostiedi. Jejich vyhodou je moznost kombinovat je s ostatnimi typy
tenzidi a dobrd kompatibilita s pokozkou a sliznicemi, coZ je piedurcuje pro pouZiti
v kosmetickych produktech. Nevyhodou pak je nerozpustnost ve vétSin€é organickych
rozpoustédel [36] s. 10. Patii sem derivaty imidazolinu, betainy a sulfobetainy, derivaty

aminokyselin a dalsi [38] s. 74.
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2.1.4 Neionické tenzidy

Zastupci téchto tenzidlive vodném roztoku nedisociuji na ionty (jsou tedy elektricky
neutralni) a jejich rozpustnost je pak ddna pomoci funk¢nich skupin v molekule, které maji
vysokou afinitu k vod€. Neionické tenzidy se pouzivaji v mycich, disticich, ale také
v kosmetickych ptipravcich [36] s. 11. Jejich nejvétsi vyhodou je stabilita v celém roztahu
pH A kompatibilita s jinymi tenzidy. NejstarSimi reprezentanty této skupiny jsou derivaty
polyoxyetylenu, které jsou vyuzivany mimo jiné jako emulgédtory v potravindistvi a
kosmetice. Vyznamnou rozvijejici se skupinu predstavuji alkylpolyglykosidy, ziskdvané
z ptirodnich obnovitelnych surovin, které jsou diky tomu lehce biologicky odbouratelné.
Jsou vyuzivany v mycich a Cisticich prostfedcich, dale pak jako emulgétory v kosmetice

[39] s. 424.

2.2 Tvorba micel

Zasadni vlastnosti tenzidd je schopnost tvofit micely, tj. agregaty koloidnich rozméri,
které se zacinaji tvofit ve vodném roztoku, pokud koncentrace tenzidu piekroci tzv.
kritickou micelarni koncentraci (CMC). Na procesu tvorby micel (micelizace) zavisi fada
vyznamnych jevil, probihajicich na fazovych rozhranich, jako je detergence a solubilizace

[35] s. 105.

2.2.1 Stanoveni kritické micelarni koncentrace

Pocatek tvorby micel lze odhadnout ze zavislosti rGznych fyzikdlnich veli¢in na
koncentraci tenzidu v roztoku. V oblasti kritické micelarni koncentrace (CMC) dochazi
totiz ke zlomtm v grafech téchto zavislosti, jak je patrno z obr. 8. Bézn¢ se vyuziva méreni
povrchového napéti, dale pak méteni vodivosti, viskozity, solubilizace atd. Hodnota CMC
je ovliviiovana fadou faktordi, jako je struktura tenzidu, zejména pak charakter

hydrofobniho fetézce, dale povaha protiontu, ptidavek elektrolyta atd. [35] s. 120.

Pokles hodnoty CMC u ionickych tenzidil je dan hlavné tim, kdyZ se ztenci ionickd vrstva
kolem hlavové skupiny tenzidu. Vysledkem je, Ze zmensi odpudivé sily mezi micelami. To

se muze stat napiiklad pfidanim elektrolytu [35] s. 145.
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Obr. 8 Zména riznych fyzikalnich viastnosti v oblasti CMC [37]

Méieni povrchového napéti

Pti méfeni zavislosti povrchového napéti na koncentraci tenzidu dochazi pii dosazeni
CMC k charakteristickému zlomu, po némz se hodnoty povrchového napéti ustaluji.
Povrchova aktivita je totiZ dana pouze adsorpci jednotlivych monomeril tenzidu. Typicky
prabéh zavislosti povrchového napéti na koncentraci (pfesnéji na logaritmu koncentrace)

pro vybrané PAL je znazornén na obr. 9.
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Obr. 9 Zavislost povrchového napéti na koncentraci PAL [37]
Povrchové napéti lze méfit pomoci celé fady metod, jako napriklad metody
stalagnometrické, kapilarni elevace a metod odtrhavacich, kam spadd Wilhelmyho metoda.
Princip Wilhelmyho metody spociva ve vyuZivani platinové desticky o definovanych
rozmérech. Ta se upevni na vahadlo vah a ponofi do studované kapaliny. Z obou stran
platinové desticky se tvofi menisky. Pii vytazeni vzhiru na destiCku ptsobi sila F, ktera se
postupné zvySuje a v okamziku pfed jejim odtrZzenim dosahuje maxima. Pro povrchové

nap¢ti pak plati vztah:

F

S 2.1
2-1-cos@ @D

Kde:

-y povrchové nebo mezifazové napéti
-1 délka desticky
- F sila pf1 odtrZeni desticky

0

uthel smaceni
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Meéieni konduktivity

Konduktometrie je elektroanalytickd metoda zaloZzend na méfeni vodivosti iontl ve
roztoku. Velikost konduktivity zavisi na pocCtu iontli v roztoku, na jejich néboji,

pohyblivosti a teploté roztoku [40] s.1.

Pro stanoveni hodnoty CMC lze vyuzit metodu konduktometrické titrace, ktera je ovSem
omezena pouze na meéfeni ionickych tenzidd. Principem je rozdilnd pohyblivost
jednotlivych molekul PAL a z nich tvofenych micel, coz se projevi ve zméné smérnice.

Z pruseciku obou linedrnich sekil 1ze pak stanovit hodnotu CMC (obr. 10) [41] s. 1.

1250

y=20585x + 980.17

1200 RY = 09995

1150
1100

1030

vodivost (mS)

y= S85T4x + THE.T3
1000 RY = 09956

950

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.02
koncentrace (molf)

Obr. 10 Priklad funkcni zavislosti koncentrace na vodivosti

pri konduktometrické titraci pro Cisty tenzid [41]

2.2.2 Charakteristika micel

Micely jsou dynamické utvary, které mohou meénit své uspoiadani v zavislosti na
podminkach. Klasicka micela, tvofend béZznymi molekulami PAL ve vodném prostfedi, ma
sféricky tvar, vnémz jadro je zastoupeno uhlovodikovymi fetézci a vnéjsi obal tvofi

hydrofilni skupiny. ZvySovanim koncentrace PAL v roztoku vznikaji slozit¢jsi utvary —

valcovité, tyCinkovité, lamelarni micely.

Tvorba micel je podminéna eliminaci kontaktli mezi vodou a uhlovodikovymi ¢astmi,
ptesto k ur¢itému kontaktu dochazi blizko predpokladaného rozhrani mezi obéma fazemi.

Vyznam v tomto pifipadé mé polomér jadra micely a plocha, kterou na povrchu zaujima
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jedna hydrofilni skupina. Z toho divodu byl zaveden tzv. kriticky agregacni parametr (z

ang. critical packing parameter), vypovidajici o geometrii micely (vzorec) [36] s. 43.

crp=—V 2.2)
a,-1.
Kde
-7 objem hydrofobni ¢asti molekuly
- plocha povrchu hydrofobni ¢asti
- e maximalni (kriticka) délka hydrofobniho fetézce

Piehled predpokladané struktury vzniklého agregatu v zavislosti na hodnotach CPP je
uveden v tab. 3 z [38] s. 126.

Tab. 3 Typ agregatii v zavislosti na CPP [38]

CPP Vseobecny typ tenzidu Ocekavana struktura agregatu
Bézné tenzidy s jednoduchymi
<033 |fetézei a pomémé  velkymi | Sférické micely
hydrofilnimi skupinami
Bézné tenzid s malymi
0.33-0,5 . . Y . Y Valcové nebo ty¢inkové micely
hydrofilnimi skupinami
0.5.1.0 Tenzidy s dvojitymi fetézci | Vezikuly a pruzné dvouvrstvé
T s velkymi hydrofilnimi skupinami struktury
1.0 Tenzidy s dvojitymi fetézci - )
’ oo o ) ] Plosné dvouvrstvé struktury
s men$imi hydrofilnimi skupinami
Tenzid s dvojitymi fetézci
>1,0 ) y. J, y ) ] Obracené nebo inverzni micely
s malymi hydrofilnimi skupinami

Dalsi diilezitou charakteristikou micel je agregacni Cislo, které¢ vyjadiuje pocet molekul
PAL, tvofici jednu micelu. Agregacni Cislo zavisi na mnoha internich (hydrofobni
struktura, typ hlavové skupiny...) a externich (teplota, tlak, pH...). Obecné plati, ze
s rostouci délkou hydrofobniho fetézce se agregatni Cislo zvySuje a naopak klesa
s nartstajici plochu, kterou zabird na povrchu micely jedna hydrofilni skupiny. Dalsi
faktory zahrnuji ptidavek organickych latek (které nejsou povrchové aktivni), vliv teploty

aj. [38] s. 130.
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Agregacni Cislo je mozné stanovit mnoha zpiisoby, jednim z nejbéznéjSich je meéfeni
fluorescence vzorkl. U této metody je potfeba znat koncentraci micel v méfeném vzorku.
Dalsi metody stanoveni agregacniho Cisla zahrnuji napt. rozptyl svétla, sedimentaci pfi
ultraodstied’ovani, méfeni rozptylu rentgenovych paprskii, proudu neutroni nebo NMR

[37] s. 34.

2.2.3 Elektricka dvojvrstva a zeta potencial

Elektricka dvojvrstva je utvar slozeny ze dvou opacné nabitych vrstev, které vznikaji pii
styku nabité ¢astice objemovou fazi roztoku. K nabiti povrchu ¢astice miize dojit ionizaci
skupin povrchovych molekul nebo adsorpci iontl pfitomnych v disperznim prostiedi [40]
s. 24. Schéma ¢asti elektrické dvojvrstvy je znazornéno na obr. 11. Pro popis elektrické
dvojvrstvy bylo vypracovano nékolik modeli. Podle Sternova uspofadani kolem kazdé
nabité Castice ve vodném roztoku existuje vnitini, Sternova vrstva, ve které jsou jednotlivé
ionty mezi sebou silné vazany, a vnéjsi difizni (Gouy Chapmanova) vrstva s volné
vazanymi ionty. Hranice mezi témito vrstvami se nazyva rovina skluzu a elektricky

potencial na této hranici se znaci jako zeta potencial [42].

