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ABSTRAKT

Tato bakalatfska prace je zamétena na moznosti vyuziti polyelektrolytovych komplexi huminovych
kyselin a chitosanu. V experimentalni ¢asti byly na zaklad¢ literarni reSerSe optimalizovany vhodné
postupy piipravy téchto komplext v hydrogelové form¢. Hlavnimi aspekty ptipravy, jejichz vliv byl
studovan, byly vliv sméru ptidavku, koncentraci, pH a iontové sily. Dale byla testovana metoda
enkapsulace za vzniku chitosanovych perel. Prace byla sméfovana pro kosmetické a medicinské

aplikace.

ABSTRACT

This thesis is focused on the possibilities of polyelectrolyte complexes of humic acid and chitosan.
In the experimental part, based on a literature search, were optimized appropriate procedures for
preparing such complexes in hydrogel form. The main aspects of the preparation, the effect was
studied, the influence of the direction of the addition, the concentration, pH and ionic strength.
Furthermore, the encapsulation method was tested to give chitosan pearls. Work was aimed for

cosmetic and medical applications.
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1 UvVOD

Huminové kyseliny, latky zatim nelplné popsané, jsou slozité vysokomolekularni
polycyklické slouceniny. Bylo vytvofeno mnoho studii zabyvajicich se jejich pozitivnim
efektem na zivotni prostiedi, ale tato prace poukazuje spiSe na jiné z jejich mnoha potenciald.
kyseliny se ve vodnych roztocich chovaji jako polyanionty a proto se Casto vyuziva jejich
reakci s polykationty za vzniku hydrogelu, ktery ma zajimavé aplikatni moznosti. Jejich
partnerem byl v této préaci zvolen polykationt chitosan, ziskavany deacetylaci chitinu, ktery je
po celuldéze druhym nejrozsifenéjSim piirodnim polysacharidem. Kosmetické 1 medicinské
aplikace tohoto biopolymeru nachazeji opravdu Siroké pole plisobnosti. Mezi antibakterialni,
protinadorovou nebo antioxidacni aktivitou miizeme najit 1 vyuziti v tkanovém inzenyrstvi
nebo jako nosice 1é¢iv. Pfi soucasném pokroku védy se lidé snazi vyvijet nové zplisoby feSeni
ruznych kosmetickych i medicinskych problému. Prave fizené uvoliovani latek je v posledni
dobé stale castéji diskutovanym tématem.

Z téchto dliivodl jsem se svoji bakalafskou praci rozhodla vénovat studiu polyelektrolytovych
komplexti huminovych kyselin a chitosanu a moznostem vyuziti enkapsulace jako metody

jejich tvorby.



2 CIiL PRACE

Hlavni ndplni této bakalarské prace byla piiprava a néaslednd charakterizace
polyelektrolytovych komplexii huminovych kyselin a chitosanu. V experimentalni ¢asti byl
testovan vliv riznych podminek (pH, iontova sila, koncentrace apod.) na pfipravu hydrogelt a
optimalizovdna metoda enkapsulace za vzniku chitosanovych perel. Motivaci piipravy téchto
polyelektrolyti ve formé hydrogelt byly moZznosti vyuziti pro kosmetické a medicinské

aplikace.



3 TEORETICKA CAST
3.1 Polyelektrolytové komplexy

3.1.1 Struktura a vlastnosti

PK jsou latky vznikajici smisenim vodnych roztokl polykationtti a polyaniontii. Jsou obvykle
nerozpustné ve vodé¢ a tak se oddé€li jako nové vzniklé koncentrované polymerni faze zvané
koacervaty [1], pfipadné rizné kompaktni hydrogely [2]. Ukazuje se, Ze stechiometrické
komplexy lze povazovat za slabé hydrofobni polymery, které jsou nerozpustné ve vodé. Jejich
rozpustnost ale stoupa s pridavkem soli. Tento ucinek soli je ve skutecnosti velmi podobny
jako ucinek zvyseni teploty polymerti na rozpustnost v nepolarnich rozpoustédlech. Vzhledem
k tomu, ze dvoufazové systémy mohou byt ptfipraveny v koloidni formé, je diskutovano
nekolik druhti koloidl, které se mohou tvofit v disledku vzniku polyelektrolytovych
komplexti. Jsou to naptiklad tenké vrstvy, 'zipy', micely a miceldrni sité [1]. Vlastnosti PK
jsou ur€eny piedevSim stupném interakce mezi polymery. Reakce probiha ve vodném
roztoku, coz ptedstavuje hlavni vyhodu proti kovalentné¢ vazanym sitim. Dalsi vyhodou je
biokompatibilita a vyhnuti se purifikaci pfed uzitim. Hlavni nevyhodou PK je to, Ze jsou
ovlivitovany vice parametry nez je tomu u jinych siti [2].

Tradi¢ni forma vzniku PK ve vodném roztoku je spojena se vznikem hydrogelové sité.
Gelace je zakladni fazovy ptechod, ktery nastdva pii reakcich polymerti, hydrokoloidl a
koloidti. Shlukovani monomeri mtize probihat mezi rozvétvenymi nebo nerozvétvenymi
fetézci, pripadné tvorbou siti. Gelace muze byt také vratnd [3]. Gel je obvykle utvafen
ze shlukt castic, které dosahly takového rozméru, Ze vypliuji cely prostor piivodni disperze.
Pro vytvoteni 3D sit¢ se musi shluky ¢astic propojit mezi sebou. Mechanismus tohoto spojeni
se znacn¢ lisi od shlukovani. Neprobihd ndhodné¢, ale shluky cEastic jsou brzdény jejich

nejbliz§imi sousedy [4].

3.1.2 Vznik

PK vznikaji smichanim vodnych roztoki polykationtii a polyanionti. Oba polymery tedy
nesou opacny naboj. To znamena, ze reakce mize probéhnout pouze pii hodnotach pH v okoli
pK, intervalu obou polymerti. Pro pfipravu nejsou nutné¢ zaddné pomocné molekuly jako
katalyzatory nebo inicidtory. Srazeni je mozné se vyhnout pfidavkem soli, naptiklad NaCl,

ktera snizi elektrostatickou pfitazlivost [2].



3.1.3 Metody charakterizace

PK je mozné charakterizovat celou fadou metod. Jedna se o senzorické (subjektivni) metody
vizualniho porovndvani, jednoduché materialové charakteristiky (mnozstvi suSiny, vytézku,
hodnota pH) az po objektivni posuzovani mechanickych vlastnosti (reologie).

