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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vyuzitim metod rgapswtla péi studiu tvorby
polyelektrolytovych komplek v systému biopolymer-tenzid. Jako biopolymer bybnan
hyaluronan sodny a jako tenzidy byly vybrany ceitylethylamonium bromid
a karbethopendecinium bromid. Jako prvni byly pdere srdZzeci experimenty Zivebdu
nalezeni rozsahu koncentraci tefizigto nasledujici titni meieni provedené narigtroji
Zetasizer Nano ZS a analyzu pomoci SEC-MALS. Pedsictvim uvedenych metod byly
stanoveny kritické agre@ai koncentrace tenzidv systémech hyaluronan-tenzid. Bylo
Zjisténo, Ze se zvySujici molekulovou hmotnosti hyalumna systému tato koncentrace
klesa. Krond kritické koncentrani agregace byly sledovany i gny Z-priméru velikosti
Castic, zeta potencidlu, indexu polydisperzity, konfaniho koeficientu, gyraniho
poloméru a molekulové hmotnosti v systému hyaluronanitenkéhem provedenych
experiment.

ABSTRACT

This master thesis is dealing with the use of ligtdttering techniques in the study on
formation of polyelectrolyte complexes in the systebiopolymer-surfactant. Sodium
hyaluronate was chosen as biopolymer and cetyithywemmonium bromide and
karbethopendecinium bromide were selected as darftsc The first precipitation
experiments were performed to determine the optooatentration range of surfactants for
subsequent titration measurements performed onsiZetaNano ZS and for SEC-MALS
analysis. The key parameters obtained from thesesunements were the values of critical
aggregation concentrations in hyaluronate-surfacsystems. It was found out that the
increasing molecular weight of hyaluronan in theggtems is causing reduction of obtained
values of critical aggregation concentrations. jesnof Z-average particle size, zeta
potential, polydispersity index, conformation pladius of gyration and molecular weight in
the hyaluronan-surfactant system were monitorethg@xperiments.
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1 UVOD
Kyselina hyaluronova (HA) p#tmezi velice zajimavé a vyznamné polysacharidyo Ta

objeveni roku 1934. Je neodmyslitelnou &miti lidského da, plni zde mnoho funkci
a nachazi se néglad v synovialni tekuti& ve sklivci, v butkach, v Kizi a dalSich tllezitych
castech dla. V dnesSni dob se kyselina hyaluronova vyrabi fermentaci bakteoidu
Streptococcugiive se ziskavala z kohoutickebink.

Tenzidy, neboli také povrchévaktivni latky, jsou nedilnou soéasti naSich Zivdi
setkhvame se s nimi kazdy den a Zadnd domacnoske byez nich neobeSla. Nachazeji
se ve vSechisticich, uklidovych a pracich prasticich. OvSem pouzivani ten&iohd i stinné
stranky. Nadmrné pouzivani fipravki obsahujici tenzidy v domacnostechuggbuje
problémy v technologiich¢isténi vod, Uhyn vodnich tvér a také pemnoZzeni sinic
ve stojatych vodach.

Interakce mezi polymery a tenzidy ve vodnych roogxitahuji velky zajem ¥dci jiz
nékolik desitek let. Uplatini téchto systém je velice rozmanité a setkat se s nimizeme
v fadt odwtvi jako je kosmetika, potravibgtvi, farmacie a medicina. Tyto interakce mohou
byt zkoumany pomoci mnoha metod. V dostupnych gabich se vyuZziti metod rozptylu
swtla k charakterizaciéthto systém vyskytuje Zidka, a proto se tato diplomova prace
zabyva vyuzitim metod rozptylu &a pi studiu tvorby polyelektrolytovych kompléx
v systému biopolymer-tenzid. Jako biopolymer byldorana kyselina hyaluronova a jako
vhodné tenzidy byly vybrany cetyltrimethylamoniumoimid (CTAB) a karbethopendecinium
bromid neboli Septonex. Cilem této diplomové prége vyuzit a optimalizovat metody
rozptylu s¥tla pro &ely charakterizace tvorby polyelektrolytovych komewii v systémech
hyaluronan-tenzid. K charakterizaci a zkoumatislpSnych systéinbyly pouzity gistroje
Zetasizer Nano ZS a SEC-MALS. Ziskané vysledky hgiiodnoceny, zpracovany a jsou
piedstaveny na konci této prace.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova je linearni polysacharidiesji feteno mukopolysacharid,
piirozere se vyskytujici ve vSech Zzivych organismech [1]. zidmo, Ze se tato latka
v organizmu nachazi¢t8inou ve fornd sodné soli, z tohotvodu se spiSe pouziva ozeai
hyaluronan ¢i hyaluronat sodny [2].Ve svémietzci miZze obsahovat az ¢kolik tisic
disacharidovych jednotek tienych D-glukuronovou kyselinou a N-acetylglukosaenin
vzajemr spojenych stdajici sef-1,3 ap-1,4 glykosidickou vazbou. Jedna tato jednotka ma
pribliznou molekulovou hmotnost 400 Da (1 Da = 1 g-i)ak celkova molekulova hmotnost
HA mtze dosahnout az 1a [1].
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Obr. 1: Struktura molekuly kyseliny hyalurong8g

Hyaluronan je biokompatibilni latka, ktera je &asti tkani Ziveicha vcetrg ¢loveka.
Ve velkém mnoZstvi se nachazi zejménaiiksklivci a synoviélni tekutih Lidské €&lo
o pramérné hmotnosti 70 kg obsahujéilgizné 15 g tohoto polysacharidu, ktery je neustéle
obnovovan [4]. HA se vyskytuje také jako sloZkaragelularni matrix a synovinalnich
tekutin, ale nmiZze byt i soddsti intracelularni matrix, kde the dosahovat koncentraci
az 2,5 g-dn? [1]. Jednou z dal3ich funkci HA #l¢ je vazat vodu a promazavat pohyblivé
casti €la jako jsou svaly a klouby. Je pouzivana v prodaikt peujici o pokozku jako
vynikajici pirodni zvliEujici sloZzka. Unikatni viskoelasticky charakter, nkmatibilita
a neschopnost vyvolavat imunitni odpdvvedly k tomu, Ze HA je pouZivana v celgd
klinickych aplikaci [2,5]. Karboxyloveé furthi skupiny, dostupné nizttzci HA, Ize vyuzit
k ptipraw zesitnych hydrogel k zachyceni DNA (DNA entrapment), ale také ifkppaw
hydrogeti pro uvohovani I&iv. HA se mize vyskytovat ve foréh kdy je gimo spojena
s l&ivem nebo slouzi jako surovina praigravu mikrokapsuli s optimalnim uwavanim
léciv. Diky svym vlastnostem lze HA vyuzit také kep8eni biologické kompatibility
mikro¢astic chitosanu, které jsou pouzivany jako kapstleenym uvahovanim [1].

2.1.1 Historie kyseliny hyaluronové

Vroce 1934 Karl Meyer a jeho kolega John Palmelowali drive neznamou latku
ze sklivce oka skotu. Zjistili, Ze objevena latkasahuje d¥ molekuly cukru, z nichz jednou
molekulou byla uronova kyselina. Objevenou latkgmmmovali hyaluronova kyselina. Toto
pojmenovani vychazi geckého slova ,hyalos®, coz wekladu znamena sklo, a z uronové
kyseliny. V té dob se jest newdélo, Ze objevili jednu z nejzajimagich a nejuzitengjSich
piirodnich makromolekul. HA byla poprvé komie¥¢ vyuzita vroce 1942, kdy ji Endre
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Balazs pouzil jako ndhradu vaieeho bilku u pekakych vyrobk. V roce 1950 se zala HA
pouzivat v medici&[3].

2.1.2 Vlastnosti a struktura kyseliny hyaluronové

Chemicka struktura kyseliny hyaluronové byla popsarzD. letech minulého stoleti.
Po chemické strance se jedna odtesny mukopolysacharid slozenyg¢l,3)-D-glukuronoveé
kyseliny a B(1,4)-N-acetyl-D-glukosaminu, tyto dvjednotky jsou v porru 1:1. Mezi
kazdymi sousedicimi disacharidovymi jednotkami sehéaeji vodikoveé vazby. Jak uz bylo
zmirgno kyselina D-glukuronova a D-N-acetyl-glukosamisoy spojeny dohromady
prostednictvim glykosidoveé vazbf-1,4 ap-1,3. Oba cukry prostoréwsouviseji s glukézou,
kterd v beta konfiguraci umtidje vSem svym objemnym skupinam (hydroxylova,
karboxylova ¢4dst a anomerni atom uhliku na sousedicim cukruy, s& vyskytovaly
Vv prostoro¥¢ priznivé ekvatorialni poloze, zatimco vSechny malémgt vodiku zaujimaji
mere stericky giznivé axialni polohy. Struktura disacharidu jeytethergeticky velmi stabilni
[2,4].

Coo~ CH,OH
7 8w U\“‘*-F "/ \\F
U\ OH v T Hi{ H /u T
H CH H HHCOCH.
Kyselina D-ghikuronova N-acetyl-D-gluikosamin

Obr. 2: Chemicka struktura kyseliny hyalurong2g

Primarni struktura HA je twena neroz&tvenym iettzcem pravidelté se stidajicich
monosacharidovych jednotek spojenych glykosidickymaizbami. Sekundarni struktura
je podéli tvorena vodikovymi atomy z osmi uhlovodikovych (CH) ku které se sidaji
po stranach molekuly. Terciarni struktura je stabiana pitomnosti mezimolekularnich
vodikovych vazeb. Hydrofobni charakter sgoke s vodikovymi vazbami v kombinaci
s elektrostatickym odpuzovanim unofe spojovat velky p#et molekul do rozsahlé
molekulové sit (matrice) HA [6].

O

,CH,
C

MNH

Obr. 3: Primarni struktura kyseliny hyaluronof{&



Na rozdil od jinych glykosaminoglykénzastoupenych v mezib&mné hmot (nag.
heparin nebo chondroitin) neni HA sulfatovana. ket jejichiettzci se pohybuje v rozmezi
od 0,2 do 10 MDa, ifxtemZ nejastjsi je velikost 25 MDa.

Kyselina hyaluronova se rozpousti ve ¥a vzniku viskoelastického roztoku. Koncentrace
HA 10 mg-cm?® zvy3uje viskozitu vody iiblizné 5 000nasobh Pri aplikaci stiznych sil
vSak viskozita silt klesa, ale elastické vlastnosteprvavaji [4].

2.1.3 Vyznam kyseliny hyaluronové v lidské é&le

Kyselina hyaluronova jeidezitou sogdasti lidskéhodla a vykonava zde mnohdiléZzitych
funkci. HA miZze v lidském dle vystupovat jako stavebni jednotka mezidune matrix,
ale také jako signalni molekula imunitnich real&@rovei ovliviuje zartliveé, autoimunitni
reakce a embryogenezi, urychluje regeneraci tkanitkéového epitelu, moduluje
kancerogenezi aide ovliviovat anglogenezi [4].

Kyselina hyaluronova jako stavebni jednotka

O pritomnosti HA slychame nejvice v souvislostigly tobratlovai, 1ze ji nalézt rovaz
u rekterych Prokaryot$treptococcusi Pasteurelld, kde byva sotasti bugcne sény.

V lidském tle je vSak HA zakladni stavebni jednotkou mezigné matrix. Je tvi@naiadou
burgk, pricemz nejvyznamiji se na jeji syntéze podilejiquevsSim fibroblasty, keratinocyty
a chondrocyty. Jeji zvySena tvorba je owvéina celou fadou faktol, jako nap.
transformujicim iistovym faktorem TGF-beta 1, ktery podporuje expigsimRNA pro HA
growth factor) a v menSi i@ i EGF (epidermal growth factor).

Patologické hromaghi HA v lidském &le se oznéuje jako hyaluron6za. Biodegradace
probiha pedevsSim progednictvim specifickych enzyimozna&ovanych jako hyaluronidazy.
NejvyznamujSi lokalizace HA je zachycena v tabulce 1. Odhaté mnozstvi HA viKi
je 0,5 g-dr, ve sklivci 0,2 g-dn [4].

Tab. 1: Kyselina hyaluronova v lidskédtet[4]

Lokalizace Mnozstvi HA Biologicky poldas Molekulova hmotnost
Mezibunééna hmota >25 g-dm hodiny az tydny vysoka
Pupetnik 2-4 g-dm? - —
Synovidlni tekutina 2-4 g-dmm? hodiny vysoka
Lymfa <10 mg-drm? minuty Mmizna
Sérum 0,01-0,10 mg-dm minuty razna

Kyselina hyaluronova jako signalni molekula imunitoh reakci

Pro molekulu HA bylo na povrchuiznych tyg burgk identifikovano Sest specifickych
struktur, které mizeme oznéit jako receptory:

 CD44,

*  RHAMM (receptor for hyaluronan mediated motility),
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* LYVE-1 (lymphatic vessel endothelial HA receptor-1)

* HARE (hyaluronan receptor for endocytosis),

e Layilin,

* Toll-like receptor 4.
Mezi nejlépe popsané a nejlépe charakterizované pa# CD44 a RHAMM. Redpoklada
se, Ze oba zasahuji do procesu migracétiréych a nadorovych buik, ¢imz ovliviiuji jejich
invazivitu, adhezivitu a proliferaci [4].

CD44

CD44 je transmembranovy glykoprotein, na ktery smpetitivire vdZzou polymery HA.
Nachazi se na leukocytech, na endotelu, na parsrmhjch a epitelialnich bikach a ma
nejmér 17 riznych izoforem. Krorm funkce receptoru pro HA slouzi také jako mediator
vyzravani, adheze agstupu aktivovanych T-lymfodytz krevnihoiecisté do mista zattu.
Také koordinuje signaly pro b&meé gezivani a smrt.

PrestoZe je HA fedevSim extracelularni glykosaminoglykafspbenim protizatlivych
cytokini (IL-15) uvolninych v mist infekce, pora#éni nebo zaétu (vetné autoimunitniho
zaretu), se exprese HA indukuje také na povrchu endbtéth burk prilehlych cév,
ke kterym je HA pichycen pra¥ pomoci CD44 [4].

RHAMM (CD168)

RHAMM neni na rozdil od CD44 transmembranovym pgram, je totiz na bufEnou
membranu napojen zv&in To umoiuje, Ze niZe snadno integrovat gimnymi
glykosaminoglykany. Vedle bgtné migrace urychlujeifpravnou (G2) a mitotickou (M)
fazi bureéného cyklu a podporuje tvorbu novznikajicich cév [4].

2.1.4 Chovani kyseliny hyaluronové v roztocich

Hyaluronan je sil& hygroskopicka latka, je schopna pojmout az tigisnibek hmotnosti
vody. Vodny roztok je viskézni a mira jeho viskgzavisi jak na molekulové hmotnosti
rozpuséného hyaluronanu, tak i na koncentraci roztoku.

V roztocich se chova jako polyaniont, vlastnostigiedi udavaji jeho chovani. Alkalické
pH zpisobuje vice flexibilni molekulovou strukturu, zaton@i nizS§im pH a vysSi iontove
sile roztoku dochazi ke kontrakeittzce [7].

Reologické vlastnosti roztdkhyaluronanu vykazuji jak viskoelasticitu, tak igwvou
zavislost. Tyto vlastnosti jsou spojeny s lubékiafunkci polysacharitlv kloubech a tkanich
[8]. Struktura hyaluronanu je dana dvojnasobnouaspi a je stabilizovana pomoci molekul
vody. Spirala obsahuje osm uhlikatych jednotek @Hydpovida velikosti oktanové kyseliny.
Z tohoto Ize odvodit, Ze hyaluronan ma amfifilni ider diky vlastnostem hydrofilniho
materialu a obsahu hydrofobnieasti [9].