Elektricka dvojvrstva

Rovina skluzu

Castice se zapornym
povrchovym natojem

\difu?_ni
Gouy-Chapmanova
oblast

Sternova vistva | Difdzni vrstva

-100 |

Povrechowy potencial
Stemniv potencisl

mV

Potencial zeta

Yrdalenost od povrchu castice
Obr. 11 Schéma elektrické dvojvrstvy nabité castice [42]

Velikost zeta-potencialu vypovidd o stabilit¢ koloidniho systému. Jestlize maji Castice

velky zaporny nebo kladny zeta potencial, pak se logicky budou od sebe odpuzovat.
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Naopak, v ptipadé nizké hodnoty zeta potencidlu, budou mit tendenci ke shlukovani.
Zasadnim faktorem, ovlivilujicim hodnotu zeta potencidlu, je pH. Obecné plati, Ze
v kyselém prostifedi bude hodnota zeta potencialu kladna a s rostoucim pH bude klesat.
Hodnota pH, kdy bude mit roztok nulovy zeta potencidl, se nazyva izoelektricky bod a v
tomto bod¢ je koloidni systém obecné nejméné stabilni. [42]
60
40

20 =

Potencial zeta {m)
(=]

20 -
40 - [zoelektricky
bod
60 =5 T T T T T
2 4 6 8 10 12
pH

Obr. 12 Zavislost zeta potencidalu na pH [42]

Na obr. 13 je znazornéna elektrickda dvojvrstva na pficném fezu micelou anionického
dodecyl sulfatu sodného. V piipadé ionickych tenzidl je prave ¢ast protiiontd siln€ vazana
k povrchu micely (Sternova vrstva), diky kterym je povrch micely stabilizovan. Zbytek

protiontl je pak vazan v Gouy-Chapmanove oblasti [37] s. 105.

Gouy-Chapmanova oblast
Revina skluzu T
Sternova vrstva

Jadro ; “ary pe— iy

Obr. 13 Pricny rez micelou dodecylsulfatu sodného [37]
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3 DIOKTYLSULFOSUKCINAT SODNY

Dioktylsulfosukcinat sodny (pfesn¢ 1,4-bis(2-ethylhexyl)-1,4-dioxobutan-2-sulfonat
sodny; C2OH37NaO78S) patii mezi anionické tenzidy a v literatufe je oznacovan mnoha
zkratkami, jako napiiklad DSS, DOSS, Aerosol OT nebo AOT (v dals§im textu bude
vyuzivana zkratka DSS). Jednd se o témért bilou, voskovitou latku, hotké chuti a viini po
oktanolu. Je uveden v seznamu zékladnich 1ékti Svétové zdravotnické organizace (WHO)
[43] s. 3. Ve své molekule obsahuje dva hydrofobni fetézce navazané esterickou vazbou na

jadro sulfojantaranu (obr. 14). Fyzikalni a chemické vlastnosti jsou shrnuty v tabulkéach 5 a

6.
Na*
o
CH,
o] O—L:O Vl/v
0 CH,
H.C
Obr. 14 Struktura molekuly DSS (27) s. 11
Tab. 4 Fyzikalni viastnosti DSS [44] s. 3
Vlastnost Hodnota Jednotka
Molekularni hmotnost 444,56 g.mol!
Teplota tani 153-157 °C
Hustota 1,1 gm?
Tab. 5 Chemické viastnosti DSS [44] s. 3
Vlastnost Hodnota
Mirn€ rozpustny ve vodé, dobfe rozpustny v organickych
Rozpustnost

rozpoustédlech (alkohol, glycerol, hexan)

Stabilni v kyselinach a neutralnich roztocich, hydrolyzuje v alkalickych

Stabilita roztocich

DSS je diky vyznamné povrchové aktivité vyuzivan v tfadé aplikaci, napiiklad jako

stabilizator mikroemulzi bez nutnosti ptidavku kosurfaktantu, dale jako disperzni ¢inidlo v
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ropném prumyslu, smacedlo v pesticidnich pfipravcich a nosi¢ lécebnych latek ve

farmaceutickych aplikacich [45] s. 1, [38] s. 61.

Vroce 1994 byla stanovena spolecnosti Cosmetic Ingredient Review Expert Panel
bezpe¢na koncentrace DSS 0,42 %. V roce 1998 pak byl, na zéklad€ klinickych studii,
schvalen jako bezpeény pro pouziti v kosmetickych pfipravcich [44] s. 3.
Dioktylsulfosukcinat sodny byva bézné pouzivan ve vlasovych sprejich, koncentrace se

pohybuje od 0,15 do 0,25 % [44] s. 3.

Ve vodném prosttedi tvoii DSS klasické micely, pfi vzrlstajici koncentraci pak
hexagonalni nebo lameldrni utvary. Velikost a tvar agregati DSS ve vodném roztoku je
mozné ovlivnit pfidanim dalSich sloucenin. Fajalia a kol. [46] studoval vliv cyklodextrinu
na vlastnosti a intermicelarni interakce DSS. Byl prokdzan vznik stechiometrického
komplexu mezi DSS a cyklodextrinem, ¢imZ doslo ke sniZeni hydrofobicity molelkul PAL.
Cast vytvofenych komplexii zistala v roztoku, coz mélo za nasledek zvyseni efektivni
kritické micelarni koncentrace. Doslo ke snizeni agregac¢niho ¢isla, zmenSeni micel a

zméné tvaru z elipsoidniho na sféricky.

DSS je specificky tenzid, u kterého dochazi ve vodném roztoku jiz pfi malé koncentraci
elektrolytu ke zméné tvaru micel a tedy i ke zméné konstanty charakterizujici stupeit
vazani protiontd. Dey a kol. studovali vliv NH4Cl na chovani DSS v roztoku a zjistili, Ze
uvedené specialni chovani vazani protiontd se projevuje 1 v pfitomnosti jinych nez sodnych
protiontid [47] s. 1. V praci Boukermy a kol. [48] s. 303 byly studovany povrchové
vlastnosti a konduktivita polymerni smési na bazi polypyrolu (PPy; ¢erny praSek podobny
sazim, je vodivy a nerozpustny ve vétSiné organickych rozpoustédel) a ethylhexyl
sulfosukcinatu (DSS) za ptitomnosti FeCl; jako oxidacniho ¢inidla. Pomoci pftisluSnych
technik (rentgenova fotoelektronovéa spektroskopie, elementarni analyza) byla sledovédna
distribuce DSS ve struktufe polymernich castic. Vysledky odhalily, Ze pifi nizkych
koncentracich DSS fungoval jako legovaci latka zlepSujici stabilitu smési, pfi vysSSim
obsahu ptsobil jako povrchové aktivni latka, vzhledem ke zvySené adsorpci jednotlivych
molekul v povrchovych vrstvach polymerniho prasku (obr. 15). Pfidavek DSS ovlivnil také
morfologické vlastnosti produktu, kdy byl ziskan kompaktné;jsi praSek s menSimi ¢asticemi
PPy. Navic, vysledny prasek vykazoval o fad vyssi konduktivitu v porovnani s polymerem
bez ptitomnosti tenzidu. Optimalni pomér PPy/DSS vzhledem k nejvyssi konduktivité (27
S/cm) byl 7 [48] s. 313.
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Obr. 15 PPy/DSS castice pri nizké (a)
a vysoké (b) koncentraci DSS [48]
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4 INTERAKCE MEZI TENZIDY A POLYMERY

Studium interakci mezi tenzidy a polymernimi latkami se dostdva do popiedi zajmu mnoha
veédeckych studii. Diivodem je skutecnost, ze tyto dvé slozky byvaji kombinovany v fadé
praktickych aplikaci zahrnujicich chemicky, kosmeticky a farmaceuticky pramysl.
Vysledkem interakce mohou byt zmény mezifdzovych, reologickych, spektroskopickych a

dalsich fyzikalné-chemickych vlastnosti, coz ovlivituje nésledné funkce a aplikace.

Pfi interakcich polymert s povrchové aktivnimi latkami mize dochéazet k jednoduché
adsorpci (mezi jednotlivymi molekulami PAL a polymernim fetézcem), nebo ke vzniku

agregacnich komplexd (mezi polymerem a micelami PAL) [38] s. 230.

Interakce mohou probihat v heterogenni nebo homogenni fazi, pficemz vzhledem k

pfedmétu diplomové prace budou dalsi kapitoly smétovat na druhy zminény ptipad.

4.1 Metody sledovani interakci

Jak jiZ bylo feceno, v disledku interakci mezi polymernimi materidly a tenzidy dochazi ke
zméné fady fyzikalné-chemickych vlastnosti systému. Pfi studovani téchto procest se tedy
Casto vyuzivaji techniky, jez jsou schopny tyto zmény detekovat. Mezi nejrozsifené;si patii
meéfeni povrchového napéti, elektrické konduktivity, solubilizace barviv, viskozity atd.
Dal8i mozZnosti je vyuziti metod pro méfeni zmén mezi interagujicimi slozkami na
molekularni Grovni, jako napfiklad nuklearni magnetickd rezonance (NMR),

kalorimetrickd métfeni, metoda optické rotacni disperze a dalsi [37] s. 123.

4.1.1 Meéreni povrchového napéti

Méteni povrchového napéti je jedna z nejbéZnéjSich metod pro zjiSténi interakce mezi

polymerem a tenzidem ve vodném roztoku.

Principem je rozdilnd zavislost povrchového napéti v pfipadé samotného tenzidu a v
systému tenzid-polymer. Na obrazku 17 je znazornéna zména povrchového napéti smési
polyvinylpyrrolidonu a dodecylsiranu sodného (PVP/SDS), s rostouci koncentraci tenzidu
s. 125 [37] s. 125.

Je zieyjmé, ze v systému PAL/polymer dochéazi také k poklesu povrchového napéti
s rostouci koncentraci tenzidu, ale prvni zlom na kiivce se objevuje pii koncentraci niz$i
nez je béznda CMC. Tento bod (v obrazku T1) znaci oblast tzv. kritické agregacni

koncentrace (CAC), ktera odpovida pocatku tvorby micel na polymeru (tzv. hemimicely).
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Obr. 16 Zavislost povrchového napéti roztoku na koncentrace SDS v pritomnosti riiznych koncentraci PVP
[37]

Od bodu T se s rostouci koncentraci tenzidu v roztoku povrchové napéti po urcitou dobu
neméni, pravé z divodu tvorby vysSe zminénych komplexi. K opétovnému poklesu
povrchového napéti dochazi aZ po nasyceni polymeru micelami a vyskytem dalSich
molekul PAL v roztoku (zvySovanim jejich koncentrace). Bod T> pak znazoriiuje oblast,
kdy se zacinaji tvofit klasické micely a odpovida tedy hodnoté CMC. Z obr. 16 je patrny 1
vliv rostouci koncentrace polymeru na hodnotu CMC, kterd se zvySuje. Divodem je
prodluZzovani doby vzniku komplexu polymer/tenzid pii vy$Sim obsahu polymeru
v systému. Minimalni hodnotu povrchového napéti vSak ptidany polymer neovliviiuje [37]

s. 126, [49] s. 1.

4.1.2 Konduktometrie

Metodu konduktometrické titrace lze vyuZit nejen pro stanoveni CMC samotnych
ionickych tenzidi (viz kapitola 2.2.1), ale i pro sledovani interakci mezi ionickymi tenzidy

a polymery.