*  Vizualni porovnavani
Pti pfipravé gell v makroméfitku byla provadéna fotodokumentace a vzorky byly
porovnavany. Byla zaznamenavana predevsim barva a kompaktnost.

* Reologie
Reologie popisuje deformace pevnych latek, kapalin nebo plyni vlivem vnéjSich sil. Idealni
pevné latky nazyvame elastické. Jejich energie vyzadovand pro deformaci je plné obnovena
v okamziku odstranéni stresu. Idealni tekutiny, jako jsou kapaliny a plyny, podléhaji
deformaci nevratn¢ — tecou. Energie vyzadovana pro tuto deformaci je disipovana jako teplo.
Jestlize po zastaveni toku nedojde k obraceni, jedna se o viskdézni chovani.

Mezi témito kategoriemi jsou realné systémy, které¢ nazyvame viskoelastické. Tyto latky se
deformuji v zavislosti na dob¢é ptisobeni vnéj$imi silami. Naptiklad ocel, typicka pevna latka,
muze byt tlakem formovana a téct pro automobilové soucastky. V uzSim pojeti je tedy
reologie nauka o toku latek. Koteny tohoto pojeti miizeme hledat uz v Bibli, kde je psano, ze

vse plyne (dokonce i hory), pokud seckame dostatecné dlouho [5].
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Obr. 1 Napéti a deformace typickych vzorkii



Odtud tzv. Debofino ¢islo

_T (1)
De_At’

kde T vyjadfuje materidlovy cas a A¢ délku trvani deformacniho procesu. Pro idealné
neelastické kapaliny je 7= 0 a De tedy také nula. Pro idedlné elastické materidly je 71 De
rovno nekonecnu. Pii nizkych hodnotiach De se latky chovaji jako vazké kapaliny, pfi
vysokych hodnotach jako pruzna télesa [6].

Mezi nejcastéjsi testy pii studiu viskoelasticity patii creep a relaxace. Pti testu relaxace je
homogenni, izotropni materidl vystaven deformaci neustalym smykovym pohybem
(kone¢nym smykem), ktery je po celou dobu konstantni. Predpoklada se, Ze v materialu neni
pred zacatkem testu jakékoli pnuti a je tedy dokonale odpocaty.

Tzv. relaxa¢ni modul

6()=2 @)

kde veli¢ina o(f) vyjadiuje napéti v Case ¢ a y, je amplituda vzruchu. Je to materialni funkce
popisujici linearn¢ viskoelastické chovani homogenniho a izotropniho materidlu za dané
teploty a tlaku.

Tzv. Creepova poddajnost

7(0)=4, 3)

kde y(f) vyjadfuje amplitudu smyku, kterd je pfimo Umeérnd oo, amplitudé¢ napéti. Je to
materialni funkce vyjadiujici viskoelastickou odezvu na konstantni napéti [7].

Gely jako disperze tuhych latek v kapalinach vykazuji fadu mechanickych vlastnosti
pevnych latek. Az do hodnoty kritického (te¢ného) napéti maji mechanické vlastnosti tuhého
stavu a gely napéti odolavaji. Hodnotu te¢ného napéti ovlivituje predevSim pevnost uzll
a jejich koncentrace v gelu. MenSi pocet vazeb znaCi obvykle spiSe elastické vlastnosti.
U Cerstvé pripravenych geli miizeme pozorovat samovolné jevy jako naptiklad starnuti.
Na povrchu dochazi k vytlaceni piebyte¢né vody, kterd nebyla zabudovana do struktury gelu.
Roste pocet sty¢nych bodl a cely vzorek se smrs$tuje. Tomuto jevu fikame synereze a je
zpusoben neustalenou termodynamickou rovnovahou predevsim u Cerstvych geli. Synerezi je

mozné podpofit zvySenim teploty, ptipadné pfidanim elektrolytu [6].
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3.2 Huminové latky

3.2.1 Struktura, vlastnosti a moznosti ziskavani

0 Huminové latky predstavuji  specifickou
HO skupinu latek tmavé barvy, které vznikaji

v procesu rozkladu organickych zbytkl v pade,

]
i to znamena v procesu jejich humifikace. Jsou
= schopné interagovat s dalS$imi polymery,
HzN s nizkomolekularnimi organickymi a
anorganickymi slouceninami a zejména s kovy
- HO
| . . s
i Docfc B (za tvorby chelatovych komplexi). Tradicné se

vyuzivaji jako palivo a organickd hnojiva [8].

Obr. 2 Steelinkiiv model HK HL lze podle fyzikalné-chemickych vlastnosti
rozdélit na humusové kyseliny, huminy a
humusové uhli. Humusové kyseliny déle délime na huminové kyseliny, fulvokyseliny a
hymatomelanové kyseliny. Jednotlivé skupiny se li§i naptiklad molekulovou hmotnosti,
obsahem funk¢nich skupin, kyselosti. Huminy a humusové uhli jsou ve vodé¢ prakticky
nerozpustné, proto jsou vyznamné predev§im humusové kyseliny. Huminové kyseliny jsou
rozpustné v zasadach, ale ne v kyselinach. Fulvokyseliny jsou rozpustné v zisadach i
kyselinach a huminy nejsou rozpustné ani v zdsadach ani v kyselindch. Pro svoji vyssi
rozpustnost najdeme v piirodnich vodach ptrevazné fulvokyseliny. Maji navic ve srovnani
s HK vice procent obsahu kysliku a méné uhliku [9].

Jsou to slozit¢é vysokomolekularni polycyklické slouceniny s relativni molekulovou
hmotnosti v rozmezi stovek az desitek tisici. Ve vodé se vyskytuji jako jednotlivé molekuly
nebo spojené do supramolekuldrnich struktur pomoci slabych vazebnych interakci. Mohou
tvofit 1 micelarni koloidy s hydrofobni ¢asti molekuly uvnitt a hydrofilni ¢asti vné [9]. Jsou to
latky zatim netplné popsané. Jednim z navrhii mozné struktury je Steelinkiiv model (obr. 2),
ktery je zndzornén na obrazku vyse [10]. Z chemického pohledu se jedn4 o aromatické jadro
s alifatickymi fetézci a specifickym obsahem raznych funkénich skupin. Nejvice reaktivni se
zdaji byt skupiny karboxylové, aromatické a fenolické. Diky tomu jsou tyto latky schopné
vazat polarni 1nepolarni slouceniny. V prabéhu tvorby huminovych kyselin (proces
humifikace) se zvySuje obsah karboxylovych a ketonovych skupin. Naopak obsah OH a
OCHs; skupin se snizuje. Struktura je také ovlivnéna materidlem, ze kterého byly huminové
kyseliny i1zolované. Naptiklad po izolaci z ligninu ziskavame strukturu bohatsi na aromatické

struktury a pfi izolaci z oxyhumolitu strukturu s vice nerozvétvenymi fetézci. Z pohledu
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struktury jsou huminové kyseliny vhodné pro sorpéni, iontové-vymeénné a biodegradacni
procesy. Biologicka aktivita huminovych kyselin zavisi na jejich plivodu a zpracovani [11].

