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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se vénuje modifikaci polysacharidl, konkrétné celuldzy, dextrinu
a dextranu, pro jejich ptipadné vyuziti jako nosict 1éCiv. Prace se zamétuje na studium jejich
regioselektivnich oxidaci a hlavn€ na vyvoj metody pro fizeni molarni hmotnosti téchto
derivatt. U jednotlivych polysacharidi byl proto zkouman vliv reakénich podminek oxidace
a pridavku kyseliny amidosulfonové na jejich molarni hmotnost. Zatimco v ptipad¢ celuldzy
a dextrinu dochézelo k sulfona¢né-indukovanému Stépeni glykosidickych vazeb ihned po
pfidani kyseliny amidosulfonové, u dextranu bylo nutno zatadit tzv. pre-sulfonacni krok. Ve
vSech ptipadech bylo ale nakonec moZné pomoci upravy reakénich podminek fidit St€peni
polysacharidovych fetézc v pomérné Sirokém rozsahu. Nakonec bylo studovéano
uvoliiovani 1é¢iva (diammin-dichloroplatnatého komplexu) z dextranového nosice

s rozdilnymi molarnimi hmotnostmi s riiznym mnoZstvim navazaného 1éc€iva.

Kli¢ovéa slova: polysacharidy, celuloza, dextrin, dextran, nosi¢ 1é€iv, regioselektivni oxidace,

Stépeni glykosidickych vazeb, kyselina amidosulfonové, diammin-dichloroplatnaty komplex

ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on modification of polysaccharides, namely cellulose, dextrin
and dextran, for their eventual utilization in drug delivery. The work focuses on a study of
their regioselective oxidations and mainly on a development of method for controlling
a molecular weight of these derivatives. Therefore, an influence of reaction conditions and
an addition of sulfamic acid on molecular weight was studied for individual polysaccharides.
In case of cellulose and dextrin, there was a sulfonation-induced scission of glycosidic bonds
immediately after the addition of the sulfamic acid, whereas in the case of dextran it was
necessary to include so-called pre-sulfonation step. However, it was eventually possible to
control the scission of polysaccharide chains in a relatively wide range by adjusting the
reaction conditions in all cases. In the end, a release of a cis-diamminedichloroplatinum(II)
drug from a dextran carrier was studied with respect to the different molecular weights of

the carrier and various amounts of the bound drug.

Keywords: polysaccharides, cellulose, dextrin, dextran, drug delivery, regioselective

oxidation, scission of glycosidic bonds, sulfamic acid, cis-diamminedichloroplatinum(II)
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UvVOD

V soucasnosti dochazi ke stale intenzivnéjSimu vyuzivani materidli z trvale
udrzitelnych zdroji, které jsou zarovenn Setrné k zivotnimu prostfedi. Jedny z nich jsou
polysacharidy, které nachazeji uplatnéni v fad¢ odvétvi. Diky tvorbé vlaken se polysacharidy
vyuzivaji v textilnim pramyslu nebo v papirenstvi. Biokompatibilni a biodegradabilni
polysacharidy se pouzivaji v potravinaiském nebo ve farmaceutickém priamyslu.
Biomedicinské aplikace polysacharidil jsou velmi rozsahlé, od obvazovych materialt az po
1é¢iva. Polysacharidy je také moZzné modifikovat funkénimi skupinami vhodnymi
pro navazani 1é¢iv, naptiklad oxidaci hydroxylovych skupin na karboxylové s naslednym
vyuzitim jako nosice protinadorovych 1é€iv. Pro dosaZeni co nejlepsich vysledkl by takovy
nosi¢ mél mit nizkou toxicitu, fiditelnou rychlost uvolnovani 1é¢iva a mél by byt schopen
vazat vysoké mnozstvi l1éCiva. Tyto vlastnosti mizeme ovliviiovat hlavné¢ pomoci dvou
klicovych parametri — stupném oxidace a molarni hmotnosti polysacharidi. V této praci
jsem se zaméiil na vyvoj metody pro fizeni molarni hmotnosti u tiech selektivné

oxidovanych polysacharidt. Jedna se o celulozu, dextrin a dextran.
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I.  TEORETICKA CAST
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1 POLYSACHARIDY

Polysacharidy jsou nejzastoupenéjsi biopolymery na Zemi. Jedna se o dlouhé polymerni
fetézce slozené z monosacharidl spojenych glykosidickymi vazbami. Retézce mohou byt
linedrni nebo rozvétvené. Nejvice zastoupené typy monosacharidii se nazyvaji pyrandzy
a furanozy. Pyranozova jednotka se skladd z Sesti uhlikii a zaujima tadu konformaci,
mezi nejcastéj$i patii ZidliCkova a vanickova konformace. NejznaméjSim zastupcem
pyranoz je glukéza. Furan6zova jednotka mé pét uhlikli a nachézi se nejcasteji ve vanickoveé
konformaci. Typickym ptikladem je rib6za. Polysacharidy mizeme také rozd¢lit dle slozeni
jednotlivych monomert. Pokud se zakladni strukturni jednotky v polysacharidu lisi, pak jim

fikame heteropolysacharidy, jsou-li stejné, jednéa se o homopolysacharidy [1].

Glykosidickd vazba mezi monomery polysacharidll je tvofena kyslikem, jenz vytvaii
kovalentni vazbu s uhliky dvou sousednich monomeri. Vznika kondenzaéni reakci, kdy pti
spojeni n-monosacharidii vznikd n-molekul vody. Pfi zvySovani teploty miZe dochazet
k naruSeni této vazby, coz ma za nasledek degradaci fetézcli polysacharidu. Znaceni
konkrétni glykosidické vazby se odviji od ¢islovani uhlika do ni zapojenych a od prostorové
orientace hydroxylové skupiny (~OH) na prvnim (hemiacetalovém) uhliku v zacyklené
molekule monosacharidu. Pokud je tato —OH skupina prostorové orientovana pod rovinu
molekuly, jedna se o a-glykosidickou vazbu. Pfi opacné orientaci —OH skupiny se jedna
o B-glykosidickou vazbu. Napiiklad celuldéza je sloZzena z D-anhydroglukopyranozovych
jednotek spojenych B-(1—4) glykosidickymi vazbami. To znamenda, ze vazba je mezi
prvnim uhlikem (C1) jedné monomerni jednotky a ¢tvrtym uhlikem (C4‘) jednotky
sousedni, pfi¢emz —OH skupina na C1 je orientovana nad rovinu molekuly. Pokud monomer
nese jen dvé glykosidické vazby, fetézec polysacharidu je linearni. Pfi tfech a vice vazbach

z jednoho monomeru je fetézec rozvétveny [1, 2].

Funkce polysacharidii v organismech je pfevazné stavebni, zasobni a komunikacni.
Stavebni polysacharidy tvofi naptfiklad bunécné stény rostlin. Udavaji tak jejich tvar
audrzuji protoplast uvnitt bunék. Nejcastéji je v bunéénych sténdch rostlin obsazena
celuloza, hemiceluldza a pektin. Polysacharidy plnici zasobni funkci jsou Casto vétvené,
Stépenim jednotlivych vazeb a oxidaci vzniklych monosacharidl se v organismu ziskava
energie. U rostlin je nejcastéjsi zasobni polysacharid skrob, u zvitat zase glykogen. Nekteré
polysacharidy nepropousti vodu diky linearnim fetézctim, které tvoii krystality. To mlze

vést k zadrzovani a ukladani vody v téle organismu napf. rostlin. Polysacharidy slouZzici
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k buné¢né komunikaci jsou nejcastéji konjugaty s lipidy nebo proteiny napft. glykoproteiny,

glykosidy nebo glykolipidy.

Polysacharidy maji Siroké vyuziti v textilnim (bavlna), papirenském a dfevozpracujicim
pramyslu (vyroba papiru). V potravinaistvi a kosmetice se vyuzivaji jako zahusStovadla,
ztuzovace ana vyrobu rGznych hydrogeli. Ve farmaceutickém primyslu jsou hojné

vyuzivany na vyrobu obvazovych materialti nebo kultivacnich médii [3, 4].

1.1 Celuléza

Celuloza je nejrozsifenési polysacharid na Zemi, jelikoz je zékladnim stavebnim
kamenem bunécnych stén zelenych rostlin, nékterych fas a oomycet, které tvoii vétSinu
organické hmoty na nasi planeté. Dokonce ji obsahuji 1 plasténci a nékteré bakterie ve svych
ochrannych pléstich. Primyslové se celuldza ziskavd zpracovavanim dievéné buniCiny
a baviny. Pro medicinalni a farmakologické ucely se celuldza ziskdva z bakterii napf. rodu
Sarcina Ventriculi. Bakterialni celuldza vynika svou €istotou, vyssi hydrofilnosti a nizkou

polydisperzitou, coz jsou idealni vlastnosti pro vyse zminéna odvétvi [5].

Celuldza je nerozpustna ve vodé diky dlouhym a linearnim fetézclim, jez jsou spojeny
piicnymi vodikovymi mistky. VétSina savcu ji nedokaze stravit kvili absenci enzymu
celulazy z tfidy hydrolaz. Tento enzym dokaze rozstépit B-(1—4) glykosidickou vazbu
fetézce celuldzy, ¢imz rozlozi tento polysacharid na D-glukézu. Nicméné piiroda obdarila
nekteré savce mikroorganismy schopné tento polysacharid stravit. Konkrétné u prezvykavct
se v jejich bachorech nachazi prvoci z kmene nalevniki tzv. bachofci. Tyto mikroorganismy

produkuji enzym celulazu. Jedna se tak o symbidzu mezi témito prvoky a ptezvykavci [6].

1.1.1 Struktura a vlastnosti

Celuloza je  slozend  z D-anhydroglukopyranézovych  jednotek  (AGP),
spojenych [B-(1—4) glykosidickou vazbou (Obr. 1). Spojeni dvou kondenzovanych
D-glukéz pomoci B-(1—4) glykosidické vazby nazyvame celobioza (Obr. 1)
B-(1—4) glykosidicka vazba a odpudivost bocnich —OH skupin vede ke vzniku line4rnich
fetézcl s jednotkami v konformaci zig-zag (cik-cak). Linearita a uspofadani fetézce vede ke
vzniku vySe zminénych vodikovych vazeb (H-mustky). Nasledkem toho vznikaji krystality,
které formuji mikrofibrily. Ty se sdruzuji do vlaken, ktera maji vysokou pevnost v tahu ve
sméru osy spletenych mikrofibril. H-mistky vznikaji mezi vodikem —OH skupiny jednoho

monomeru a kyslikem —OH skupiny jiného. Jestlize dojde ke vzniku vodikovych vazeb na
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stejném fetézci, jednd se o intramolekularni vodikové vazby, pokud mezi dvéma fetézci,

mluvime o intermolekularnich silach. Pravé diky nim je celul6za nerozpustna ve vodé.

B-(1—4) glykosidicka vazba)

OH
OH OH OH
HO o HO )
0] o (0] 0 HO 0 (0] o) ©
HO O ™m
OH n
OH
N OH OH
Neredukujici konec celobidza Redukujici konec

Obrazek 1: Struktra fetézce celulozy sloZzeného z jednotek celobidzy nebo AGP (uvedeno také cislovani
atomu uhliku v jednotce). Dale redukujici a neredukujici konec fetézce a B-(1—4) glykosidicka vazba [5].

Mnoho dalSich vlastnosti celulozy je zavislych na délce ftetézcii neboli stupni
polymerace. Tento parametr muzeme definovat jako pocet monomert, zde konkrétné
AGP, v jedné makromolekule. Stupen polymerace je u celulozy velmi zavisly na jejim
puvodu (zdroji) a na metod¢ jejiho ziskavani. Uz pii samotném ziskavani celulozy totiz
dochazi k redukci stupné polymerace. Napftiklad pti zpracovavani dieva na buni¢inu ma
vznikajici regenerovana celuloza relativné maly stupen polymerace v porovnani s tou

ve dfeve. Pro lepsi predstavu rozsahu stupné polymerace u jednotlivych zdroji celulozy

slouzi Tabulka 1.

Tabulka 1: Stupen polymerace u vybranych zdroju celulozy [5].

Zdroj Stupen polymerace [-]
Rizné druhy dieva 6000—-10000
Bunicina 500-2000
Bavlna 10000—-20000
Rasy rodu Valonia 25000—44000
Bakterialni celul6za 4000-6000
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Stupent polymerace zavisi pfimo Umérné na molarni hmotnosti polymeru, tedy pfi
vys$§im polymeracnim stupni bude i vyssi molarni hmotnost za predpokladu konstantni
molekulové hmotnosti monomeru. Pokud je v latce vétsi rozsah polymeracniho stupné,
je zde i relativné vétsi rozsah molarnich hmotnosti daného polymeru. Z Tabulky 1 je zfejmé,
ze rostlinnéd celuldoza ma vysoky rozsah stupné polymerace, tj. obsahuje fetézce rtiznych
délek. U bakterii je tento rozsah relativné maly oproti rostlindm, ¢ehoz se dnes hojné vyuziva

praveé ve farmacii.