2.1.5 Zdroje kyseliny hyaluronové

Hyaluronan se vyskytuje prakticky ve vSech tkaniobratlové. Ve vysokych
koncentracich ho Ize nalézt v kohoutideliincich, bulvach skotu a také ve zéakizi. Tyto
Zivocisné zdroje poskytuji vysokomolekularni HA. Hyaloam je ve tkanich obklopeadou
molekul, jako jsou bakterialni endotoxiny, chontirosulfat, proteiny a nukleové kyseliny.
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Praimérnd molarni hmotnost koma® dostupného HA ziskaného z Z&&nych tkani je
vétSinou v rozmezi oddkolika set tisic Da azZijplizné do 2,5 MDa [1].

Zpasobem  ziskavéni ¢istého hyaluronanu je jeho izolace ¢&kterych druld
mikroorganisni. Mezi nejznanySi vyuzivané kmeny pitStreptococcusa to zejména druhy
Streptococcus zooepidemica$treptococcus equRaini swtova produkce takto ziskaného
hyaluronanu, ktery jeffmo nabizen na tri&jni n¢kolik desitek tun [1].

2.2 Povrchow aktivni latky

Povrcho¥ aktivni latka (PAL), také tenzidi surfaktant, je organicka latka, ktera ma
schopnost se hromadit jiZipnizkych koncentracich na fazovém rozhrani a tmzavat
mezifazovou energii soustavy [10,11].

VSechny povrchoy aktivni latky se vyznalji charakteristickou chemickou a fyzikalni
strukturou molekul, ktera ma asymetricky bipolachiarakter. Jsodazeny mezi amfifilni
latky, jejichz typickym znakem je existence polaeninepolarnicasti molekuly s fesnym
prostorovym vymezenim. Kazd4 molekula povrehaktivni latky ma sk hydrofobni
fetzec (nepolarni) a hydrofilni skupinu (polarni) [11]

V polarnim rozpougtlle se snazi hydrofobnfast zaujmout takové uskupeni, které
co nejvice omezuje jeho styk s rozpedfgm. Hydrofilni ¢ast ma vysokou afinitu k ved
napomaha orientaci molekul povrckowaktivni latky v rozpoustle, ovliviiuje polaritu
povrcho¥ aktivni latky a rozéleni naboje. PAL ovlisuji procesy probihajici
v heterogennich soustavach na rozhrani dvou nébdazi a také fyzikal&-chemické
vlastnosti materidl [11].

Odrazem specifického chovani PAL ve vodnych roztocie kritickd micelarni
koncentrace (CMC).#CMC jsou v roztocich vytw&ny micely. Micely pedstavuji shluky
molekul povrcho¥ aktivnich latek dispergované v kapalném médiu.didsdou pro tvorbu
micel je sniZeni kontaktu mezi uhlovodikovye&zcem a vodou,ifemZ dochazi k poklesu
volné energie systému. Micela (viz Obradzek 4) viitvée vodném roztoku agregaty
s hydrofilni ¢asti molekuly orientovanou do vodného predt a hydrofobnicasti skrytou
uvnitt. V nepolarnim progedi se mohou vytiéat reverzni micely s obracenym usgpdanim

hydrofobnich a hydrofilnickiasti [12].

nnnnnnn()

(@) (b)

Obr. 4: Struktura micely ve vodném pr@sti
(a) molekula tenzidu, (b) micela
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Povrcho¢ aktivni latky lze Kklasifikovat podletady kritérii. Nefasgji se pouzZiva
klasifikace podle povahy hydrofilni slozky (ObrazéR. Tato klasifikace je zalozena
na schopnosti hydrofilni skupiny disociovat na jorfPolarni skupiny ionickych povrchév
aktivnich latek disociuji ve vodném priedi (anionické, kationické a amfoterni povrctiov
aktivni latky) a u neionickych k disociaci nedochds,14].

neionické anionické
PAL , .
ionické ‘ kationické

amfoterni

Obr. 5: Rozdleni PAL podle typu hydrofilni slozky

2.2.1 Kationické povrchové aktivni latky

Mezi kationické povrchoy aktivni latky fadime sloteniny obsahujici ve své molekule
jednu nebo vice furdkich skupin, které ve védlisociuji. Ri disociaci vznikaji klad& nabité
organické ionty, které jsou nositeli povrchové wakyi Témsf u vSech kationickych PAL
je kationtem kvartérni dusikovy atom [11,15].

Jejich typickou vlastnosti je silna adsorpce naatiegg nabité povrchy (celul6za, sklo,
bilkoviny). VétSinou jsou horSimi detergenty nez jinfidy PAL a jejich biologicka
rozloZitelnost je oproti anionickym tenzich obec® horsi [13,15].

Strukturni variabilita kationickych PAL je pamné vySSi nez u anionickych PAL, jsou
to nagriklad kvartérni soli heterocyk| imidazolinu, pyridinu atd. Je nutno poznamenat,
Ze anionické PAL nelze kombinovat v recepturdcht®kizckymi, nebd se vzéjemaé srazi
na nerozpustny aglomerat. Pokud séespo tyto PAL vzajemhkombinuji, pak jen ty typy,
které maji v molekule kro#nionické ¢asti i ¢ast neionickou. Tato neionick&st totiz
zaji¥’uje rozpustnost nerozpustného aglomeratu ve {4f].

Funkeni skupina PAL vykazuje vyznamny mikrobicidni efektyuzivaji se tedy jako
dezinfekni pripravky chirurgickych néstrdj vyrobnich z&zeni v potravingském ptmyslu
a kize v okoli ran. V kosmetickém jnyslu tvdi sowdst antiseptickych kréim telovych
deodorant, antiperspirarit, Ustnich vod a zubnich past. Také zlepSuji vzhitasi
a usnaduji ¢eséni, proto jsoutdezitou sodasti vlasovych kondicion&f13,15,16].

Cetyltrimethylamonium bromid

Cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) také i hexadkidynethylamonium bromid,
sumarnim vzorcem (feH33)N(CHs)3Br, pati mezi kvartérni amoniové sldeniny, jednéd
se tedy o kationicky tenzid. Ma antiseptické viasti, je @inny proti bakteriim a plisnim.
Tvori hlavni slozku pufru pro extrakci DNA. Ma Sirokéuziti, nagiklad v syntéze
nana@astic zlata (nap kulovité nandéastice, nanotyinky), nan@astic oxidu kemititého
(nag. MCM-41) a tvai dulezitou slozku vlasovych kondicionérVzhledem k jeho relativn

13



vysoké ced se obvykle pouzivad pouze ve vybrané kosmeticel8l7Je volg rozpustny
v alkoholu a vod, nerozpustny v etheru a benzenu [19].

Jeho aktivita je neutralizovana pomoci mydel a miclych tenzid, nagiklad
dodecylsiran sodny (SDS). Stamminy CTAB tvdi nerozpustné komplexy s SDS. Uvedeny
tenzid je aktivni v zasaditém pH proti grampozitmriigramnegativnim bakteriim [19].

Stejre jako WtSina povrchow aktivnich latek, CTAB tvii micely ve vodnych roztocich.
Pii 303 K (30 °C), tvéi micely s agregmim ¢islem 75 az 120 (v zavislosti naizobu
stanoveni, gmeér ~ 95) a se stugm ionizaceo = 0,2-0,1 [15,16]. Kritickd micelarni
koncentrace CTAB byla stanovena na hodnotu 0,92xin0l- dn?® pii teplog 25 °C [20].

\ _CHs -
ch\/\/\/\/\/\/\/\/l\l/ Br
\
CHj
Obr. 6: Strukturni vzorec CTAB

Karbethopendecinium bromid

Karbethopendecinium bromid, znamy spiSe pod naz@esptonex, sumarnim vzorcem
(C21H44BrNO»), pati mezi kvartérni amoniové sleeniny. Pouziva se jako antiseptikum
a dezinfekni latka hlave proti grampozitivnim mikrobm. Za &Znych podminek jde o bily
az nazloutly praSek, je disrozpustny ve vag ethanolu a chloroformu. 8lby se uchovavat
v dolre uzawenych obalech a zaraveby meél byt chragn pred sétlem [21]. Kriticka
micelarni koncentrace Septonexu byla stanovéidizné na hodnotu 0,80-0,96 mmol-dm
pii teplog 25 °C [22].

Vzhledem k n#&zeni Evropské uni€. 1223/2009 v platném #ni se nesmi pouZivat
do kosmetickych fpravki, vyrobky s karbethopendecinium bromidem spadajkategorie
léciv [21].

CHj

Obr. 7: Strukturni vzorec Septonexu

2.3 Polyelektrolyty

Polyelektrolyty (PE)fadime mezi vysokomolekularni latky. Jsou to ve &oolzpustné
elektricky nabité makromolekuly. Jejich vlastnogou ugovany vzajemnym ijsobenim
elektrickych sil, Brownova pohybu makromolekulamiliettzce a mezimolekularnimi
Van der Waalsovymi silami [23].

Postranni skupiny polyelektroyjsou schopné elektrolytické disociace. Disociaaiika
makroiont s velkym p&iem elementarnich naliop gislusny péet malych ioni opaného
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néboje (protiioni). Castice makromolekuly v roztocich tedy nesou eiekyr naboj, ktery
(na rozdil od micel lyofobnich 19l vznikl disociaci.
Podle povahy skupin schopnych disociace jsoudlozdny na:

» polyelektrolyty obsahujici kyselé skupiny fiapCOQO,

» polyelektrolyty bazické, obsahujici jen zasaditépsky, naf. —NHs* (malocetné),

» amfoterni polyelektrolyty, které obsahuji v postrentn fetzcich jak zasadité,

tak i kyselé skupiny (n&pbilkoviny).

Silné kyselé skupiny disociuji prakticky ugnzatimco slab kyselé a slab zasadité
skupiny jsou disociovany pouze daiého stups. Pongry v téZe molekule jsou vSak slozité,
protoze d¥ stejné skupiny v jedné molekule mohou niznou hodnotu disociai konstanty,
ma-li jejich nejblizsi okoli wetzci riznou chemickou strukturu (napnalezi-li ke deéma
raiznym zbytkim v molekule bilkoviny). Nejsou-li dvskupiny v téZe molekule dostaie
vzdaleny, mohou navzajem oulievat velikost svych disoaiaich konstant. U amfoternich
makromolekul jsou f vysokych pH disociovany jen kyselé skupinyi iizkych pH disociuji
jen zasadité skupiny aipsttednich hodnotach pH disocidjast&né jak kyselé, tak zasadité
skupiny a vznikaji obojetné ionty neboli amfiionsykladnymi i zapornymi naboji v jedné
makromolekule. V izoelektrickém bd&de paiet kladnych i zapornych naliogtejny, takze
celkovy ndboj makromolekuly je nulovy [24].

2.3.1 Roztoky vysokomolekularnich elektrolyti

Linearni makromolekuly, které obsahuji ndboje posigného znaménka, se jen velmi
malo svinuji v klubka a veredinych roztocich existuji spiSe ve fa¥fmatazenéhdetzce
(Obrazek 8a). To je Zigobeno psobenim odpudivych sil mezi souhlasrabitymi funknimi
skupinami. Odpudivé dinky elektrostatickych sil do jisté miry zeslabdijisociaci vzniklé
protiionty. Je-li do roztoku fidan nizkomolekularni elektrolyt, stoupa iontovéa sbztoku,
iontova atmosféra kolem nabitych skupin sec¢sila a ntize se vice uplatnit vliv tepelného
pohybu na svinuti makromolekuly v klubko. Jiz malyptidavky elektrolytu se jvodns
natazenyetzec z&ne svinovat [24].

(b) +

Obr. 8: Tvar lineérnich polyelektrolytv roztoku24]
(a) Makromolekula se souhlasnymi naboji v roztoku
(b) Amfoterni makromolekula v izoelektrickém &éod

U amfoternich makromolekul, u nichz sasré existuji ndboje kladné a zaporné, které
na sebe {sobi @itazlivymi silami, sefetzec svinuje do Utvaru, jehoz podoba jéema
zpisobem didani nabaj podélfetzce. V @ipad pravidelného gidani mize vzniknout
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Sroubovice (Obrazek 8b). Nizkomolekularni iontyé&topdstiuji vliv nabitych skupin
makromolekuly na jeji tvar. iRlavkem elektrolytu se i v tomtotipact priblizi fetzec
normalnimu stupni svinuti, charakteristickému proaigtou makromolekulu.

NejznangjSim prikladem amfoternich makromolekul jsou fibrilarnofiny, jejichz tvar
neni vysledkem nahodilého tepelného pohybu, alé&kgemvodikovych vazeb mezi CO a NH
skupinami. Tyto skupiny se pravidéinstidaji v polypeptidickém tetézci proteini.
NejvhodrgjSi podminky pro svinuti makromolekuly do tvaru répi jsou v blizkosti
izoelektrického bodu. Trojrozémé globularni proteiny vznikaji slozenim bilkovitioé
fettzce o definované sekvenci aminokyselin do komphktnitvaru, ktery obsahuje také
spiralni Useky. Jednotlivi&stitetézci uvniti globularni makromolekuly jsou spojeny hlgvn
fyzikalnimi, ale také chemickymi vazbami. Tyto vgzlsou tak silné, Zze v titém rozmezi
podminek udrZuji makromolekulu v definovaném tvarugmz jsou na ékterych mistech
vazany molekuly vody. Do styku s ostatnim rozpeédigéim gichédzeji pouze skupiny
na povrchu makromolekuly [24].

2.4 Komplexy polyelektrolyt-surfaktant

Polyelektrolyty, stejt jako surfaktanty, vyti@ji trojroznerné struktury ve vodnych
roztocich. Strukturagthto Utvad je zaloZena na kombinaci hlavnitetézce polyelektrolytu
a elektrostatickych interakcich nebo elektostatitkya hydrofobnich interakcich [25].
Interakce mezi polyelektrolytem a surfaktantem jetnzviast silné, jestlize polyelektrolyt
a ionicky surfaktant maji opay naboj. V tomto fipac dojde k vytvdeni silné vazby mezi
iontem surfaktantu a polyointem obvykle pod hodnd@C surfaktantu [26]. Takto vzniklé
komplexy polyelektrolyt-surfaktant (PES-C), jsousege stabilni, stechiometrické a ve ¥od
nerozpustné [27].
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Obr. 9: Interakce molekul surfaktantu a micel s @panabitym polyelektrolyteri28]

PES-C se stalyipdnttem velkého ¥deckého zkoumani zidodu pochopeni zakladniho
fyzikdiniho procesu samous@alavani makromolekul hlagnv oblasti nanotechnologii.
Molekularni samousgadavani (tzv. “self-assembly”) je proces, kdy daitke spontannimu
sestavovani molekul do strukturovanych, stabilnidekovalentd spojenych agregat
za podminek termodynamické rovnovahy. Takto vigmé struktury vyzZaduji specifickou
geometrii. [29]
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Termodynamické stability PES-C |ze dosahnout ro@ahow ti raiznych sil, a to:

* entropickymi gispivky volné energie z uvoémych protiionti polyelektrolytového

retézce,

» elektrostatickymi interakcemi mezi nabojem polyaiekttu s op&né nabitymi

hlavickami surfaktantu,

* hydrofobnimi interakcemi mezi alkyly surfaktantu dydrofobni ¢asti

polyelektrolytovychietzai.

Tvoreni rovnovaznych struktur v PES-Cijeeno mnoha parametry. Mezi tyto parametry
pati nagiklad délka polyelektrolytovéhdetzce, dielektrickd konstanta média, kvalita
rozpoustdla, koncentrace soli a surfaktantu a distribudmjgna PEetzci [27].

Vhodnym parametrem k charakterizaci sysiémolyelektrolyt-surfaktant je kriticka
agregéni koncentrace (CAC), kter4d se pouzZiva pro roztekyfaktant v pritomnosti
polymeru a je obdobna kritické micelarni koncertrBojem kriticka agregai koncentrace
vede Kk pedsta¢ agregai surfaktantu podobnych micelam. Tyto agregaty seéinag
formovat v pomdrné Uzkém koncentiaim rozmezi. CAC (podoknjako CMC) klesa
se vzfistajici délkou uhlikovéhiettzce surfaktantu. Hlavnim rozdilem mezi CAC a CMC je
Ze CAC nmize byt az o &kolik radi nizsi nez CMC [30].