Huminové latky mohou byt tvofeny jako konecné produkty syntetické cCinnosti
mikroorganismii, degradaci a pfeménou produktli v rostlinach, syntetickou oxidaci
fenolickych sloucenin, pfipadné prazenim polymert (napiiklad prazeni kavy) [8]. Zdrojem
huminovych latek pro primysl jsou predev§im raSelina, lignit a oxyhumolit (zoxidované
hnéd¢ uhli) z divodu obsahu huminovych latek az v desitkdch procent. Ty se pfirozené
vyskytuji i1 v dalSich materidlech (napf. v sedimentech, zeminach, hnédém uhli), ale jejich

obsah v nich kolisa od jednotek po desitky procent [12].

3.2.2 Dekontaminace ptdnich systém

Huminové kyseliny jsou vyznamné vyuzivany pro dekontaminaci piid. Je pfi tom vyuzivano
ptirozené schopnosti pidy eliminovat kontaminanty interakci s anorganickymi a organickymi
(huminové kyseliny) sloZzkami piidy. Tim je omezen pohyb kontaminantu v ptadé a jeho
pusobeni. Pfimy vliv huminovych kyselin v pidé je velmi rozsahly z divodu jejich
vynikajicich sorpénich schopnosti. Jednd se o fyzikdlni modifikaci struktury pudy
(ptedchazeni vysokym ztratdm vody a zivin), chemické zmény fixacnich vlastnosti pidy
(regulace pH), biologickou stimulaci rostliny a aktivitu ptidnich mikroorganismt, zvySeni
vytézka zemédélskych plodin a v neposledni fad¢é ekologicky ptinos (zabranéni iniku nitrath
a pesticidl do spodnich vod).

Pii interakcich s xenobiotiky (latky nevznikajici v lidském organismu) pfedpokladdme
nékolik druhi vazbovych interakci. Pisobenim elektrostatickych sil mezi pevnymi naboji
pfitomnych funkénich skupin a ionty v roztoku vznikd iontova vazba. NejdileZitéjSim typem
vazby pro odstranéni toxickych kovii z plidy je koordina¢ni vazba. Ta vznikd mezi
makromolekuldrnimi matricemi huminovych latek a ionty kovii. V huminovych latkach se
na vzniku této vazby nejvice podileji karboxylové a fenolové skupiny. Zastoupeni téchto
skupin je ovlivnéno pfedev§im mirou disociace (hodnotou pH). Pfi slabé kyselém pH se
na vzniku vazby podili pfedevsim karboxylové skupiny a v slabé zasaditém prostiedi se k nim
pridavaji i fenolické skupiny. VSeobecné tedy stabilita komplexii vzrista se stoupajicim pH.

Pii vzniku kovalentni vazby mulZe byt vyuzita aktivita enzyml nebo biokatalyza. Vznik
kovalentni vazby je pro imobilizaci kontaminantu velmi dulezity, proto je dulezité zjistit, zda
je vznik vazby proces reverzibilni nebo ireverzibilni. Dale se na interakcich s kontaminanty
mohou podilet vodikové mustky a pii kontaktu nepoldrnich skupin molekul ve vodnych

roztocich také hydrofobni interakce [11].
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3.3 Chitosan

3.3.1 Struktura, vlastnosti a moznosti ziskavani

o NHap H

R=H or COCH;

Obr. 3 Struktura chitosanu

Chitosan, (poly - D - glukosamin), (1 —4)-2-amino -2 -deoxy - -D - glukan, ma
vynikajici biologické vlastnosti, je netoxicky, biokompatibilni a biodegradabilni. Patii mezi
prirodni polysacharidové polymery. Je odvozeny od ptirodniho chitinu, coz je po celulose
syntetizovan do podoby krystalickych mikrovldken znaénym pocten Zivych organismu, které
ho vyuzivaji jako vyztuz pro své exoskelety. Pfirozené se vyskytuje caste¢n¢ deacetylovany a
malym mnozstvim glukosaminovych jednotek a nerozpustny v obvyklych rozpoustédlech.
Préave tato nerozpustnost zptisobuje hlavni prekazku v Sir§Sim vyuziti chitinu [16].

Chitosan je tvofeny nahodné nebo  blokové  uspofddanymi  jednotkami
N - acetyl - glukosaminu a N - glukosaminu [14]. Pokud je pocet
N - acetyl - glukosaminovych jednotek vyssi nez 50 %, jedna se o chitin. V opaéném ptipadé
jsou latky souhrnn€ nazyvany chitosan [15]. V pevném stavu je semikrystalicky polymer
(ptechod mezi krystalickou a amorfni fazi) [16]. Reaktivni aminoskupiny a primarni i
sekundarni hydroxyskupiny mohou chemicky upravit jeho vlastnosti pfi mirnych reakénich
podminkach [17]. Rozpusténi nastdva protonaci aminoskupin na pozici C2 opakujicich se
jednotek D - glukosaminu. Polysacharid je pfeménén na polyelektrolyt v kyselém médiu. Pro
charakterizaci vzorku chitosanu je nutné urCeni jeho primérné molekulové hmotnosti.
Chitosan je jako polyelektrolyt schopny tvofit v kyselém prostiedi elektrostatické komplexy.
Zvlastni pozornosti se dostava komplexiim s opacné nabitymi povrchové aktivnimi latkami a
PK [16].

Tento polymer se v pfirod¢ vyskytuje jen v malém mnozstvi u nékolika typt hub [18].
Komer¢né se dosud chitin a chitosan ziskavaji z korysa, naptiklad z krabi a krevet [14].