Rozsah moldrnich hmotnosti daného polymeru charakterizuje veli¢ina zvand index
neuniformity (polydisperzity) X. Rika nam, v jaké mife je uniformni n&jaky polymerni

systém. O této velicin€ je pojednano vice v Kapitole 3.

Z hlediska supramolekularni struktury celul6za tvoti ¢tyii rizna polymorfni uspotradani
(polymorty) [5].
Typ It
e Nejzastoupengjsi ve zdrojich piirodni celulozy.
e D¢lime jej na dva podtypy tzv. alomorfy.

e Alomorfla:
- Monoklinicka miizka, neni stabilni. Pfechazi v Ip.
- U sladkovodnich fas.

e Alomorf If:
- Triklinicka miizka, termodynamicky stabilnéjsi.
- Vyssi rostliny (bavina).

Typ 1I:
e Termodynamicky stabilné;jsi nez typ I.
e Nelze jej prevést na typ L.

e U celulozy, kterd byla regenerovana, nebo prosSla alkalickym zpracovanim
a naslednym vypiranim.

Typ III:

e Vznikd botnanim krystalt typu I a Il pomoci roztoku amoniaku ¢i aminll za
bezvodého odvadéni botnaciho ¢inidla.

e Dle typu krystalu pfed botnanim délime opét na alomorfy:
e Alomorf Il
- Nejbézné;jsi.
e Alomorf I
- Je spise teoreticky [5].
Typ IV:

e Vznikd zihanim celulozy typu III v glycerolu.
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e D¢lime na dva alomorfy dle krystalu pfed zihanim.

o AlomorfIVr:
- Z typu III4, strukturné trochu podobny typu I.

e AlomorfIVi:
- Z typu Iy, méné bézny.

S utvarenim polymorfi souvisi krystalinita riznych zdroji celulézy. Nejvetsi
zastoupeni krystalické faze je u pfirodnich celuldéz, zejména u vySSich rostlin, fas

1 u zivocichl (plasténci). Naopak celuldza zpracovand lidmi je krystalickd nejméné (Tab. 2)

Tabulka 2: Krystalinita celulozy z riznych zdroju [5].

Zdroj celulozy Krystalinita [ %]
Vyssi rostliny 50-75
Zelené tasy rodu Valonia 90
Plasténci 80
Zpracovana lidmi 25-40

1.1.2 Derivaty

Hydroxylové skupiny v fetézci celulozy mohou byt ¢astecné nebo zcela modifikovany
riznymi latkami. Reakci téchto skupin ziskdme derivaty s mnohdy uzite¢nymi vlastnostmi.
Nejcastéji se reagujici latky vazou na hydroxylovou skupinu pomoci esterové nebo etherové

vazby.

Esterifikace celulézy muze byt provedena anorganickymi nebo organickymi
kyselinami. Mezi nejpouzivanéjsi organické kyseliny pro tuto reakci patii kyselina octova
(Obr. 2). Vznikly 2,3,6-triacetatcelulézy a obecné acetaty celulozy slouzi k vytvareni
tenkych filmi. D4 se také zvlakiovat, ¢ehoz se vyuzivd v textilnim primyslu.
U anorganickych kyselin se jedna o kyselinu sirovou a dusi¢nou (Obr. 3). Vznikly vysoce
hoflavy 2,3,6-trinitratceluldzy se vyuziva jako pifimées do vybusnin. RovnéZ byl po smichéni

s kafrem vyuZit na vyrobu prvniho syntetického termoplastu zvaného celuloid [7].
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Obrazek 3: Nitrace celulozy.

Etherifikace u celulozy probiha mechanismem tzv. Williamsovy etherové syntézy
reakci s alkylhalogenidem v silném alkalickém prostiedi (Obr. 4) [5]. Tento derivat se

pouziva jako piisada do jidla.
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Obrazek 4: Reakce alkylhalogenidu a monomeru celulozy.

Celulozu 1ze také oxidovat na uhlicich C2, C3 a C6 za vzniku aldehydickych nebo
karboxylovych derivatii bud’ neselektivné anebo regioselektivné. Regioselektivni oxidace je

detailné diskutovana v Kapitole 2.
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1.2 Dextrin

Dextrin se ziskdva hydrolyzou $krobt (bramborovy skrob) nebo glykogenu enzymem
Stépeni probihd pouze do mista vétveni amylopektinu [1]. Amyldza takto S$tépi Skrob
v lidském t¢le za pomoci dalSich, nejcastéji mechanickych, procesti. Bakterie degraduji
Skrob za vzniku cyklodextrinti. Dextrin lze také ziskat v laboratofi kyselou hydrolyzou
Skrobil za tepla. Dextriny vzniklé za procesu ohfivani se nazyvaji pyrodextriny a je mozné
se s nimi setkat v obyCejném pekarstvi. Pyrodextriny dodavaji chut, lesklost a barvu kiirce
chleba. Dextrin je na rozdil od celuldzy zcela nebo ¢astecné rozpustny ve vode v zavislosti
na jeho molarni hmotnosti. Pouzivd se na vyrobu vodou feditelného Iepidla,
jako zahustovadlo pii tisku, pojivo v pyrotechnice a v potravindistvi. Pfi nizké

polydisperzité se pouziva ve farmacii na vyrobu hydrogelt [8].

1.2.1 Struktura a vlastnosti

Na rozdil od celulozy je udextrinu spojeni mezi jednotlivymi monomery
D-anhydroglukopyranéz realizovano pomoci a-(1—4) a a-(1—6) glykosidickych vazeb.
Vznika tak kaskadovita struktura fetézce, kde pirevladaji a-(1—4) glykosidické vazby,
avSak procentudlni zastoupeni téchto vazeb se u kazdého typu dextrinu 1isi. Diky pfitomnosti
a-(1—6) glykosidickych vazeb dochézi k vétveni nékterych fetézch dextrinu, kde se opét
vazou monomerni jednotky pomoci a-(1—4) nebo a-(1—6) glykosidickych vazeb (Obr. 5)
[1]. Tyto struktury z velké cCasti zabranuji vzniku intermolekuldrnich vodikovych vazeb,
a tudiz 1 krystalizaci celého polymeru. Proto je dextrin ve vod¢ rozpustny. Lze ale také
ptipravit semi-krystalicky dextrin, kdy se v prvnim kroku rozpusténim tohoto polysacharidu,
jeho zahtatim a gelaci v pufru octanu sodného a azidu sodného ziskd gel. Ten se nasledné
nechd ochladit a do reakéni smési se prida isoamyldza. Gel se necha inkubovat pii zvySené

teploté po dobu sedmi dnii. Dojde tak k odStépeni vétvi fetézcl a dextrin zkrystalizuje [9].
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Obrazek 5: Struktura dextrinu (m an znali procentualni
zastoupeni glykosidickych vazeb; R je postranni fetézec).

1.2.2 Derivaty

Oproti celuloze je dextrin vyuzivan méng, proto je znam i mensi pocet derivat. Dextrin
obsahuje —OH skupiny ve stejnych pozicich pyranozovych jednotek jako celuldza, ¢ehoz Ize
vyuZit k esterifikaci nebo etherifikaci (Kap. 1.1.2). Monomer dextrinu miiZzeme modifikovat
na uhliku C2 molekulou vinylesteru kyseliny akrylové (VA) pii teploté 50 °C. V ptitomnosti
acetaldehydu dextrin-VA vytvoii hydrogel [8]. Dextrin lze modifikovat pomoci oxidace

(Kap. 2).

1.3 Dextran

Jedna se o vétveny polysacharid, ktery vznika pievazné premeénou sachar6zy na vétveny
dextran v bakteriich. Nejznamé¢jsi bakterie produkujici dextran jsou rodu Lactobacillaceae,
Leuconostoc dextranicum a Streptobacterium dextranicum [10, 11]. Dextran vytvoieny
bakteriemi je nazyvan jako ,,pfirodni dextran. Struktura, distribuce molarnich hmotnosti,
vétveni a délka fetézcii zavisi na pivodu tohoto polysacharidu. Dextran vznikd také pti
rafinaci sacharozy jako nezadouci latka. ZvySuje totiz viskozitu roztoku sachardzy a lepi se
na stény potrubi. Rozpousti se ve vodé, formamidu a dimethylsulfoxidu, avSak v alkoholu
a acetonu nikoliv. Vyuziva se predevsim ve zdravotnictvi (lubrikant v o¢nich kapkéach nebo
jako tzv. plazma expandér) [ 12], farmacii (vyroba hydrogell) a v laboratofich jako separa¢ni

filtracni materidl (Sephadex).

1.3.1 Struktura a vlastnosti

Retézec se skladd z o-D-glukézovych jednotek spojenych pievazng a-(1—06)
a a~(1—3) glykosidickymi vazbami (Obr. 6). Mlze také obsahovat i a-(1—2) a a-(1—4)

glykosidické vazby. Bakterie rodu Leuconostoc mesenteroids vytvaii dextrany s 95%
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zastoupenim o-~(1—6) glykosidickych vazeb a 5% zastoupenim vazeb o-(1—3) [10, 13].
Dextran mtze obsahovat i a-(1—4) glykosidické vazby. Diky vétveni vytvaii amorfni
strukturu a je dobfe rozpustny ve vode¢. Avsak obsahuje-li vice nez 43 % o-(1—3) vazeb,
stane se dextran nerozpustny ve vod¢ [14]. Piirodni dextran mivd molarni hmotnost
v rozsahu 10’-10% Da a nabyva vysoké polydisperzity [10], nicméné jeho molarni hmotnost

1ze snizit kyselou hydrolyzou nehled¢ na povahu pouzivané kyseliny.
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Obrazek 6: Struktura dextranu (m a n znaci
procentualni  zastoupeni  glykosidickych
vazeb; R je postranni fetézec dextranu).

1.3.2 Derivaty

Také dextran obsahuje —OH skupiny, které 1ze modifikovat pomoci esterifikace nebo
etherifikace (Kap. 1.1.2). Mezi nejznamé;jsi derivaty patii karboxymethyldextran (CMD),
ktery se ptipravuje reakci dextranu a kyseliny chloroctové v zasaditém prostifedi. Vyuziva
se predevSim v kosmetice jako pripravek na vlasy. Dal§i znamy derivat je
dextran-metylmetakrylat, jenz vznikd roubovanim dextranu metylmetakrylatem v roztoku
kyseliny dusi¢né a dusi¢nanu amonno-cericitém. VyuZiva se na vyrobu coek. Dextran lze

modifikovat také oxidaci (Kap. 2), ¢ehoZ se vyuziva pii vyrobé hydrogela [10, 14].
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2 SELEKTIVNiI OXIDACE POLYSACHARIDU

Oxidované polysacharidy se v souc¢asné¢ dobé vzhledem ke svému ptirodnimu ptivodu
a biodegradabilité vyuzivaji ve zdravotnictvi a farmacii. Jedna se také o velmi efektivni
sitovadla pro hydrogely a o slibné nosice 1éciv [9, 10, 14-16]. Existuji rdzné metody
oxidaci, lze je ale obecné rozdé¢lit na neselektivni a selektivni. Pii neselektivni oxidaci mize
dochézet k reakci na —OH skupinach jakéhokoliv uhliku v monomeru. Typickym ptikladem
je reakce kyseliny sirové akyseliny dusiéné s celulozou. Selektivni, nebo také
regioselektivni oxidace, probiha na ptesné¢ danych —OH skupinadch monomeru. Nejcastéji se
provadi pomoci (2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-yl)oxylu (TEMPO) na —OH skupiné Sestého
uhliku (C6) [17], nebo pomoci jodistanu sodného (periodat) na —OH skupinach druhého
a tietiho uhlikti (C2 a C3), jsou-li ve struktutfe polysacharidu pfitomny [16, 18, 19]. Tato

prace se podrobnéji vénuje praveé periodatové oxidaci.

Periodat se piivodné pouzival pro oxidaci vicindlnich hydroxyderivati uhlovodik,
kde byla tato reakce kliCova pro charakterizaci struktury komplexnich uhlovodikia [19].
U polysacharidl reaguje periodat za absence svétla s vicinalnimi —OH skupinami za vzniku
aldehydickych skupin (—CHO) aza soucasného rozstépeni vazby mezi uhliky,
na kterych k reakci doslo (Obr. 7). Oxidace tedy probihd pouze pokud jsou v monomeru
polysacharidu pfitomny vicindlni —OH skupiny ve vhodné vzijemné orientaci. Reakce
probiha nejrychleji pfi ekvatoridlni — ekvatorialni pozici vicindlnich —OH skupin nebo pii
pozici axialni — ekvatoridlni. V pozici axialni — axidlni oxidace neprobihd, jelikoz se
molekula perioddtu nemlZze navazat na takto orientované vicindlni —OH skupiny [19]
(Obr. 7). Pokud polysacharid obsahuje jen jeden par vhodnych —OH skupin, je reakce vysoce
regioselektivni. V ptipad¢ ptitomnosti vice sousedicich —OH skupin miize dochazet ke
vzniku riznych derivatd, typickym piikladem je dextran. Mnozstvi a pozice vySe zminénych
skupin totiZ souvisi s typem a poctem glykosidickych vazeb, které se lisi mezi riznymi
polysacharidy. U celulézy, dextrinu a dextranu se vyskytuji nejcastéji (1—4), (1—3)
a (1—6) glykosidické vazby. Pokud polysacharid obsahuje (1—4) glykosidické vazby
(celuléza), probihd oxidace vyluéné na C2 a C3 v monomerni jednotce polysacharidu
s vyjimkou koncovych jednotek fetézcli. Tento typ reakce je nejcastéjsi a je zobrazen na

Obrazku 7. Ostatnim piipadiim se vénujeme v nasledujicich podkapitoléach.