PES-C maji Sirokou Skalu vyuZiti v biologickych mdélech, pi dodavani Iéiv,
povrchovych modifikacich a flokulaci. VyuZiva sechi také ve velkém mnozZstvi
ve zdravotnickych produktech [27].

2.4.1 Interakce hyaluronanu s povrchow aktivnimi latkami

Hyaluronan, jako zapo&n nabity polyelektrolyt, mize snadno interagovat s kladn
nabitymi povrchow aktivnimi latkami progednictvim silnych elektrostatickych interakci
mezi zapornym nabojem nettzci HA a kationtovoucasti povrcho¥ aktivnich molekul.
Tyto interakce vedou ke vzniku Kkolagid které kombinuji hydrofilni biopolymer
s hydrofobnimi doménami schopné solubilizace nepath latek. Toho rize byt vyuzito
v cileném transportu hydrofobnichiinych latek [31,32].

Hyaluronan diky svému vysoce hydrofilnimu charakter hydraténimu obalu ztraci
schopnost dopravovat ve wderozpustné latky (n&phydrofobni I€iva pouzivana i 1écbé
rakoviny) z divodu jejich hydrofobni povahy. Proto jelba hyaluronan modifikovat s latkou,
ktera zajisti rozpustnost i hydrofobnih@il@. Jednou z moznosti je chemicka modifikace
hyaluronanu. Chemickou modifikaci pomoci navazanygdéndi na hyaluronan Ize zénit
jeho fyzikalre-chemické vlastnosti a docilit trojrozmmych struktur, tzv. hydrogeél
Ty nachazeji uplatmi v tk&iovem inzenyrstvi f tvorb¢ scaffoldi, kryta ran nebo popalenin,
ale ijako nosie I&iv. Mezi nevyhody chemické modifikace piazmeény jak biologickych
vlastnosti, tak i kompatibility hyaluronanu. Mezil&gflanoznosti modifikace pat"fyzikalni”
Gprava, pi které je dosazeno kombinaci hyaluronanu s powehaktivni latkou. Tento
zpisob vede ke tvorb koloidi, kdy hydrofobni domény PAL solubilizuji hydrofobiditky.
Hyaluronan tak hraje roli biokompatibilniho nesi Vzhledem k jeho biokompatabdlit
a existenci bugnych receptar pro hyaluronan, by tyto koloidni systémy mohly kyuzity
pro cilenou distribuci ve va@d nerozpustnych . Komplexy hyaluronan-tenzid maji
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vyhodné vlastnosti, které ziskaly z individualnibbovani polymernich nebo povrckov
aktivnich systérnin [31-34].

MnoZstvi interakci v systému hyaluronan-tenzid Zalea molekulové hmotnosti
hyaluronanu. Vysokomolekularni hyaluronan na seldé#e navazat vice tenzidu ve vodném
prostedi, naopak nizkomolekularni hyaluronan vykazuge wterakci v fitomnosti chloridu
sodného (NaCl). Oblast cilené distribuc&§e omezena naifpravu roztok v pritomnosti
NaCl. V roztocich s NaCl probihaji interakce ohtjgiv dusledku deformace prostorovée
struktury trettzce hyaluronanu. Vigledku této deformace dochazi ke sniZzenttyo
dostupnych vazebnych mist [35].

2.5 Metody studia polyelektrolytovych systéni

Mezi vyuzivané metody pro studium polyelektrolytokly komplext (PECs) pat
spektroskopické metody [36], membranové sejmaranetody [31], metody rozptylu &ia
[37], turbidimetrie [38], tenziometrie [34], potaometrie [38], konduktometrie [39],
mikroskopie [40], fluorescemi techniky [41] a termickd analyza [42]iddmétem této
diplomové préace je vyuzit pro studium tvorby pogatolytovych komplek metody rozptylu
swtla. Jedna se o pamné nové spojeni, v publikacich se tyto metody prorakirizaci
polyelektrolytovych komplek vyskytuji jen #¥idka, z &chto divodi se v dalSich kapitolach
budu zabyvat teoretickym popisem p¥d&chto metod.

2.5.1 Metody rozptylu svétla

Optické vlastnosti koloidnich soustav jsou s&ilrzavislé zejména na fyzikalnich
vlastnostech koloidnickiastic. Mezi tyto vlastnosti péatjejich velikost, elektricka vodivost
a vlastni absorpce &la latkou tvdici disperzni fazi. Z jev spojenych s interakci &a
s koloidnimi soustavami poskytuji nejvice informexdptyl a absorpce stta [43].

Rozptyl sétla je projev interakce #éni s optickymi nehomogenitami (disperzistice,
molekuly), které jsou menSi nez vinova délka dopeite z&eni. U hrubych disperzi
se rozptyl swtla projevuje zakalem, ktery je pozorovatelny iblném sndru. Koloidni
disperze jsou vzhledem k menSi intebiziizptylu s¥étla obvykle s¥étle ¢iré. Oproti hrubym
disperzim maji schopnost opalescence [24].

Roztyl s¥tla je jednou z mala dostupnych absolutnich metadspanoveni molekulové
hmotnosti a struktury latek. Je aplikovatelny nel& spektrum molekulovych hmotnosti
[44]. Mezi metody rozptylu sitla pati dynamicky, staticky a elektroforeticky rozptyksa.

Dynamicky rozptyl s&tla

Dynamicky rozptyl sétla (DLS), rovrez nazyvany jako kvazielasticky rozptyl éha
(QELS) nebo fotonova korealai spektroskopie (PCS), je metoda vhodna p&veni castic
az v submikronové oblasti. V stasné dob je Siroce vyuZivdna pro stanoveni velikosti
koloidnich¢astic [43,45].

Zakladem této neinvazivni techniky jeéfani fluktuace intenzity rozptyleného éta
z laserového zdroje okolo jeji gmérné hodnoty. Tato fluktuace souvisi s interférdm
zeslabovanim a zesilovanimétia rozptyleného na nestacionarni@sticich disperzni faze,
podléhajicich Brownovu pohybu, ktery jetgpben nadhodnymi srazkakaéstic s molekulami
rozpoustdla [45,46]. OileZzitym rysem Brownova pohybu pro DLS je to, Zensalé ¢astice
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pohybuji rychleji a velk&astice se pohybuji pomalejtastice suspendované v kapalin
nikdy nejsou nehybné, ale jsou neustale v pohybdelse tedy zdat, Ze se obraz skvrny také
pohybuje. Jak se&astice pohybuji kolem, konstruktivni a destruktividizovy girastek
rozptyleného sitla zpisobuje to, Ze jasné a tmavé oblastbyvaji a ubyvaji na intenzit
Jinakie¢eno, Ze dochazi k fluktuaci intenzity detekovaneiaptyleného sitla [43].

Jak jiZz bylo zmiino, maléastice se pohybuji rychleji neZ ty velk&m rychleji setastice
pohybuiji, tim rychleji se intenzita rozptylenéha@ttv meni. Rychlost &chto znén je gimo
zavisla na pohybu molekuly. Okamzitou hodnotu fliakte intenzity ¥aset popisuje pro
monodisperzni systém autokoralafunkce (1).
a@®IE+7)

(1(t)y*

kde I(t) urtuje intenzitu rozptyleného &tla vcase t, vyrazy v zavorkach vyjadji
zpramérovani celkovéh@asu. Autokoreléni funkce zavisi ndasové prodley.
Difuzni koeficient rozptylujicicltastic Ize vyjadit pomoci rovnice (2):

T
D=—,
o @)

g(7) = (1)

kde T ozn&uje rychlost poklesu korelacecavelikost rozptylového faktoru, ktery je zavisly
na vinové délce dopadajicihoda ve vakuud,, indexu lomu disperzniho présti n,a thlu

_4mth, . (8
g= y E'l;ln(zj. (3)

0

rozptylud podle rovnice (3):

Velikost castic Ize pak vyp@tat pomoci difuzniho koeficientD prostednictvim
Stokesovy-Einsteinovy rovnice:
kg T

d(H)=—3nm7ED,

(4)
kde d(H) je hydrodynamicky gmeér ¢astic, K; je Boltzmannova konstantd, je absolutni
teplota an je viskozita disperzniho prdeti. Hydrodynamicky @mér je metitkem toho,
jak snadno se molekula dokaze v rozpé&dist pohybovat [45,47].

Vyhodami této techniky je rychly a jednoduchyilpih meteni, které trva obvykle
od rékolika sekund do 10 minut. Ratmezi absolutni metody, kdy kalibrace pomoci
standard o znamé velikosti a distribuci neni nutna.

DLS je metoda, ktera je vhodna préegné stanoveni velikostastic v suspenzich. Lze
ji proto vyuzit @i charakterizaci emulzi, micel, liposdamlatexi a pigmeni. Zajimavé
uplatréni si tato metoda naSla také v biologické a milkotdgické oblasti pracujici
s materialem, jako jsou bakterie, viry, protein®dA [45].

Stanoveni velikost¥astic pomoci Zetasizeru Nano ZS

Mezi pristroje, které nabizi moznostefani dynamického rozptylu &tfa, pati Zetasizer
Nano ZS. Zetasizer vyuziva jako budici zdroftevcerveny laser o vinové délce 633 nm
atimto laserem je os&tlen vzorek uvnit cely. V €chto gistrojich je laser umi&h v Ghlu
173° nebo 90°. Protozé&ils mnoho s¥tla by mohlo zfsobit getizeni detektoru, zeslabava
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piistroje slouzi ke sniZeni intenzity laserového glapr tim dojde i ke sniZeni intenzity
rozptyleného sitla. Toho se vyuziva u velmi koncentrovanych vioriebo pi méreni
velkych ¢astic. Zeslabowamize fungovat i obraceéna to tak, Ze propusti vice laserového
swtla. Vice laserového stla je poteba pi méieni velmi malych velikosttastic nebo vzork

o nizké koncentraci [48].

Obr. 10: Schéma fistroje Zetasizer Nano ZS zobrazujici 6 hlavnichpgament
laser (1), cela (2), detektor (3), zeslabova), korelator (5) a pditac (6) [48]

Zetasizer nii fluktuaci intenzity rozptylu a pouZiva ji pro vyet velikosti ¢astic
ve vzorku. Sotésti fFistroje je komponenta zvana digitalni korelatoerktv zasadl meri
stupdi podobnosti mezi ddima signaly po uité dolE. Fxi porovnavani intenzity signalu
urcité ¢asti skvrny v jednontasovém boé (¢as t) s intenzitou signalu o velmi kratkou dobu
pozcEji (t + dt), bylo zjiS&no, Ze tyto dva signaly jsou si velmi podobné, tiefitmé koreluji.
Intenzita signalu ¥ase t s intenzitou signalu mnohem pgizet case nebudou mit k séb
navzajem Zzadny vztah, protoZéstice se pohybuji v ndhodnych &eth. V této situaci
neexistuje zadna korelace mezeota signaly. Korelace secasem zmensSuje, a proto u DLS
pracujeme s velmi malymiasovymi néiitky. Dokonala korelace byva ozimvana jako 1
a zadna korelace jako 0 [43].
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Obr. 11: Korela’ni funkce pro malé a velkastice[43]

Jak je mozné vigt na Obrazku 11, rychlost rozkladu pro koteliafunkci souvisi s velikosti
¢astic, protoze rychlost rozkladu je mnohem rychlpf® malécastice, nez pro velké&stice
[43].

Elektroforeticky rozptyl sétla

Druhou technikou wteni rozptylu s@tla je detekce elektroforetického rozptylucda.
Tato metoda je pouzivana k charakterizaci néaiaj povrchu koloidnickastic v kapalném
médiu. Koloidni ¢éstice jsou charakteristické tim, Zz& gvych malych roz@rech maji
extremrE velky specificky povrch. Velky specificky povrcéchto ¢astic zfisobuje, Ze fazové
rozhrani ¢astice-kapalina fG¥e silre ovlivnit mnoho fyzikalnich vlastnosti koloidnich
roztoki, jako napiklad disperzitu a stabilitu [49].

Podobsr jako u malych jednoduchych idntkteré kolem sebe vytifaiontovou atmosféeru
protiionti, tak se i kolem nabité koloiddastice seskupuji malé ionty ame&ho znaménka.
Timto dojde ke vzniku dvou protikladmabitych vrstev na povrchédhto ¢astic. Tyto d
nabité vrstvy jsou znamy pod nazvem elektricka datya.

V elektrické dvojvrste¢ Ize vymezit d¢ zakladnicasti. Kompaktnicast (také Sternova
¢ast) blizsi k povrchu, kdeipobi adsorgni a elektrostatické sily, a vzdatsi difaznicast,
kde lze tyto sily zanedbat. Vzhledem k povrchovéraboji koloidnichéastic existuje jisty
potencialovy rozdil mezi jejich povrchem a roztokdme rozliSit ti druhy potencialovych
rozdili. Prvnim z nich je elektrochemicky (povrchovy) puatél, jehoz hodnota je dana
celkovym potencialovym rozdilem mezi povrchéastice a objemem kapaliny. Jako druhy
lze oznait tzv. Sterrim potencial, ktery se nachazi na rozhrani Sterreodjfuzni vrstvy.
Tretim potencialem je elektrokineticky potencial, aaneany také jakol potenciél (zeta
potencial), ktery je dan potencidlovym rozdil medijemem kapaliny a tenkou vrstvou
protiionta poutanou k povrchaastice. Nachazi se tedy na rozhrani mezi kompakthiitzni
casti elektrické dvojvrstvy [43,50].

Nazev elektrokineticky potencial ziskal zeta pot@ndiky existenci elektrokinetickych
jeva, tedy kinetickych &a zpisobenych vlivem elektrického pole na koloidni saust
Existuji ¢tyii zakladni typy elektrokinetickych jév a pati mezi & elektroforéza,
elektroosmaoza, sedimexitd potencial a potencial pro&mi. VSechny tyto jevy jsou soasré
vyuzitelné pro ufeni hodnoty elektrokinetického potencialu [43,50].
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Zeta potencial fgdstavuje jeden zitkzitych paramefr ovlivaujici vlastnosti nano
a mikraiastic rozptylenych v kapalinach. Schématické zmaror ziskani hodnoty zeta
potencialu je znazo#no na Obrazku 12.

Hraniéni vrstva

Castice se zadpornym povrchovym
nabojem

Difuzni vrstva

Povrchovy potencidl

=100
Potencial povrch. vrstvy

Zeta-potencial

Potencial
(mV}

Vzdalenost od povrchu castice

Obr. 12: Schéma zeta potencidtstice v kapaligi [51]

Zeta potencial je valina, ktera utuje miru interakcetastic. Jestlize vSechn§astice
v suspenzi maji vysoky negativni nebo pozitivni gpaial zeta, pak se budoatastice
odpuzovat a nebudou mit tendenci se shlukovatliZkeshaji ¢astice nizké hodnoty zeta
potencialu, odpuzovaniastic nebude dostat® silné, dojde k jejich vysrazeni ve fokm
vlo¢ek. Hranice mezi stabilnim a nestabilnim systémerbese jako +30 m\Castice, jejichz
absolutni hodnota zeta potencidlu je vySSi neZz 80senpovaZuji za stabilni. Zeta potencidl
je zavisly na pH rozpousdla, protoZze koncentrace volnych n&bapvlivni strukturu
a tlou§’ku elektrické dvojvrstvy na povrchu [51,52].