Chitosan se ziskavad alkalickou deacetylaci chitinu pomoci varu s 50% NaOH nebo
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enzymaticky pomoci N - deacetylasy [13]. Casto je zatazen i krok odbarveni, kdy je odstranén
pfebytecny pigment. Vysledny produkt musi byt oznacen patfi¢nou €istotou a barvou, protoze
zbytkovy protein a pigment by mohl zplisobit problémy pii dalSim vyuziti (zejména pro
biomedicinské potieby). Tento proces musi byt piizpiisoben kazdému jednotlivému zdroji
[16].
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

4.1 Polyelektrolytové komplexy

Elektrostaticka pfitazlivost mezi kationtovou skupinou a aniontovou skupinou druhého
sledovat jsou pH, teplota, iontova sila a vliv ptidavku [2].

Z konkrétnich popsanych zplsobl pfipravy PK bych uvedla vyuZiti interakci alginatu a
chitosanu. Autofi Saether a kol. pouzili vodné roztoky alginatu sodného o pH 6,5 a chloridu
chitosanu o pH 4,0. Tyto hodnoty pH zajistovaly uplnou deprotonaci alginatu a plnou
protonaci chitosanu. Roztoky polyelektrolyti byly smichdny pomoci homogenizatoru pfi
pokojové teploté. Roztok alginatu byl ptidavan po kapkach za pratoku 1 ml/s do roztoku
chitosanu za vzniku PK. Vysledné PK byly pouzity jako modely kapsuli typu core-shell
v zavislosti na zménach ve velikosti, zeta potencidlu a pH [19].

Systém huminovych kyselin a chitosanu, kterym se zabyvam v této praci byl jiz také
popsan, i kdyz za jinym tc¢elem. Huminové latky maji znacné nezadouci ucinky na kvalitu
pitné vody. Z divodu neustalého hledani levné a efektivni metody, ktera by byla Setrna
k zivotnimu prosttedi, zacalo se vyuzivat pfirodnich kationtovych polymera (tedy naptiklad
chitosanu). Lze je vyuzit k neutralizaci negativniho ndboje huminovych koloidi tak, Ze se
srazi a vytvareji PK [20].

Chitosan je pouzivan samostatn¢, piipadné v kombinaci s hlinitymi nebo zelezitymi solemi.
Koagulace probiha nabojovou neutralizaci, kdy dochazi k ¢astecné disociaci iminoskupin
pfi nizkych hodnotach pH (4,0-6,0) [9]. Naptiklad dle Costa byl chitosan vhodny pro
predcisténi vody [21].

Autofi Bratskaya a kol. dospéli k zaveéru, ze huminové kyseliny mohou byt témér
kompletné vysrazeny (95-100%) z roztoku o pH 7 za pomoci chitosanu. MnoZzstvi chitosanu,
které je nutné pro efektivnost této operace zavisi na hustoté naboje humatu. Cim vice
negativné nabitych &astic, tim vétsi mnozstvi je tieba pozitivné nabitého chitosanu. Uéinnost
srazeni navic podstatné ovlivituji 1 molekulové hmotnosti obou slozek [22].

* Enkapsulace

Enkapsulace je imobilizace aktivnich slozek v polymerni siti. Aktivnimi slozkami mizou
byt naptiklad enzymy, 1€¢iva, vitaminy, oleje, buiiky nebo mikroby. Druht polymernich siti,
které mohou byt pouzity je mnoho. Slouzi jako bariéra, ktera podléhd difuzi pouze
ve specifickych podminkach. Velikost vzniklych c¢astic je pfednastavena pomoci volby

velikosti trysky. Miizeme rozliSovat formu kapky a formu kapsule.
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Byly provedeny studie mikrokapsuli alginatu sodného a chitosanu se zaméfenim
na uvoliovani 1é€iv. Roztok algindtu obsahujici NaCl a lé¢ivo guaifenesin byl stiikackou
kapan do roztoku chitosanu s NaCl a CaCl,. Mikrokapsule vzniklé vytvofenim PK pomoci
elektrostatickych interakci mély asi 0,5 mm v pruméru. Uvolniovani guaifenesinu bylo méfeno
pfimo pomoci absorbance UV/VIS spektrometrem. Obecné bylo uvoltiovani vyssi pii
zvySujicim se pH. Uvoliiovani mohlo také zaviset na dalSich faktorech. Jednim byla tloustka

a druhym kompaktnost membrany, ktera tvotila povrch mikrokapsule [17].

4.1.1 Aplikace polyelektrolytovych komplexi

*  Membranové separace
PK mohou mit mnoho zplsobil vyuziti a jednim z nich je pravé membranova separace. Je to
membranovy proces, kdy membrana slouZzi jako bariéra a sito pro tekuté smési, smési plynli a
smési koloidnich castic. Ve srovnani s ostatnimi metodami je tato metoda efektivni,
univerzalni, energeticky Uisporna a ekologicka [22].

*  Pervaporace
Pervaporace je proces oddélovani kapalnych smési. Obecné plati, Ze pfesun molekul ptes
membranu je fizen mechanismem diftize. Hlavnimi aplikacemi jsou dehydratace organickych
latek, separace smési organickych kyselin, separace organickych smési z vody a odstranovani
siry z benzinu. Mimo to milZe byt pervaporace pouzita pro produkci extra Cistych
rozpoustédel [22]. Jednim z ptikladl pervaporace jsou PK chitosanu a polyakrylové kyseliny
vyplnéné mordenitem, které byly pfipravovany pro odd€lovani vodnych roztoki
ethylenglykolu [23].
*  Nanofiltrace

Nanofiltrace je tlakoveé fizend membranova separacni technologie. Operacni tlak se pohybuje
obvykle v rozmezi 0,1 —1,5MPa. Membrany jsou zpravidla asymetrickych nebo
kompozitnich struktur, kde je mikroporézni nosnd vrstva potaZena ultratenkou selektivni
vrstvou. Tyto kompozitni materidly byvaji ureny pro separaci molekul v rozsahu
200 - 2 000 Da v zavislosti na piesné velikosti pora [22].
Jednim z nedédvno zkoumanych PK je komplex etheru kvarterni amonium celulosy a sodium
karboxymethyl celulosy, ktery byl vyuzit k piipravé zédporné nabitych membran. Ty byly
vhodné pro nanofiltraci organickych molekul a anorganickych soli [24].