Stupeni oxidace je mozné fidit béhem této primarni oxidace polysacharidu pomoci

zmény reakéniho Casu a koncentrace periodatu v reak¢éni smési [11].
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Obrazek 7: Mechanismus reakce molekuly periodatu a monomemi jednotky AGP. A: Obecny
mechanismus reakce molekuly periodatu a monomerni jednotky AGP s B-(1—4) glykosidickou vazbou
(primarni oxidace celuldzy); B: Atak periodatu na —OH skupiny C2 aC3, respektive C3 a C4
neredukujiciho konce fetézce celuldzy, kde dochazi ke dvojité oxidaci a odstépeni kyseliny mravenci. Dale
na —OH skupiny C2 a C3 monomerni jednotky AGP, kde dochazi k primarni oxidaci a §tépeni vazby mezi
C2 a C3; C: Periodat nereaguje s monomerni jednotkou spojenou B-(1—3) glykosidickou vazbou kvuli
absenci vicinalnich —OH skupin [5, 19].

Vznikl¢ dialdehydpolysacharidy jsou vroztoku velmi reaktivni. Pfestoze
u krystalickych polysacharidii dochéazi pii oxidaci krozruSeni krystalické miizky,
aldehydy téchto polysacharidii nelze rozpustit ve vodé za mirnych podminek. Je to
zpusobeno tvorbou hemiacetalti, které propojuji molekuly daného polysacharidu,
a tak zvySuji jeho molarni hmotnost. Tyto latky tudiz rozpustime ve vod¢ pouze po zahfati,
pii kterém se hemiacetalové vazby rozrusi (solubilizace) [4]. Dialdehydpolysacharidy se
vyuzivaji zejména jako sitovaci Cinidla pro hydrogely, jejich aplikace je ptedevSim

v medicing, textilnim, chemickém a obalovém primyslu [4].

Dialdehydy polysacharidi Ize dale oxidovat na dikarboxylované polysacharidy. Pfi této
tzv. sekundarni oxidaci se ~CHO skupiny vzniklé z periodatové (primarni) oxidace dale
oxiduji na karboxylové skupiny (-COOH) pomoci chloritanu sodného v kyselém prostiedi
za absence svétla. Reakce za¢ina protonaci aldehydického kysliku, pfi¢emz na ném vznikne
kladny néboj, ktery je castecn€é kompenzovan piesunem elektronové hustoty
z aldehydického uhliku. Na ten se pak mize navazat molekula chloritanu pies atom kysliku

(nukleofilni adice). Nasledné dochazi k eliminaci nekyselého vodiku z aldehydického uhliku
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a jeho navazani na atom chloru. Vznikly chlornan se odstépi za vzniku ~COOH skupiny na
puvodné aldehydickém uhliku (Obr. 8) [20]. Primarni i sekundarni oxidace jednotlivych

polysacharidli maji sva specifika, jimiz se vénujeme v nésledujicich kapitolach.
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Obrazek 8: Mechanismus oxidace aldehydu NaClO, (princip sekundarni oxidace) [20]

2.1 Regioselektivni oxidace celulozy

Celul6za obsahuje B-(1—4) glykosidické vazby. Pii primarni oxidaci celuldézy se
molekula periodéatu vaze na vicinalni —OH skupiny v pozici C2 a C3 v monomerni jednotce
fetézce a oxiduje je na —CHO skupiny za soucasného preruseni vazby mezi nimi (Obr. 9).
Jedinou vyjimkou je oxidace na neredukujicim konci fetézce celulozy, kde dochézi k oxidaci
vicinalnich —OH skupin na C2, C3 a zaroven na C3, C4 a k odstépeni molekuly kyseliny
mravenci [18, 19, 21] (Obr. 7).
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o
140, NalO, M -2HCIO, 2Na* \ M
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Obrazek 9: Primarni a sekundarni oxidace celulozy

Pro Uplnou oxidaci celuldézy na 2,3-dikarboxycelulozu (DCC) byl vyvinut nésledujici
postup [20]. Periodat se piida k celuléze rozdispergované v demineralizované vodé
v mirném molarnim piebytku 1,2 : 1 (periodat : celul6za). Reakce je michana konstantni
rychlosti po dobu 72 hod pti 30 °C za absence svétla, aby nedoslo k degradaci periodatu,
ktery je fotosenzitivni. Ukonceni oxida¢ni reakce se provadi piidavkem piebytku

etylenglykolu do reak¢éni smési. Etylenglykol redukuje piebytecné jodistanové ionty az na
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molekuly jodu. Vysledny produkt, 2,3-dialdehydceluléza (DAC), je ve vodé nerozpustny,
proto se precistuje opakovanou homogenizaci a centrifugaci kviili odstranéni prebytecného
jodu sorbovaného na fetézcich DAC. Zbytky oxidacnich ¢inidel se odstrafiuji pomoci
dialyzy. DAC lze rozpustit v demineralizované vodé solubilizaci pfi teploté 80 °C, avsak jeji
stupen oxidace musi byt nad 75 % [22], jinak zlstdva nerozpustnd. Je to zplsobeno
hemiacetaly (Obr. 10), které vznikly diky vysoké reaktivit¢ DAC. V pevném stavu
1 vroztoku je DAC nestabilni a mnozstvi jejich —CHO skupin se v ¢ase zmensuje. Pii
solubilizaci dochdzi rovnéz ke sniZeni polymeracniho stupné o jednu desetinu,
avSak vlastnosti klicové pro potencialni aplikaci DAC (efektivni tvorba hydrogeld),
zustavaji zachovany. Pokud je ale solubilizovana DAC v roztoku uchovéavana delsi dobu
(dva az Ctyfti tydny), dochézi k jeji degradaci. Lze ji ovSem stabilizovat snizenim pH roztoku
na 3,5 [4]. DAC se vyuziva nejcastéji jako sitovaci ¢inidlo v gelech, které dale slouzi jako
materidl pro separaci molekul v chromatografii, nebo jako adsorbent tézkych kovt,

iontd a proteinti [22].
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Obrazek 10: Ruzné mozné struktury DAC po primarni oxidaci. I: dialdehyd; II: hydratovany dialdehyd
vznikajici na zaCatku sekundarni oxidace po okyseleni reakéni smési; III: hemialdal; IV aV:
intermolekularni hemiacetaly; VI a VII: intramolekularni hemiacetaly [4, 22].

Hemiacetaly v fetézci DAC lze také eliminovat ndslednou sekundarni oxidaci. Ta se
provadi se pomoci chloritanu sodného (NaClO:) v kyselém prostredi (0,5M kyselina
octovd), kdy dochézi k oxidaci -CHO skupin na uhlicich C2 a C3 na —COOH skupiny
(Obr. 9). Pro tplnou konverzi aldehydt na karboxylaty je vhodné pouzit molarni pomér
reaktantl 1 : 4 (~CHO skupiny DAC : NaClO»), pficemz pln¢ oxidovand DAC obsahuje
12,5 mmol-g’ —~CHO skupin. Optimalni koncentrace chloritanu sodného je 0,5M [20].
Oxidace zacina po ptidavku roztoku chloritanu sodné¢ho do smési DAC a kyseliny octové.
Pro dosazeni vysoké konverze by méla reakce bézet pii 30 °C a za absence svétla alespon

po dobu 7 hod [11, 20] (Obr. 8). Oxidace se zastavi ptidavkem roztoku hydroxidu sodného
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na mirn¢ zasadité pH a poté se reakéni smes dialyzuje proti demineralizované vodé po dobu
péti dnl, béhem nichz se reakéni smés zbavi vSech nezadoucich soli. Nasledné se pH roztoku

nastavi na 7,4 a vysledny produkt 2,3-dikarboxyceluléza (DCC) se ziska lyofilizaci.

2.2 Regioselektivni oxidace dextrinu

Dextrin obsahuje monomerni jednotky spojené a-(1—4) a a-(1—6) glykosidickymi
vazbami. Obdobn¢ jako u celulézy dochazi u dextrinu k reakci periodatu s vicindlnimi —OH
skupinami na uhlicich C2 aC3 (Obr.7 all), ato i1ujednotek spojenych a-(1—06)
glykosidickymi vazbami za vzniku —CHO skupin. Reakéni podminky (teplota, molarni
pomeéry reaktantil) a postup jsou obdobné jako u oxidace celulozy (Kap. 2.1), pouze doba
reakce nutna pro kvantitativni oxidaci je pouze 8 hod [11, 20]. Divodem je lepsi rozpustnost
dextrinu ve vodé a rozdilna krystalinita u celuldzy a dextrinu, coZ ma za nasledek rychle;jsi
oxidaci dextrinu [20]. Vysledny produkt 2,3-dialdehydextrin (DAD) je na rozdil od celulozy
z velké Casti rozpustny ve vode, proto jej lze precistit dialyzou a filtraci, solubilizace neni

potieba. Finalni material se nasledn¢ ziska lyofilizaci.

Sekundarni oxidace dextrinu se opét provadi stejné jako u sekundarni oxidace
celulozy [20] (Kap. 2.1), kdy dojde k reakci NaClO, s -CHO skupinami za vzniku —-COOH
skupin (Obr. 11). Reak¢éni smés se po reakci dialyzuje v demineralizované vod¢ v dialyzacni
membrané stejné¢ jo u DCC. Dialyza zbavi reakéni smés vSech nezadoucich soli.
Dialyzovany produkt se nastavi na pH 7,4 a vysusi se lyofilizaci. Vysledny produkt se
nazyva 2,3-dikarboxydextrin (DCD).

R\
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OME oH +2NalO, Eo ° on + 4H, 4NaCIO,,
—_— —_—

OH m (0} o] _ZHZO’ 2NaIO§ / N\E o _ 4HC10, 4Na+

HO (6] m o
OH ) \
dextrin n . DAD © o I~

N
(0]

+4H', 4NaClO,, \E o
—_— [¢] OH
- 4HCIO, 4Na"
HO O [0 0

HO O

Obrazek 11: Primarni a sekundarni oxidace dextrinu
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2.3 Regioselektivni oxidace dextranu

Dextran se od dextrinu i celuldzy 1isi dominantnim podilem a-(1—6) glykosidickych
vazeb a pritomnosti a-(1—3) vétveni, a tudiz zejména piitomnosti trojice —OH skupin na
sousednich uhlicich C2, C3 a C4. Mize tak dochazet ke dvojité oxidaci na uhliku C3 béhem
primarni oxidace obdobné jako u neredukujiciho konce fetézce jinych polysacharidi
(Obr. 7), nebo muze oxidace probihat pouze na uhlicich C3 a C4, ¢i jako u celulézy na C2
a C3. Naopak na monomernich jednotkach spojenych a-(1—3) glykosidickymi vazbami
oxidace neprobihd viibec, protoze neobsahuji zadné vicinalni —OH skupiny (Obr. 7 a 12).
Béhem primarni oxidace opét reaguje periodat s -OH skupinami dextranu za vzniku —-CHO
skupin areakce bézi za stejnych podminek jako primarni oxidace dextrinu (viz vyse),
pouze doba reakce je zkracena na 4 hod s ohledem na uplnou rozpustnost dextranu [11].
Vysledny produkt obsahuje oxidované jednotky — 3,4-dialdehydextran, 2,3-dialdehydextran
a 2,4-dialdehydextran. Pro ucely této prace je tento produkt znacen jen jako DADXA. Pro
odstranéni necistot se provadi dialyza a filtrace stejn¢ jako u dextrinu, vysledny DADXA

ziskame lyofilizaci.