Ze schématu Sternova difuzniho modelu elektrickéjwistyy je Zejmé, Ze celkovy
potencialovy rozdil se sklada z poklesu potencidiizni ¢asti dvojvrstvy a z rozdilu
potenciah mezi vrstvami. Po fidavku elektrolytu do systému se bude difazni astv
stlatovat, stale vice protiiofitse ocitne v adsoépi vrstw a zeta potencial se bude snizovat,
az dosahne té&mnnulové hodnoty. # dosazeni izoelektrického bodu, kdy je celéjshvrstva
stlatena za pohybové rozhrani, jsou tuhy povrch i kapadilektroneutralni. V tomtotipads
je elektrokineticky potencial roven nule a elekirakické jevy vymizi. B fedni systému
se difuzni vrstva roz8ije a zeta potencial vista [43].

Metoda pro stanoveni zeta potencidlu pomoci elaktetitké pohyblivosticastic
v roztoku s vyuzitim rozptylu s$tla na tchto ¢ésticich se nazyva elektroforeticky rozptyl
swtla nebo také Laserova dopplerova velocimetrie (.D®i LDV se po aplikaci nagi
sleduje rychlost, kterou se nabitastice pohybuji k ogaé¢ nabité elektrodl Ze ziskané
elektroforetické mobility I1ze jednodusei gnalosti viskozity a permitivity rozpou&tla ukit
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zeta potencial systémuiiRéto metod je paprsek rozptylen pod thlem 17° a nasiespojen
s referetinim paprskem. Dojde ke vzniku fluktuace intenziggnglu a frekvence fluktuace
by méla tmerné odpovidat rychlosttastic [48,53].

Stanoveni zeta potencialu pomoci Zetasizeru Nano ZS

Pristroj Zetasizer Nano ZS df zeta potencial opticky vyuZzitim laserového paprsku
kterym je nejasgji argonovy iontovy laser nebo helium-neonovy laskktelny paprsek je
ze zdroje zéeni smérovan do dlice, kde je pomocidici optiky rozlozen na dva paprsky.
Tyto paprsky poté putuji odliSnymi €ny, jeden jako referémi paprsek a druhy jako paprsek
smefujici ke kyvet se vzorkem. f&d kyvetou se nachazi zeslabgvétery snizuje jak
intenzitu z&eni laserového paprsku, tak i intenzitu rozptylenékétla. K tomuto snizeni
intenzit dochazi z tohoudodu, aby detektor, ktery toto rozptylenésthy zachyti, nebyl
pietizen. Laserovy paprsek proniknéedem kyvety a naasticich ve zkoumaném vzorku
dochazi k jeho rozptyleni, které je snimano poemhl2,8°.

VloZenim elektrického pole do roztoku vzorku dojdetomu, Ze snimand intenzita
rozptyleného sitla bude diky pohybujicim s&sticim fluktuovat, kdy frekvence fluktuace
by méla umerné odpovidat rychlosttastic. Referetni a rozptyleny laserovy paprsek putuji
do optické soustavy sestavajici &olika cocek, které paprsky sl@éua dopravi na detektor.
Detektor dopravi informaci o stelném paprsku do digitalniho procesoru signaluoté p
do paiitace. V paitati dojde k vyp@tu elektroforetické pohyblivosti i zeta potencialu.
Jako detektory se zde vyuZivaji fotodiody neboriésmbie [48].

Obr. 13: Schéma sedmi komponeritstroje ZetaSizer Nano Z3ipnereni zeta potencialu
laser (1), cela (2), detektor (3), digitalni proocesignalu (4), peitac (5), zeslabova(6),
kompenzéni optika (7), dopadajici (A), referemi (B) a rozptyleny paprsek (¢)8]

Staticky rozptyl sétla
K Cistému rozptylu sétla dochazi tehdy, kdyZ je vinova délkasa A podstats veétsi,
nez koloidni ¢astice v soustav (o polongru r), tedy plati-li podminka\>>r. V op&ném
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piipact dochazi pednostd k odrazu sdtla a poté pozorujeme zékal (hduldisperzni
soustavy) [54].

Klasickou teorii statického rozptylu &la za podminky\>>r vypracoval Rayleigh. Podle této
teorie seastice chovaji jako oscilujici dipdly vyizgici pohlcenou sstelnou energii do vSech
stran beze z#my vinové délky. Intenzita rozptyleného ¢fda | zavisi na intenzit
dopadajiciho sitla 1,, elektrickych vlastnostech rozptyluji¢astice (polarizovatelnost),

vinové délce sitla A, velikosti¢asticer a Uhlu rozptylud. Tato zavislost je dana vztahem (5):

| B &2
—Orz[)l“ (1+c03249). (5)

Pro castice, nespljici podminkuA>>r, jejichZz velikost je srovnatelna s vinovou délko
dopadajiciho Z&ni, neplati Rayleighova rovnice. Proto holandskedcky fyzik Peter
Debye vytvdil nadstavbovou teorii, ktera ukazuje, Ze rozptyldwika jiz neni zrcadlo¥
symetricka a Zetgvodni Rayleighovy rovnice staupravit vynasobenim vhodnym kotsekm
faktorem. Pro jestvétSi ¢astice vytvail novou teorii Mie. Ten poukazal na to, Ze zavéslo
rozptylené intenzity na uhlu pozorovani je jiz amanelinearni a neni prakticky pouzitelna
pro vypaet roznéru rozptylujici ¢astice. Navic zavislost na vinové délce pouzitcherd
rovnéZz neodpovida Rayleigho teorii #igusSna mocnina je mensi nez 4 [54,55].

Princip statického rozptylu séla

Po oz&eni makromolekul laserovym paprskem dochazi k toheuposcilujici elektrické
pole swétla uvnit makromolekul vyvola oscilujici dipdl. Tento dipoyz&i swtlo, jehoz
intenzita zavisi na velikosti zminého dipélu. Cim vice bude makromolekula
polarizovatel®jsi, tim &tSi bude indukovany dipdl v ni. Aby bylo mozné razg@rovanych
makromolekulach charakterizovat rozptyl, je nutm@tzjejich polarizovatelnost. Toto Ize
vyieSit pomoci réreni znén indexu lomu roztoku se Zmou koncentrace.fRomnost ¥tSiho
poctu makromolekul v roztoku da vznik vice oscilujicidipélam, které budou vice
rozptylovat dopadajici #é@ni. Je tedy iejme, Ze intenzita rozptylenéhoétla je p@imo
uameérna koncentraci makromolekul v roztoku.

Pfi spojeni dvou monomernich molekul v roztoku vznilitner. Tyto d¢ molekuly
se nebudou pohybovat kazda zv|agle dohromady stejnym snem. Rozptylené s¥io
z dimeru je dvakrat intenzi¢jsi nez z kazdého odigéného monomeru. Ztoho vyplyva,
Ze @i dvojndsobné hmotnosti molekuly i{p zachovani stejné koncentrace roztoku)
se zdvojnasobi intenzita rozptylenéhotev[56].

Kromé¢ molekulové hmotnosti Ize zdreni rozptylu setla stanovit také druhy virialni
koeficient, ktery nam poskytuje informaci o interakc disperzniché¢astic s disperznim
prostedim. Pokud je druhy virialni koeficient kladny, ktatastice jsou rozpudty
v rozpou&tdle. MizZe nabyvat i zapornych hodnot, to znamenaaitice budou mit tendenci
k agregaci. Nastava i situace, kdy je druhy viriddogficient roven nule, v tomtoripact
castice maji stejnou afinitu k rozpo&diu ik ostatnim¢asticim [43]. Z vysledk méieni
rozptylu swtla Ize stanovit i tzv. gykmi polomer, coZz je parametr, ktery charakterizuje
velikost ¢astic libovolného tvaru. Je udavan jako vzdalemakbsy rotace, v niz by musela
byt sousteckna veSkera hmotéastice, aby réa stejny moment setrgaosti jako skuténa
castice [24].
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SEC-MALS

Metoda SEC-MALS spojuje d@vtechniky, velikostd vylucovaci chromatografii (Size
Exclusion Chromatography — SEC) a staticky rozgigtla meieny ve vice Uhlech (Multi
Angle Light Scattering — MALS). Tato metoda umaje soukZzné stanovit molekulovou
hmotnost a gyrai poloner [57].

5 6 8
? @ —{ l{—r L » Odpad

Ag
<] =S
2 3 4 v
7
1. Zasobnik mobilni faze 2. Odplviiovac 3. Pumpa
4. Filtr 5. Injektor 6. Kolona
7. MALS &. Detektor

Obr. 14: Schématické znazém SEC-MALS a jejich hlavnidowasti [57]

Jak Ize vidt na Obrazku 14, chromatograf se sestava ze zd&sokapalné mobilni faze,
odplyiiovate mobilni faze, pumpy, filtru, komory, kde jsou &#bny vzorky v malych
vialk4ch, ze kterych je autosamplerem nasato dam#stvi vzorku a viknuto do kapalné
mobilni faze. Srés putuje ke kolo# kterd obsahuje stacionarni fazi (nékblony) ve forng
gelu. V tomto bod dochazi k separaci molekul podle molekulovéha g#ako prvni opoudji
kolonu makromolekuly, jejichz pmér je wtSi nez velikost pdir kolony, které prochazeji
pouze prostorem meziasticemi napla Cim mensi jsou molekuly vzorku, tim hlajb
pronikaji do pdit naplrg, tim pozdji jsou eluovany z kolony a jejich retémi cas je Wtsi.
Posledni opoudji kolonu molekuly rozpoustla, ve kterém byl vzorekijpraven, jelikoz
tyto malé molekuly mohou pronikat i do nejmensidmipnaplreé a jejich retetni ¢as je tak
nejwetsi [57, 58].

naplh kolony

(2 ()]
RIS 5o So oo /e
OO@OOOOO% 0,80°0%
0095000 Q:o Q0
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detail éastice
napiné

mobilni faze

Obr. 15: Princip @leni molekul podle velikosti v SEES]
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Po separaci v kol@gnmakromolekuly vstupuji do MALS detektoru, kde jsom&eny
laserovym paprskem. Systém MALS obsahujkolik detektofi statického rozptylu s¥ia,
které snimaji intenzitu rozptylenéhcstda pod fiznymi uhly [59].

Obr. 16: Tradni MALS detektory a snimani rozptyldttar v podélné pitokove celg¢60]

Po pgevodu signalu do ifslusného softwaru v gadi lze vytvait zavislost rozptyleného
swtla na uhlu detekce. Extrapolaci uhlu detekce nwvow hodnotu a prostdnictvim

rovnice (6) je vypsitana molekulova hmotnost.
Klc 1

RE) M, P(6)

+2[A, (¢, (6)

ve vySe uvedeném vztahu vyfage R(@@) prebyt&nou intenzitu rozptyleného &a,
K optickou konstantu, ktera je zavisla na indexudawepoustdla a jeho inkrementu, vinové
délce z&eni a Avogadro¥ konstant, c koncentraci vzorkuMw molekulovou hmotnost,
P(0) komplexni funkci uhlové zavislosti na rozptylenémtle a A> druhy virialni koeficient
[43,60].

Na systém SEC-MALS mohou byt napojeny i dalSi detgkjako napiklad diferegni
viskozimetr (differential viscometer — dVIS) a digecni refraktometr (differential refractive
index detector — dRI). Vysoce citlivy difer@ri viskozimetr se velmiasto pouziva ve spojeni
s SEC-MALS k ueni velikosti a konformaci vSech typbiopolymei, syntetickych
polymeri a dokonce i protein a peptid. Zminény detektor umaiuje nmefeni specifické
viskozity roztoku od&enim podilu rozpou&tla ve vyvazeném kapilarni mostu, ktery
obsahujectyti kapilary. V gipac, Ze se v dchto kapilarach nachaziisté rozpousidlo,
vystupni tlak se bude rovnat vstupnimu tlaku. Magmnosti polymerniho roztoku dojde
k tlakové nerovnovaze systému, ugpbené zvySenim viskozity v kapilarach. Kgom
specifické viskozity umoznuje &it také molekulovou hmotnost. Detektor viskozityize byt
zapojen spokné s detektorem indexu lomu. Princip tohoto detekgpa@iva v neieni znén
indexu lomu eluatu, prochéazejicihoéiici celou, v zavislosti na koncentraci analytu
[61,62,63]. DRI je vhodny profadu polymeill, pati mezi nejvice &n¢ pouzivané
koncentréni detektory ve vyltovaci chromatografii. Je povaZzovan za univerzaéiéektor,
protoZze umoiuje detekovat jakoukoli latku, ktera ma odliSnyerdomu od rozpoustlla.
Nicmére vykazuje wkteré nevyhody ve srovnani s ostatnimi detektaakp jje napiklad
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nizka citlivost ke koncentraci, zavislost indexu loma molekulové hmotnosti a nezadouci
citlivost vici teplo a tlaku. Jak jiz bylo zmimo, odezva detektoru je zavisla na teglot
tudiz je nutné detéki celu temperovat [64,65]. Pro zvySeni citlivostéteni a omezeni
ruSivych vlivi, jsou refraktometry konstruovany v difetafm vyhotoveni, kde se porovnava
index lomu eluatu s indexem lomu eluentu [66].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Tato kapitola zahrnuje informace z dostupnych palgli vztahujicich se k tématu této
diplomové prace. Postupnbudou diskutovany jednotlivé édecké publikace zabyvajici
se ffipravou polyelektrolytovych kompléx hyaluronan-tenzid a vyuziti tznych
instrumentalnich metod pro jejich charakterizaci.

N¢kolik dostupnych wdeckych praci zabyvajicich se interakcemi hyaluneteazid jsou
kvuli zaporre nabitémuretézci hyaluronanu zagiieny zejména na kationické tenzidy. Nize
jsou popsany gkteré poznatky a vysledkydanka tykajicich sedchto systén.

Jednou z prvnich praci, ktera se zabyva vyzkumeerakci hyaluronanu a kationického
tenzidu alkyltrimethylamonium bromid j&lanek Thalberga a kol. [39]. V této praci byl
pouzit zmirny kationicky tenzid o délcéetzce 8, 9, 10, 12, 14 a 16 uhlik alkylové
skupirgé. Pro charakterizaci tvorby polyelektrolytovych kolexi autdi této prace vyuZili
konduktometrii, pozorovani fazové separace, sdhdul barviv a metodu’H NMR.
Vysledky n&teni ukazaly, Ze v systémech obsahujici tenzid &ypohlika 8 a 9 doSlo
k fazové separaci a precipitaci. Z toho vyplyva,pislusny tenzid musi obsahovat alespo
deset uhlil, aby dochazelo k vyt¥eni ve vod rozpustnych systéim Dale bylo prokazano,
Ze st&i velmi nizka koncentrace tenzidu k jeho navazanhyaluronan. Nicmeéntato vazba
je slabsi nez vazba tenzidu s jinymi karboxylovyiolyelektrolyty v disledku nizké linearni
hustoty naboje hyaluronanu. Pi@sinictvim interakci hyaluronanu a kationickych fdfiz
tohoto typu dojde ke tvotbagregai podobnych micelam. Tyto agregaty jsou vazany
na koste polyelektrolytu a velikosthjsou mensi nez volné micely tenzidu v roztoku bez
piitomnosti polyelektrolytu.

V dalSi praci Yin a kol. [41] vyuZivali neionick€femophor EL, Tween 80) a anionické
tenzidy (SDS). Interakce mezi hyaluronanemémitio tenzidy byly studovany pomoci
fluoresceknich metod za pouziti pyrenu jako fluorestrdnsondy. Z nar¥enych dat bylo
Zjisténo, Ze interakce mezi hyaluronanem a neionickymizitly jsou extrémé slabé. Dalsi
vysledky ukazovaly tégt identickou hodnotu CMC pro tenzid Cremophor ELfitgmnosti
i absenci hyaluronanuiigdavek hyaluronanu do roztoku SDSigpbuje snizovani jeho CMC
v disledku poklesu elektrostatické repulze. Toto n&zjea Ze hyaluronan se chova podébn
jako nizkomolekularni elektrolyt.