Na obr. 17 je zobrazen pribch konduktometrické titrace smési PEO (polyetylenoxidu) a
SDS. Je ziejmé, ze stifedni ¢ast kiivky prestava byt linedrni. Divodem této prechodové
oblasti je pusobeni Coulombickych a hydrofobnich interakci, ke kterym dochazi mezi
polymerem a tenzidem. Zacatek a konec této nelinearni ¢asti kiivky odpovidaji bodim T1

a T2 zavislosti povrchového napéti (viz. obr. 16).
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Obr. 17 Priklad funkcni zavislosti koncentrace

na konduktivité pro PEO/SDS [37]

4.1.3 Stanoveni adsorp¢ni isotermy

Kiivka adsorpéni izotermy zndzorfluje zavislost navazaného mnozZstvi tenzidu na
koncentraci volného tenzidu v roztoku. Béhem interakce dochazi ke strmému nardstu
adsorpce. Z prubéhu izotermy je pak mozné stanovit jak kritickou agregacni koncentraci
(CAC), tedy koncentraci, kdy dochazi k tvorb& hemicel s niz§im agrega¢nim cislem, tak
kritickou micelarni koncentraci (CMC), kdy dochazi k ustaleni hodnot (viz. obr. 18) [50] s.
24,
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Adsopréni
izoterma

Adsorpce

Povrchové napéti samotného tenzidu

CAC  CMC
Koncentrace tenzidu

Obr. 18 Ukdzka zavislosti adsorpce na koncentraci pro neionicky tenzid [51]

4.2 Interakce nabity polymer — opa¢né nabity tenzid

Interakce mezi nabitym polymerem a opacné nabitym tenzidem jsou zalozeny zejména na
elektrostatickych silach (obr. 19). Vlastnosti vzniklych agregatli mohou byt modifikovany
ruznymi faktory, jako naptiklad hustotou naboje, délkou fetézce PAL, povahou a mnoZstvi
ptidanych soli, atd. [52] s. 395. Vysledné systémy jsou pak vyuzivany se v oblasti Cisticich
prostiedki, pii t€zbé ropy, flotaci, pii vyrobé kosmetickych ptipravka aj. [53] s. 157.

Tenzid s opaénym
nabojem

—)
e

Rozvinuty retézec polyelektrolytu Zborceny retézec

Obr. 19 Schématicky model interakce retézce nabitého polymeru s opacné nabitym tenzidem [38]

Vysledkem téchto procesii je sniZzeni celkového elektrického naboje komplexu, snizeni
rozpustnosti polymeru, které mize vést az k oddeleni fazi [38] s. 232, [50] s. 24. Pii
dal§ich pridavcich molekul tenzidu do systému dochazi k jejich interakci s elektricky

neutralnim polymer/tenzidovym komplexem, jehoz rozpustnost se opét zvySuje a ve
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vysledku vznikd komplex s nabojem, ktery odpovida ptfidavanému tenzidu. Je tedy ziejmé,
ze v prabéhu celého procesu mohou nastat zasadni zmény ve viskozité, rozpustnosti a

zméné naboje systému polymer/tenzid (obr. 20)

Rozvinuty fetézes \ / Rozvinuty fetizes
Eladny nabaj A f— Ziparny nihoj

Anjonicky Hatenicky
tenrid rennd
e Ej:d :.:ull:r’."é'l_"a ] O
nibaje - zhorsend
fatizee

Zhorceny Fetézer o, Zhoreeny Fetézer

Otevteny fetéze:

Obr. 20 Zména naboje a charakteru polymerniho retézce pri interakci s opacné nabitym tenzidem v zavislosti

na pH [38] 5. 240

4.3 Interakce chitosan — anionicky tenzid

Kationicky chitosan miize tvofit polyelektrolytové komplexy s opa¢né nabitymi polymery
(jako napt. karboxymethylceluléoza) a anionickymi tenzidy (tzv. SPEC, z ang.

surfactant/polyelectrolyte complexes [54] s. 1). Tyto komplexy, stabilizované
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elektrostatickymi a hydrofobnimi interakcemi, mohou vznikat jiz pii koncentracich
nizSich, nez je CMC a mohou byt vyuzity napiiklad ke stabilizaci emulzi

v potravinaiském, kosmetickém ¢i farmaceutickém pramyslu [52] s. 395.

Sunintaboon a kol. studovali systém kationického chitosanu s anionickym dodecyl
sulfatem sodnym pro stabilizaci emulze v/o (voda v oleji). Olejova faze byla tvofena
extraktem zazvorového oleje. Bylo prokdzano, Zze uvedena jednokrokova metoda umozinuje
efektivné kontrolovat velikost kapek i stabilitu systému a pfipravit emulzi s potencidlnim

vyuZzitim v mediciné ¢i kosmetice (obr. 21) [55] s. 151.

o
e o

Jednokrokova emulzifikace

7

Y

"-\.:-':_-\ th
) = Zazvorovy olej

e L Chitosan

o1 @__-
i = Dodecylsulfat sodny (SDS)

Emulze chitosan/SDS

Obr. 21 Priprava emulze na bazi chitosan/SDS [55]

Chitosan/SDS komplexy byly studovany také dalSimi autory [56] s. 8, [57] s. 100.
Piipravené systémy prokazaly specifické funkéni charakteristiky s potencidlnim vyuzitim

v potravinarstvi, napiiklad jako nédhrada tukli nebo slozka pro sniZovani cholesterolu.

4.3.1 Interakce chitosan — dioktylsulfosukcinat sodny

Dioktylsulfosukcinat sodny, obsahujici dva hydrofobni fetézce, I1ze fadit mezi tzv. gemini
surfaktanty, které predstavuji fadu vyhod oproti béZznym tenzidim (jako je napiiklad SDS).
Jejich kritickd micelarni koncentrace je 10 az 100 krat niz8i nez u klasickych PAL. Navic,
jsou znamy svou vysSi povrchovou aktivitou, jsou tedy efektivnéjs§i ve snizovani
povrchového napéti. Azizinezhad a kol. ( [58] s. 39) studovali interakci chitosanu

s dioktylsulfosukcinatem sodnym (DSS) ve vodném prostiedi a v pfitomnosti organického
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rozpoustédla toluenu. U vodného emulzniho systému bylo prokazano s rostouci
koncentraci chitosanu zvySeni elektrick¢é vodivosti a pokles hodnoty kritické micelarni
koncentrace (CMC). Divodem byl narGst akumulace micel v oblasti CMC a snizeni
povrchového napéti. U systému obsahujiciho toluen byl pozorovan stejny trend poklesu
hodnot CMC se zvySovanim obsahu chitosanu. OvSem, naméfené hodnoty kritickych
micelarnich koncentraci byly niz§i v porovnani vodnou smési; a to v priméru o 0,001
mol.I"". Studium termodynamickych parametri prokazalo pozitivni vliv chitosanu jako

kosurfaktantu pro oba systémy (voda 1 organické rozpoustédlo).

DSS byl také aplikovan pro piipravu hydrofobniho chitosanu, ktery byl nasledné
zakomponovan do polymerni matrice na bazi kyseliny polymlécné (PLA). Zména v
hydrofilné-hydrofobnim charakteru komplexu byla potvrzena fadou experimentalnich
technik, jako naptfiklad XRD (rentgenové difrakéni analyza) a FT-IR spektroskopie.

Struktura komplexu mezi DSS a chitosanem je zndzornéna na obr. 22 [59] s. 41.
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Obr. 22 Komplex chitosanu/DSS [59]
Interakce chitosanu s anionickym DSS byla vyuzita pii tvorbé mikrokapsli s obsahem
melatoninu, které predstavuji slibny systém fizené¢ho uvoliiovani 1é¢iv pro kyselé prostredi
gastrointestindlniho traktu [59] s. 43. Tvorba komplexii, vytvofenych diky amidické vazbé
mezi primarni aminoskupinou polymeru a karboxylatovou skupinou DSS, byla studovéana
pomoci spektroskopickych a kalorimetrickych metod. Vysledny komplex byl ptekvapivé

rozpustny v poldrnich rozpoustédlech a slabé rozpustny ve vétsing, pro chitosan béznych
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rozpoustédlech. Vyrobené mikrokapsle prokazaly pomalejsi kinetiku uvoliiovani aktivni

latky v porovnani se systémy na bazi chitosanu a tripolyfosfatu.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE

Cile diplomové prace Ize shrnout nasledovné:

- Charakterizovat chitosan prostiednictvim dostupnych metod,

- Stanovit hodnoty kritické micelarni koncentrace dioktylsulfosukcinatu sodného
(DSS) v zavislosti na pH,

- Piipravit systémy na bazi chitosan-DSS a studovat jejich chovani pii rizném pH,

- Diskutovat dosazené vysledky.
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6 POUZITE CHEMIKALIE, ZARIiZENI A POSTUPY

6.1 Chemikalie

Kyselina stavelova dihydrat (C2H204.2 H20) Lachema n.p. BRNO
Octan sodny krystalicky (C2H302Na . 3 H20) Lachema n.p. BRNO
Dioktylsulfosukcinat sodny Aldrich 98%

Chitosan (stfedni molekulova hmotnost) Sigma-Aldrich

Kyselina chlorovodikova (HCI1) 37%

Kyselina octova (C2H402)

Hydroxid sodny (NaOH)

1% Fenolftalein

6.2 Pomiicky a pristroje

Analytické vahy Sartorius Basic
Magnetické michadlo MAGNETIC STIRRER HI 190 M
Magnetické michadlo LAVAT CHOTOTICE

Bateriovy pH metr CPH 51 se standardni kombinovanou pH elektrodou HC 103

Konduktometr INOLAB

Detektor intenzity rozptylu svétla Zetasizer Nano series
Spekol 11 s nastavcem EK-1 Carl Zeiss Jena
Tenziometr Easy Dyne Kriiss

Termostat typ: Thermo HAAKE C 10
Ubbelohdeho zted’ovaci viskozimetr
Termostat typ: NBE

Susarna typ: HS61 A

Sklenény temperovaci valec

Rucéni stopky

Mikropipeta — Eppendorf research plus

Beézné laboratorni sklo
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6.3 Charakteristika pouzitych chemikalii

6.3.1 Stanoveni suSiny

Do dvou pfedem vysusenych a Cistych sklenénych vazenek s vickem bylo navazeno po 3 g
chitosanu. Vzorky chitosanu byly nésledné suseny v elektrické susarné pfi teploté 102 °C

do konstantni hmotnosti. K vypoctu susiny byl pouzit vzorec (5.1)

s="% 100 [%] (6.1)
m
p
Kde:
- mg hmotnost vysuseného chitosanu [g]
- my hmotnost nevysuSeného chitosanu [g]

- S susina [ %]

Podil susiny chitosanu byl stanoven na 91,56 %. Stejnym zplsobem byl stanoven podil

suSiny u tenzidu dioktylsulfosukcinatu sodného, ktery ¢inil 96,96%.