Sekundarni oxidace dextranu také probihd stejné jako u dextrinu a celuldzy (stejné
reakéni podminky a postupy). Chloritan reaguje s -CHO skupinami za vzniku —COOH
skupin (Obr. 12). Oxidace se zastavi ptfidavkem roztoku hydroxidu sodného pti nastaveni na
mirn¢ zasadité¢ pH. Nasleduje opét proces dialyzy reakéni smési v demineralizované vodé
v dialyza¢ni membrané. Dialyzovany produkt lze zbavit pfebytecné vody ve vakuové
odparce. Poté se nastavi pH 7,4 a lyofilizuje. Vysledny produkt obsahuje, podobné jako
DADXA, 3.4-dikarboxydextran, 2,3-dikarboxydextran a 2,4-dikarboxydextran (spolecné
znaceny jako DCDXA).
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Obrazek 12: Primarni a sekundarni oxidace dextranu.
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2.4 Rizeni moliarni hmotnosti selektivné oxidovanych polysacharidi

Béhem studia sekundarni oxidace celulozy si Miinster et al. [15] povsimli poklesu
molarni hmotnosti tohoto polysacharidu po ptidavku kyseliny amidosulfonové (SAMAC).
Normalné se tato latka vyuziva na odstranéni nezadoucich chlornych sloucenin z roztokd,
zejména tedy kyseliny chlorné (Obr. 13), ktera vznika béhem sekundarni oxidace (Kap. 2).
Funguje tedy jako tzv. scavenger, ktery na sebe tuto latku vaze a bréani tak jeji nezadouci

reakci (neselektivni oxidaci) s materidlem [15, 20].

SAMAC
ﬁ o)
I
HO—CI + S —_— H0
Ho I NH /ﬁ\ ot
5 NH; HO” I °NH
0
Ho—Cl + !sl |C|)
N M /BN _Cl + HO
HO™ Hl "NH HO g N
¢l

Obrazek 13: Reakce kyseliny amidosulfonové (SAMAC) a kyseliny
chlorné ve dvou fazich

Autofi si také povSimli, ze zména molarni hmotnosti zavisi na mnozstvi SAMAC
v reakéni smési, ¢ehoz Ize vyuzit k pripravé DCC o riznych molarnich hmotnostech [15].
Takto modifikovanda DCC byla vyuzZita jako nosi¢ protinddorové latky zvané
diammin-dichloroplatnaty komplex (cis-Pt), u kterého bylo zjisténo, ze molarni hmotnost
DCC ma vliv na farmaceutické a biologické vlastnosti tohoto materidlu. Ovliviiuje naptiklad
rychlost uvoliiovani 1é¢iva, ale také ovliviiuje efektivitu nesené¢ho léCiva vic¢i rliznym

nadorovym liniim [11, 15].

Pokud tedy lze fidit molarni hmotnost oxidované celulézy pomoci SAMAC, miZeme
tento proces vyzkouSet iu ostatnich polysacharidii, napfiklad u dextrinu a dextranu,

coz je naplni této prace.
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3 MOLARNI HMOTNOST A METODA XRF

Molarni hmotnost je fyzikalni veli¢inou, jez uddva hmotnost jednoho molu latky,
jednotkou je kgmol’. Biologové vyuzivaji jednotku Da (1 Da =1 g-mol’.) nebo kDa
(1 kDa =1 kg'mol"). Upolymeri se jednd ojednu znejdilezitdjsich veli¢in
charakterizujicich dany polymerni systém. Distribuce jednotlivych makromolekul
v polymernim systému je rizna (neuniformni), protoze se makromolekuly polymeru lisi
svou délkou a stupném polymerace, proto byva uvadéna stiedni hodnota molarni hmotnosti.
Pokud by systém obsahoval makromolekuly o téze délce ftetézce, byl by uniformni.
Takovéto uniformni polymerni systémy miiZeme najit v pfirodé napf.jako proteiny.
Jedna-li se o makromolekuly se stejnym chemickym slozenim a riznou molarni hmotnosti,
nazyvame je polymerhomology [23-25].

Vzhledem k neuniformité¢ polymerniho systému se k popisu moldrni hmotnosti
polymerti nejCastéji pouzivaji tfi typy stfedni molarni hmotnosti:

1) Ciselny stfed molarnich hmotnosti M, [24, 25]:

e Vyslednd hodnota se blizi k molarnim hmotnostem kratSich fetézch
v polymernim systému oproti hmotnostniho sttedu molarnich hmotnosti, coz je

zpusobeno polynomem prvniho stupné ve jmenovateli definovaného vztahu

(Rov. 1.0). Jedna se tak o pocetni pramér molarnich hmotnosti makromolekul.

©o (o]
i=1 1 i=1M

_ X .n; - M 2 .m;
My = ) xp My = =5 JEpYELL (1.0)
i

Xi...Molarni zlomek makromolekul i-té frakce [-]

M;.. Molarni hmotnost makromolekul i-t¢é frakce [kg-mol’]
n;...Latkové mnozstvi makromolekul i-té frakce [mol]
m;...Hmotnost makromolekul i-té frakce [kg]

e Lze vypocitat také pomoci &iselné& stiedniho polymeraéniho stupné P, [25]:

_ ?ilni'Pi —
M, === "Ly, =B, M, (1.1)

[o.0]
i=1 M

n;...Latkové mnozstvi makromolekul i-té frakce [mol]
P;...Polymeracni stupeit makromolekul i-té frakce [-]
My.. .Molarni hmotnost monomerni jednotky polymeru [kg-mol’]
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2) Hmotnostni stted molarnich hmotnosti M,, [24, 25]:

e Vyslednd hodnota se blizi k molarnim hmotnostem delSich fetézci
v polymernim systému. Je to disledkem druhého stupné polynomu molarni
hmotnosti i-té frakce v Citateli (Rov. 1.2). Zde se jednd o hmotnostni prumér

molarnich hmotnosti makromolekul.

i =ZW"M'= ?i1mi'Mi=Z§i1ni'Mi2 (12)
! ; C 2z Yioan - M; ’

w;...Hmotnostni zlomek makromolekul i-té frakce [-]

M;.. . Molarni hmotnost makromolekul i-té frakce [kg-mol ']
m;...Hmotnost makromolekul i-té frakce [kg]

n;...Latkové mnozstvi makromolekul i-té frakce [mol]

e Podobné jako u ciselného stfedu moldrnich hmotnosti 1ze hmotnostni stfed
molarnich hmotnosti vypocitat pomoci hmotnostné stfedniho polymera¢niho

stupné P,, [25]:

D Yy TR =
w ?;lnilpi 0 w 0 ( )

n;...Latkové mnozstvi makromolekul i-té frakce [mol]
P;...Polymeracni stupeit makromolekul i-té frakce [-]
M).. . Molarni hmotnost monomerni jednotky polymeru [kg-mol']

3) Velikostni stfed molarnich hmotnosti M, [25]:

e Velikost hodnoty této veli€iny je vice ovlivnéna delSimi fetézci, respektive jejich
vy$§i molarni hmotnosti v polymernim systému, neZ hodnota hmotnostniho
sttedu molarnich hmotnosti. Diivodem je opét vyssi mocnina ve jmenovateli

daného vztahu této veli¢iny (Rov. 1.4).

[e9) 2 %) 3
— =Wt Mt )inyn M

M. = -
zZ [} . i 0 . 2
=1 Wi ' M; i=1 i~ M;

(1.4)

wi...Hmotnostni zlomek makromolekul i-té frakce [-]
M;.. Molarni hmotnost makromolekul i-t¢ frakce [kg-mol”’]
n;...Latkové mnozstvi makromolekul i-té frakce [mol]
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Vzhledem k definicim Rovnic 1.0-1.4 lze porovnat velikosti jednotlivych stiedii

molarnich hmotnosti takto: M,, < M,, < M,

Neuniformitu polymerniho systému definujeme podle indexu neuniformity X (diive

index polydisperzity) [23, 24]:

M,
M,

X = (1.5)

I\ZIW. ..Hmotnostni stied molarnich hmotnosti [kg-mol']
M,,...Ciselny stfed molarnich hmotnosti [kg-mol]

e Pro index neuniformity plati: X>1. X<1 byt nikdy nemulZe, jelikoz plati
M, < M,,. Pokud X =1, pak je polymerni systém uniformni (v systému jsou
pouze makromolekuly o stejné molarni hmotnosti). Pokud X > 1, pak je systém

neuniformni.

Metod pro stanoveni stiednich molarnich hmotnosti je cela fada [23, 25]. Nejcastéji se

stanovuje hmotnostni a Ciselny stifed molarnich hmotnosti:
1) Metody pro stanoveni M,,:

e Metoda koncovych skupin
e Kryoskopie

e Ebulioskopie

e Hmotnostni spektroskopie
e Membranova osmometrie
e Chromatografie

2) Metody pro stanoveni M,,:
e Metoda rozptylu svétla
e Metoda sedimentaéni

e Chromatografie
V této praci se na stanoveni molarni hmotnosti vyuZilo chromatografické metody,

presnéji gelové permeacni chromatografie.
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3.1 Gelova permeac¢ni chromatografie (GPC)

Je metoda pro stanoveni stfednich molarnich hmotnosti a jinych charakteristickych
parametrti polymerniho systému. Nazyva se také molekulova vylucovaci chromatografie.
Princip této metody spociva v separaci makromolekul ve formé polymernich klubek diky

jejich rozdilné velikosti, respektive rozdilnému gyracnimu poloméru.

Prostor, ve kterém probiha separace, se nazyva kolona. Obsahuje mobilni a stacionarni
fazi. Mobilni faze se sklada z vhodného rozpoustédla pro dany polymer, ktery protéka mezi
casticemi gelu. Staciondrni faze je to samé rozpoustédlo uchycené v porech gelu. Mobilni
faze protekd skrze pory gelu a undsi s sebou polymerni klubka. Na zacatku méfeni je
polymerni systém injektovan do kolony jako smés frakci makromolekul o raznych délkach,
respektive riznych molarnich hmotnostech. Mobilni faze unasi tyto makromolekuly ve
formé klubek pies poéry gelu, kde se makromolekuly zachytdvaji. Frakce menSich
makromolekul se v porech uchyti snadnéji a zastavaji v nich delsi dobu. Naopak frakce
vétsSich makromolekul se do poéru nedostanou a jsou vylouceny zkolony jako prvni.
Postupné se z pori stacionarni faze vymyvaji také frakce menSich makromolekul a také
opousti kolonu. Na konci kolony je umistén detektor, ktery zaznamenava zavislost
retencniho Casu na koncentraci polymeru. Retenc¢ni ¢as ndm udéva dobu, kdy se v koloné

separuje dana frakce polymeru.

Pomoci metody gelové permeacni chromatografie ziskdme relativni stfedy molarni
hmotnosti a hmotnostni distribuce pro dany polymer. Pro spravné hodnoty absolutnich

sttedt molarnich hmotnosti je dlezité pouzit vhodné standardy pro dany polymer [23, 25].

3.2 Rentgenové-fluorescenéni spektrometrie (XRF)

Tato analytickd nedestruktivni metoda slouzi ke zjiSténi atomarniho sloZeni vzorku
(kvalitativni analyza) a zastoupeni danych atomil v prvku (kvantitativni analyza). Principem
této metody je ozareni zkuSebniho vzorku (latky) rentgenovym zafenim, pfi¢emz dochazi
k excitaci jednoho nebo vice elektronii z hluboko leZicich elektronovych vrstev tzv. core
orbitalli. Excitovany elektron opousti elektronovou vrstvu a jiny elektron z vyssi elektronové
vrstvy zaujimd jeho misto. Dochdzi tak k deexcitaci elektronu z vyssi elektronové vrstvy,
coz je doprovazeno vyzarenim charakteristické energie (fotonu) pro danou deexcitaci
(Obr. 14). Napiiklad Kq je charakteristické zafeni vyprodukované z deexcitace elektronu
zL vrstvy do Kslupky pro dany atom. Zafeni je analyzovdano pomoci spektrometru

a vysledkem méfeni vzorku je charakteristické energetické spektrum, kde dané signaly
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charakteristického tvaru (angl. ,,peaks*) odpovidaji vyzarené energii z deexcitace urcitych
elektront. Z intenzity signalu a kalibracni kiivky, kterou ziskdme méfenim definovanych

mnozstvi zkoumaného analytu, lze provést kvantitativni analyzu zkoumaného vzorku

[26, 27].

Primarni rentgenovy paprsek

Emitovany elektron z K slupky

Obrazek 14: Schéma principu rentgenové fluorescencni metody (XRF). K, L, M piedstavuji tii
elektronové vrstvy (slupky) v atomu. Mnozstvi elektronti v M vrstvé je pouze demonstrativni,
skute¢ny pocet se lisi. Kqa Kg jsou rentgenova fluorescencni zafeni odpovidajici deexcitaci
elektronu z L vrstvy do K vrstvy, respektive z M vrstvy do K vrstvy [26, 27].
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4 CILPRACE

Cilem této prace je zjisténi vlivu kyseliny amidosulfonové na hmotnostni stred
molarnich hmotnosti u selektivné oxidovanych polysacharidli, konkrétné celulozy,
dextrinu a dextranu. Prace popisuje zakladni chemismus a postup primarni i sekundarni
oxidace téchto polysacharidii, dale mechanismus S$tépeni B(1—4), a(l—4) a a(l—06)
glykosidickych vazeb, véetné optimalizace parametrt pro fizeni molarni hmotnosti celulozy,
dextrinu a dextranu. Zména hmotnostniho sttedu molarnich hmotnosti ma zasadni vliv na
biologické vlastnosti materialii piipravenych pomoci téchto latek, zejména hydrogell
a nosic¢u protirakovinovych 1é¢iv, jako jsou rychlost uvoliiovani 1é¢iva, maximalni mnozstvi
navazaného léCiva a efektivita 1éCiva. Soucasti prace proto je také studie uvoliovani
diammin-dichloroplatnatétho komplexu z modifikovaného dextranu, na kterych byl

demonstrovan vliv zmény molarni hmotnosti.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast se vénuje ptipravé modifikovanych polysacharidd (DCC, DCD,
DCDXA) azarovein je zde popsan postup reakce sulfona¢né-indukovaného S$tépeni
glykosidickych vazeb standardni metodou a pomoci pre-sulfonace. Na zavér je ukazan vliv

zmény M, na uvolfiovani diammin-dichloroplatnatého komplexu (cis-Pt) z DCDXA.