Jednou z dalSich praci zabyvajici se interakcenailuhgnan-tenzid ve fyziologickém
prostedi je prace Terezy Halasové a kol. [34]. Vysletiy prace ukazaly, Z&ifpmnost
NaCl miZe potl&it interakce mezi opmé nabitym polyelektrolytem a tenzidem, avsak tyto
interakce mohou byt stalefippmny v rekterych systémech hyaluronan-tenzid bez ohledu
na ionickou povahu tenzidu. Tyto interakce byly k@many hlava pomoci techniky
fluoresceni sondy, zatimco tenziometrie se zde moc neupdatiipritomnosti hyaluronanu
dochéazi k tvorb agregai (micel) pozvolna v uitém definovaném koncenthiaim rozmezi
piidaného tenzidu. Ne§tSi viiv hyaluronanu byl pozorovan u neionickéhozidu Tween 20,
kdy CMC v gitomnosti hyaluronanu vyraZrklesla, a kationického CTAB, kde se naopak
CMC v pitomnosti hyaluronanu vyragZnzvySila, coz nmze byt zgsobeno silnymi
hydrofobnimi interakcemi alkylovyctettzci CTAB s hydrofobnimgastmi HA.

Prace Krouské [67] se zabyva vlivem hyaluronanumieelizaci kationickych tenzid
CTAB a TTAB (tetradecyltrimethylamonium bromid). tdmuto studiu byly pouZzityizné
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fyzikalné-chemické metody. Metoda izotermické timé kalorimetrie byla pouZita pro
stanoveni entalpie micelizace a tenziometrie praspppvrchového nagpi danych vzork.
Souasti prace bylo také sledovani viivizné molekulové hmotnosti pouzitého hyaluronanu
a délky alkylovéhorettzce tenzidu. Vysledky tenziometrickéhaosieni tenzid v roztoku
0,15 mol-dr? NaCl s hyaluronanem ukazuji, ze agtegakoncentrace CTAB a TTAB
nebyly ovlivreny pridavkem hyaluronanu a Zzadna fazova separace nelpglaorovana.
Provedeni stejnych experiménte vod ukazalo, Ze hyaluronan sniZuje pouze hodnoty
povrchového nafii a do agregmi oblasti nezasahuje. Byly prokazany elektrodtatic
interakce a fazové separace, kdy fazova separaceCH¥B je posunuta do vysSich
koncentraci tenzidu a HA-TTAB do nizSich koncentrmzidu. Mezi dalSi prace Krouské
a kol. [37] paiti ¢lanek zabyvajici se termodynamikou tvorby micelidkdtkych tenzid
CTAB a TTAB s pidavkem nebo absenci hyaluronanu. Experimenty kpylyvedeny
ve vodném roztoku pomoci tithai kalorimetrie. Interakce mezi CTAB nebo TTAB aadm:
nabitym hyaluronanem mohou byt pozorovany vizéldw prabé¢hu titrace roztoku tenzidu
do roztoku hyaluronanu dochézi ke &mém v systému, které lze pozorovat pouhym okem,
kdy se systém zémi z piihledného na nephledny, poté fechazi v zakaleny a nakonec
dochéazi k fazové separaci. K fazové separaci déctedmly, kdyZz jsou naboje tenzidu
i hyaluronanu v rovnovaze. Préstinictvim turbidimetrie a potenciometrie byly pra&ao,

Ze molekuly tenzidu Zénaji interagovat s hyaluronanem jii pelmi nizkych koncentracich,
tedy v nadbytku hyaluronanu. Byly také pozorovaoydily mezi pipravenymi systémy

s CTAB a TTAB. Tyto rozdily byly interpretovany megna z hlediska hydrofobnickiaka,
které vedle pevladajicich elektrostatickych interakci takéispivaji k interakcim mezi
hyaluronanem a kationickymi povrchbaktivnimi latkami.

Felipe A. Oyarzun-Ampuero a kol. [68] se zabyvaiejem novych Iékovych nanondsj
nazvanych hyaluronanové nanokapsle (HA nanokapgt®)zici jako intracelularni n@sivy
systém pro hydrofobni ¢&va s hlavnim vyuzitim zejména proc¢hu rakoviny. Bikladem
takovych @&innych chemoterapeutickych latek, které by mohliytbyto zpisobem dodavany,
jsou paclitaxel a docetaxel, neboli cytostatik@siquiniho fivodu extrahovana Ziznych drul
tisi. Nanokapsle, sloZzené z lipidoveho jadra a obatietveho kyselinou hyaluronovou, byly
piipraveny technikou umaiijici tvorbu polymerniho pl&St kolem lipidového jadra
vyuzivajici kationicky tenzid jako mezifazovyistek. Jako kationické tenzidy byly pro studii
pouzity CTAB a BKC (benzalkonium chlorid). Modelowgk docetaxel byl efektivh
zapouzdeny v jadru &chto nanokapsli a studie vitro na bug¢nych kulturdch (NCI-H460
burééna linie rakoviny) ukazala, Ze cytotoxicita docefiax mize byt vyznamé zvySena
praw diky jeho zapouz@ni. Farmaceutické parametry jako uvmlani I€iv, stabilita &hem
skladovani, fenena lyofilizaci na prasSek a lehk&iprava¢ini z tchto nanokapsli slibné
materialy pro intracelularni transportiké proti rakovire.

Cilem prace KrutiSové a kol. [69] byloripravit hyaluronanové nakéstice zaloZzené
na elektrostatickych interakcich s ¢p& nabitymi molekulami, které byly zkoumany pomoci
dvou metod: dynamicky rozptyl &fa a Laserova dopplerova velocimetrie. Metodou DiyS
zjistén polydisperzni charakter hyaluronanu, systém HAABTtvoii castice o velikosti
stovky nanomefr. Castice vzniklé v roztoku NaCl byly mensi n&dstice stejného systému
vytvoreného ve vodném prdsti. Vysledky titrénich experimerit prokazaly, Ze ke zvySeni
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velikosti agregat dochazi v blizkosti bodu nulového néboje, systéyaluronan-tenzid
vykazuje v tomto ba& nulovy potencial a minimalni stabilitu. Prace Rilgg a Pekie [70]

se zabyva stabilitou na&éstic tvdenych hyaluronanem a kationickym tenzidem Septanexe
za vyuziti metod DLS a fluoresa#mi spektroskopie. Nagastice se skladaly ze dve@asti,
hydrofobni jadro tviené tenzidem a hydrofilni obal temy hyaluronovou vrstvou.
Prostednictvim &chto metod bylo prokdzano, Ze naastice hyaluronan-tenzid jsou
ovliviiovany celouradou aspekt jako je teplota, iontova sila roztoku a doba d&iani.
Molekulovd hmotnost hyaluronanu owuije stabilitu &chto systému nejmén Fipravené
nanaastice byly dostate¢ stabilni, ale nebyly schopny paezéni systému udrzet aktivni
hydrofobni latky v jadru. Tyto systémy jsou tedymredynamické a reaguji na sebemensi
zmeény ve slozZeni systému. | dalSi prace Pilgrové a R&i] se zabyva tvorbou natéstic
tvofenych hyaluronanem a kationickym tenzidem Septanexeterakce vdchto systémech
byly studovany pomoci turbidimetrie a stabilita n&siic pomoci dialyzy. Z vysledk
provedenych experimeaintvyplyva, Ze, Ze tvorba agre@atzavisi spiSe na koncentraci
hyaluronanu nez na koncentraci tenzidu (zejména QislcC tenzidu). Dale bylo zji8ho,
Ze agregaty hyaluronan-tenzid jsou dostatestabilni po dobu 48 hodin a unmingi pomalé
uvoliovani tenzidu.

Nasledujicic¢asti této kapitoly budou zaiteny obecsji na charakterizaceiznych typ
polyelektrolytovych komplek s dirazem na vyuZiti metod rozptylu&ia.

Yin a kol. [71] se zabyvaliifpravou polyelektrolytovych kompléxchitosanu a kyseliny
poly(L-glutamové) (PLGA) f rizném pH. Bylo zji&ino, Ze stechiometrie PECs je zavisla
na pH. Progednictvim metody infréervené spektroskopie s Fourierovou transformaci
(FTIR) bylo prokdzano, ze tvorba PECs jeuggbena elektrostatickymi interakcemi
pasobicimi mezi —NH skupinami chitosanu a —COGQkupinami PLGA, interakce mezi
témito dwma polymery jsou id nizkém pH relativé slabé. Pomoci transmisni elektronové
mikroskopie byl zjistn kulovity tvar komplex. Vliv iontové sily na velikost PECs byl
studovan pomoci DLS, kdy velikos@stic PECs je zavisl4d na pH aitdavkem NaCl
se z¥tSuje. PECs maji schopnost bobtnani a jsou cithivé pH; tohoto niize byt vyuzito pi
VYVOji nosku léCiv.

Wu a Delair [72] se podileli nafijpraw a stabilizaci polyelektrolytovych kompléx
hyaluronan/chitosan (HA/CH) za fyziologickych podmik. Tyto PECs nardstice byly
piipraveny jednorazovym iflavkem daného mnoZzstvi hyaluronanu aané molekulové
hmotnosti k chitosanu také ®zné molekulové hmotnosti a stupni acetylace.édhto
piipadech mila molekulovd hmotnost hyaluronanu i chitosanu eyany vliv @i tvorbe
gastic; g pouziti nizké a gedni molekulové hmotnosti chitosanu (2 IPmol? a nizsi)
doSlo ke vznikucéstic o stejné velikosti. V této préaci byla pouZziteetoda SEC-MALS
k uréeni pamérné molekulové hmotnosti a indexu polydisperzitgkg mobilni faze byl
pouzit acetatovy pufr. PECs vykazovaly stabilituwaek po dobu nejménhjednoho nisice
pii 4, 20 a 37 °C. Za fyziologickych podminek doSlfidkulaci ¢astic a naslednk jejich
rozpuséni. Koloidni stabilita byla zrimé zvySena progednictvim interakci se zinkem (l1).
Pomoci DLS bylo zji&no, Ze PECs jsou stabilni ve fosfatovém pufru (p8j gp dobu delsi
nez 35 dni p pokojové teplat. Polyelektrolytovymi komplexy hyaluronan/chitosan
se zabyval také i Kayitmazer a kol. [73]. Pro zka@mifazové separacéchto PECs byly
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pouzity metody jako turbidimetrie, optickd mikroskepDLS a ndteni zeta potencidlu.
V zavislosti na experimentalnich podminkach, nemo& sndsi HA/CH (Cisty roztok)

k interakcim a ani ke koacervaci, flokulaci neb@gipitaci. Na fazové chovani systému
HA/CH mely vliv nasledujici faktory: iontova sila a pH mégdstupé ionizace biopolymer,
délkatretzce (molekulova hmotnost), stupdeacetylace chitosanu a p&ammaboji HA/CH.
Jednim z hlavnich zji&tbi této studie je linearni vztah mezi iontovou ikp stupni ionizace
na z&atku fazové separace HA/CH. VySSi stupdeacetylace chitosanu (vysSi hustota
naboje) a delSi délkeetzce hyaluronanu za konstantni iontové sily usnpdkoacervaci.
ZvySeni turbidity (zékalu) souvisi se gnami ve struktte PECs; toto zjighi bylo potvrzeno
metodou DLS. Poprvé byla koacervace pozorovd&npgmerech nabaj hyaluronan/chitosan
([COOJ/[-NH3"]) mezi 0,09 a 0,46. Mimo tento rozsah byla koaaeev nahrazena
precipitaci. V budoucich studiich se planuje vyiukbacervai HA/CH jako scaffold

v regenerativni medicén DalSi praci zabyvajici se PECs hyaluronan/chitogaclanek,
na kterém se podilel Lalevée a kol [74]. Byly zk@my parametry, které oviiwji proces
tvorby HA/CH komplex, a byl prokazan ipmy vztah vizudlniho pozorovani (k lepsi
kvantifikaci) s DLS a reologickymi viastnostmi PEG&o kontrolu tvorby komplextéchto
dvou biopolymeit byla pouzita metodaifavku NaCl do polyelektrolytového roztoku
k zobrazeni elektrostatickych nabopbou polyelektrolyi. Vlastnosti finalnich komplex
jsou zavislé na molarni hmotnosti a stupni acegylabitosanu stefnjako na zbytkové
koncentraci soli. # zvySeni poniru nabojer=nnus+/Ncoo- (Molarni pordr mezi pozitivnimi
néboji chitosanu a negativnimi naboji hyaluronaseiPECs vyskytovaly ve fognhkoloidnich
suspenzi nebo koaceruatve které formd se budou vyskytovat, zavisi na molekulové
hmotnosti chitosanu. Hyaluronan i chitosan jsounmndpro své zajimavé biologicke
vlastnosti, proto studie a poznani HA/CH sysiéife jednim z hlavnich dil v oblasti
polyelektrolyf.
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4 EXPERIMENTALNi CAST
4.1 Charakterizace materialu

4.1.1 Hyaluronan

Hlavnim pouzivanym materidlem v této diplomové priagl polysacharid hyaluronan
sodny dodavany spafeosti Contipro Biotech s.r.o (Dolni DobkguCeska Republika). Pro
tuto praci byly vybranyit vzorky hyaluronanu aiznych molekulovych hmotnostech.

Tab. 2: Frehled pouzitého hyaluronanu sodného

Material Molekulova hmotnost Sarze CAS
LMW HA 2 8-15 kDa 213-6147 9067-32-7
MMW HA ° 250-450 kDa 230215-E1 9067-32-7
HMW HA ¢ 1400-1600 kDa 181214-4-D1 9067-32-7

aLow molecular weight hyaluronic acid
® Medium molecular weight hyaluronic acid
¢ High molecular weight hyaluronic acid

4.1.2 Tenzidy

Kromé hyaluronanu sodného byly v této diplomové pracuzity také dva kationické
tenzidy (Septonex a CTAB). Tenzid CTAB byl dodamolsgnosti Sigma-Aldrich s.r.o
v podolg bilého prasku. Tenzid Septonex byl dodan spualsti GNB chem, a.s. také
v podolz bilého prasku.

Tab. 3: Fehled pouzitych kationickych tenzid

Tenzid Molekulova hmotnost Sarze CAS
CTAB 364,45 g- mot SLBJ9504V 57-09-0
Septonex 422,28 g-mok S511SEPTO03 10567-02-9

4.1.3 Rozpoustdla
Jako rozpoustlo byla pouZzita demineralizovana voda PureLab HEGA.

32



4.2 Pouzité pristroje

Zetasizer Nano ZS

Stanoveni velikostiastic a zeta potencialu bylo provedeno fatmwji Zetasizer Nano ZS
od firmy Malvern Instruments, ktery byl pouZivarusasré se zapojenym titratorem MPT-2
Multi Purpose také od firmy Malvern Instruments.

SEC-MALS

Stanoveni molekulové hmotnosti bylo provedeno fatqji SEC-MALS. Souasti toho
piistroje je SEC chromatograf, pumpa, odplyrig\eutosampler, UV-VIS detektor a kolona.
Béhem experimerit byly pouzity dva typy kolon: obecna kolona PL agglaOH MIXED
8 um pro n&reni molekulové hmotnosti v rozsahu 6 000 Da az M@0 Da a dale byla
pouzita kolona PL aquagel-OH 30 proéieni molekulové hmotnosti v rozsahu 100 Da
az 60 000 Da. VSechny vySe zrmeé casti gistroje SEC-MALS jsou vyrobeny firmou
Agilent Technologies. Hlavni #iici ¢ast celé SEC-MALS sestavy je tema detektory —
MALS detektor DAWN HELEOS II, diferami viskozimetr VISCOSTAR Il a diferéni
refraktometr OPTILAB T-REX, vyrobené firmou Wyatedhnology.

Termogravimetricky analyzator TGA Q5000
Pro stanoveni obsahu popela a vlhkosti ve vzordigh pouzit termogravimetricky
analyzator TGA Q5000 od firmy TA Instruments.