6.3.2 Priprava zasobnich roztoki 0.1M NaOH a 0.1M HCI

Bylo ptipraveno 250 ml 0,1 M NaOH navazenim vypocteného mnozstvi NaOH,
rozpusténim v destilované vod¢, kvantitativnim ptfevedenim do 250 ml odmérné baiky a

doplnénim po rysku destilovanou vodou.

Ptesna koncentrace roztoku NaOH byla stanovena pomoci kyseliny stavelové. Vypoctené
mnozstvi kyseliny $tavelove (0,0945 g) bylo smichdno s cca 10 ml destilované vody a 3
kapkami 1% fenolftaleinu. Takto pfipraveny roztok byl titrovan odmérnym roztokem 0,1
M NaOH do rtzového zbarveni. Stanoveni bylo provedeno tiikrat vedle sebe. Pomoci

vypoctu (6.2) byla stanovend pfesnd koncentrace cnaoH.

m
Cxnaon :T[;a (6.2)
2 1000
Kde:
- mg navazka H>C>O4 [g]
- Mg molarni hmotnost H,C,04 [g.mol’]

- a spotfeba roztoku NaOH [/]
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- CnaqoH zjisténa koncentrace NaOH [mol.l']

Déle bylo ptfipraveno 250 ml 0,1 M HCI napipetovanim vypocteného mnozstvi HCI a
doplnénim po rysku destilovanou vodou. 10 ml takto pfipraveného roztoku bylo v kadince
smichéno s 3 kapkami 1% fenolftaleinu. Jako odmérny roztok slouzil jiz pfipraveny roztok
NaOH o stanovené piesné koncentraci. Pfesna koncentrace HCl byla vypoctena pomoci

vzorce (5.3).

Vi =V, ¢, (6.3)
Kde
- spotieba roztoku NaOH [/]
- ¢l piesna koncentrace NaOH [mol.l']

- pipetovany objem HCI [/]

- o piesna koncentrace HCI [mol.l]

6.3.3 Stanoveni stupné deacetylace chitosanu potenciometrickou titraci

Vysuseny vzorek chitosanu (0,125 - 0,130 g) byl rozpustén ve 20 ml 0,1 M HCI a 25 ml
destilované vody. Po 30 minutdich michani s mirnym zahtivanim se ke vzorku ptidalo
dalSich 25 ml destilované vody a vzorek se nasledné¢ opét michal dalSich 30 minut. Po
rozpu$téni chitosanu se provedla potenciometricka titrace odmérnym roztokem 0,1 M

NaOH.

Stupen deacetylace DD byl vypocitan podle nésledujiciho vzorce:

DD[%]=2,03- hh (6.4)
m+0,0042-(V, -1,)
Kde
- m navazka vzorku [g]
- VL objemy 0,1 M NaOH pro prvni a druhy bod ekvivalence [m/]
- 2,03 koeficient dany molarni hmotnosti monomerni jednotky chitinu
- 0,0042 koeficient dany rozdilem molérnich hmotnosti monomernich jednotek

chitinu a chitosanu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

Obr. 23 Aparatura pro potenciometrickou titraci

6.3.4 Stanoveni stupné deacetylace chitosanu konduktometrickou titraci

Postup ptipravy chitosanu pro konduktometrickou titraci je shodny s pfipravou chitosanu

pro potenciometrickou titraci.
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Obr. 24 Aparatura pro konduktometrickou titraci

Ze ziskanych zévislosti vodivosti na koncentraci byly stanoveny body ekvivalence a
pouzity pro vypocet stupné deacetylace dle vzorce (6.5). Rozdil (V2 — V;) odpovida objemu

roztoku NaOH potitebnému k neutralizaci aminoskupin chitosanu.

o5 pp = o *(V2 V1) 161 6.5)
m
Kde:
- VL objemy 0,1 M NaOH pro prvni a druhy bod ekvivalence [m/]
- CNaOH koncentrace 0,1M NaOH [mol.l"']
- m hmotnost chitosanu [mg]
- 161 molarni hmotnost monomeru [g.mol ']

Z rozdilu (V2 — V1) bylo vypog&itano i mnozstvi milieqvivalenti NH3 [mekyv.g'] chitosanu
dle vzorce:

(V,-1)

NH, [m,,-g" |= CN"HT (6.6)
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Kde:
- " objem 0,1M NaOH [m!]
-V objem 0,1M NaOH [m!]
- CnaqoH koncentrace 0,1M NaOH [mol/[]
- m hmotnost chitosanu [g]

6.3.5 Stanoveni molekulové hmotnosti chitosanu

Ke stanoveni molekulové hmotnosti chitosanu bylo vyuzito metody méfeni vnitini

viskozity a vyhodnoceni podle Mark-Houwinkovy rovnice.

Priprava zdasobniho roztoku chitosanu

Byl pfipraven 0,2% roztok chitosanu navdzenim vypocteného mnozstvi (0,5460 g),
rozpusténim v pfipraveném pufru 0,2M CH3COOH/0,1IM CH3COONa (2 hodiny) a
naslednym doplnénim po rysku pufrem ve 250 ml odmérné bance. Takto piipraveny

zasobni roztok chitosanu byl nasledné pod tlakem filtrovan ptes fritu (0,45 pm).

Priprava pracovnich roztokii

Z 0,2% niho zasobniho roztoku chitosanu byly pfipraveny pracovni roztoky o koncentraci
v rozmezi od 0,02% do 0,05% napipetovanim potfebného mnoZstvi zasobniho roztoku do
50 ml odmérné banky a doplnénim po rysku pfipravenym pufrem (0,2M CH3COOH/0,1M
CH3COONa). Pipetovany objem pracovniho roztoku byl vypocten dle vzorce:

Vi, =V,-c, (6.7)
Kde
- objem pracovniho roztoku [/]
- koncentrace pracovniho roztoku [mol.I”']
-V, objem pipetovaného zésobniho roztoku [/]
- 0 koncentrace pipetovaného zasobniho roztoku [mol.I”]

Stanoveni hustoty pracovnich roztokii

Stanoveni hustoty vzorkl bylo provadéno pii teploté¢ 30+1°C pyknometricky. Nejprve byl

zvéazen prazdny a vysuSeny pyknometr. V dal§im kroku se pyknometr naplnil destilovanou
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vodou, po temperaci se zvazil a stanovila se tzv. vodni hodnota pyknometru. Stejnym
zpusobem byl opét vysuSeny a prazdny pyknometr naplnén pfipravenymi pracovnimi

roztoky chitosanu a zvazen. Hustota byla vypocitana dle vzorce:

p="2"" (6.8)
m,—m
Kde
- p hustota vzorku [g.cm™]
- my hmotnost pyknometru se vzorkem [g]
- m, hmotnost pyknometru s destilovanou vodou [g]
- m hmotnost prazdného a vysusené¢ho pyknometru [g]

Viskozimetrické méieni vzorku chitosanu

U pracovnich roztoki (koncentrace 0,02 — 0,05 %) byla proméfena viskozita na
Ubbelohdeho viskozimetru. Do termostatu byl vloZen suchy Ubbelohdeho viskozimetr a
temperovan na teplotu 30°C. Do viskozimetru bylo napipetovan vzorek chitosanu o dané
koncentraci a ponechan cca 10 minut temperovat. Po uplynuti této doby byl vzorek pomoci
laboratorniho balonku nasat do rozsifené ¢asti nad mérnou kapilaru. Po uvolnéni podtlaku
byla métfena doba pritoku vzorku mezi vyznacenymi ryskami s ptesnosti na 0,01s . Pro
kazdy vzorek chitosanu bylo toto méfeni opakovano pétkrat. Ze ziskanych hodnot byla

vypoctena hodnota redukované viskozity postupné pomoci vzorct (6.9) az (6.11) :

Relativni viskozita

t
n=—L=L (6.9)
/)
Kde

- Ny relativni viskozita
-7 viskozita roztoku
- No viskozita rozpoustédla
-t doba pritoku roztoku

-t doba priitoku rozpoustédla
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Specificka viskozita
Nep =1, —1 (6.10)
Kde
- Ny specificka viskozita
- Ny relativni viskozita
Redukovana viskozita
7y =152 (6.11)
Kde
- ¢ koncentrace vzorku [g/dl]
- Nred redukovana viskozita
- Ny specificka viskozita

Ze ziskanych vysledkli redukované viskozity byl sestaven graf zavislosti redukované

viskozity na koncentraci roztokli vzorkd chitosanu. Z rovnice linedrni regrese bylo

nasledné stanoveno limitni viskozitni ¢islo jako usek na ose y. Pomoci Mark-Houwinkovy

rovnice byla pak vypoétena molekulova hmotnost, konkrétné viskozitni promér

molekulové hmotnost polymeru:

—a

[7]=K-M

Kde

- [n] limitni viskozitni ¢islo

(6.12)

- Ka konstanty pro dany systém polymer-rozpoustédlo [K = 0,104*107dl.g”,

a=112]

- M molarni hmotnost chitosanu

6.4 Stanoveni kritické micelarni koncentrace dioctylsulfosukcinatu

sodného

Pro stanoveni hodnoty kritick¢é micelarni koncentrace (CMC) dioktylsulfosukcinatu

sodného (DSS) bylo vyuzito méfeni povrchového napéti metodou Wilhelmyho desticky.
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Ze zéasobniho roztoku DSS o koncentraci 50 mmol.lI"! byly piipraveny pracovni roztoky
DSS v destilované vodé do 50 ml odmérnych banék o koncentraci od 0,04
do 5 mmol.I"".Kazdy vzorek byl pteveden do misky od tenziometru a ponechdn temperovat
na teplotu 25+£2°C a poté bylo u né&j prométfeno povrchové napéti. Stejnym zpisobem bylo

provedeno méteni DSS v pufru o pH 4; 4,4 a 5.

. ® sessee

ki

Obr. 25 Pouzitd aparatura pro stanoveni povrchového napéti

Kriticka micelarni koncentrace (CMC) dioktylsulfosukcinatu sodného v destilované vodé
byla zjiStovana také pomoci konduktometrického méteni. Do 100 ml odmérnych ban&k
byly piipraveny roztoky DSS o koncentraci 0,2 do 9,6 mmol.l"!, a byla méfena jejich
konduktivita. Méfeni probihalo pfi teploté 25+2°C.