5.1 Materialy a pristroje

Pro regioselektivni oxidaci byla pouzita celuléza SigmaCell typ 20 (M,, = 76 kg-mol’,
X = 4,7), dextrin z kukuti¢ného krobu typ I (M,, = 52 kg'mol’, X = 2,3) a dextran z bakterii
Leuconostoc Spp. (M,, = 106 kg'mol”’, X=5,59) (Sigma Aldrich Co.). Kromé vyse
zminénych polysacharidi byl pouzit v primarni oxidaci jodistan sodny (NalOg)
a ethylenglykol (C2HsO2) (Penta, Ceska republika). Sekundarni oxidace byla provedena
pomoci dialdehydpolysacharidli pfipravenych primarni oxidaci, chloritanu sodného
(NaClO2, 80 %), kyseliny octové (CH3COOH, >99,8 %), kyseliny amidosulfonové
(H3NSO3, SAMAC, 99,3 %) (Sigma Aldrich, Co.) a kyseliny sirové (H2SOs, 96 %; Penta,
Ceska republika). Pro nastavovani pH byl pouzit hydroxid sodny (NaOH, > 98 %; Lachner,
Ceska republika) a kyselina chlorovodikova (HCI, 35 %; Penta, Ceska republika). Na
dialyzu rozpustnych produktii regioselektivni oxidace byly pouzity dialyzacni membrany
schopné zachytit latky o molarni hmotnosti nad 14 kg-mol”’ (MWCO z angl. ,,Molecular
Weight Cut off*; Sigma Aldrich Co.). Filtrace produkti probihala pies 0,22um filtry. Na
piipravu cis-Pt-DCDXA (konjugat) byl pouzit DCDXA piipraveny dle Kapitoly 5.3
a cis-Pt, ktery byl pfipraven z tetrachloroplatnatanu draselného (K:[PtCls]; Alfa Aesar,
98 %). Dialyza konjugatu byla provedena dialyzaéni membranou s MWCO 3,5 kg-mol’
(Thermo Fischer) a na rozpusténi konjugatu byl pouzit fosfatem pufrovany solny roztok
opH 7,4 (Phosphate-buffered Saline, PBS 7.4; Invitrogen, USA). VSechny chemikalie
pouzité v reakcich byly analyticky ¢isté, pokud neni uvedeno jinak, a nebyly dale ¢istény.

Bé&hem experimentu byla vyuzita demineralizovana voda (0,06 wS).

Mechanickd homogenizace, sedimentace a pieciSténi nerozpustného DAC byly
provadény pomoci homogenizéru WiseTis HD-15 (Witeg, Némecko) a laboratorni
odstfedivky Thermo Scientific Multifuge X3 (Thermo Fisher, Svédsko). Odpateni
piebytecné vody v produktech bylo provedeno v rotacni vakuové odparce Heidolph
LABROTA avysuSeni kone¢nych produktti pomoci lyofilizatoru CoolSafe 110-4 PRO.
Moléarni hmotnosti byly zjiStény pomoci chromatografu Waters HPLC DIGITAL Breeze
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(Waters, USA), ktery obsahoval detektor indexu lomu Waters 2414 (teplota driftové
trubice = 60 °C), Tosoh TSK gel GMPWx. akolonu (300 mm x 7,8 mm x 13 um,
teplota kolony = 30 °C). Mobilni faze byla tvofena roztokem dusi¢nanu sodné¢ho (NaNOs3,
99,8 %; Lachner, Ceska republika) a dodekahydratu hydrogenfosforeénanu sodného
(Na;HPO4-12H,0, 99.6 %; VWR, Ceska republika) [28]. Pro kalibraci GPC metody byla
pouzita kalibra¢ni souprava z polysacharidu pullulanu SAC-10 (Agilent Technologies, Inc.)
v rozmezi M,, (342-805 000) g-mol”’. Pro studium mechanismu sulfona¢né-indukovaného
Stépeni byl pouzit FT-IR spektrometr Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA) [29]. Obsah
cis-Pt v konjugétu byl stanoven rentgenovou fluorescencni spektrometrii pomoci Quant’X
EDX-XRF analyzatoru (Thermo Scientific, USA) [30] za pouziti kalibracnich standardi,

které byly pfipraveny rozpusténim znamého mnozstvi cis-Pt v PBS 7.4 (Invitrogen, USA).

5.2 Oxidace celulozy a studium mechanismu Stépeni f(1—4)

glykosidické vazby

V prvni fazi byla provedena primarni oxidace celulozy. Pro dosazeni nejvyssiho stupné
oxidace (viz Kap. 2.1) byl zvolen molarni pomér reaktanttina 1,2 : 1 (NalO4: polysacharid),
tedy na 10 g celulozy bylo pouzito 16,5 g periodatu. Celkovy reakéni objem ¢inil 500 m/,
pricemz polysacharid byl napted dispergovan pouze v objemu o velikosti 300 m/ (celuldza
je nerozpustnd). Zbyvajicich 200 m/ bylo pouzito na rozpusténi periodatu a jeho pievedeni
do reakéni smési. Krystalky periodatu by totiz vytvarely pifi rozpousténi v reakéni smési
v daném misté silné oxidacni prostredi, které by mohlo vést k nezddoucim produktim,
¢emuz se predchazelo jeho rozpusténim pied piidanim do reakéni smési. Reakéni smés byla
michana rychlosti 300 o-min™ v ethylenglykolové 1azni pii teploté 30 °C aza absence
svétla, protoze rozpustény periodat je velmi fotosenzitivni. Reakéni doba primarni oxidace
celuldzy byla pro dosazeni nejvysSiho stupné oxidace stanovena na 72 hod [11]. Reakce
byla zastavena prebytkem ethylenglykolu a vysledny produkt 2,3-dialdehydceluléza byl
preCistén.  Nerozpustnda DAC byla opakované centrifugovana a mechanicky
homogenizovéana pro odstranéni piebyte¢ného jodu. U takto precisténé DAC byla zjisté€na
jeji hmotnostni koncentrace v suspenzi. Takto pfipravend zcela oxidovana DAC obsahovala
12,5 mmol-g” —CHO skupin v polymernich fetézcich na zakladé stanoveni pomoci oximaéni

reakce [20, 31].

V dalsi fazi byla provedena modifikovana sekundarni oxidace DAC, jejiz soucasti bylo

sulfona¢né-indukované Stépeni P(1—4) glykosidické vazby. Pro studium mechanismu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

Stépeni byly vytvoreny dvé série vzorkd, na kterych byl zkoumén vliv pfidavku SAMAC
a H2SO4 béhem sekundarni oxidace. Cilem bylo zjistit, zda se jedna jen o kyselou hydrolyzu,
nebo je mechanismus slozitéjsi (viz Kapitola 6.1). Pro obé série byl molarni
pomér —CHO : NaClO; nastaven na 1 : 4, pti¢emz latkova koncentrace NaClO, v reak¢ni
smési byla 1M. Dale byla pouzita CH3COOH na okyseleni dispergované DAC,
jeji koncentrace v reakéni smési byla vzdy 0,5M. Reakéni smés byla doplnéna vodou na
objem pottebny pro dosazeni pozadovanych koncentraci latek. V prvni sérii se nejdiive
v CasteCném reakénim objemu dispergovala DAC, bylo ptidano dané¢ mnozstvi CH;COOH,
nasledné byla v riznych mnozstvich ptfidana SAMAC dle molarniho poméru 0; 0,125; 0,25;
0,5; al mol na 1 mol -CHO skupin DAC. Nakonec byl piidan NaClO,, ¢imZ zacala
sekundarni oxidace (reakéni smés zezloutla kviili obsahu vyvijeni Cly). V druhé sérii byla
posloupnost krokli stejnd jako u prvni série, jen se misto SAMAC pouzila H>SOs. Jeji
mnozstvi do reakéni smési bylo zvoleno tak, aby hodnota pH reakéni smési byla stejna jako
u jednotlivych molarnich pomérit SAMAC : —CHO. Reakce obou sérii probihaly za michani
300 ot-min”! a absence svétla pii 30 °C, pfiemz obé trvaly 7 hod, tj. dobu nutnou k tplné
oxidaci celuldzy. Oxidace byla zastavena piidavkem 10M NaOH a nastavenim reak¢éni smési
na mirn¢ zasadit¢ pH. Produkty obou sérii (DCC) byly jednotlivé dialyzovany pomoci
dialyza¢ni membrany v 5 dm’ vody po dobu péti dnt, pricemz difuzat byl ménén dvakrat za
den. Objem dialyzat bylo nutné zredukovat na rota¢ni vakuové odparce, nasledné pomoci
ziedéného NaOH nastavit na pH 7,4 a zfiltrovat. Vysledné produkty ve formé sodné soli
byly ziskany lyofilizaci. Vytézky zobou sérii byly témét kvantitativni a odpovidaly
hodnotam nad 90 %. Pomoci GPC analyzy byly charakterizovany M,, vzniklych DCC z obou

sérii a jsou diskutovany v Kapitole 6.1.

5.3 Vliv reakénich podminek na oxidaci polysacharidii se

sulfonacné-indukovanym Stépenim glykosidickych vazeb

Jako polysacharidy se zde rozumi celul6za, dextrin a dextran. Opét byla nejdiive
provedena primarni oxidace téchto polysacharidl, pficemZ postup, reakéni podminky,
molarni poméry a mnozstvi reaktantll byly stejné jako v Kapitole 5.2. U dextrinu byla
optimalni doba primarni oxidace zkracena na 8 hod [11] a jeho €astecné rozpustny vysledny
produkt DAD byl pie¢istén pomoci dialyzaéni membrany v 5 dm’ vody po dobu 48 hod.
Jeho difuzat byl vymeénovan za Cistou vodu dvakrat za den. 2,3-dialdehydextrin byl poté

prefiltrovan a ziskan lyofilizaci. Doba primarni oxidace dextranu byla nastavena na 4 hod
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[11]. Dextran v mnozstvi 5 g se nechal rozpustit za laboratorni teploty v ¢asteném reakénim
objemu (150 ml) po dobu 1 hod a nasledné byl smichan s 8,25 g NalOs v 250 m/ vody.
Zastaveni oxidace, ptecisténi a ziskani produktu DADXA bylo stejné jako u dextrinu.
Zatimco u dextrinu bylo, stejné jako predtim u celulézy, dosazeno téméet 100% konverze
vicinalnich —OH skupin na —~CHO skupiny na uhlicich C2 a C3 [20] (12,5 mmol-g”),
u dextranu bylo diky obsahu monomernich jednotek spojenych a-(1—3) glykosidickymi
vazbami (Kap. 2.3) dosazeno 85% konverze —OH skupin na —CHO skupiny. Protoze je ale
pramérnd molarni hmotnost oxidovaného dextranu nizsi nez u dextrinu v disledku dvojité
oxidace né&kterych jednotek astim spojené eliminace uhliku C3, vysledny obsah
aldehydickych skupin v DADXA (12,1 mmol-g”’) je podobny jako u DAC a DAD. Ve vsech

ptipadech proto byly nastaveny shodné reakéni podminky sekundarni oxidace.

Béhem sekundarni oxidace dialdehydpolysacharidii byl studovan vliv rostouciho
mnozstvi SAMAC na M, vyslednych produkti v kombinaci s ménici se reakéni dobou
sekundarni oxidace a molarni koncentraci NaClO,. U kazdého dialdehydpolysacharidu byly
vytvofeny 3 série vzorkl, pficemz byl uvSech dodrzen molarni pomér reaktanta 1 : 4
(—CHO : NaCl0O3) a koncentrace CH3COOH byla vzdy 0,5M. Vzorky se liSily mnozstvim
SAMAC odpovidajicimu molarnimu poméru 0; 0,125; 0,25; 0,5; a 1 mol SAMAC na
1 mol —CHO skupin. U DAC byla v prvni sérii reak¢ni doba sekundarni oxidace nastavena
na 7 hod a latkova koncentrace NaClO, v reakéni smési byla 1M. V druhé sérii ztistala
reak¢ni doba stejnd, ale koncentrace oxidacniho Cinidla byla 0,5M. Ve teti sérii se snizila
reak¢éni doba na 3,5 hod a koncentrace NaClO, byla 1M. U DAD byly u sérii parametry
stejné jako u DAC, pouze u tfeti série byla latkova koncentrace oxidacniho ¢inidla snizena
na 0,5M. UDADXA byly reakéni ¢asy ve vSech sériich stejné jako u DAC, jen latkové
koncentrace NaClO» v reakéni smési se liSily: v prvni sérii 0,5M, ve druhé 0,2M a ve treti

0,5M, aby byla potlacena ptipadna nezddouci degradace dextranu.