EURO EA Elemental Analyzer
Pro ugeni elementarniho slozeni vzorkbyl pouzit gistroj EURO EA Elemental
Analyzer od firmy Euro Vector Instruments & Softwar

Analytické vahy

Pro navaZzovaniifslusného mnozstvi tenZid hyaluronan pri ptipraw zasobnich roztak
byly pouzity analytické vahy 224A od firmy DENVERNSTRUMENT. Tyto analytické
vahy, s vazivosti do 220 g, vaziiegnosti na 0,0001 g.

Pro navaZzovani ipsného mnozstvi tenZidpro analyzu SEC-MALS byly pouzity
analytické vahy Sartorius s vazZivosti ré gesetinnych mist ar@snosti na 0,00001 g.
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4.3 Priprava vzorki

Tato kapitola popisuje postugipravy vzorki a zasobnich roztdkpro jednotliva niteni.
Béhem jejich pipravy byly vyuZzity automatické pipetyginé laboratorni sklo a vybaveni.

4.3.1 Priprava zasobnich roztoki pro méreni velikosti¢astic a zeta potencialu

Na analytickych vahach bylo navazentisusné mnozstvi hyaluronanu sodného dané
molekulové hmotnosti, které bylo naslédnrozpuséno v paticném mnozstvi
demineralizované vody v 50 énodmernych baikach. Timto zpisobem byly fipraveny
zasobni roztoky HA o koncentraci 1 g-dma molekulové hmotnosti 1400-1600 kDa,
o koncentraci 2 g-dm a molekulové hmotnosti 250-450 kDa a o koncentfagi dm?

a molekulové hmotnosti 8-15 kDa. Pro dokonalé rozpiidyly takto gipravené roztoky
michany na magnetické micltg po dobu 24 hodin. Hotové zasobni roztoky hyalano
byly uchovavany v ledniciipteplot do 5 °C.

Z&sobni roztoky tenzid (CTAB, Septonex) byly fijpraveny navazenim poZadovaného
mnozstvi daného tenzidu do kadinky, ktera byla magal demineralizovanou vodou jen
z ¢asti, poté byla ponechdna na magnetické niaehapro Uplné rozpudti tenzidu.
Po dokonalém rozpusti tenzidu byl roztok kvantitatien preveden do odsmné baiky
a doplrgn po rysku na pozadovany objem. Roztoky telndhglly ponechany na magnetické
michace minimalg po dobu 12 hodin. Timto apobem byly fipraveny zasobni roztoky
CTAB a Septonexu o koncentraci 20 mmol-énkteré byly ponechanyfp laboratorni
teplot.

Stejnym zfisobem byly fipraveny také z4sobni roztoky hyaluronanu a tenpid srazeci
experimenty. R téchto experimentech bylo vizud&npozorovdno chovani systém
hyaluronan-tenzid.

4.3.2 Pr¥iprava zdsobnich roztoki a vzorkia pro SEC-MALS

Na analytickych vahach bylo navazeno Wwjipané mnozstvi hyaluronanu, které bylo
rozpudkno v demineralizované védv 50 cn? odmeérnych baikach. Timto zpsobem byly
pripraveny zasobni roztoky hyaluronanu o koncent@gidm?® a molekulové hmotnosti
1400-1600 kDa, o koncentraci 4 g-dma molekulové hmotnosti 250-450 kDa
a o koncentraci 10 g-drha molekulové hmotnosti 8-15 kDa. Pro dokonalé ué&pi byly
takto gipravené roztoky michany na magnetické méckapo dobu 24 hodin. VSechny
zasobni roztoky hyaluronanu byly uchovavany v ledui teplo& do 5 °C.

Byly ptipraveny roztoky tenzitl o riznych koncentracich. VZzdy pro dany tenzid byla
stanovena koncenthai fada vztahujici se k hyaluronanu o dané molekulowéthosti (viz.
Tab. 4). Rozsahy jednotlivych koncerdméch fad vychazeji z vysledktitracniho stanoveni
kritickych agreganich koncentraci tenzidv roztocich hyaluronanu @éiznych molekulovych
hmotnostech ziskanych pomoci Zetasizeru Nano Z& @apitola 5.3). Tytofady byly
piipraveny navazenim daného mnozstvi tenzidu na ticiatgh vahach sigsnosti 0,00001 g
do sklerné vialky. Navazené mnozstvi tenzidu bylo rozgngtve 2,5 cridemineralizované
vody, takto pipravené roztoky byly ponechany na magnetické nticgpo dobu minimath
12 hodin.
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Pro konénou gipravu smisnych vzork hyaluronan-tenzid bylo napipetovano 2,5°cm
zasobniho roztoku hyaluronanu do roztoku tenzidygsl&ina koncentrace hyaluronanu
ve vzorcich byla tedy poloti oproti jejich zasobnim roztékn. Fipravené koncentiai
fady vzorki byly ponechany na magnetické miéba po dobu minimakh12 hodin.

Tab. 4: Rehled gipravenych koncentemichrad tenzid pro jednotlivé pouzité HA

Hyaluronan Koncentraéni Fada tenzidi (mmol-dm™)
Vysledna
Typ HA koncentrace CTAB Septonex
(g-dn)
LMW 5 0; 3,5;6;,6,5;,7,7,5,; 8; 8,5 0;2;4,5;5,5;6;6,5;,7; 7,5
MMW 2 0;2,5; 3,5; 4, 4,25,4,5 0;2;35;4;,4,2% 4
HMW 1 0;1;1,5;2;2,25;25 0;1;1,5;1,75; 2; 2,25; 2,5

4.4 Popis nastaveni néieni

4.4.1 Termogravimetricka analyza

U vSech vzorl hyaluronanu byl termogravimetrickou analyzou (TG#Aanoven obsah
popela a vihkosti. Popel udava, kolik vzorek obgamespalitelného anorganického zbytku.
Jeho obsah byl stanoven z vahového ubytku hmiotgplot 550 °C. Vlhkost byla stanovena
z vahoveého ubytkuip110 °C. K provedeni této analyzy bylo feta=3,5 mg vzorku. Obsah
popela a vihkosti v analyzovanych vzorcich je vigddv hmotnostnich procentech.

Obdobr byl stanoven obsah popela i vihkost ré&&mpro pouZzité kationické tenzidy. Pro
provedeni této analyzy bylo geba=3,3 mg CTAB a&7,2 mg Septonexu.

4.4.2 Elementarni analyza

K charakterizaci vybranych vzarkhyaluronanu sodného a tenkidbyla také pouzita
metoda elementarni analyzy, pomoci které byl stamosbsah jednotlivych organickych
prvki ve vzorcich. K provedenéghto experimerit byl pouzit=1 mg vzorku a kazdy vzorek
byl promgten vzdy tikrat. Naméfené hodnoty byly v programu MS Excel @p&rovany.
Zastoupeni obsazenych pitvkve vzorcich je vyjadgino v hmotnostnich procentech.
U kazdého vzorku byl éen obsahé&chto prvki: C, H, N, Sa O.

4.4.3 Méreni na pristroji Zetasizer Nano ZS

Pri kazdém ndfeni bylo napipetovano vzdy 10 @me zasobniho roztoku hyaluronanu
(titrovany roztok) do plastové zkumavky se zavitemmagnetickym michadlem. Tato
zkumavka byla ppevrena k automatickému titratoru Zetasizeru Nano ZSo Mialky byl
pieveden roztok jiz fichystaného tenzidu (titéai ¢inidlo). Tato vialka byla row¥ umistna
do pozice pro titréni roztok na titratoru.

Prostednictvim softwaru fistroje byl nastaven fibéh neieni. VSechny vzorky byly
vytemperovany na 25 °C po dobu 60 8. iastaveni @eni v médu titraceSize and Zeta
Potencialbyly nastaveny titini experimenty, kdy byl roztok hyaluronanu titrow@atokem
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tenzidu. V nastaveni softwaru byla jako materidbr@pna kyselina hyaluronova a jako
rozpoustdlo voda. V kazdém bedanalyzy byly promeny zeta potencial a Zimér
velikosti ¢astic vzdy tikrat. Délka n&feni se odvijela od nastaveni koncefitftho rozmezi
tenzidu hem titr&nich experimerit Nefgasgji bylo toto rozmezi nastaveno od 0
do 7 mmol-drit. Vyjimkou v3ak byla analyza LMW HA, kdy bylo tot@zmezi nastaveno
od 0 do 9 mmol-dii z divodu zjis&ni izoelektrického bodu (IEP), ktery byl detekovan
az nad hodnotami koncentrace 7 mmol-dm

Naméiené hodnoty zeta potencialu a velikostistic z provedenych &eni byly
v programu MS Excel zpmérovany a byly stanoveny jejich snmodatné odchylky. Tyto
odchylky jsou v grafech zobrazeny v podabhybovych Us&ek.

4.4.4 Méieni pomoci SEC-MALS

Pred analyzou pomoci SEC-MALS byly vSechny vzorkyipgavené dle postupu
uvedeného v kapitole 4.3.Zgfiltrovany ges stikackovy filtr s pory o velikosti 0,45 pum.
Vzhledem k molekulové hmotnosti vybraného roztokisetiny hyaluronové byla zvolena
vhodn& kolona. Jako mobilni faze byl pouzit donan sodny o koncentraci 0,1 mol-dm
s pidavkem azidu sodného o koncentraci 5 mmol*dmObjem nastku kazdého
analyzovaného vzorku do systému byl 100a praitok timto systémem byl nastaven
na 0,6 cm za minutu. Jako inkrement indexu lomu byla zad@@nota 0,165 ciag?, ktera
piislusi kyselig hyaluronove. Kazdy vzorek byl pr@tien minimalg trikrat a doba analyzy
jednoho vzorku trvala 60 minut. VSechna r&@ma data byla vyhodnocena pomoci softwaru
Astra 6.1.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Charakterizace pouzitych materiaki

5.1.1 Hyaluronan sodny

Charakterizace pouzitych vzdrkhyaluronanu sodného byla provedena peostictvim
termogravimetrické a elementarni analyzy, coZ jsoetody umo#ujici stanovit obsah
popela, vlhkosti a obsah jednotlivych organickyclkgr ve vzorcich. Pro charakterizaci
hyaluronanu byla row vyuZita metoda SEC-MALS, kterou byly ¢eny molekulové
hmotnosti studovanych vzairk Vysledné chromatogramy jsou uvedeny iNgze této
diplomové prace. Z chromatograrne patrné, Ze nejkratsi ¢hi cas ma vysokomolekularni
hyaluronan, nejdéle byl v kol¢readrZzovan nizkomolekularni hyaluronan a ma tedget&
elueni ¢as. Toto potvrzuje separaci molekul na kélgodle molekulového sita. Vysledky
z pouzitych metod jsou shrnuty v Tabulce 5 a Tabélc

Tab. 5: Charakteristika pouzitych vzdrkyaluronanu sodného

Molekulova hmotnost

Materiél (kDa) VIhkost (hm.%) Popel (hm.%)
LMW HA 7,0+0,3 9,03 34,85
MMW HA 258+9 6,34 35,23
HMW HA 7107 10,68 33,56

Tab. 6: Zastoupeni jednotlivych pivike vzorcich hyaluronanu sodného

Zastoupeni vybranych prvki (hm.%)

Hyaluronan
C H N S ]
LMW 36,336 6,280 2,810 0 10,694
MMW 38,763 6,794 3,020 0 9,854
HMW 36,600 6,288 2,858 0 10,014

Ve vzorcich byl nejvic zastoupen uhlik. Druhé &8 zastoupeni patkysliku, ktery je
sowasti funknich skupin hyaluronanu (hydroxylova, karboxylokétonicka). Ve vzorcich
se nachazi také dusik, ktery je &sti hyaluronanu jako amidova fumk skupina.

5.1.2 Tenzidy

Obdobré jako v gipadt hyaluronanu byly i pouzité tenzidy charakterizoyan
prostednictvim TGA (stanoveni obsahu popela a vlhkoatielementarni analyzy pro
stanoveni obsahu jednotlivych pivky tenzidech. Ziskané vysledky jsou zaznamenany
v Tabulce 7.
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Tab. 7: Vysledky TGA a elementarni analyzy

Obsah vihkosti I
Zastoupeni vybranych prvki (hm.%) sah vihkostl a popela

Tenzid (hm.%)
C H N S @] VIhkost Popel
CTAB 66,990 11,219 3,622 0 18,199 0,05 0
Septonex 60,507 11,045 3,089 0 25,330 0 0,03

Opct i vtenzidech byl nejvice zastoupen uhlik, drutegwtsi zastoupeni patkysliku
a teti vodiku. Ve vzorcich byl detekovan také dusikerk je sodasti vybranych
kationickych tenzid ve forme kvartérniho dusikového atomu.

5.2 Srazeci experimenty

Pii srazecich experimentech bylo postupovano tak, dde piihledné vialky byly
napipetovany 2 cihyaluronanu o iiisludné koncentraci a molekulové hmotnosti&itb
2 cn? bylo napipetovano takové mnozstvi 20 mmol-tHienzidu, aby konma koncentrace
tenzidu v roztoku odpovidalargem ugené koncentraci (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 mmol-m
Vialky byly uzaweny, pélivé protepany, chvili ponechéany a vizuélpozorovany.

Po @idavku tenzidu do hyaluronanu doslo vzdy k zakatemnioku. V rgkterych gipadech
bylo pozorovano nejen zakaleni, ale i vznik srazgnolné se vznasejici v roztoku. V tomto
piipadt vznik srazeniny detekuje agregaci v systému. Byk@ vypozorovano, ze se vznikem
sraZzeniny ubyva zakalu a roztokephazi v transparentni. U sysitemyaluronan-CTAB byl
pocatek agregace vizualndetekovan lépe, zigodu vytvaeni dolde viditelné srazeniny.
U systéni hyaluronan-Septonex byld&etelna pouze zéma zakaleni a tvorba sraZzeniny byla
odhalena az velmi gBvym pozorovanim. U systému nizkomolekularniho lbhy@nanu
se Septonexem se vizualmepodélo agregaci detekovat. Vhodné koncettriarozmezi
Septonexu pro detekci agregace bylo nalezencslagnb titra&nich experimerit V tabulce 8
jsou zaznamenany koncernind rozsahy tenzitl pii kterych dochazi k agregaci v systému
s hyaluronanem.

Tab. 8: Koncentrace tenzigyi agregaci zjis&¢n& pomoci srdZzecich experimgnt

Hyaluronan Koncentrace tenzidu @i agregaci (mmol- dn13)
T Koncentrace CTAB Septonex
P (g-dm?) i
LMW HA 5 6-8 -
MMW HA 2 3-5 4
HMW HA 1 2-3 2-3

Obrazek 17 fedstavuje d¥ fotografie pdizené Bhem srazecich experiméntObs dveé
fotografie zachycuji systém hyaluronan-tenzidicgmz Obrdzek 17 a) zobrazuje systém
hyaluronan-Septonex a Obrazek 17 b) hyaluronan-CT¥dprvni pohled je viditelny rozdil
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mezi €mito systémy, a to v jejich zakaleni a obsahu sia¥e Jak jiz bylo zmi#no, u vzork
hyaluronan-Septonex bylo obtizné detekovat agregadi potvrzuje Obrazek 17 a), kde Ize
pozorovat zakaleny roztok a nepatrné n¢dleti srazeniny umé na vialce. Na Obrazku 17 b)
u systému hyaluronan-CTAB jsou patrné velké arelolditelné kousky srazeniny van
se vznasejici v roztoku.

Obr. 17: a) Systém hyaluronan-Septonex zobrazujéiné zakaleni
b) Systém hyaluronan-CTAB zobrazujici transparemuiztiok se srazeninou

VySe uvedené srazeci experimenty byly provedenyilemc nalézt vhodny rozsah
koncentraci tenzidpro nasledujici titini méreni provedené na'stroji Zetasizer Nano ZS.