6.5 Interakce chitosan —dioktylsulfosukcinat sodny

Pro zjisténi interakce chitosanu s ionickym tenzidem dioctylsulfosukcinatem sodnym byly
zvoleny metody méfeni povrchového napéti, vytvofeni zakalovych kifivek a stanoveni zeta

potencialu.
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6.5.1 Priprava zasobnich roztoki a pufri

Priprava pufirii o pH 4; 4,4 a 5

Octanové pufry o pH 4; 4,4 a 5 byly pfipraveny dle navodu z [60] smichanim danych
slozek (0,2M CH3COOH/0,2M CH3CHOONa) ve vhodném poméru (tab. 6).

Tab. 6 Priprava octanového pufru o pH 4; 4,4 a 5

pH 0,2M CH3COOH [ml] 0,2M CH3COONa [ml]
4 820 180

4,4 630 370
5 295 705

Priprava 500 ml 0,01 % zasobniho roztoku chitosanu

Pro pfipravu 500 ml 0,01% zasobniho roztoku chitosanu bylo navazeno 0,0546 g
s ptesnosti na 0,0001 g a smichdno s cca 400 ml ptipravené¢ho pufru o daném pH (4; 4,4
a 5). Po cca 24 hodinovém michani (zpo€atku byl roztok kratce zahtat pro usnadnéni
rozpousténi chitosanu) byl vzorek kvantitativné pifeveden do 500 ml odmérné banky a
doplnén po rysku danym pufrem. Takto pfipraveny roztok chitosanu byl nésledné pod

tlakem filtrovén ptes fritu (0,45 pm).

Piiprava zdsobniho roztoku dioctylsulfosukcindtu sodného (50 mmol.l")

Pro ptipravu roztoku DSS bylo navdzeno vypoctené mnozstvi 2,22 g s ptesnosti na 0,0001

g, které bylo vypocteno dle nésledujici rovnice

m=V-c -M (6.13)
Kde
- m hmotnost vzorku [g]
-V objem roztoku [/]
- c koncentrace roztoku [mol.I"']

<

molarni hmotnost DSS [g.mol]
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Takto navazené mnozstvi DSS, které bylo v kddince za mirného zahiivani rozpousténo v
pufru o daném pH (4; 4,4; 5). Poté byl roztok DSS kvantitativn¢ pifeveden do 100 ml

odmérné banky a doplnén po rysku pufrem o daném pH.

6.5.2 Méreni povrchového napéti

Do 100 ml kadinky bylo napipetovano 50 ml 0,01% zasobniho roztoku chitosanu. Za
mirného michani se do roztoku nésledn¢ pridalo automatickou pipetou stanovené mnozstvi
ze zasobniho roztoku DSS (koncentrace pracovnich roztoki byly v rozmezi od 0,5.107 do
0,13 mmol.I""). Takto pfipraveny pracovni roztok chitosanu s DSS se nechal michat 30
minut. Pfipraveny vzorek byl pfeveden do misky od tenziometru a po temperaci na teplotu
25+2°C se u n¢j prométilo povrchové napéti. Timto zplisobem se pfipravily vSechny

roztoky chitosanu s riznymi koncentracemi DSS v pufrech o pH 4; 4,4 a 5.

6.5.3 Méreni zeta potencialu

Vzorky chitosanu s DSS v riznych pufrech byly pfipraveny stejnym zplisobem jako pro
meéfeni povrchového napéti v kapitole 6.5.2. Méfeni jednotlivych vzorkll probihalo pii

teploté 25+5°C a na pfistroji ZETASIZER nano series ZS 90.

Vzorky chitosanu s DSS v pufru o daném pH a koncentraci od 0,5.10° mmol.l"! do 0,131
mmol.I"! byly pomoci injekéni stiikacky prevedeny do specialni kyvety uréené pro piistroj
ZETASIZER. Takto naplnénd kyveta byla vlozena do pfistroje a po vytemperovani byl

méfen zeta potencial.

6.5.4 Stanoveni zakalovych krivek

Zakalové kiivky byly proméfovany na pfistroji SPEKOL 11. Do 100 ml kadinky bylo
napipetovano 50 ml pfipraveného 0,01 %niho zasobniho roztoku chitosanu a k nému bylo
pfidavano vypodétené mnozstvi ze zasobniho roztoku DSS o koncentraci od 0,5.107
mmol.I"! aZ do vytvofeni srazeniny. Po 15 minutich michani pii teploté 25°C byla
zmétena absorbance roztoku proti slepému pokusu (chitosan v pufru o daném pH) pii
vlnové délce 420 nm. Po prométeni se ke vzorku piidal dalsi pfidavek roztoku DSS a po
promichani byly postupné méfeny absorbance. Timto zplsobem byly pfipraveny a

proméieny vSechny vzorky chitosanu v pufrech o pH 4; 44 a 5 spridavky
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dioctylsulfosukcinatu sodného. Byly proméfeny i absorbance samotného DSS ve vSech

pufrech.
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Obr. 26 Pouzita aparatura pro stanovovani zakalovych krivek
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Stanoveni stupné deacetylace

Proces deacetylace chitosanu zahrnuje odstranéni acetylovych skupin. Stupen deacetylace
byvd povazovan za vyznamnou charakteristiku, ovliviiujici fyzikalné-chemické a
biologické vlastnosti chitosanu. Navic, tato hodnota také ovliviiuje vybér podminek (tj.
rozpoustédla, prislusnych konstant pro dany systém polymer-rozpoustédlo) pro méieni
molekulové hmotnosti pomoci limitniho viskozitniho ¢isla (viz kapitola 6.3.5). K jeho
stanoveni byva aplikovana ftada metod (viz kap. 1.4), vnasi DP bylo vyuzito

potenciometrické a konduktometrické titrace.

Chitosan obsahuje ve své molekule NHz skupiny, které jsou ve vodném roztoku HCI
protonovany. Chitosan se stava polyelektrolytem a muze tvorit tzv. SPEC (surfactant-

polyelectrolyte complexes — komplex tenzid-polylelektrolyt).

Na obr. 27 je zobrazena potenciometrickd titrace vzorku chitosanu se dvéma zfetelnymi
inflexnimi body. Prvni odpovidé neutralizaci HCI (rovnice 7.1), druhy zna¢i neutralizaci
amonnych iont chitosanu (rovnice 7.2). Rozdil téchto dvou bodi predstavuje mnozstvi
aminoskupin v molekule chitosanu, z n€jZ je mozno stanovit stupent deacetylace, stejné
jako mnoZzstvi miliekvivalenti NH3" skupin vztaZenych na gram vzorku chitosanu. Pro
ptresnéjsi stanoveni byly body ekvivalence odecitdny ze zavislosti druhé derivace pH na

koncentraci NaOH.

Meéfeni bylo provadéno pii 25+2°C a v pribehu reakce byl sledovan stav roztoku. Jiz po
dosazeni prvniho inflexniho bodu se v roztoku chitosanu zacal tvofit zédkal vzhledem ke
zhorSujici se rozpustnosti chitosanu pii vysSich hodnotich pH. Pfed druhym bodem

ekvivalence byl roztok jiz zcela zakaleny.

R-NH, + HCl - R-NH;* + CI (7.1)

R-NH;5"+ CI" + NaOH ->R-NH; + NaCl + H,0 (7.2)
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Obr. 27 Potenciometricka titrace chitosanu

Pribéh konduktometrické titrace, tedy zavislosti zmény vodivosti na objemu ptidavaného
titraniho Cinidla, je zndzornén na obr. 28. Prvni usek je opét spojen s neutralizaci volné
iont nez H"). V dalsi fazi dochazi k neutralizaci protonovanych aminoskupin v chitosanu
(vodivost za¢ina rast z diivodu vétsi mobility Na* iontl). Posledni sek je charakteristicky

zasadngj$im nartistem vodivosti z divodu prebytku ptidavané baze.

K (mS/cm)

0 5 10 15 20 25 30

Vaon (ml)

Obr. 28 Konduktometricka titrace chitosanu
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Vysledky stanoveni potenciometrické i konduktometrické titrace jsou primérem ze tii
meéfeni a jsou uvedeny v tabulce 7. Stupent deacetylace ziskany potenciometricky Cinil
75,773 %, tedy asi o 8,7 % méné nez pi1 konduktometrickém stanoveni. Je ziejmé, ze
vysledky se lisi v zavislosti na pouzit¢ metod¢ stanoveni, coz se prokazalo i v praci
Czechowske a kol. [23] s. 10 kdy byly porovnavany metody potenciometrické titrace s 'H
NMR, UV/Vis a FTIR. Rozdily ve vyslednych hodnotach DD% ¢inily az 50 % (konkrétné
mezi '"H NMR a FTIR metodou). Studie potvrdila, e prestoze 'H NMR je nejlepsi a
nejpresnéjs$i metodou pro stanoveni DD%, potenciometrie zde ma také své nezastupitelné
misto, vzhledem k ekonomice procesu a dostupnosti pouzivanych pfistrojii a chemikalii.

Chyba stanoveni mtize vzniknout v disledku srazeni chitosanu pii vysSich hodnotach pH.

Poget NH3" [mekyv.g'] skupin chitosanu byl 4,587 pro potenciometrickou a 5,385 pro
konduktometrickou titraci. Podobného vysledku, ziskaného konduktometrickou titraci (t;.
5,101 NH3" [mekv.g'] skupin chitosanu), bylo dosaZeno v praci Raymonda a kol. [61] s.
333, ktefi stanovili stupein deacetylace na 82,21 % (u jednoho z testovanych vzorkl
chitosanu). Konduktometrickd metoda zde prokazala vysokou miru piesnosti stanoveni

v porovnani s UV spektrometrii a NMR.

Tab. 7 Stupeii deacetylace a pocet NH3" [me.g '] chitosanu

Metoda DD % NHz" [Mekv.g ]
Potenciometricka titrace 75,773 £ 1,819 4,587 +£0,133
Konduktometrika titrace 82,370+ 0,900 5,385+ 0,325

7.2 Stanoveni molekulové hmotnosti chitosanu

Stiedni molekulovd hmotnost je dalSi vyznamnou charakteristikou, ovlivitujici vlastnosti
polymerti. Ke stanoveni bylo vyuzito limitniho viskozitniho €isla, tzv. vnitini viskozity [n],
kterd se vztahuje k viskozitni primérné molekulové hmotnosti dle Mark Houwinkovy
rovnice. Méfeni bylo provadéno ve zfed'ovacim Ubbelohdeho viskozimetru pii teploté
30°C. Pro stanoveni limitniho viskozitniho ¢isla bylo zapotifebi naméfit Casy pritoku

jednotlivych roztokii vzorkia chitosanu v pufru (0,2M CH3COOH/0,1M CH3COONa) na
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Ubbelohdeho viskozimetru. Vysledky jsou primérem z 5 méteni a jsou uvedeny v (tab. 8).