* Palivové ¢lanky
Palivové clanky jsou elektrochemické pfistroje, které jsou schopné piemeénit chemickou
energii paliva na elektrickou energii, aniz by bylo palivo spalovano. Jejich nejvétsi vyhody

spocivaji v nizkych emisich a vysoké Uc¢innosti. V palivovych ¢lancich figuruje chemicka
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energie, jejiz zakladem je vodik, methanol a ethanol ve vod¢. Spolecné s ni dochézi k prenosu
elektrické energie a tepla [22]. Pfikladem mohou byt iontové vazané PK chitosanu (kation) a
polyakrylové kyseliny (anion). Jako idealni smés pro piimé pouziti do methanolovych
palivovych ¢lanki byla vyhodnocena smés s hmotnostnimi procenty chitosanu a polyakrylové
kyseliny v poméru 1:1 [25].

Polyelektrolytové komplexy maji rozhodné do budoucna §ir$i aplika¢ni potencial naptiklad
v oblasti fizeného uvoliiovani 1é¢iv. Témto kosmetickym a medicinskym moznostem vyuziti

se vénuji v dalSich kapitolach prace.

4.2 Kosmetické a medicinské aplikace huminovych latek

Po uspésné aplikaci bahennich terapiich na bazi raseliny v minulosti se védci zacali vice
zabyvat moznymi farmaceutickych aplikacemi téchto latek. Jako hlavni u¢inna slozka byly
oznaceny huminové latky a nyni je zndmo nékolik moznosti jejich medicinského vyuziti.

* Antivirova aktivita
Ptedbézné studie poukazuji na antivirovou aktivitu proti riznym druhim vird (naptiklad
A virus, herpes virus typu 1, HIV-1, HIV-2). Jednou z nejzndméjSich antivirové aktivnich
latek je synteticky polymer vznikajici oxidaci kavové kyseliny. Polymery inhibuji fadu
respiracnich onemocnéni (virus chfipky typu 1, chiipku typu A 1 B). U mnoha virl jsou
specifické efekty huminovych kyselin a jejich polymeri pfedevS§im proti ¢asné fazi virové
replikace. Proto se nabizi vyuziti téchto latek spise pro prevenci nez 1écbu.

* Protizanétlivé vlastnosti
Protizanétlivy efekt byl potvrzen v roce 1963 na krysich packach, kdy sodium humat
prokazatelné potlacil otok. V roce 1990 byly potvrzeny protizanétlivé G¢inky v obou fazich
syntetickymi nizkomolekularnimi slou¢eninami (molekulova hmotnost 1500 Da). Huminové
latky vyuzivaji takzvany buffering effect. To znamend, ze jsou schopné produkovat i1 vazat
aktivované kyslikové spécie. Tento regulacni systém je dilezity pifi vlivu na hojeni ran a
usmrcovani rakovinnych bunék.

* Vliv na sraZzeni krve a fibrinolyzu
Mozné vysvétleni adhezné - inhibi¢niho efektu HK muiZe byt aktivovani degradace fibrinu. To
probihé prostfednictvim indukované huminové kyseliny, ktera uvolni aktivator plasminogenu
(t-PA). Ten pfeméni plasminogen na plasmin a ten zméni nerozpustny fibrin na rozpustny
fibrinogen.

« Zivotni prostiedi

U huminovych latek byla prokdzana des-mutagenni aktivita. Dale bylo u ryb prokazano
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sniZzeni akutni toxicity zplisobené ionizujicim zafenim. Preparaty obsahujici huminoveé
kyseliny jsou tedy zamysleny pro lepsi regeneraci po akutnim ozéfeni, ptipadné ke zmirnéni

nezadoucich u¢inkt chemoterapie [8].

4.3 Kosmetické a medicinské aplikace chitosanu

Podrobny souhrn této problematiky nabizi autofi Dash a kolektiv [18].

* Antibakterialni aktivita
Chitosan vykazuje antibakteridlni uc¢innost vii¢i mnoha gram-pozitivnim i gram-negativnim
bakteriim a houbam pii pH mensim nez 6. Aktivita zavisi na molekulové hmotnosti, stupni
deacetylace chitinu, derivatizaci, typu substituce, velikosti a poloze substituentli, rozpustnosti,
pH. Antimikrobialni u¢innost chitosanu vzristd s klesajicim pH. Nemodifikovany chitosan je
pifi pH 7 nerozpustny a antibakterialn€ neucinny. Z tohoto divodu je velkd pozornost
vénovana ptipravé jeho rozpustnych soli. Obecné lze fici, Ze optimalni velikost aktivniho
chitosanu je vrozmezi 2 az 200 kDa. Pozoruhodnym jevem je inhibice aktivity bakterie
E.Coli, kterou zpisobuje chitosan s vys$S§i molekulovou hmotnosti. Antibakteridlni uinky
chitosanu mohou vyrazné zvysit stfibrné ionty, které jsou také znamy antibakterialni aktivitou.

* Protinadorova aktivita
U této vlastnosti chitosanu je taktéZ dualezitd molekulovd hmotnost, rozpustnost a obsah
acetylovych skupin. Je nutné pouzit nizkomolekularni chitosan, ktery se pfipravuje St€penim
polymert chitosanu pfirozenymi enzymy chitosanasou a chitinasou. Protinadorova ucinnost
byla zkoumana u méd'natého komplexu (pentahydrat siranu méd’natého), ktery interaguje a
$tépi DNA. Uginnost zavisi na koncentraci iontii v komplexu. Chitosan se zatim pouZiva
pfedevsim jako nosi¢ protinadorové latky.

* Antioxidaé¢ni aktivita
Antioxidanty jsou latky, které zpomaluji nebo brani oxidaci oxidovatelnych bunécnych
substratii. Zachytavaji radikdly a reaktivni kyslikové spécie. Tyto radikdly jsou velmi
nestabilni a rychle reaguji s jinymi latkami v téle, coz vede k poSkozeni bun€k a tkani.
Nizkomolekularni, ¢aste¢né N-acetylovany chitosan rozpustny ve vod¢ je mozné povazZovat
za ptirodni antioxidant.