5.3 Meéreni velikostic¢astic, zeta potencialu a indexu polydisperzity
Tvorba polyelektrolytovych kompléx byla nésled& sledovdna mienim Z-ptiméru
velikosti ¢astic, zeta potencialu a indexu polydisperzity (Ri@imoci titr&nich experimerit
Tato metoda je velice citliva naitomnost velkychiastic (agregaél) a umozuje stanovit
prvopa:ateini agregaci systému v zavislosti riédavku tenzidu.

5.3.1 Titrace sledujici velikostéastic a zeta potencial

Byly provedeny titrani experimenty, kdy k roztoku hyaluronanu byl ttéo roztok
tenzidu. Byl pouzit hyaluronan dech molekulovych hmotnostech. Titrace hyaluronanu
s vybranym tenzidem byly opakovany nejradiikrat. Na Obrazku 18 je znazeém piiklad
ziskané titrani kiivky hyaluronanu o $edni molekulové hmotnosti a koncentraci 2 g-im
a kationického tenzidu Septonexu o koncentraci Bbhdnm3,
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Obr. 18: Titrace MMW HA (2 g-dif) Septonexem (20 mmol-thy zavislost Z-pimeru
velikosticastic a zeta potencialu na koncentraci tenzidu

Z nantienych hodnot byla sestrojena zavislost @amiru velikosti ¢astic (nm) a zeta
potencitalu(mV) na koncentraci tenzidu (mmol-df Jako prvni metoda pro vyhodnoceni
titracnich Kivek byla vybrana metoda 2fimek. Z Obrdzku 18 jeigjme, Ze k velkému
narstu velikosti ¢astic dochazi fiblizné pii koncentraci 4,3 mmol-did Septonexu
v systému. Pro deni gesné koncentraceripkritické agregani koncentraci byly vybrany
vhodné body fed a po detekované agregaci v systému, kteroudkmstifikovat na zaklas
skokoveého ndistu Z-paiméru velikosticastic hyaluronanu v éteném vzorku. Tato zavislost
je predstavovana dwna gimkami s rozdilnymi sgrnicemi. Prvni pimka odpovida
koncentraci tenzidu pod CAC, druhd&impka zase nad CAC. Pro zjigf hodnoty CAC
tenzidu vroztoku r¥eného hyaluronanu byla pouZzita metodaisptiku dvou rovnic
regresnich fimek, které byly prolozeny @¢ma linearnimi Useky zavislosti velikostastic
na koncentraci tenzidu (prvnfimka ged agregaci, druha po agregaci). VSe bylo provedeno
v programu MS Excel.

Vyhodnoceni bylo také provedeno piesinictvim programu Origin 7.5 zacelem
nalezeni koncentrace tenzidii @AC. Z nangfenych dat byla sestrojena zavislost Zrru
velikosti¢astic na pidavku tenzidu. Z derivace tétoky byla zjiS€na hodnota CAC.

Treti zpisob ziskani hodnoty CAC vychazi zieni zeta potencialuéhem titra&nich
experimeni. Pridavkem kationického tenzidu k zapérmabitému hyaluronanu postupn
dochéazelo ke snizovani absolutni hodnoty zeta pi@tensystému k nule, coz je hodnota tzv.
izoelektrického bodu. Z porovnani tiérdch kivek ziskanych pro detekci Z{mnéru
velikosti ¢astic a zeta potencidlu jeéegmé, Ze pokles absolutni hodnoty zeta potencilu j
provazen rychlou agregaci systému. Z toliwodiu byla stanovena hodnota IEP pouZita p
vypoctu CAC jednotlivych systéinhyaluronan-tenzid.
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Z Obrazku 18 lze Wist, Ze z pdatku titrace zeta potencial systému hyaluronanidenz
nabyva vysoce zapornych hodnot az —43 mV, avSakogaZeni |IEP systénigthazi zdchto
hodnot k hodnotam kladnym, a to 12 mV. V tomtéippd je moZznéfici, Zze systém
po dosazeni izoelektrického boditephazi ze stabilniho stavu do nestabilniho stavu.

Z nantienych hodnot byl sledovan také index polydisperzigyo ktery je typicke,
Ze se zvySuje s rostouci heterogenitou systémyslédki bylo zjisS€no, Ze tento indexipd
dosaZzenim kritické agregai koncentrace nabyva nizkych hodnot a po dosak&oi
koncentrace naésta.

VSechna nagfena data z titkmich experimerit byla zpracovana a vyhodnocena vySe
popsanych zjsobem. Byly stanoveny hodnoty kritické agrégjakoncentrace pro jednotlivé
systémy hyaluronan-tenzid. Tyto hodnoty jsou zobngzy Tabulce 9.

Tab. 9: Vysledné CAC kompielyaluronan-tenzid

Kriticka agregaéni koncentrace (mmol- dn)

Material CTAB Septonex
LMW HA 6,925+0,728 6,247+0,640
MMW HA 4,328+0,427 4,229+0,148
HMW HA 2,668+0,659 2,505+0,339

Z vysledki je Zejmé, Ze se zvysujici molekulovou hmotnosti hyalaru se sniZuje CAC;
to plati pro oba zkoumané systémy (hyaluronan-CTéByaluronan-Septonex). ideme
také fici, ze vysledné hodnoty CAC ziskané titrami experimenty jsou v souladu
s rozmezimi koncentraci, kdy dochéazelo k agregacirki béhem srdZecich experimént
(kapitola 5.2). Stanovena hodnota kritické agéegakoncentrace LMW HA je vySSi
u systému s tenzidem CTAB nez v systému se Sepeamei) vzorkk HMW a MMW HA
jsou stanovené hodnoty CAC pro oba tenzidystéatozné.

Tab. 10: Index polydisperzity (PDdistych vzork HA a pi kritické agregani koncentraci

Index polydisperzity (-)

Material Nepiitomnost tenzidu CAC
Cisty vzorek HA CTAB Septonex
LMW HA 0,421+0,049 0,977+0,042 0,984+0,038
MMW HA 0,360+0,012 0,986+0,034 0,956+0,082
HMW HA 0,325+0,038 0,983+0,041 0,936+0,100

Ziskané hodnoty indexu polydisperzity z provedentith¢nich nefeni byly v programu
MS Excel zpimérovany a byly stanoveny jejich snodatné odchylky. Tyto hodnoty jsou
uvedeny vySe v Tabulce 10. Z vyslédkeéreni je Zejmé, Ze se hodnoty PDI u vzéréistého
hyaluronanu pohybuji v rozmezi cca 0,33 az 0,48z hodnoty PDI systéirhyaluronan-
tenzid se fi CAC blizi k 1.
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Z vysledki ziskanych titranimi experimenty se odvijela nastaveni nasled@falyzy
pomoci SEC-MALS. Koncenttai fady jednotlivych vzork analyzované na SEC-MALS
byly zvoleny tak, aby vzdy v kaZzdéad: vétSina analyzovanych vzaik obsahovala
koncentrace tenzidpredchazejici CAC (4—6 vzoik predposledni vzorek v kazdads pak
byl pripraven v poniru odpovidajici CAC a posledni vzorekack byl vzdy €sné za CAC.

5.3.2 Titra ¢éni kiivka filtrovaného vs. nefiltrovaného hyaluronanu stenzidem

Kromé¢ klasickych titr&nich experimerit bylo rovréz porovnavano, jestli je nutné
studovany systém filtrovat‘ed samotnou analyzou na Zetasizeru Nano ZS. \C&&tb prace
byla pro vybrany vzorek MMW HA porovnavana ziskat@a pro nefiltrovany vzorek HA
s mefenim, ve kterém byl hyaluronatiegl titraci pefiltrovan ges stikackovy filtr (pory 0,45
um). Z nangrenych hodnot bylo zji8ho, Ze filtrace hyaluronanu nemé na agregaci adtadn
CAC Zadny efekt. Vysledky tohoto &feni jsou v souladu g@dchozimi provedenymi
titracnimi experimenty, kdy hyaluronan nebykfiltrovan.

IEP 4,36 mmol-dm3
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Obr. 19: Titrace filtrovaného a nefiltrovaného MMKWA (2 g-dri®) tenzidem CTAB
(20 mmol-dn?), zavislost Z-pimeéru velikostic¢astic a zeta potencidlu na koncentraci
tenzidu

Na Obrazku 19 jsou zobrazeny tind kiivky nefiltrovaného a filtrovaného hyaluronanu
titrovaného tenzidem CTAB, kterérquistavuji zavislost Z-pméru velikosti ¢astic (nm)
a zeta potencital(mV) na koncentraci tenzidu (mmol-df Legenda s popiskem obsahujici
(F) nalezi filtrovanému hyaluronu. Lze ¥id Ze po dosazeni koncentrace 4 mmolidm
tenzidu v systému dochézi k fdtu velikosti ¢astic. Prag pii této koncentraci CTAB
dochazi k agregaci v obou systémech. Titrekiivky, zobrazujici zavislost zeta potencialu
na koncentraci tenzidu, jsou téirtotozné pro oba systémy #ephazeji ze zapornych hodnot
do kladnych. S nastajicim objemem (tedy i koncentraci) tenzidu éysi hyaluronan-
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tenzid pechazi systém ze stabilniho stavu do nestabilnftavus Bthem titr&nich
experimeni byly detekovany izoelektrické body odpovidajiciavému naboji naetézcich
hyaluronanu. Z nastenych hodnot byly vypoitdny gesné koncentrace tendigii CAC,
pomoci metody dvouifmek v programu MS Excel a préstinictvim programu Origin 7.5,
které jsou uvedeny v Tabulce 11.

Tab. 11: Vysledky titnich experimeritfiltrovaného a nefiltrovaného hyaluronanu s CTAB

Koncentrace tenzidu i CAC (mmol-dm™)

Hyaluronan Metoda 2 pfimek Origin
IEP (mmol-dm™) _
(Z-average) (derivace)
MMW HA 4,36 3,92 3,99
MMW HA (F) @ 4,87 3,91 4,00

afiltrovany hyaluronan sodny

5.4 Analyza polyelektrolytovych komplexi metodou SEC-MALS

Také metoda SEC-MALS byla vyuZita ke stanovenidi# agregaéni koncentrace tenzid
v systémech hyaluronan-tenzid. Nastaveni této apadg odvijelo z vysledk které byly
ziskany z provedenych titmaich experimerit

Vystupem z analyzy jednotlivych vzarlbyl vzdy chromatograficky signal, ktery byl dale
zpracovan v programu Astra 6.1. Na Obrazku 20 ja@zamen ziskany chromatograficky
signal, zavislost molekulové hmotnosti (Da) nacelm ¢ase (min), paftci hyaluronanu
stredni molekulové hmotnosti, ktery je kolonou wWguan mezi 10. az 17. minutou. Krém
chromatogramu je na Obrazku 20 zobrazena téiké&a odpovidajici nagfené molekulove
hmotnosti a jeji distribuci podél piku daného vzork
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Obr. 20: Chromatogram MMW HA, zavislost molekulbrétnosti na elinim case

Z nantienych dat ziskanych metodou SEC-MALS byly vyary nasledujici Tabulky 12
a 13. Tabulka 12 obsahuje dat#sfuSejici systému hyaluronan-CTAB a Tabulka 13abhbge
data pisluSejici systému hyaluronan-Septonex. Naleznemiehvvelciny jako molekulova
hmotnost, gyréni polon®r, polydisperzita, detekovana hmotnost a konfamh&oeficient.
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Tab. 12: Hodnoty ziskané analyzou SEC-MALS, sysyéiaronan-CTAB

HA CTAB
Koncentrace Molekulova Polydisperzita Gyrac? ! Detekovana Konformaéni
Typ (mmol-dm-3) hmotnost ©) polomér hmotnost koeficient ()
(kDa) (hm) (19)
0,0 7,20+0,34  1,030+0,031 8,5+2,0 443,5+76,4 0,430+0,014
3,5 5,26 +0,13  1,026+0,023 7,5+0,6 329,5+26,8 0,418+0,000
6,0 4,40+0,12  1,028%0,019 6,6+1,5 257,7+32,9 0,415+0,007
LMW 6,5 4,19+0,04 1,025%0,016 6,4+0,5 226,0+23,4 0,390+0,014
HA 7,0 4,06£0,05 1,026+0,016 12,9+3,7 217,5+20,9 0,400+0,000
7,5 3,94+0,14 1,016+0,014  13,3%1,2 189,0+4,2 0,395+0,007
8,0 3,70+0,12  1,042+0,012 16,1+7,0  215,9+4,4 0,395+0,007
8,5 3,65+0,06 1,034+0,024 20,5+5,2 199,1+15,3 0,385+0,007
0,00 259,7+£12,5 1,042+0,017 60,6+1,1 159,9+6,2 ®0/021
2,50 172,643,0 1,2004£0,041 48,0+1,6 104,0+3,8 40331
MMW 3,50 117,947,3 1,182+0,049 37,2+2,1 60,0+9,0 0,00521
HA 4,00 107,947,2 1,502+0,151 35,6+4,0 31,7+8,9 0,02337
4,25 145,4+7,7 1,596+0,058 37,2+2,4 15,845,5 0,04042
4,50 246,4+16,4 1,861+0,226 55,6+7,4 11,546,2 Qt695H6
0,00 731,2+20,8 1,040+0,029 106,3+2,7 91,8+4,3  0,470+0,099
1,00 706,6£13,1 1,048+0,023 101,5+1,2 59,0+2,4 0,470+0,014
HMW 1,50 691,2+13,0 1,105+0,114  93,2+6,0 44,2+3,4  0,460£0,021
HA 2,00 652,5+13,1 1,206+0,130 89,5+2,1 29,1+3,2  0,440+0,057
2,25 645,846,4 1,477+0,165 84,7+0,8 21,5+1,4  0,465+0,021
2,50 964,2+75,2 1,883+0,031 194,9+435 4,2+1]1 0,71540,134
Tab. 13: Hodnoty ziskané analyzou SEC-MALS, sysyataronan-Septonex
HA Septonex
Koncentrace Molekulova Polydisperzita Gyrac? | Detekovana Konformaéni
Typ (mmol-dm-3) hmotnost ©) polomér hmotnost koeficient (-)
(kDa) (hm) (H9)
0,0 6,94+0,34 1,004+0,003  4,1+2,7  358,4+11,7 0,605%0,021
2,0 5,80+0,10 1,007+0,003  4,7+3,5 352,846,4 0,480+0,014
4,5 4,83+0,10 1,006+0,001  4,7#4,1 278,9+3,7 0,435+0,021
LMW 5,5 4,53+0,05 1,008+0,002  4,4+3,8 248,6+4,8 0,445+0,007
HA 6,0 4,40+0,08 1,019+0,021  3,646,2 235,2+3,5 0,430+0,014
6,5 4,03+0,08 1,007+0,001 10,6+1,6 197,5+9,6 0,415%0,007
7,0 3,83+0,05 1,043+0,009 15,6+6,0 240,5+11,6 0,405%0,007
7,5 3,7340,05 1,028+0,013 20,4+4,6 213,8+18,2 0,390+0,014
0,00 256,2+4,0 1,04040,016 61,0+0,8 152,6+12,0 @08820
2,00 169,0+1,9 1,103+0,014 49,0+0,9 113,045,1 G+08Y15
MMW 3,50 104,5+4,8 1,159+0,051 33,6+1,0 38,0+1,1 0,05046
HA 4,00 84,5459 1,225+0,019 31,4+3,1 26,6+3,1 0,4372D
4,25 111,2+25,8 1,331+0,052 35,5+3,9 18,5+4,1 G:b7@8
4,50 245,3+£27,9 1,484+0,149 50,3+4,4 9,8+3,1 0, 01®a4
0,00 729,3+£27,7 1,050+0,026 106,0+2,8 91,2+4,7  0,470+0,017
1,00 688,1+17,3 1,093+0,069 101,4+4,7 59,044  0,435%0,026
HMW 1,50 646,0+21,3 1,087+0,005 94,6+0,3 31,9+0,0 0,425+0,021
HA 1,75 619,1+0,2 1,268+0,029 91,3+1,5 25,8+3,1  0,425+0,035
2,00 581,3+8,6 1,389+0,142  89,4+5,8 15,6+2,6  0,417+0,025
2,25 997,7+120,7 2,021+0,092 131,6+12,9 1,3+0,7 0,645+0,092
2,50 231,0+35,5 1,206+0,117 129,0+20,2 0,9+24 0,590+0,255
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Z vySe uvedenych hodnot v Tabulkdch 12 a IZemefici, Ze se zvysujici koncentraci
tenzidu v systému hyaluronan-tenzid klesa molelklullomotnost a gytai polongr, zatimco
roste polydisperzita systémuti Plosazeni CAC jiz dochazi k agregaci celého systénz
se projevi v pozorovaném skokovém usin molekulové hmotnosti a gyr@ho polongru.
Za bodem CAC jiz nebylo mozné tyto hodnoty analypvprotoZze s nefiSi
pravdpodobnosti celd zagregovakst systému byla zachycena na filtiupggipraw vzorka
na meeni. Vyjimkou je vSak LMW HA,; udchto vzorki nebyla pozorovana zadné skokova
zména molekulové hmotnostichem analyzy. Z tohoto lze usuzovat, Ze agregacers§s
LMW HA-tenzid probiha jinym zfisobem neZ u ostatnich pouzitych vAotikyaluronanu.
NejspiSe je to zidvodu kratSihaettzce LMW HA a jiného zfisobu vazani tenzidu na tento
fettzec. CAC systému LMW HA-tenzid byla tedycana ze skokového nitu hodnoty
gyraniho polongru. Vyvoj zmen chromatografickych signélimeérenych vzork v zavislosti
na koncentraci CTAB je uveden na ukazkovém vzossiésnu MMW HA-CTAB v giloze
diplomové prace. Déle je mozné pozorovat kontinudlyitek detekované hmoty ve vzorcich
béhem celé analyzy. fBd kazdou analyzou byly vzorky vzdyefiltrovany a s nej§tsi
pravdpodobnosti doSlo k tomu, Ze zagregovaw@dt systému byla zachycena na filtru,
a proto byl khem analyzy detekovan na koncetian detektoru tento Ubytek hmoty.
Z tohoto Ize usoudit, Ze interakce mézitzcem hyaluronanu a tenzidem probihaji postupn
tedy agregace systému probiha kontini&@mostouci koncentraci tenzidu a predhictvim
filltrace @i pripraw vzorka byly vzniklé agregaty postupn odfiltrovany. Z hodnot
konformanich koeficieni pro ¢isty hyaluronan lzetici, Ze ¢isty hyaluronan zaujima
konformaci ndhodného klubka. éBem analyzy dochazi praygbdobr ktomu, ZzZe
s pridavkem tenzidu se tato konformace postupreéni, zmenSuje se a stava se vice
kompaktni. U systému LMW HA-tenzid se wipghu analyzy konformace remeni
z ndhodného klubka prakticky az do konformace hée [75]. Vyvoj zngén konform&nich
diagramii m¢fenych vzork v zavislosti na koncentraci CTAB je uveden na Uk&Em
vzorku systému MMW HA-CTAB v filoze této diplomové préace.