Poté byly pyknometricky stanoveny hustoty vzorkt (tab. 9).

Tab. 8 Namérené casy priitoku roztokii chitosanu na Ubbelohdeho viskozimetru

Koncentrace chitosanu [%] Cas [s]
0 64,942 + 0,276
0,02 77,708 + 0,429
0,03 84,990 + 0,259
0,04 92,446 + 0,101
0,05 100,950 + 0,429

Tab. 9 Hmotnosti a hustoty vzorkii chitosanu

Koncentrace Hmotnost [g] Hustota [g.cm™]
chitosanu [%]
0 44,4173 1,0030
0,02 44,3878 1,0018
0,03 44,4191 1,0030
0,04 44,4150 1,0028
0,05 44,4106 1,0027

Ptiklad vypoctu hustoty pro vzorek chitosanu o koncentraci 0,03 % dle vzorce:

m—m _ 44,4191-19,2897
m,—m 44,3440-19,2897

p= =1,0030 (7.3)

Kde:

- hustota vzorku [g.cm™]
- my  hmotnost pyknometru a vzorku [g]
- m,  hmotnost pyknometru a destilované vody [g]

- m hmotnost prazdného pyknometru [g]
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Tyto zjisténé hodnoty nasledné slouzily k vypoctu jednotlivych viskozit vzorka chitosanu

(relativni, specifické a redukované viskozity). Vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce.

Tab. 10 Hodnoty relativni, specifické a redukované viskozity pro jednotlivé vzorky chitosanu

Koncentrace | Cas priitoku Relativni Specificka | Redukovana
chitosanu t [s] viskozita viskozita viskozita
[Y0] Nr nsp Nrea [dl/g]
0 64,342 - - -
0,02 77,708 1,2077 0,2077 10,3850
0,03 84,990 1,3209 0,3209 10,6967
0,04 92,446 1,4368 0,4368 10,9200
0,05 100,950 1,5690 0,5690 11,3800

Z vypoctenych hodnot byl sestaven graf zavislosti redukované viskozity na koncentraci

chitosanu. Vysledna rovnice linedrni regrese, resp. z ni stanoveny usek na ose y, byl pouzit

pro vypocet molekulové hmotnosti chitosanu dle Mark Houwinkovy rovnice.

11,6

11,4

10

0,015

y =32,083x +9,7225
R?=0,9795

0,02 0,025 0,03 0,035

c (g/dl)

0,04 0,045 0,05 0,055

Obr. 29 Zavislost redukované viskozity na koncentraci chitosanu
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y=32,083-x+9,7225 <> n,, =32,083-c+[77] (7.4)
[77] —K-M"

ln[r]]zan+a-1nM

1 —InK
lan—n[n] o
a
-5
nM — In9,7225—-1n0,104-10
1,12
lnM:@=14,33

b

M =1672784,23

Na zaklad¢ viskozimetrického méfeni byla vypocitana primérna viskozitni molekulova
hmotnost chitosanu, a to 1,67.10°, tedy srovnatelna s praci Hwanga a Shina [62] s. 175,
kteti jako rozpoustédlo vyuzili 0,1M NaCl/0,1 M CH3COOH. Piestoze na obalu
pouzivaného chitosanu byla vyrobcem deklarovéna stfedni molekulova hmotnost, nami
ziskana hodnota spiSe spada do rozmezi odpovidajici vysokomolekularnim vzorkiim. Je
ovSem nutno podotknout, Ze v rtiznych literarnich zdrojich 1ze nalézt variabilni rozsahy pro
nizko-, primérné a vysokomolekularni chitosan. Nami vypocitana molekulova hmotnost je
v souladu se studii Kasaaie [63] s. 485, kterda shrnuje podminky (teplota, rozpoustédlo)
viskozitniho méteni pro vzorky chitosanu o rizném stupni deacetylace vCetné konstant (K,
a) nutnych pro dosazeni do Mark-Houwinkovy rovnice. Z téchto hodnot vyplyva, ze pro
systém 0,2M CH3COOH/0,1M CH3COONa, teplotu 30°C a stupent deacetylace 69 % (coz
odpovidd nami stanovenym vysledklim) se primérna molekulovd hmotnost miize
pohybovat v rozmezi od 0,477.10° do 2,510.10° Zjisténd vyssi molekulovd hmotnost
naSeho vzorku by odpovidala také faktu, Ze se chitosan velmi Spatné rozpoustél pii pH
vétsim nez 5. Z toho diivodu bylo také nutno omezit rozsah pH pfi sledovani interakci

s tenzidem DSS.
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7.3 Stanoveni Kkritické micelarni koncentrace dioktylsulfosukcinatu

sodného

Dioktylsulfosukcinat sodny je zndm pro své specifické chovani v roztocich, jelikoz je
jedinym anionickym tenzidem, u néjz dochéazi ke zméné tvaru micel jiz pifi nizkych
koncentracich sodnych ionti v roztoku [64] s. 209. Navic, vzhledem k jeho struktufe, je
schopen tvofit inverzni micely nebo mikroemulze V/O v nepolarnich rozpoustédlech, které
mohou do svého hydrofilniho jadra zachytit vétsi ¢i mensi mnozstvi vody. Pro studium
mezifazového chovani DSS byla vyuzita ftada technik, zahrnujicich NMR, IR
spektroskopii, rozptyl svétla aj. [65] s. 43.

Aby bylo mozno alesponi ¢aste¢né porozumét agregaénimu chovani DSS, byla stanovena
kritickd micelarni koncentrace, a to pomoci méfeni povrchového napéti metodou
Wilhelmyho desticky. Hodnota CMC byla stanovena z prise¢ikii smérnic vynesenych
zavislosti povrchového napéti na logaritmu koncentrace tenzidu (viz. obr. 30 az obr. 32)
Vysledné hodnoty CMC jako priméry ze tii méfeni spolu s hodnotami minimalniho

dosazeného povrchového napéti ymin jsou shrnuty v tab. 11.

Pti stanoveni v destilované vodé bylo dosazeno CMC 2,7 mmol/l DSS, coz odpovida
hodnoté uvedené dalSimi autory. Napiiklad v praci Sansanwala [66] s. 59 bylo za stejnych
podminek (tedy teploté¢ 25°C, tenziometrickym stanovenim) dosaZeno hodnoty 2,65
mmol.I"!. P#i méfeni v pufru o pH 4 doslo k pomé&rné zdsadnimu poklesu hodnoty kritické
micelarni koncentrace oproti destilované vodé na 0,889 mmol.I"!. Pfi stanoveni v pufru o

pH 4,4 a 5 se hodnota CMC postupné déle sniZzovala (viz tab. 11).
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y =-0,4883x + 25,826
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Obr. 30 Zavislost povrchového napéti na koncentraci DSS (pH 4)

48

43 y=-12,184x + 22,29

38

y (mN/m)

28 y =-0,5928x + 25,965

23
-2,3 -1,8 -1,3 -0,8 -0,3 0,2 0,7 1,2

log c (mmol/I)

Obr. 31 Zavislost povrchového napéti na koncentraci DSS (pH 4,4)
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Obr. 32 Zavislost povrchového napéti na koncentraci DSS (pH 5)
Vtab. 11 a na obr. 33 je zohlednén i vliv iontové sily na micelizaci a z uvedenych
vysledkl lze konstatovat, ze zvySovanim iontové sily roztoku klesd kriticka micelarni
koncentrace tenzidu. Tento zavér odpovidd obecné platnym poznatkim o faktorech
ovlivitujicich hodnotu CMC. Bylo totiZ prokdzano, Ze ptitomnost elektrolytli v roztoku
zpusobuje sniZeni kritické micelarni koncentrace, a to zejména v pfipad¢ ionickych PAL.
Dtivodem je snizeni elektrostatického odpuzovani mezi hydrofilnimi ¢astmi tenzidu,
vyvolané protionty, jejichZz koncentrace v roztoku je dana nejen disociaci tenzidu, ale i

ptidavkem elektrolytu do roztoku [38] s 144.

Tab. 11 Micelizacni parametry a hodnoty minimdalniho povrchového napéti DSS v zavislosti na pH a iontové

sile
Roztok Iontova sila CMC [mmol.l"] AG mic Vmin
[mol.I"] [kJ.mol"!] [mN.m"]
Destilovana voda 0 2,700 £ 0,260 -14,66 28,1
Pufro pH 4 0,036 0,889 + 0,058 - 25,5
Pufr o pH 4,4 0,074 0,540 + 0,020 - 25,5
PufropH 5 0,141 0,315+ 0,038 - 25,6
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Obr. 33 Zavislost CMC na iontové sile
Ke stanoveni kritické micelarni koncentrace DSS byla vyuzita i konduktometricka titrace,
ovSem ze ziskané zavislosti nebylo mozno CMC spolehlivé odecist (obr. 34). Byla
stanovena hodnota CMC 3,52 mmoll!, tedy zhruba o 30,3 % vys§i nez pfi
tenziometrickém stanoveni. Rozdily ve stanoveni CMC v zavislosti na riznych pouZzitych
experimentalnich metodach byly prokazany 1 v jinych studiich. Naptiklad Cheng a kol.
[67] s. 56 provadél stanoveni CMC dioktylsulfosukcinatu sodného pomoci tenziometrie,
konduktometrie a fluorescencni spektroskopie, pticemz zjiSténé hodnoty CMC byly 2.4
mmol.I", 2,93 mmol.I"! a 3,7 mmol.I"" v uvedeném potadi. Bylo tedy dosazeno podobného
vysledku jako v nasem ptipadé, kdy CMC stanovend konduktometricky byla vyssi, nez
hodnota zjiSténa tenziometrickym meétfeni. Minimalni hodnota povrchového napéti ymin

byla stanovena na 27,7 mN.m!, tedy taktéZ srovnatelna s nasim vysledkem (28,1 mN.m™).
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Obr. 34 Zavislost vodivosti na koncentraci DSS (v destilované vodé)

Termodynamické vlastnosti micelizace dioktylsulfosukcinatu sodného ve vodé byly

vyhodnoceny pomoci stanoveni volné energie micelizace AG’mic dle vzorce (7.5)

AG’ =R-T-(1+f)-InCMC (7.5)

mic

Kde:

- AG’ . Gibbsova volna energie micelizace

mic

- R molarni plynova konstanta (8,314 4621 J.K'.mol")
- T termodynamicka teplota [K]
- p stupeit vazani protiontu na micelu

- CMC hodnota kritické micelarni koncentrace
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=1-—= 7.6
p 3 (7.6)
Kde:
- S smérnice kiivky konduktometrické titrace v oblasti existence monomert
tenzidu
-5 smérnice kiivky konduktometrické titrace v oblasti tvorby micel
Vysledna zapornd hodnota AG’mic = -14,66 kl.mol! je dfikazem spontianniho procesu

tvorby micel. Stupett vazani protiontli B odpovidd mnoZzstvi protiontl navazanych na
povrch micely a byl stanoven ze smeérnic zavislosti konduktometrického stanoveni.
Vzhledem k charakteru kiivky (obr. 34) je mozno pomér S»/S; povazovat za jednotkovy a

po upravé lze tedy stupenl vazani protiontd ve vzorci zanedbat.