Obecny postup byl nasledujici: V castecném reakénim objemu byly rozpusStény
(dispergovany) v ramci jednotlivych sérii dialdehydpolysacharidy, k nim bylo pfiddno dané
mnozstvi CH3;COOH, aby bylo dosazeno pozadované koncentrace (0,5M). Poté byla
v riznych mnozZstvich ptidana SAMAC nasledné 1 NaClO», ¢imz zaala sekundarni oxidace
(reakéni smés zezloutla kvili obsahu Cl,). Reakce probihaly za michani 300 ot-min™ pii
30 °C za absence svétla. Sekundarni oxidace byly ukonceny uvSech sérii DAC,
DAD a DADXA nastavenim reakénich smési na mirné zasaditou pH hodnotu. Vysledné

produkty DCC, DCD a DCDXA byly ziskany stejnym postupem jako v Kapitole 5.2 ve
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formé sodnych soli. Vytézky u vSech sérii byly diky lyofilizaci opét témét kvantitativni
a odpovidaly hodnotdim nad 90 %. Pomoci GPC analyzy byly zjistény M, vzniklych

dikarboxypolysacharidl ze vSech sérii a jsou diskutovany v Kapitole 6.2.

Pro sekundarni oxidaci DADXA byla vyvinuta také modifikovana metoda spocivajici
ve vyuziti tzv. pre-sulfonace. Ta se lisi tim, ze po okyseleni rozpusténého DADXA byla
napied pridana SAMAC a az po urcitém c¢ase (0; 0,5; 1; 2; 4; 6 hod) bylo ptidano oxidacni
¢inidlo NaClOz. Molarni pomér reaktantii —CHO skupin a NaClO: , koncentrace CH;COOH
zustaly stale stejné jako wusekundarni oxidace DADXA standardni metodou
sulfona¢né-indukovaného Stépeni pii 0,5M koncentraci oxida¢niho Cinidla (viz vyse).
Mnozstvi SAMAC pro jednotlivé body v sérii bylo dano molarnim pomérem 1 : 0,5
(—CHO : SAMAC), pficemz latkova koncentrace SAMAC v reak¢ni smési byla 0,0625M.
Sekundarni oxidace byla zastavena 5M roztokem NaOH nastavenim reakcéni smési na mirné
zéasadité pH. Nasledoval proces dialyzy az po ziskani DCDXA a jeho charakterizace stejné

jako u DCC v Kapitole 5.2. Vytézky byly opé€t ve vSech ptipadech nad 90 %.

5.4 Priprava cis-Pt—dextran konjugatu

Pro piipravu konjugatu DCDXA (nosi¢) s cis-Pt byly vybrany materidly o M,,
(13+0,7) kgsmol’  a (183 £5,5) kg'mol”’. U jednotlivych molarnich hmotnosti byla
vytvofena série tii hmotnostnich poméra cis-Pt: DCDXA (2:10, 5:10 a8:10),
coz odpovida 15amot. %, 30hmot. % a 45hmot. % cis-Pt. Ptiprava konjugati spocivala ve
smichani cis-Pt (2 mg-cm™) a DCDXA (4 mg-cm™) rozpusténych ve vodé za laboratorni
teploty. Reak¢ni smés byla jemné tfepana po dobu 72 hod za neptistupu svétla. Po uplynuti
reakéni doby byla provedena dialyza reakéni smési proti vodé po dobu 4 hod kvili
odstranéni nezreagovaného cis-Pt, dialyzat byl poté piefiltrovan a vysledny produkt byl
ziskan lyofilizaci. Ve vSech ptipadech byla efektivita navazani cis-Pt v DCDXA okolo 90 %,

coz bylo stanoveno pomoci metody XRF.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Vliv H2SO4 a SAMAC na M,, DCC

Jak bylo uvedeno v Kapitole 2.4, po piidavku SAMAC béhem sekundarni oxidace DAC
byl sledovan pokles M,, DCC [15], ovSem nebylo jasné, zdali nedochazi pouze ke kyselé
hydrolyze B(1—4) glykosidické vazby DAC kvuli pfidavku kyseliny. Proto byly napted
pfipraveny a zkoumany dvé série vzorkl s ptfidavkem SAMAC nebo H>SO4 tésné pred
sekundarni oxidaci (Kap. 5.2). V Tabulce 3 jsou uvedeny vysledky experimentu,
ktery sledoval vliv SAMAC a H,SO4 na snizovani M,, béhem sekundarni oxidace DAC.
Z tabulky lze vidét, ze pokles M, (74,8-29,8 kg'mol’) byl sledovan pouze u série
s pfidavkem SAMAC (1:0-1:1; —CHO : SAMAC). Znaceni vzorki je analogické
k rostoucimu molarnimu poméru —CHO : SAMAC (DCC_0-DCC _1). Série s SAMAC
vykazuje sjejim rostoucim mnozstvim také mirny pokles neuniformity (1,95-1,65),

ktera se ustaluje pii vysSich koncentracich SAMAC.

Pokud by byl mechanismus reakce Stépeni vySe zminéné glykosidické vazby opravdu
pouze zalezitosti kyselé hydrolyzy, pak by srostoucim mnozstvim H>SOs (sniZovéni
hodnoty pH v rozsahu 2,3-0,9) mél byt pozorovatelny aspofi mirny pokles M,, DCC
obdobn¢ jako u série s SAMAC. Jednotlivé vzorky v sérii s kyselinou sirovou mély ale témér
stejné M, (74,8-75,6 kgmol ") bez ohledu na jeji rostouci mnozstvi (snizovani hodnoty pH).
Zéarovenn 1index neuniformity zastava ve vSech bodech stejny (X =1,76 +0,02),
coz poukazuje na fakt, ze pouhou kyselou hydrolyzou reakce neprobiha. Je zajimavé,
Ze 1 pii velmi nizkém pH v sérii s H,SO4 nedochazi k poklesu M,,. Pfitom byla u celuldozy
jiz diive rychlost kyselé hydrolyzy vazeb korelovana se silou ptfidané kyseliny (pKa) [20].
Na zéklad¢ vysledkl se pozornost tedy presunula na fakt, ze molekula SAMAC je daleko
lepsi sulfonaéni ¢inidlo, neZ je molekula HoSO4. Nejpravdépodobnéjsim cilem sulfonaéni

reakce jsou potom reaktivni ~CHO skupiny vzniklé béhem primarni oxidace polysacharidu.
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Tabulka 3: Vysledky a podminky pfipravy DCC za pouziti SAMAC nebo H,SO4 [20]. Znaceni vzorki udava
rostouci mnozstvi pfidané SAMAC vuci aldehydickym skupinam (—CHO : SAMAC je molarni pomér
aldehydickych skupin v DCC vii¢i SAMAC; pH je hodnota pH nastavend v reakéni smési; M,, je hmotnostni
stfed molarnich hmotnosti; X je stupen neuniformity (polydisperzity).

SAMAC H,SO,
Znateni | ~CHO:SAMAC pH M, + o, X pH M, + o7, X
vzorkil [-] [-] [kg-mol '] [-] [-] [kg-mol '] [-]
DCC-0 1:0 23+0,1 748+0,3 195001 | 23+0,1 748+0,3 1,77 £ 0,01
DCC-0,125 1:0,125 16=0,1 714£0.2 195001 | 1,6+0,1 751502 | 1,75£0,01
DCC-0,25 1:0.25 1420, 21,1£0,1 1,65£001 | 140, 749+02 | 1,74£0,01
DCC-0,5 1:05 10,1 202%0,1 165£001 | 1,1£0,1 757+02 | 1,78£0,01
DCC-1 1: 1 0.9%0,1 298%0,1 650,01 | 09+0,1 75,6%0,3 1,75 £ 0,01

Jsou zde dvé moZnosti, jak by reakce zahrnujici sulfonaci aldehydické skupiny mohla
probihat. V prvnim ptipadé¢ by mohla molekula SAMAC reagovat piimo s aldehydickym
uhlikem, napt. C2, pficemz by zaroven doslo k eliminaci molekuly vody z geminalnich
hydroxylovych skupin (dvé —OH skupiny na jednom uhliku, Obr. 15 A). Druhou moZznosti
by byl vznik DAC esteru kyseliny sirové, kdy by dochazelo k ataku gemindlni —OH skupiny
hydratované formy DAC molekulou SAMACU (Obr. 15 B), tj. nedochézi k eliminaci vody.

OH
6 . OH
4 5 0 O}\ + 6
+H,0 '
2 3 4 o 4
A 3 HOTA{ n > I-E;O2 O;|\
HO oy | OH -NH,OH 3 1 g
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B t s O 0 +H.,O" 4 o 4
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Obrazek 15: Schéma moznych reakci SAMAC s hydratovanym DAC. Arabské cislice vyjadiuji
potadi uhlikti v monomeru DAC. Znaceni 4° je pro kyslik v f(1—4) glykosidické vazbe.
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Aby bylo mozné rozliit, o ktery ztéchto mechanismi se jedna, byla vyuzita
infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR). Po odecteni spekter DCC
pripraveného bez SAMAC a DCC modifikovaného prostiednictvim SAMAC ve vyslednych
FT-IR spektrech (Obr. 16) nebyly zaznamenany vazby siry a uhliku (S—C). Naopak byly
pozorovany pouze vazby mezi sirou a kyslikem (S—O a O=S=0), coz podporuje druhou

variantu mechanismu [20].
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Obrazek 16: Rozdil FT-IR spekter DCC ptipraveného pomoci SAMAC v molarnim
poméru 1:1 (—CHO : SAMAC) a spektra DCC ptipraveného bez SAMAC. Pasy
pii 1117 em™ a 621 cm™ odpovidaji vibracim vazeb S-O, respektive O=S=0 [20].

Celkovy ptedpokladany reakéni mechanismus sulfona¢né-indukovaného S§tépeni
glykosidické vazby je uveden niZze (Obr 17). Vychazi z predpokladu, Ze jelikoZ sekundarni
oxidace probihd ve vodném prostiedi, -CHO skupiny se nachazeji v hydratované formé
a aldehydické uhliky obsahuji geminalni —OH skupiny. V kyselém prostfedi (CH;COOH) se
z molekuly SAMAC miZe odstépit amonny kation a vznikly aniont HSO3;™ miZze vytvofit
S—O vazbu na geminalni —OH skupiné. Estericky vazana sulfonova skupina (-SO3H) je tak
v optimalni pozici, aby doSlo k protonaci kysliku v glykosidické vazbé a vzniku oxoniového
kationtu, ktery velmi snadno hydrolyzuje. Timto dojde k rozstépeni 1—4 glykosidické vazby.
Nasledné je poté —SO3;H skupina eliminovana z polysacharidu béhem sekundéarni oxidace

pusobenim chloritanu (C102"), ktery oxiduje —CHO skupiny na ~COOH skupiny (Obr 17).
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Obrazek 17: Predpokladany mechanismus sulfonaéné-indukovaného §tépeni [20]

6.2 Vliv SAMAC na M,, 2,3-dikarboxypolysacharidi

Jak jiz bylo zminéno v kapitole vyse (Kap. 6.1), vliv klasické kyselé hydrolyzy na
Stépeni 1—4 glykosidickych vazeb pomoci snizovani pH lze vyloucit a byl navrzen
alternativni reak¢ni mechanismus. Nicméné tento experiment byl provadén pouze
u sekundarni oxidace DAC, ktery obsahuje pouze B-(1—4) glykosidické vazby. Bylo tedy
nutné vyzkouset vliv SAMAC na fizeni M, i u jinych polysacharidi a zarovefi otestovat vliv
dalSich parametrt reakce na molarni hmotnost produktt (reakéni doba sekundarni oxidace
a latkova koncentrace NaClO» v reak¢ni smési). Proto byly provedeny tii série sekundarnich
oxidaci u DAC, DAD a DADXA, jak je popsano v Kapitole 5.3. Vysledné molarni hmotnosti
v jednotlivych sériich dikarboxypolysacharidli zjisténych metodou GPC jsou zaznaceny
v Tabulce 4. Oznaceni vzorku se skladd ze zkratky daného dikarboxypolysascharidu,
horniho indexu (znaci reak¢ni dobu sekundarni oxidace v hod) a dolniho indexu (znaci
latkovou koncentraci NaClO, v reakéni smési v mol-dm™ = M). Posloupnost nazvu vzorki

v tabulce udava také posloupnost sérii popsanych vyse (série 1-3).
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Tabulka 4: Piehled naméfenych hmotnostnich stfedii molarnich hmotnosti M,, a jejich
smérodatnych odchylek O'/M’\‘; uDCC, DCD a DCDXA pro dany molarni pomér —CHO

skupin : SAMAC (V hornim indexu je reakéni doba v #od a v dolnim je konecna koncentrace

NaClO; v reakéni smési v mol-dm neboli M.