Byla sestrojena zavislost namné molekulové hmotnosti (kDa) jednotlivych
analyzovanych vzoik na koncentraci tenzidu (mmol-dih a zaroveé zavislost stanovené
hmotnosti materialu p@) v jednotlivych analyzovanych vzorcich tak, jakleb stanovena
koncentranim detektorem (dRI), také v zavislosti na koncaeittenzidu (mmol-dmd), viz
Obrazek 21. Natomto obrazku Ize pozorovat pokledekulové hmotnosti se virstajici
koncentraci tenzidu v systému. AvSak dos&hne-litésys CAC (v tomto fpads pii
koncentraci 4,25 mmol-difhitenzidu v systému), dochazi ke skokovémuastar molekulové
hmotnosti. Zarowe Ize na Obrazku 21 pozorovat kontinualni Ubytekeki@¢gané hmoty
ve vzorcich Bhem celé analyzy. Ztohoto Ize usoudit, Ze intezakoezi rettzcem
hyaluronanu a tenzidem probihaji postipntedy agregace systému probiha kontiraln
s rostouci koncentraci tenzidu.
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Zavislost molekulové hmotnosti a hmoty na koncenteamzidu

VSechna nagiena data byla zpracovana a vyhodnocena. U vSedkivhyaluronanu
se podélo analyzou SEC-MALS uit CAC systéni hyaluronan-tenzid. Vysledné hodnoty
CAC ziskané analyzou SEC-MALS jsou uvedeny v Tabuld a shoduji se s hodnotami
ziskanymi z pedchozich srazecich a titrdch experimert (viz kapitola 5.2 a 5.3).

Tab. 14: Hodnoty CAC systérhyaluronan-tenzid

Kritickd agregaéni koncentrace (mmol-dm?®)

Material CTAB Septonex
LMW HA 7,00 6,50
MMW HA 4,25 4,25
HMW HA 2,50 2,25

5.5 Porovnani vysledk z pouzitych metod

V této kapitole jsou porovnany a diskutovany hognktitické agregéni koncentrace
tenzidi v systémech hyaluronan-CTAB a hyaluronan-Septordgkané titranimi
experimenty pomociifstroje Zetasizer Nano ZS a analyzou SEC-MALS.

Pro porovnani vysledkziskanych vybranymi metodami rozptylu¢da byly sestrojeny
zavislosti koncentrace tenzidu v CAC (mmol-dma molekulové hmotnosti hyaluronanu
(kDa). Tyto zavislosti jsou zobrazeny na Obrazku Q& metody potvrzuji, Ze se zvysujici
se molekulovou hmotnosti hyaluronanu klesd CAC plati pro oba zkoumané systémy
hyaluronan-CTAB i hyaluronan-Septonex. Lze tdia, Ze vysledné hodnoty CAC ziskané
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titracnimi experimenty jsou v souladu s hodnotami CACkaig analyzou SEC-MALS.
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Obr. 22: Zavislost koncentrace tenzidu v CAC nagkdbvé hmotnosti HA
Pomoci vybranych metod se pditta u vSech vybranych systémhyaluronan-tenzid
stanovit CAC. Vysledné hodnoty CAC ziskaignymi metodami rozptylu $tla se shoduji.

Lze tedyiici, Ze pouzité techniky rozptylu &la se ukazaly jako vhodné pro charakterizaci
tvorby polyelektrolytovych komplekv systému hyaluronan-tenzid.

a7



6 ZAVER

Tato diplomova prace je za&iena na vyuziti metod rozptylu &la (dynamicky,
elektroforeticky a staticky) ip studiu tvorby polyelektrolytovych kompléxv systému
biopolymer-tenzid. Jejim cilem je vyuZit a optirzalat zmigné metody pro &ely
charakterizace tvorbyt¢hto komplex.

K charakterizaci pouzitych matenial byly pouzity metody termogravimetrické
a elementarni analyzy. U vSech vaorkyl stanoven obsah popela a vihkosti a obsah
jednotlivych organickych pruk

Jako prvni byly provedeny srdZeci experimenty thlgdnych vialkach pro vizualni
pozorovani fipravenych systétn hyaluronan-tenzid. U systémhyaluronan-CTAB byl
pocatek agregace lépe vizudlnletekovan, zivodu vytvaeni dolie viditelné srazeniny,
zatimco u systétn hyaluronan-Septonex bylareteln4 pouze zéma zakaleni a tvorba
srazeniny byla odhalena az velice pozornym pozarowa Pomoci &chto jednoduchych
srazecich testbyly nalezeny koncenttai rozsahy tenzitlpro nasledujici titrni meteni.

Tvorba polyelektrolytovych kompléx byla po pedchozich experimentech sledovana
meifenim  Z-paiméru  velikosti ¢astic, zeta potencialu a indexu polydisperzity pomo
titracnich nefeni provedenych narigtroji Zetasizer Nano ZS. Z namenych hodnot zeta
potencialu bylo zji&no, Ze systém po dosazeni IEPeghézi ze stabilniho stavu do
nestabilniho stavu. Byly stanoveny hodnoty CAC jeanotlivé systémy hyaluronan-tenzid,;
se zvysujici molekulovou hmotnosti hyaluronanurs2uge CAC, to plati pro oba zkoumané
systémy (hyaluronan-CTAB i hyaluronan-Septonex). Seotge PDI, jeho hodnoty dnem
titracnich experimerit postup® rostly od pdatenich 0,3-0,4 pro roztokycistych
hyaluronaii k hodnotam blizkym 1ip CAC jednotlivych systérin coZz naznéuje vyrazny
rast avyraznou heterogenitu temych polyelektrolytovych kompléx pii CAC. Byly
provedeny i titréni experimenty, kdy byl hyaluronartga nerenim gefiltrovan, ale filtrace
hyaluronanu nema Zzadny efekt na agregaci a hod@AC. Ze ziskanych vysledk
se odvijela nastaveni nasledujici analyzy SEC-MALS.

Metodou SEC-MALS byly stanovenyigsné molekulové hmotnosti pouZzitych vabrk
hyaluronanu. Row¥ byl studovan a popsan vliviigavku obou pouzitych tenzidna
stanovenou molekulovou hmotnost, gyra polomér a tvar vznikajicich kompleix pied
av CAC. Ri dosaZzeni CAC jiz dochézi kagregaci celého systémoZz se projevi
v pozorovaném skokovém ri&tu molekulové hmotnosti a gyr@iho polongru. Vyjimkou
vSak je LMW HA; u &chto vzorki neni pozorovana zadné skokovééman molekulové
hmotnosti Bhem analyzy. Z tohoto lze usuzovat, Ze agregactrsysLMW HA-tenzid
probiha jinym zpisobem neZ u ostatnich pouzitych vZorkyaluronanu. NejspiSe je to
z davodu kratSihaettzce LMW HA a jiného zfisobu vazani tenzidu na teritettzec. CAC
systéemu LMW HA-tenzid byla dena pouze ze skokového @stu hodnoty gyréniho
poloméru. | analyzou SEC-MALS bylo potvrzeno, Ze se zyigdumolekulovou hmotnosti
hyaluronanu se snizuje CAC; to platiéogpro oba zkoumané systémy hyaluronan-CTAB
a hyaluronan-Septonex.

Na zavr lze fici, ze vysledné hodnoty CAC ziskanemymi metodami rozptylu stla
se shoduji. Pouzité techniky rozptylwa se ukazaly jako vhodné pro charakterizaci tyorb
polyelektrolytovych komplek v systému hyaluronan-tenzid. Vysledky této pracdou byt
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vyuzity pro dalSi nastaveni optimalnich p@in obou latek § tvorbé hydrogelovych
noscovych systém na bazi hyaluronanu a kationickych terizaloptimalizaci jejich fipravy
pro Wely navazujiciho aplikovaného vyzkumu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

8.1 Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

HA kyselina hyaluronova (hyaluronic acid)

CTAB cetyltrimethylamonium bromid

SEC-MALS Size Exclusion Chromatography-Multi Angle Light 8eaing

DNA kyselina deoxyribonukleova (deoxyribonucleic acid)

TGF transformujici stovy faktor (transforming growth factor)

MRNA mediatorova kyselina ribonukleova (messenger riblemiacid)

PDGF rastovy faktor odvozeny z krevnich desk (plateret derived
growth factor)

EGF epidermalniiistovy faktor (epidermal growth factor)

CD44 receptor HA glykoproteinové povahy vyskytujici sa povrchu
bungk

RHAMM receptor pro HA zprostdkovavajici bugnou mobilitu (receptor
for hyaluronan mediated motility)

LYVE-1 receptor vyskytujici se na povrchu endotelovychékugmfatické
tkarg (lymphatic vessel endothelial HA receptor-1)

HARE HA receptor pro endocytdézu (hyaluronan acid reaeptor
endocytosis)

PAL povrchow aktivni latka

CMC kriticka micelarni koncentrace (critical micelleno@ntration)

SDS dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)

PE polyelektrolyt (polyelectrolyte)

PES-C polyelektrolyt-surfaktant komplex (polyelectrolysefactant
complex)

CAC kriticka agregaéni koncentrace (critical aggregation concentratiton)

NaCl chlorid sodny (sodium chloride)

PECs polyelektrolytové komplexy (polyelectrolyte compéesy

DLS dynamicky rozptyl sétla (dynamic light scattering)

QELS kvazielasticky rozptyl sstla (quasielastic light scattering)

PCS fotonova korelani spektroskopie (photon correlation spectroscopy)

LDV laserova dopplerova velocimetrie (laser doppleociatetry)

dVviIS diferertni viskozimetr (differential viscometer)

dRlI diferercni refraktometr (differential refractive index detiar)

H NMR nuklearni magneticka rezonance (nuclear magnetanence)

TTAB tetradecyltrimethylamonium bromid

BKC benzalkonium chlorid (benzalkonium chloride)

PLGA kyselina poly(L-glutamova) (poly(lactic-co-glycojiacid)

FTIR infratervena spektroskopie s Fourierovou transformaciurfeo
transform infrared spectroscopy)

HA/CH komplex hyaluronan/chitosan (hyaluronate/chitosammex)
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LMW
MMW
HMW
UV-VIS

TGA
CAC
IEP
PDI

8.2 Seznam symbai

Symbol
Da

g

kg
dm?®
MDa
mg
cm’
K

°C

o
mmol
9(7)

®H > 40T
T

@

NS x o

3
<

o

= >R

nizk& molekulovd hmotnost (low molecular weight)

stredni molekulova hmotnost (medium molecular weight)

vysok& molekulova hmotnost (high molecular weight)
ultrafialové a viditelna oblast elektromagnetickéipektra
(ultraviolet-visible)

termogravimetricka analyza (thermogravimetric asialy

kritick& agregani koncentrace (critical aggregation concentration)
izoelektricky bod (isoelectric point)

index polydisperzity (polydispersity index)

Nazev veltiny
dalton
gram
kilogram
decimetr krychlovy
megadalton
miligram
centimetr krychlovy
kelvin
stupea Celsia
stupei ionizace
milimol
autokorelé&ni funkce
intenzita rozptyleného stla
cas
difuzni koeficient
rychlost poklesu korelace
velikost rozptylového faktoru
Ludolfovo ¢islo
vinova délka dopadajiciho &la ve vakuu
index lomu disperzniho prasdi
Uhel rozptylu
hydrodynamicky pimeér ¢astic
Boltzmannova konstanta
absolutni teplota
viskozita disperzniho prasdi
zeta potencial
milivolt
intenzita dopadajiciho &tla
polarizovatelnostastice
vinova délka
polomgr ¢astice
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piebyt&nd intenzita rozptyleného &la

opticka konstanta

koncentrace

molekulova hmotnost

komplexni funkce ahlové zavislosti na rozptylenértle
druhy virialni koeficient

kilodalton
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Molar Mass (g/mol)

9 PRILOHY
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Priloha 1: SEC-MALS, Molekulova hmotnost a chromatfigky signal vzork HA

Molar Mass vs. time
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Priloha 2: SEC-MALS, Vyvoj zm chromatografickych signal merenych vzork

v zavislosti na koncentraci CTAB (MMW HA-CTAB)
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rms radius (nm)

RMS conformation plot

* CTAB OmM I[2017_2 3 - MMW Hya+CTAB resp. Septo]  * CTAB 2.5mM I[2017_2_3 - MMW Hya+CTAB resp. Septo] * CTAB 3.5mM 1[2017_2_3 - MMW Hya+CTAB resp. Septo]
* CTAB 4.25mM I[2017_2 3 - MMW Hya+CTAB resp. Septo] * CTAB 4.5mM I[2017_2 3 - MMW Hya+CTAB resp. Septo]

* CTAB 4mM I[2017_2_3 - MMW Hya+CTAB resp. Septo]
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Priloha 3: SEC-MALS, Vyvoj zm konformanich diagrané meérenych vzork v zavislosti

na koncentraci CTAB (MMW HA-CTAB)
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