Hodnoty volné energie micelizace se mohou liSit v zdvislosti na experimentalnich
podminkach. Termodynamické parametry micelizace dioktylsulfosukcinatu sodného byly
studovany i v praci Chenga a kol . [67] s. 56, kdy pfi teploté 25°C byla stanovena hodnota
volné energie micelizace na -26,36 kJ.mol! a parametr p byl roven 0,08. Je tieba
podotknout, Ze v uvedené studii také nebyl zcela patrny zlom ve smérnicich zavislosti
konduktivity na koncentraci tenzidu pro piesny odecet hodnoty kritické micelarni

koncentrace.

Na zaklad¢ vysledkli provedenych méfeni pro stanoveni kritické micelarni koncentrace
DSS byla tedy v dal§im postupu (sledovani interakci mezi DSS a chitosanem) preferovana

metoda méfeni povrchového napéti.

7.4 Interakce chitosan — dioktylsulfosukcinat sodny

Sledovani interakci chitosanu s dioktylsulfosukcindtem sodnym bylo provadéno pomoci

metod méteni povrchového napéti, stanoveni zdkalovych kiivek a méfeni zeta potencialu.

7.4.1 Meéreni povrchového napéti

Chovani DSS v ptitomnosti 0,01 %niho roztoku chitosanu v pufrech o pH 4; 4,4 a 5 bylo
sledovdno pomoci tenziometrického meéfeni. S rostouci koncentraci DSS dochézelo ke
snizovani povrchového napéti, ovsem jiz pii nizkych koncentracich DSS (5.10° mmol.I")
se zacal tvofit v roztoku zékal a pii koncentraci 0,021 mmol.I"' doslo ke vzniku sraZeniny,

kterd znemoznila dal$i méfeni povrchového napéti. Proto byly pfipraveny vzorky s jesté
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vyssimi pridavky tenzidu a bylo zjiSténo, Ze pfi dostate¢ném piebytku DSS dochazi
k rozpusténi srazeniny a povrchové napéti je mozno dale méfit. Situace je znazornéna na
obr. 35 az obr. 37. Lze konstatovat, na zaklad¢ pribchu grafickych zavislosti, ze dochéazi
ke zfejmym interakcim mezi DSS a chitosanem. Z pocatecniho pribc¢hu zavislosti je
mozno pouze odhadovat potencidlni hodnotu kritické agrega¢ni koncentrace, kdy dochazi
k tvorbé hemimicel. Je ovSem ziejmé, ze k tomuto jevu doslo pii koncentracich az o dva
fady niz8ich, nez byla stanovena kritickd micelarni koncentrace samotného DSS
v jednotlivych pufrech. Lze také konstatovat, ze rostouci pH mélo mirné pozitivni vliv na
pribéh interakci s ohledem na tvorbu srazeniny. V dalSim useku bohuzel méfeni nebylo
proveditelné, z vySe uvedeného divodu vzniku srazeniny. Méfeni pokracovalo az od
vys$§ich koncentraci (7,9.102 mmol.l-1 pii pH 4; 7,4.102 mmol.I! pti pH 4,4; 6,8.10
mmol.I"" pi#i pH 5) a to do hodnot odpovidajicich dosazenému povrchovému napéti
samotného DSS v pfisluSeném roztoku. Ve vSech piipadech doSlo k ustaleni hodnot
povrchové napéti od koncentrace DSS okolo 0,1 mmol.l"!. Kazdé méfeni bylo provedeno

nejméné dvakrat.

34
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0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

¢ (mmol/l)

Obr. 35 Zavislost povrchového napéti na koncentraci chitosanu + DSS + pufr o pH 4
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Obr. 36 Zavislost povrchového napéti na koncentraci chitosanu + DSS + pufr o pH 4,4
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Obr. 37 Zavislost povrchového napéti na koncentraci chitosanu + SJS + pufr o pH 5

Onesippe a Lagerge [57] s. 101 studovali tvorbu komplexi mezi chitosanem a dodecyl
sulfatem sodnym (SDS) prostiednictvim tenziometrie, turbidimetrického méfeni a
stanoveni zeta potencidlu. Pfi pH 4 v pfitomnosti 0,01%niho roztoku chitosanu stanovili
hodnotu kritické agrega¢ni koncentrace 0,45 mmol.l!. Evidentné zde nedochazelo
k problémim se vznikem sraZeniny, coZ naznacuje, Ze struktura tenzidu znac¢n¢ ovliviiuje

charakter interakci. SDS ve své molekule obsahuje pouze jeden hydrofobni fetézec a na
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ném navazanou sulfatovou skupinu, zatimco DSS je charakteristicky dvéma alkylovymi
fetézci a hydrofilni sulfoskupinou. Némi ziskané vysledky mohly byt ovlivnény i
charakterem samotného pouzivaného chitosanu, kdy jiz pii pH okolo 5 dochazelo

k problematickému rozpousténi.

Na obr. 38 je srovnani vysledkl stanoveni zavislosti povrchového napéti na koncentraci
DSS v ptfipadé samotného tenzidu a v kombinaci s chitosanem v pufru 4,4. Je ziejmé, Ze
kvtli tvorb€ srazenin pfi interakci polymeru s tenzidem nebylo mozno provadét méteni pii
vysSich koncentracich DSS, ale bylo dosazeno srovnatelnych hodnot minimalniho

povrchového napéti.
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Obr. 38 Zavislost povrchového napéti na koncentracipro samotny DSS a systém DSS/chitosan

7.4.2 Meéfeni zeta potencialu

Pro lepsi porozuméni vlivu koncentrace tenzidu na chovani komplexti DSS/chitosan byly
sledovany zmény jejich ndboje prostfednictvim i méteni zeta potencidlu. Zavislost hodnot
zeta potencidlu na koncentraci DSS ve vzorku je zndzornéna na obr. 39. Me¢éfeni bylo
provadéno pii pH 4; 4,4 a 5 a vysledné kiivky jsou primérem ze tii stanoveni. Z grafu je
ziejmé, 7e pii pocate¢nich koncentracich (do 0,02 mmoll!' DSS) se hodnoty zeta
potencidlu pohybuji v kladnych hodnotach a nedochazi k zadsadnim vykyvim. S rostouci
koncentraci anionického tenzidu ve vzorku hodnota zeta potencidlu logicky klesa (az na -
51,97 mV pii pH 4, -50,58 pii pH 4,4 a -57,8 pti pH 5). V oblasti, kdy kiivky prochazeji
nulovou hodnotou, dochdzi k neutralizaci néboje a lze piedpoklddat vytvoreni

stechiometrického komplexu mezi DSS a chitosanem. Cilem stanoveni bylo zjistit pfesné
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reakéni poméry obou slozek v oblasti nulového zeta potencidlu. Vzhledem k charakteru
pouzitych sloucenin byl pouzit vypocet pomoci miliekvivalenti funkénich skupin ve
smési, prestoze tato jednotka v soucasnosti neni bézn¢ doporucovéana. V naSem piipad¢ lze
ale konstatovat, ze hodnota vyjadiena prostiednictvim miliekvivalenti ¢iselné odpovida
koncentraci v mmol.I!, tedy je moZno reakéni poméry piitomnych slozek pii nulové

hodnoté zeta potencidlu ve smési spolehlivé porovnat (tab. 12).

Tab. 12 Mnozstvi NH;" [mer.g '] a DSS ve smési v oblasti nulového zeta potencidlu

pH NH:" [mekv.g ] DSS [mmol.I"]
4 0,048 0,035

4.4 0,047 0,030
5 0,042 0,029

Tab. 12 vyplyva, Ze s rostoucim pH dochézi ke snizovani protonovanych skupin chitosanu
ve vzorku. Vysledky taky poukazuji na fakt, Ze chitosan je ve smési v mirném piebytku
vuci anionickému DSS. Divodem muize byt jiz zminéna velmi Spatna rozpustnost naseho
vzorku chitosanu, kdy jiZ pfi nizké koncentraci (okolo 0,021 mmol.I'") DSS dochézelo ke
tvorbé& srazeniny. TudiZ, lze predpokladat, Ze pfi interakci byla ¢ast chitosanu navdzana na
funkéni skupinu DSS a ¢ast byla pravé ve formé srazeniny. Navic, mize dochazet ke
stinéni naboje v molekule chitosanu jinym pfitomnym protiontem (i vlivem samotného
pufru). VSechny tyto faktory mohou ztizit pfistup SOs3™ skupiny tenzidu do molekuly

chitosanu a odrazit se na vysledné hodnot¢ zeta potencialu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 79

60

40 —@— Chitosan + SJS + pufr 4,4

20 1 Sgoe 0 Chitosan + SIS + pufr 4

Chitosan + SJS + pufr 5

©
c 0
B 0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
o
© -20
(Y]
N -
~40 0\0——-'\0
-60
-80
¢ (mmol/I)

Obr. 39 Zavislost Zeta potencidlu na koncentraci DSS

V préci Piconeho a Cunhy [5] s. 700, ktefi zkoumali elektrostatické komplexy na bazi
chitosanu a gellanové gumy, byla stanovena hodnota zeta potencidlu 0,01%niho roztoku
chitosanu na 51,3 mV. Z naSich méfeni je tedy ziejmé, Ze stacil jiZ pomérné nizky ptidavek
tenzidu DSS ke sniZovani hodnot zeta potencialu. Hodnoty samotného DSS v jednotlivych
pufrech byly (-30,7 mV pii pH 4; -44,38 mV pii pH 4,4 a -49,52 mV pii pH 5), coz
odpovida hodnotdm naméfenym u smési chitosanu obsahujici pfiblizn& 0,05 mmol.I"! DSS

pfi vSech méfenych pH. Stanoveni zédkalovych kiivek

Meéfeni zakalovych kiivek bylo provadéno na vzorcich 0,01%niho chitosanu s
dioktylsulfosukcindtem sodnym, ktery byl pfidavan postupné za stalého michani az do
maximalni méfitelné koncentrace, po niZ kvili vzniklé sraZzenin€ dochdzelo k velkym
vykyviim a dlouhé dobé ustalovani hodnot absorbance. Byla provedena také méteni
samotného DSS pro vSechna pH, znichz bylo potvrzeno, Ze nedochazi k zasadnéjSimu
nariistu hodnot absorbance v rozsahu koncentraci pouZivanych pro sledovani interakci,

které by mohly ovlivnit stanoveni. VSechna stanoveni byla provedena tfikrat.
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Tab. 13 Koncentrace DSS pri vzniku zakalu a srazeniny

pH ¢z DSS [mmol.1"] ¢z [mmol.I"] ¢s [mmol.l']
4 2,00 3,15.10° 5,25.10°
4.4 1,40 2,36.107 3,94.102
5 0,60 3,15.102 5,25.102

Tabulka 13 shrnuje koncentrace DSS, pii nichz byly sledovany zmény v roztoku, kdy c,
DSS je oblast zakalovani roztoku samotného DSS, ¢, a ¢s jsou koncentrace pii tvorbé
zadkalu a srazeniny u vzorkl DSS/chitosan Je patrné, ze k zakalovani roztoku samotného
DSS dochézelo pfi koncentracich az téméf o dva fady vysSich neZ u smési s chitosanem
(pH 4). Koncentrace vzniku zakalu maji klesajici trend s rostoucim pH, podobn¢ jako pfi

stanoveni kritické micelarni koncentrace DSS (viz tab. 13).