~CHO : SAMAC 1:0 1:0,125 | 1:0.25 1:0,5 1:1
DCCY 74,803 | 71,402 | 21,1+0,1 | 202+0,1 | 29,8+0,1

DCCJ s 71,2+0,1 | 66,5+0,1 | 52,7+03 | 29,5+0,1 | 352+0,1

pccd® 68,6 0,3 | 64,7+0,1 | 253+0,1 | 18,4+0,1 | 26,8+0,1

DCD] 42,8+0,9 | 22,6+0,1 | 19,3+0,1 | 153+0,1 | 21,0+0,1

M, + G5 DCD} ¢ 52,8+0,1 | 49,102 | 41,9+0,1 | 38,1+0,1 | 39,1+0,1

[kg-mol”] ‘

DCD;: 55,0+0,1 | 53,8+0,1 | 50,8+0,1 | 44,7+0,1 | 38,7+0,1

DCDXA)s | 1793+0,2|172,6+0,3 | 166,0+0,1 | 151,4+0,4 | 1450+0,2

DCDXAj, |1659+0,1[1589+0,2|1603+0,1|1612+0,2 | 157,6+0,2

DCDXAYS | 179.4+0,1 | 167,5+0,1 | 1683+0,1 | 156,5+0,1 | 154,901

Data z Tabulky 4 jsou pro lepsi piedstavu vyobrazena také v grafech (Obr. 18-20),
na kterych lze vidét zavislost hmotnostniho stifedu molarnich hmotnosti M,, jednotlivych
dikarboxypolysacharidi na molarnim poméru —CHO skupin viici SAMAC (¢iselné hodnoty
na ose X odpovidaji pouze molarnimu mnozstvi SAMAC, molarni mnozstvi —-CHO skupin
je vzdy rovno jedné). Smérodatné odchylky méfeni jsou s ohledem na zobrazovany rozsah
molarnich hmotnosti malé a v jednotlivych grafech témét nejsou vidét. Proto jsou pro lepsi
piehlednost zaznaCeny také v Tabulce 4. Jedind pozorovatelna odchylka v grafech je

v prvnim bod¢& prvni série u DCD] (Obr. 19)

U DCC dochazi s rostoucim obsahem SAMAC viigi -CHO skupinam ke snizovéani M,,
ve vSech sériich az o075 %, jak mlZeme vidét na Obrdzku 18 a v Tabulce 4. Pouze
u posledniho molarniho poméru 1 : 1 se objevuje nariist M,,,, coz miZze byt zpiisobeno vyssi
efektivitou oxidacni reakce v niz$im pH a tim rychlejsi eliminaci —SO3H skupin z aldehydd.
Ziejmé také dochézi k rychlejSimu vzniku chlornant, které reaguji s SAMAC a nepiimo

zabrafiuji sulfonaci.

Pti 0,5M latkové koncentraci oxida¢niho ¢inidla Ize pozorovat nejpomalejsi sniZovani
molarni hmotnosti DCC ze vsech sérii (DCCjs). Pti vyssi latkové koncentraci NaClO,
(DCC], DCC>?) Ize vidét u molarniho poméru —~CHO skupin viici SAMAC mezi hodnotami
0,125 a 0,25 prudky pokles molarni hmotnosti. To miiZze znamenat, Ze pii vysSich
koncentracich oxida¢niho cCinidla (niz$i hodnota pH) dochézi k degradaci oxidovaného

materialu. Naopak reakéni doba na snizovani molarni hmotnosti DCC mé jen maly vliv.
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—-DCCt=7 hod c=1M
——DCCt=7 hod c=0,5M
—+—DCCt=3,5 hod c=1M

0 0,125 0,25 0,5 1
Molarni pomér —CHO : SAMAC [-]

Obrazek 18: Zavislost hmotnostniho stfedu molarnich hmotnosti M,, na molamim poméru ~CHO
skupin 2,3-dialdehydcelulézy (DAC) ku SAMAC v reakéni smeési pii rdznych reakénich
podminkach (rizna koncentrace NaClO, v reakéni smési, reakéni doba) u DCC [20].

Podobnou zavislost, tj. snizeni M, s rostouci koncentraci SAMAC, pozorujeme také
u DCD (Obr. 19, Tab. 4). Zase ma nejvétsi vliv koncentrace oxidacniho Cinidla NaClO»
v reakéni smési. Ov8em na rozdil od celuldzy dochazi u DCDJ, tj. pfi koncentraci NaClO;
1M, ke snizeni M,, v porovnani s ostatnimi sériemi uz pii reakci, ktera neobsahuje SAMAC.
Zéarovenn u hodnoty 0,125 molarniho poméru —CHO skupin vi¢i SAMAC dochazi
k ndhlému poklesu M,, az 050 % aziejmé tedy dochazi k degradaci vzorku pii dané

koncentraci oxida¢niho ¢inidla. Po sniZzeni koncentrace NaClO; na 0,5M (DCDJ, DCDS:E)
dochazi jen k pozvolnému sniZovani molarni hmotnosti se zvySujicim mnozstvim SAMAC.
Reakéni doba sekundérni oxidace ma na moldrni hmotnosti také jisty vliv, ov§em daleko
mensi neZ koncentrace oxida¢niho ¢inidla. Pfi zvySovani mnoZstvi SAMAC v reakéni smési
obsahujici 0,5M oxidaé¢ni ¢inidlo dochéazi az ke 40% snizeni M,, u DCD jak po 3,5 hod,
tak i po 7 hod reakce (DCDJ s, DCngg). Toto sniZeni je oproti DCC mens§i, coz by mohlo byt
zpusobeno obsahem o(1—6) glykosidickych vazeb v DCD. To by mohlo
znamenat, ze sulfonacné-indukované Stépeni je efektivni pouze u (1—4) glykosidickych

vazeb. Proto byl zkouman vliv tohoto §tépeni na dextranu, ktery (1—4) vazby neobsahuje.
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55,0 —--DCDt=7 hod c=1M

—+—DCD t=7 hod c=0,5M
——DCD t=3,5 hod c=0,5M

50,0
45,0
40,0

&

35,0
30,0

M., [kg-mol]

25,0
20,0
15,0
0 0,125 0,25 0,5 1
Molarni pomér —-CHO : SAMAC [-]
Obrazek 19: Zavislost hmotnostniho stfedu molarnich hmotnosti M,, na molamim poméru ~CHO

skupin 2,3-dialdehydextrinu (DAD) ku SAMAC v reakéni smési pii riznych reakénich podminkach
(rizna koncentrace NaClO; v reakéni smési, reakéni doba) u DCD [20].

Jelikoz u celulézy (DCC], DCC>®), aobzvlasté u dextrinu (DCD]), se jevila 1M
koncentrace oxida¢niho ¢inidla jako destruktivni pro vzorky, byly u dextranu pouzity pouze
nizké koncentrace NaClO2—0,5M a 0,2M (vzorky DCDXA7ys, DCDXA’92, DCDXA3%035).
Z Tabulky 4 a grafu na Obrazku 20 lze ale vidét, Ze srostoucim mnozstvim SAMAC
v reakéni smési ovSem dochazi k poklesu M,, pouze o necelych 20 %. Nejvétsi vliv na

snizeni molarni hmotnosti DCDXA (DCDXAj s, DCDXA%’,SS) ma opét koncentrace oxidacniho

¢inidla, avSak pokles je natolik maly, Ze se standardni sulfonaéné-indukované §tépeni neda
povazovat jako efektivni metoda snizovani M,,,. Ani zména reakéni doby sekundarni oxidace
nema podstatny vliv na fizeni molarni hmotnosti produktu. Lze fict, Ze timto zpisobem
indukované §tépeni u dextranu nefunguje jako u dextrinu a celuldzy, ziejmé protoZe dextran
neobsahuje zadné (1—4) glykosidické vazby. Pfi¢inou neefektivity této reakce u DCDXA
je pravdépodobné vétsi vzdalenost —SO3H skupin, které jsou prostfednictvim esterové vazby
spojeny s -CHO skupinami oxidovanych uhliki C4 nebo C3, od a(1—6) glykosidickych
vazeb (dominantni ve struktuie dextranu), nez je tomu uuhliki C2, C3 a(1—4)
glykosidickych vazeb v DCC a DCD. Pouze adice molekul SAMAC na —CHO skupiny
uhliku C2 tak mlze u dextranu vést k pozadovanému stépeni a(1—6) glykosidické vazby,

protoZze pouze tato —SOsH skupina se nachéazi v jeji blizkosti. Niz§i pocet vhodnych
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reak¢nich mist —SO3H skupin schopnych §tépeni a(1—6) glykosidickych vazeb (oproti 1 —4
glykosidickym vazbam) vede ke sniZeni rychlosti této reakce u DADXA.

185,0 —o—DCDXA t= 7 hod c= 0,5M
180,0 ——DCDXA t=7 hod c= 0,2M
——DCDXA t= 3,5 hod c= 0,5M

175,0

170,0

165,0 \/

160,0 ~
155,0 —
150,0

145,0

140,0
0 0,125 0,25 0,5 1
Molarni pomér —CHO : SAMAC [-]

M, [kg-mol]

Obrazek 20: Zavislost hmotnostniho stfedu molarnich hmotnosti M,, na molamim poméru ~CHO
skupin smési dialdehydextrani (DADXA) ku SAMAC v reakéni smési pfi riznych reakénich
podminkach (rizna koncentrace NaClO, v reakéni smési, reak¢éni doba) u DCDXA

6.3 Vliv pre-sulfonace na M,, DCDXA

Protoze ptidavek SAMAC tésné pred zahdjenim sekundéarni oxidace u DCDXA vede ke
snizeni M,, pouze do 20 %, byla pouZita modifikovana metoda zahrnujici tzv. pre-sulfona¢ni
krok. Hlavnim principem této metody je, Ze nejdiive okyseleny roztok dextranu reagoval po
urcitou dobu se SAMAC a aZ po urcité dobé byl pfidan roztok oxida¢niho ¢inidla. Cely
postup je detailné popsan v Kapitole 5.3. To by mélo vést k efektivnéjSimu rozstépeni
a(1—6) glykosidickych vazeb, protoZze v reakéni smési nebyl pfitomen NaClO,,

a tudiZ nedochézelo ke kompetitivni oxida¢ni eliminaci —SO3H skupin.

Tato metoda vedla ke zdarnym vysledk@im, kdy po naméieni M,, pomoci GPC metody
bylo zjisténo, Ze pomoci pre-sulfonace lze snizovat M,, DCDXA v rozsahu 5-100 % oproti
DCDXA pfipraveného standardnim postupem. Zavislost M, na dobé& pre-sulfonace ukazuje
Obrazek 21. Po 6 hod byl ziskan M,, DCDXA o velikosti 10 kg'mol”’, pti€emZz index

neuniformity klesl az na 1,43. Béhem sulfona¢niho $tépeni tedy dochdzi k zna¢nému poklesu
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indexu neuniformity, coz je dal§i vyhodou tohoto pfistupu. Vybrané vzorky DCDXA
pfipravené timto zpiisobem byly pouzity jako nosice cis-Pt a byla sledovéana rychlost jeho

uvolnovani.

185
165
145
125
105
85
IS 65
45

25

w [kg-mol]

(=2}

0 1 2 3 4 5
t [hod]

Obrazek 21: Rizeni hmotnostniho stfedu molarnich hmotnosti M,, v zavislosti na riznych
pre-sulfonacnich ¢asech ¢, tj. doby, nez bylo pfidano oxidac¢ni ¢inidlo u DCDXA.

6.4 Uvolnovani cis-Pt z DCDXA

Rychlost uvoliiovani cis-Pt zavisi na jeho obsahu v nosici, tedy pii vyS$im obsahu je
rychlost uvolnovani vyssi, jelikoz vétSi koncentraéni gradient je mezi nosi¢em
a rozpoustédlem (,,hnaci® sila diftize cis-Pt z nosi¢e do rozpoustédla). Zaroven ale taky
zavisi na molarni hmotnosti nosice, ktera se poji s velikosti ndhodnych klubek
(angl. ,,random coils®) tvofenych makromolekulami nosi¢e v roztoku. Obecné vzato,
¢im vétsi je pramér klubek (atedy M,, nosice), tim pomaleji se bude cis-Pt uvolfiovat,
protoZe po hydrolyze mliZe interagovat s okolnimi fetézci nosice, coz zpomaluje difuzi do
rozpoustédla (okolniho prostiedi). Naopak pfi nizsich M,, nosice je difuze cis-Pt do okolniho
prostiedi snazsi.