* Tkanové inZenyrstvi
Bylo vytvofeno nékolik kompozitli na bazi polymernich matrici vapenatych slou€enin pro
pfipadné vyuziti jako tvrdé materidly nahradnich tkani pro kostni tkanové inzenyrstvi
(ortopedii). Pfedbézné mechanické zkousky ukazaly zachovani plasticity polymert, coz mize
byt vyhodné pro vyvoj novych kostnich ndhrad. Soucasny vyzkum v této oblasti je zalozen

na vysevu bun€k na porézni biologicky rozlozitelné polymerni matrice. Na tyto materialy jsou
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kladené¢ zna¢né naroky. Musi byt mozné je piipravit v porézni formé pro piechod
z hostitelskych bun€k do matrice, musi byt biodegradabilni a samoziejmé netoxické. Jednou
z nejcastéji zkouSenych metod piipravy chitinu nebo chitosanu pro vysev bunék (rozprostieni
na zivné medium) je nejprve tvorba prekurzoru (typicky gel) a nasledné vymrazeni.
Chitosanové scaffoldy jsou také skvélou moznosti pro tkanové inzenyrstvi chrupavky. Pfi
akutnich 1 chronickych jaternich onemocnénich lze rovnéZ pouZit chitosanové materialy
za ucCelem vyuziti v oblasti tkaniového inZenyrstvi jater. Existuje i specidlni odvétvi zabyvajici
se nervovym systémem [ 18].
* Hojeni ran

Monomerni jednotka chitinu, N-acetylglukosanin, se objevuje také ve struktufe kyseliny
hyaluronové, kterd je dualezitd pfi hojeni ran. Proto se pfedpokladd, Ze i chitin by mél mit
charakteristické vlastnosti pfiznivé pro urychleni kozni regenerace [18]. Také je mozné vyuzit
vlastnosti jeho derivatl s kvarternimi amonnymi solemi, které prokazuji vysoky ucinek proti
bakteriim a houbdm [26]. Vhodné aplikace sahaji od jednoduchych kryti ran az po
sofistikované umélé kozni matrice. Je mozné vyuzit chitosan samostatné nebo v kombinaci
s jinymi materialy v zavislosti na pozadovaném ucinku [14]. Pouziti chitosanu pii 1é€be ran
podporuje rtst fibroblastli a piisobi na aktivitu makrofagti, coz urychluje 1é¢ebny proces [13].
Chitosanové membrany je mozné pouzit i pii lé€b¢ keloidnich jizev [15].

Jednou z nejlepSich ukazek hojivych ucinkl je vyzkum chitinovych membran s ndzvem
Vinachitin, které byly ptipraveny dekrystalizaci krabich skotapek. Béhem tfiletého sledovani
byly zaznamenany dobré vysledky u vice nez 300 pacientii s hlubokymi popaleninami,
ortopedickymi potizemi a viedy [14].

PK chitosanu s sulfonovanym chitosanem nebo N - karboxylbutyl chitosanem byly
prokdzany jako nadéjné materidly pro efektivni regeneraci poranéné ktze. PK chitosanu
s alginatem byly prokazatelné stabilngj$i se zménou pH neZ chitosan a alginit samostatné.
Tyto polyelektrolytové membrany byly vyzkouSeny na krysdch a podporovaly urychleni
hojeni jizev [15].

* Genova terapie
Jsou rozliSovany dva hlavni typy vektorli pouzivanych pro genovou terapii: virové a nevirové
systémy. Systémy obsahujici chitosan jsou slibnymi kandidaty pro nevirovou genovou terapii.
Komplexy chitosanu s DNA je velmi jednoduché syntetizovat, ale jejich vyuziti je limitované
nizkou ucinnosti transfekce (infekce hostitelské buiiky nukleovou kyselinou bez proteinového
obalu) [15]. Jiz byly provedeny studie v oblasti uziti chitosanu pro pfenos genu a v genové
terapii sav¢ich bunék [14].

* Nosice 1é¢iv
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Nekteré formy chitosanu, jako gely a membréany, je mozno pouzit jako nosice pro rtizné
aktivni latky, v€etné 1éCiv (napiiklad antibiotik) a biologickych materialii. Chitosan také
poskytuje slibné moznosti aplikace pro kontrolu infekce pii operacich kosti. Jednd se
o takzvany chitosan - apatit cement slouZzici jako nosic 1é€iva [14].
Naptiklad Jiang a kolektiv zkoumali uvoliovani elektrostaticky vazaného ibuprofenu

v polyethylen glykol chitosanovych membréanach [27].

* Kozni aplikace
Byly vytvofeny filmy zaloZzené na PK chitosanu k doddni 1éCiv do kuize. Tyto filmy
s maximalizovanymi elektrostatickymi interakcemi byly uspéSné pfipraveny z chitosanu a
polyakrylaty s riznymi sitovacimi Cinidly a rGznou hustotou zesitovani. Piipravené filmy
byly tenké, s hladkym, homogennim povrchem a velmi hustou prifezovou morfologii [28].
Naptiklad Feng a kolektiv se zabyvali efektem chitosanovych nanovldken s galaktosovym
povrchem jako moznymi skafoldy pro tvorbu shlukli hepatocyti a zkoumali jejich vliv
na funkci jater u krys [29].

* Hypocholestericky efekt
Ptibyva dikazl o schopnosti chitosanu snizit jak krevni i jaterni triacylglyceroly, tak celkovou
hodnotu cholesterolu. Vykazuje tedy hypocholesterické a hypolipidemické Uc€inky. Bylo také
zjiSté€no, Ze chitosan mize vyznamné sniZit riziko kardiovaskularnich onemocnéni, jelikozZ ma
schopnost na sebe in vitro vazat tukové buinky. U lidi bylo dokonce potvrzeno snizeni
plazmatickych lipidi bez vedlejSich uc¢inkii. Pfesny mechanismus téchto u€inkl chitosanu
zatim ziistava neobjasnény [30].

* DalSi aplikace
Z dalsich moznych aplikaci je vhodné zminit krevni kompatibilitu chitinu a chitosanu,
anti-trombogenni aktivitu a snizeni krevniho tlaku [18]. Chitosanova nanovlakna jsou také

vyuzivéana pro filtrace a jako biosenzory [26].
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie

chitosan medium molecular weight (Sigma-Aldrich)

lignohumat (Amagro)

kyselina chlorovodikova normanal 1M (Sigma-Aldrich)

hydroxid sodny (Sigma-Aldrich)
azid sodny (Sigma-Aldrich)
chlorid sodny (Lach-Ner, s.r.0.)

kyselina octova (Lach-Ner, s.r.0.)