V ptipad¢ interakci DSS s chitosanem lze postupné zvySovani absorbance pozorovat od
koncentraci okolo 0,03 mmol.lI"! DSS, tedy hodnot& blizké nulovému zeta potencialu.
Viditeln4 sraZenina se ve vzorku objevila pfi koncentraci 0,05 mmol.I"! pro pH 4 a pH 5. V
pfipadé¢ pufru pH 4,4 doSlo k tvorbé zdkalu 1 sraZeniny diive, pro coZ ovSem neni
jednoznacné vysvétleni. Tento nesoulad je patrny 1 z obr. 40 aZ obr. 42, kdy zékalové
kfivky méfené pro pH 4 a 5 vykazuji podobny trend (ustalovani absorbance okolo
koncentrace 0,05 mmol.I"! DSS), zatimco v ptipadé pufru pH 4,4 doslo k ustalovani hodnot
drive.

V porovnani s vysledky ziskanymi tenziometrickym métenim, kdy bylo kvili srazeniné
znemoznéno méieni jiz u koncentrace 0,02 mmol.I"" DSS, Ize konstatovat, Ze ke tvorbé
srazeniny ve smési DSS/chitosan dochazelo pozdéji. Tento fakt lze vysvétlit jinym
zpusobem piipravy vzorkl, kdy pro méfeni zékalovych kiivek byl DSS k roztoku
chitosanu postupné ptidavan, zatimco pro meéteni povrchového napéti byl kazdy pracovni
roztok pfipravovan zvIast.

Ze vsech ziskanych zavislosti je ovSem patrné zvySovani absorbance na koncentraci
tenzidu, coz lze vysvétlit zvySujicim se poctem pritomnych nerozpustnych komplext ve

vzorku dostatecné velkych na to, aby ovlivnily hodnotu absorbance. Lze tedy potvrdit, ze
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pfi pH 4 az 5 dochazi k predpokladanym elektrostatickym interakcim mezi kladné nabitou

NH; " skupinou chitosanu a zaporné nabitou SO3™ skupinou dioktylsulfosukcinatu sodného.
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Obr. 40 Zavislost absorbance na koncentraci DSS v pufru o pH 4
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Obr. 41 Zavislost absorbance na koncentraci DSS v pufru o pH 4,4
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Obr. 42 Zavislost absorbance na koncentraci DSS v pufru o pH 5
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ZAVER
Podstatou ptredlozené diplomové prace bylo studium interakci mezi kladn€ nabitym

chitosanem a anionickym tenzidem dioktylsulfosukcinadtem sodnym (DSS).

V tvodu praktické ¢asti je charakterizovan chitosan prostiednictvim stanoveni stupné
deacetylace a primérné viskozitni molekulové hmotnosti. Druha ¢ast prace je vénovéana
studiu miceliza¢niho chovani pouzitého tenzidu v destilované vod¢ a v prostiedi pufra o
rizném pH. Posledni Cast se zabyva podminkami vzniku specifickych polyelektrolytovych

komplexii na bazi chitosanu a DSS.
Z vysledki ziskanych pomoci téchto méfeni plynou néasledujici zavéry:

- Hodnota stupné deacetylace chitosanu se muze liSit v zavislosti na zplsobu
stanoveni. V této praci byl stupen deacetylace stanoven pomoci potenciometrické
(75,773£1,819 %) a konduktometrické titrace (82,370+0,900 %). Vysledky se tedy
lisily asi o 8,7 %.

- Na zaklad¢ stanoveni limitniho viskozitniho ¢isla byla vypocitdna primérna
viskozitni molekulovd hmotnost chitosanu, a to 1,67.10°. Tato hodnota odpovida
spiSe vysokomolekularnimu chitosanu, piestoze vyrobce deklaroval stfedni
molekulovou hmotnost. Tento vysledek byl ale podpotfen 1 velmi problematickou
rozpustnosti naseho vzorku chitosanu uz pti pH mirn€ vyssim nez 5, prestoze rizné
dostupné védecké prace dokladaji moznou rozpustnost chitosanu se stfedné
molekulovou hmotnosti 1 pti pH 6,5. ZvySe uvedenych divodli musel byt
limitovan rozsah pH pro sledovani interakci pouze na pH 4 az 5. Hodnota pH 4
byla stanovena na zaklad€ prvniho inflexniho bodu potenciometrické titrace
chitosanu, kdy se pfedpoklada ptitomnost protonovanych NH3" skupin v molekule
chitosanu. Hodnota pH 5 byla tedy horni hranici rozpustnosti naseho vzorku.

- Tenziometrickym méfenim byla stanovena hodnota kritické micelarni koncentrace
DSS v destilované vodg (2,70 mmol.I"") a v pufrech o pH 4 (0,89 mmol.1'"), pH 4,4
(0,54 mmol.I"") a pH 5 (0,32 mmol.I""). Bylo také prokazano, Ze s rostouci iontovou
silou dochdzi ke snizovani hodnoty CMC. Zaroven bylo provedeno
konduktometrické méteni, z néjz bylo ovSem pouze mozno odhadovat hodnotu
CMC 3,52 mmol.l! zdivodu nezietelného zlomu ve smérnicich zavislosti

vodivosti na koncentraci DSS. Na zakladé konduktometrické titrace byla
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vypoéitana volna Gibbsova energie micelizace 4G’ = -14,66 kJ.mol™'. Negativni
hodnota vypovida o spontdnni tvorbé micel.

- Interakce mezi DSS a chitosanem byly sledovany pomoci tenziometrického méieni,
které prokazalo, ze pti vSech hodnotach pH dochazelo k tvorbé komplexti. Bohuzel,
nebylo mozno spolehlivé stanovit hodnotu kritické agregac¢ni koncentrace (CAC)
ani kritické micelarni koncentrace (CMC) vzhledem k tvorbé srazeniny, k niz
dochazelo pfti urcitych koncentracich DSS.

- Pro lepsi porozuméni vlivu riznych koncentraci DSS na komplex chitosan/DSS byl
méfen zeta potencial, ktery vypovidd o ndboji C¢astic v roztoku. S rostouci
koncentraci anionického tenzidu dochéazelo k poklesu zeta potencidlu z divodu
postupného zvySovani zaporného naboje. Ze zjisténé zavislosti bylo mozno stanovit
reakéni podminky vbodé nulového =zeta potencidlu, tedy v pripadé
neutralizovaného naboje. Na zéklad€ vypocitanych hodnot Ize tedy konstatovat, ze
pfi vSech pH byl chitosan v mirném piebytku vii¢i tenzidu. Diivodem miize byt
jeho jiz zminénd Spatnd rozpustnost nebo stinici efekty vlivem jinych protionti
ztézujici pristup sulfoskupiny DSS do molekuly chitosanu.

- Dopliiyjicim meéfenim pro sledovani chovani smési chitosanu s rliznymi
koncentracemi DSS bylo sestrojeni zdkalovych kiivek. Rostouci hodnoty
absorbance potvrdily tvorbu komplexi mezi pfitomnymi slozkami. K ustalovani
doslo okolo 0,03 az 0,05 mmol.I"" DSS ve vzorku. Méfeni bylo opét limitovano
tvorbou srazeniny, kterd zt€Zovala ustalovani hodnot absorbanci pii vysSich
koncentracich tenzidu.

- Zavérem lze tedy shrnout, Ze vysledky predloZené diplomové prace potvrzuji
tvorbu specifickych komplexti chitosanu s anionickym dioktylsulfosukcinatem, kde
se predpokladaji prednostni interakce na zaklad¢ elektrostatickych sil. Je nutno
podotknout, ze navrzeni optimalnich reakénich poméri v této konkrétni kombinaci
slozek nebylo dosud ptedmétem védeckych studii. Vysledky této DP mohou tedy
slouzit jako zaklad pro dalsi méfeni, které by mélo byt rozsiteno o dalsi metody pro

ptesnéjsi charakterizaci uvedenych interakci.
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DA
DCI1/D,0O
DD

DNA

DSS

FeCl3

FID

HCl

HLB
HPLC
CH3;COOH
CH3COONa
IR spektroskopie
KAS

NaCl
NaOH
NH4Cl
NMR

PAL

PEO

PLA

PPy

Kriticka agregacni koncentrace
Kriticka micelarni koncentrace
Stupen acylace

Roztok deuterium chlorid
Stupen deacetylace
Deoxyribonukleové kyselina
Dioctylsulfosukcinat sodny
Chlorid Zelezity

Plamenovy ioniza¢ni detektor
Kyselina chlorovodikova
Hydrofilné-lipofilni rovnovéha
Kapalinova chromatografie
Kyselina octova

Octan sodny

InfraCervena spektroskopie
Kvarterni amoniové slouc¢eniny
Chlorid sodny

Hydroxid sodny

Chlorid amonny

Nuklearni magneticka spektroskopie
Povrchové aktivni latka
Polyetylenoxid

Polymlééna kyselina

Polypyrol
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PVP Polyvinylpyrrolidon

PVS Polyvinylsulfat draselny

RNA Ribonukleova kyselina

SDS Lauryl(dodecyl)sulfat sodny

SPEC Specificky komplex tenzid-polyelektrolyt

UV-VIS spektroskopie Ultrafialovo-viditelna spektroskopie
V/O Voda v oleji
WHO Svétova zdravotni organizace

XRD Rentgenova difrakéni analyza
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