Pripravené konjugaty (Kap. 5.4) vzniklé reakci rozpusténého cis-Pt a DCDXA mély
dobrou rozpustnost v PBS 7.4 (>5 mg-cm™), ale u DCDXA s vy$§im M,, doslo k rozpusténi

az po né¢kolika hodinach, coz by mohlo mit dopad na sledované uvoliiovani cis-Pt. Proto
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byly provedeny uvoliovaci testy az po uplném rozpusténi vSech vzorkll. Pro snadnéjsi
orientaci byly zavedeny nasledujici zkratky jednotlivych konjugatt. Délku fetézcti DCDXA
odrazi pismeno v ndzvu konjugatu — Kratky (K) a Dlouhy (D), zatimco dolni index odpovida
hmotnostnimu procentu cis-Pt, konkrétné 15, 30 a 45hmot. % (Kis, Kzo, Kas, resp. Di1s, D3o,
Dys).

Uvolnovani cis-Pt znosi¢e bylo provadéno v podminkach simulujicich prostiedi
in vitro, tj. v PBS 7.4 za teploty 37 °C simulyjici teplotu téla. Z kazdého pfipraveného
konjugatu (celkem 6) bylo rozpusténo 10 mg v 5 ml PBS. Tento roztok byl pfeveden do
dialyza¢ni membrany (MWCO = 3.5 kg-mol’), ktera byla vloZena do 95 ml téhoz média.
V danych ¢asech (0, 1, 2, 4, 8, 24, 48 hod) byly odebirany alikvétni podily (5 m/) dialyzatu,
piicemz odebrané objemy byly vzdy nahrazeny Cistym PBS 7.4, aby vysledny reak¢ni objem
smési Cinil 100 ml. Mnozstvi uvolnéného cis-Pt v odebranych vzorcich byla stanovena

metodou XRF.

Z namétenych hodnot pro jednotlivé konjugaty (Tab. 5) byly vytvoteny grafy zavislosti
kumulativniho uvolilovéni cis-Pt na dobé uvoliiovani (Obr. 22 a 23). Pii porovnani téchto
kiivek z hlediska obsahu cis-Pt v nosi¢i je patrné, ze rychlost uvoliiovani je nejvyssi
u konjugati Kas a Dus, tj. t&ch s nejvy3$§im obsahem navazaného cis-Pt. Co se tyce M,
nosice, tak konjugaty s krat$imi fetézci Kis304s5 (nizs§i M,,) mély rychlejsi uvolfiovani nez
jejich D-analogy, zejména v prvnich 8 hod uvoliovani. U konjugati s dlouhymi fetézci
Dis3045 byl tento prudky narust do 4 hod a poté nasledoval jen pomaly rist mnozstvi
uvolnéného cis-Pt, coz je disledkem vzniku vétSich makromolekulérnich klubek nosice
v roztoku, které zpomaluji difuzi cis-Pt. NejrychlejSiho uvolilovani doséhl konjugat Kus,
jelikoz ma nejvétsi mnozstvi navazaného cis-Pt a ma kratké tetézce. Za 24 hod doslo
k uvolnéni pfes 70 % cis-Pt u K4s. Nejpomaleji dochédzelo k uvoliiovani cis-Pt u Dis. Nizky
koncentrac¢ni gradient a vysok4 molarni hmotnost zpomalovaly uvoliiovani 1é¢iva nejvice.
Pti porovnani konjugéitu s nejrychlejSim uvoliiovanim cis-Pt (K4s) a s nejpomalejSim
uvoliiovanim (Dis) se po 48 hod z K4s uvolnilo (78 £ 5) % cis-Pt a z D15 (53 = 2) %. Rozdil

mezi nimi tedy ¢ini 25 % z celkového mnoZstvi cis-Pt bez ohledu na odchylky méfeni.
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Tabulka 5: Naméfené hodnoty kumulativniho uvoliiovani Ry cis-Pt a jeho smérodatné odchylky og;
u danych vzorkti métené v ur€itém case ¢. K, D predstavuji konjugaty s kratkymi, resp. dlouhymi
fetézci a dolni indexy znac¢i mnozstvi navazaného cis-Pt na DCDXA (nosi¢i) v hmot. %.

Ry * 6g; [%]
t [hod]
Kis K30 Kas Dis Dso Das
0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
1 1+1 22+4 28+5 0£0 28+3 30+ 4
2 14+ 4 33+4 34+2 11+£3 33+3 36+ 1
4 26+ 6 37+£5 40+ 6 24 + 1 41 +4 40+ 1
8 42+4 49+ 3 55+1 28+ 3 45+ 4 48 + 4
24 62+2 64+ 1 T4+ 4 45+ 5 63+4 61+1
48 T2+£5 T71+2 T8+ 5 53+2 66+ 4 T77+5
80
60
50
¥ 40
e
30 +K15
20 —— K3
10 —— K5
0
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48

t [hod]

Obrazek 22: Zavislost kumulativniho uvoltiovani (Rx) cis-Pt z DCDXA o M,, = 13 kg'mol” na
dobé (#) (dolni indexy v legend€ zna¢i mnozstvi cis-Pt navazaného na nosi¢ v hmot. %)
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Obrazek 23: Zavislost kumulativniho uvolfiovéni (Ryx) cis-Pt z DCDXA o M,, = 184 kg-mol’ na
dobeé (#) (dolni indexy v legendé znaci mnozstvi cis-Pt navazaného na nosi¢ v hmot. %)
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ZAVER

Tato prace se zabyvala vyuzitim modifikovanych polysacharidi, které jsou
v soucasnosti hojné¢ vyuzivany, protoze se jedna o materidly z udrzitelnych zdrojq,
jsou biokompatibilni a biodegradovatelné. Jedna z modifikaci umoznujici dalsi vyuzivani

téchto latek je regioselektivni oxidace s fizenim molarni hmotnosti.

Regioselektivni oxidaci polysacharidit mizeme rozdélit do dvou fazi — primarni oxidace
a sekundéarni oxidace. Béhem téchto reakci mizeme ovliviiovat dva zakladni parametry,
konkrétné se jedna o molarni hmotnost a stupen oxidace. Jejich fizenim miZeme ovlivnit

vlastnosti modifikovanych polysacharidi, coz je u fady aplikaci velmi zadané.

V této praci jsme se veénovali fizenim hmotnostniho stfedu molérnich hmotnosti
prostfednictvim kyseliny amidosulfonové u celulozy, dextrinu a dextranu. Molarni hmotnost
u oxidovaného dextrinu a celuldzy lze fidit metodou sulfona¢né-indukovaného Stépeni 1 —4
glykosidickych vazeb, kdy byla tésné€ pfed zahajenim sekundarni oxidace ptfidana kyselina
amidosulfonova, kterd zapftiCinila Stépeni této vazby. Byl také zkouman vliv rGznych
podminek sekundarni oxidace na molarni hmotnost produkti. Vysledky této Casti studie
jsou shrnuty v ¢lanku ,,Mechanism of sulfonation — induced chain scission of selectively
oxidized polysaccharides*, publikovaném v Casopise Carbohydrate Polymers [20],

jehoz jsem spoluautorem.

U oxidovaného dextranu ovSem tato metoda fungovala jen omezené, a proto byla
vyvinuta jeji modifikace, pii niz se kyselina amidosulfonova piidala jiz nékolik hodin pied
samotnou oxidacni reakci atim mohlo dojit ke Stépeni 1—6 glykosidickych vazeb,

protoze nedochéazelo ke kompetitivni eliminaci —SO3H skupin béhem sekundérni oxidace.

Protoze oxidované polysacharidy vykazuji velky potencial ve farmakologii a miizeme
je aplikovat v podobé riznych hydrogel nebo nosict rtznych léciv, byl vliv fizeni
(snizovani) molarni hmotnosti pfipravenych polysacharidii na rychlost uvoliiovani 1é¢iva
demonstrovan na oxidovaném dextranu. Konkrétné byl pfipraven konjugat
dikarboxydextranu a diammin-dichloroplatnatého komplexu, ukterého se ukézalo,
7e na vyssi rychlost uvolnovani ma vliv nizkd moldrni hmotnost nosice (dikarboxydextran)

a zaroven vyssi obsah lé¢iva (diammin-dichloroplatnaty komplex) v nosici.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AGP
Cis-Pt
Cis-Pt-DCDXA

CMD

DAC
DAD
DADXA
DCC

DCC]
DCCJ s
DCC*
DCC 0
DCC 0,125
DCC 0,25

DCC 0,5

Odhad odchylky priméru hmotnostniho sttedu molarni hmotnosti

Odhad odchylky priméru kumulativniho uvoliiovani

D-anhydroglukopyran6zova jednotka
Diammin-dichloroplatnaty komplex

Konjugat diammin-dichloroplatnatého komplexu
Karboxymethyldextran

DCDXA s dlouhymi fetézci

DCDXA s dlouhymi fetézci s navazanym cis-Pt o 154mot. %
DCDXA s dlouhymi fetézci s navazanym cis-Pt o 30hmot. %
DCDXA s dlouhymi fetézci s navazanym cis-Pt o 45hmot. %
Dalton

2,3-dialdehydceluloza

2,3-dialdehydextrin

Sm¢és dialdehydextrant

2,3-dikarboxyceluldza

2,3-dikarboxyceluldza ptipravena 7hod sekundarni oxidaci pii latkoveé
koncentraci oxida¢niho ¢inidla 1M

2,3-dikarboxyceluldza ptipravena 7hod sekundarni oxidaci pii latkové
koncentraci oxidacniho ¢inidla 0,5M

2,3-dikarboxyceluldza ptipravend 3,5hod sekundarni oxidaci pfi latkové
koncentraci oxida¢niho ¢inidla 1M

2,3-dikarboxyceluldza s mnozstvim SAMAC odpovidajici moldrnimu
poméru —CHO : SAMAC (1 : 0)

2,3-dikarboxyceluldza s mnozstvim SAMAC odpovidajici moldrnimu
poméru —CHO : SAMAC (1 :0,125)

2,3-dikarboxyceluldza s mnozstvim SAMAC odpovidajici molarnimu
poméru —CHO : SAMAC (1 : 0,25)

2,3-dikarboxyceluléza s mnozstvim SAMAC odpovidajici molarnimu
poméru —CHO : SAMAC (1 :0,5)
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DCC 1

DCD

DCD?
DCD} 5
pen;;

DCDXA

DCDXAJ
DCDXA},

3,5
DCDXAYS

EDX-XRF
FT-IR
GPC

hmot. %
K

Kis

K30

Kys

Ka

2,3-dikarboxyceluléza s mnozstvim SAMAC odpovidajici molarnimu
poméru —CHO : SAMAC (1 : 1)

2,3-dikarboxydextrin

2,3-dikarboxydextrin piipraveny 7hod sekundarni oxidaci pii latkové
koncentraci oxidac¢niho ¢inidla 1M

2,3-dikarboxydextrin piipraveny 7hod sekundarni oxidaci pii latkové
koncentraci oxida¢niho ¢inidla 0,5M

2,3-dikarboxydextrin pfipraveny 3,5hod sekundarni oxidaci pfi latkové
koncentraci oxidac¢niho ¢inidla 0,5M

Smés dikarboxydextrant

Smés dikarboxydextranti ptipravena 7hod sekundarni oxidaci pti latkové
koncentraci oxidac¢niho ¢inidla 0,5M

Sm¢és dikarboxydextrant ptipravend 7hod sekundarni oxidaci pti latkoveé
koncentraci oxidacniho ¢inidla 0,2M

Smés dikarboxydextranii pfipravena 3,5hod sekundarni oxidaci pfi
latkové koncentraci oxida¢niho ¢inidla 0,5M

Energy Dispersive X-ray Fluorescence

Fourier Transform InfraRed

Gel permeation chromatography

Hmotnostni procenta

DCDXA s kratkymi fetézci

DCDXA s kratkymi fetézci s navazanym cis-Pt o 15hmot. %

DCDXA s kratkymi fetézci s navazanym cis-Pt o 30hmot. %

DCDXA s kratkymi fetézci s navazanym cis-Pt o 45hmot. %
Rentgenové fluorescenéni zateni z piechodu elektronu z L slupky do K
Rentgenové fluorescenéni zateni z piechodu elektronu z M slupky do K
Molarni

Molérni hmotnost monomerni jednotky polymeru

Hmotnost makromolekul i-té frakce

Molarni hmotnost makromolekul i-té frakce

Ciselny stfed molarnich hmotnosti
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M,

MWCO

=l

PBS

s"UI

SAMAC

TEMPO

VA

Wi

XRF

Xi

Hmotnostni stfed molarnich hmotnosti
Molecular Weight Cut Off
Velikostni stfed molarnich hmotnosti

Phosphate-buffered Saline

Zaporny dekadicky logaritmus aktivity vodikového kationtu

Polymeracni stupenn makromolekul i-té frakce
Disociacni konstanta kyseliny

Ciselné stfedni polymeraéni stupeii
Hmotnostné¢ stfedni polymeracni stupeni
Kumulativni uvoliiovani

Kyselina amidosulfonova

Doba reakce
(2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-yl)oxyl
kyselina akrylova

Hmotnostni zlomek makromolekul i-té frakce
Index neuniformity (polydisperzity)
Rentgenové-fluorescenéni spektrometrie

Molarni zlomek makromolekul i-té frakce
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