TPP - sodium triphosphate pentabasic (Sigma-Aldrich)

5.2 Pouzité pristroje

encapsulator B-395 Pro BUCHI
reometr AR-G2 Ta Instruments

suSarna Venticell

magnetické michacky Variomag Poly a Heidolph MR HEI-Standard

prenosny teplomér GMM 175 Greisinger
pH metr WTW pH 330

stereomikroskop SteREO Discovery. v12 ZEISS

5.3 Priprava hydrogell

Obr. 4 Ilustrace gelu i s patrnou synerezi

Zasobni roztoky byly pfipravovany v 2 %
koncentraci.  Lignohumat byl rozpoustén
ve vodg. Chitosan byl rozpoustén (24 hodin
michan) v 0,1 M HCL. Do 500 ml zdsobniho
roztoku bylo pfidavano 5 ml 5 % roztoku azidu
sodného,  abychom  pfedeSli  plesnivéni
pfipravenych hydrogeli.

Pro gelaci bylo vzdy pouzito 50 ml roztoku
chitosanu a 50 ml roztoku lignohumatu. Veskeré
experimenty  byly  tiikrat opakovany.
Po smichéni byly roztoky michany

na magnetické michacce po dobu pfiblizné
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15 minut. Pfed 1 po smichani bylo méfeno pH a vzorky byly 20 minut centrifugovany pii
4000 otackach. Vznikly odstfedény gel byl zvazen a pomoci vpichové elektrody bylo zméfeno
jeho vnitini pH.

V ramci optimalizace byly upravovany jednotlivé parametry zasobnich roztokt (koncentrace,

pH apod.) a porovnavany vzniklé gely.

5.4 Priprava makroskopickych perel

Pro ptipravu perel byly pouZity roztoky:
* 0,5M NaOH
* 3% chitosan v 5 % CH;COOH
* 1 % chitosan v 5 % CH;COOH
* 4 g HK v 500 ml vody
* 4gHKv500ml0,5M NaOH

Roztok chitosanu byl michan 24 hodin a pfed pouzitim

ochlazen pod 20°C. V kadince byl na magnetické michacce
michan roztok NaOH / HK a roztok chitosanu byl za stalého
michéni ptikapavan. (viz. Obr. 5).Pfi pouZiti 3 % chitosanu
vznikaly perly. Pii 1 % chitosanu vznikla pouze srazenina.

Byla tedy provedena optimalizace a perly z 1 % chitosanu

byly tvofeny pomoci injekénich stiikacek. Dale byly
pripraveny perly s pridavkem 1 % TPP a 5 % TPP v roztoku  opy. 5 Priprava perel
HK / NaOH.

Na obr. 6 je na prvni pohled patrné rozdilné
uvoliovani HK do vody, coz je velmi dulezité
z hlediska inkorporace HK jako aktivni slozky.
Je vidét, Ze volbou podminek miZeme fidit

rychlost uvoliiovani HK.

Obr. 6 Makroperely tvorené z 1% CH ulozené

ve vodeé.
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5.5 Priprava mikroskopickych perel

Perly byly pfipravovany pomoci enkapsulace na pfistroji Encapsulator B-395 Pro. Pro
ptipravu ¢astic byly pouzivany tyto roztoky:

* 1 % chitosan (24 hodin michan a ptefiltrovan)

* 2 % chitosan (24 hodin michan a ptefiltrovan)

* 1 % trifosfat sodny

* 5% trifosfat sodny

e 1%HK

* 2%HK

* 1% HK + 5 % trifosfat sodny

* 0,5 % HK + 5 % trifosfat sodny.
V piipadé¢ mikroskopickych perel nedochazelo ke gelaci v takovém méfitku jako
u makroskopickych vzorkl. Proto byl pouzit trifosfat sodny jako vhodné sitovaci ¢inidlo

chitosanu a zkoumali jsme jeho mozné nahrazeni huminovymi kyselinami.

e - Roztok chitosanu v kyselin¢ octové byl protlaceny tryskou
(vétSinou o praméru 450) do druhého michaného roztoku
] (jak je zndzornéno na obr. 7).
Byly provedeny nésledujici enkapsulace:
* 1%TPP+1%CH
* 5%TPP+1%CH
* 5%TPP+2%CH
* 2%CH+1%HK
* 2%CH+2%HK
* 5%TPP+1%CH+0,5% HK
/ * 5%TPP+1%CH+ 1% HK
"jf * 5%TPP+2%CH+0,5% HK
Obr. 7 Enkaps;lace * 5% TPP+2%CH+ 1% HK.
Pro ochranu enkapsulovanych vzorkl ptfed nezadoucimi jevy byl pfidan biocid, konkrétné
azid sodny. Do nadobek se vzorky a piiblizn¢ 100 ml vody bylo ptidavano 0,8 ml 5 %
roztoku. Mikroskopické perly pripravené enkapsulaci byly suSeny dvéma zplsoby:

na vzduchu a nebo byly vymrazeny v lyofilizatoru.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Optimalizace zakladniho hydrogelu

V prvnim kroku byl prokazan ptekvapivé vyrazny efekt
sméru pridavku roztokl vychozich latek. Vzniklé gely,
pfipravené davkovanim roztoku CH do roztoku LH a

naopak, byly zna¢n€ odliSné vizudlng€, konzistenci

& 1 mnozstvim vytéZku (tabulka 1). Z téchto divodu byly

| vSechny dalSi gely pfipravovany ve sméru piipravku

/ chitosan do lignohumatu (spodni vzorky na obr. 8).

Dal§im krokem byly zmény koncentraci vychozich

Obr. 8 Hydrogely s vilivem sméru . B B .
YArosey roztokd. Bylo nutné nalézt vhodnou koncentraci, pii

pridavi které jeste¢ bude vznikat dostate¢n¢ kompaktni gel. Pro
enkapsulaci totiz neni mozné pouzit chitosan ve vysokych koncentracich z divodu jeho
viskozity a hroziciho ucpani trysky. Na zéklad¢ vysledkli byla pro dalsi hydrogely zvolena
koncentrace ptivodnich roztokl 1 %.

Z diavodu riznych hodnot pKa byly provadény i zmény pH vychozich slozek. Pti rizném
pH byly ionty rizn€ nabité a tim se ménila jejich elektrostaticka interakce. Bez upravy mél
1% roztok chitosanu pH 4,1 a lignohumatu 9,6. V tomto kroku optimalizace byla pied
smichénim provedena uprava pomoci 0,1 M HCIl a 0,1 M NaOH. Gel s pH 7 a 7 byl vizualné
vyhodnocen jako nejlepsi.

V dalSim kroku byl testovan vliv iontové sily. Rostouci iontova sila sniZzovala viskozitu
chitosanu, dochazelo ke stinéni elektrostatickych vazeb a tim se ménila intenzita sitovani
témito vazbami ve struktufe PK. Pfed smichanim byly k obéma roztokiim ptidavan chlorid
sodny v hmotnostnich koncentracich: 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 5 %, 10 %. Pii koncentraci 10 % po
smichani roztokli ke gelaci nedoslo. Pii 1 % koncentraci byl vznikly gel hodnocen jako
kompaktnéjsi nez pfedchozi gelace bez vlivu iontové sily.

Polymerni kostra PK byla schopna po suSeni béZzné€ absorbovat vodu v mife az 200nasobku

vlastni hmotnosti.
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Tabulka 1 Souhrn hodnot pri optimalizaci hydrogelu

smér pridavku

vytézek z 50 ml [g] | vnitini pH gelu | mnoZstvi vody v gelu [%]
LH do CH 23,5 6,18 94,6
CH do LH 34,7 6,27 -
koncentrace
1% 9.4 5,6 96,3
0,5% 2,3 5,58 -
0,1% bez gelace - -
pH
4alo0 16,7 6,08 95,1
5a9 16,3 6,28 95,3
7a7 19,4 7,23 93,1
iontova sila
0,1% 5,9 5,44 -
0,5% 5,8 5,38 -
1% 8 5,41 -
5% 7,2 5,42 -

6.2 Suseni a botnani

Vzorky gelll, pfi jejichZ pfipravé byl studovan vliv koncentrace a pH, byly vysuSeny v susarné

pfi 50°C a nasledné¢ vlozeny do vody. Byla sledovdna jejich hmotnost (tabulka 1) a

procentudlni mnozstvi vody v Cerstve pripraveném hydrogelu v porovnéni se vzorky po suSeni

a botnani (obr. 9).

100 o464

96,32

95,13

95,27 931

El)
80
70
60
p O
40
30
20
10 8,9 9,7 10,9 ag 6.2
0

2%

1%

pH7a7

pH5a9 pH4 a 10

Obr. 9 Grafické zndzornéni procentudlniho obsahu vody v Ccerstvych

hydrogelech s viivem koncentrace a pH puivodnich roztokii a ve vzorcich po

vysuSeni a botnani
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Z grafu je patrné, Ze nejlépe se voda po vysuSeni zpét vazala na gel vznikly smisenim 1%
roztoku CH o pH 7 a 1% roztoku LH o pH 7.

Tabulka 2 Suseni a botnani mikroperel

Procentualni podil vody v gelu
Pivodni gel | SuSeni na vzduchu+tbotnani | Lyofilizacetbotnani
2%CH+5%TPP 94,9 9,4 25,1
2%CH+2%HK 98,4 29,3 59,2
2% CH+5%TPP+1%HK 95,4 8,5 27,9
2%CH+5%TPP+0,5%HK 94,8 8,7 18,7
1%CH+5%TPP 96,2 5,5 58,7
1% CH+5%TPP+1%HK 96,5 6,7 20,0
1%CH+5%TPP+0,5%HK 96,9 7,9 20,5

Hmotnost pii suSeni a botnani byla sledovana také u mikroskopickych perel ptipravenych
enkapsulaci viz. tabulka 2.
Po vysuSeni 1 vymrazeni si mikroperly zachovaly svilj pivodni tvar aZ na vzorky bez TPP.
Na ty se ale na druhou stranu nejvice vazala voda, konkrétn€ na mikroperly €. 2, tedy tvofené
2% CH a 2% HK (viz obr. 10). Tento vzorek se stal po vysuseni v susarné kompaktni a zistal
tak 1 po namoceni ve vodé. Po vymrazeni vazaly mikroperly vice vody nez po vysuSeni
v su§arng, ale o reverzibilni gely se nejedna. Céstice plavaly na hlading, jak je mozné vidét
v ptiloze 11.

M Podil vody v znovunabotnalém gelu po suseni [%]

M Podil vody v ptivodnim gelu [%]

B Podil vody v znovunabotnalém gelu po vymrazeni [%]

100 94,9 %84 95,4 94,8 96,2 96,5 96,9
8,7
57

90

80

70

60 9,2

50

40

30 512 7.9

20

10 9.4 8,5 8,7 s
0

Obr. 10 Graficke zndzornéni procentualniho obsahu vody v pripravenych mikroperlach a po

vysuSeni a botnani
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6.3 Viskoelastické vlastnosti pripravenych hydrogelt

Me¢éteni dat pro stanoveni viskoelastickych vlastnosti bylo provadéno pii 25°C na pfistroji
ARG2 Rheometer za pouziti senzoru deska - deska. Vzdy byla nejdiive stanovena oblast
linearni viskoelasticity prostiednictvim deformacniho testu. Vhodna amplituda, ktera
nezpusobi trvalé zmény struktury gelu a umoziuje tak neruSeny popis deformaéniho chovani
vzorku, byla vétSinou v oblasti hodnoty 0,1 % jak je patrné z grafu pro vzorek 2 % LH do 2 %
CH (obr. 11).

X G xXG"
100000

X X X X X X x

10000 X
><><><><><><><>< X

X
1000 % X

G',G" [Pa]

100

0,1% 1,0% 10,0% 100,0%

Strain

Obr. 11 Deformacni test pro stanoveni oblasti linedarni viskoelasticity

Deformacni i oscilacni testy byly provedeny pro hydrogely s riznou koncentraci, s riznou
iontovou silou a o riizném pH. Grafy oscilacnich testi (obr. 12) a hodnoty G* jsem pouzila
k odliSeni absolutni hodnoty rigidity. Hodnoty G' a G* tém¢ét splyvaji. Na ptikladu (obr. 13) je

patrné, ze zkoumané gely vykazuji strukturu spiSe pevnych latek.

100000
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xxxxxxx!l""'
*x

l0000)()(><>(><><><><><)<><><><><><><>(><
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1000

100

1
0,01 0,1 1 10 100

Obr. 12 Priklad oscilacniho testu gelu 1% LH do 1% CH
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Obr. 13 Oscilacni test pro hydrogely o ruzné iontové sile

DalSim zkoumanym parametrem je tthel posunu, ktery ndm pomahé dobte odlisit, zda se latka
chova spise elasticky nebo spise viskozné. Cim vétsi je amplituda, tim vétsi je snaha gelu

vratit se zpet do ptivodni pozice a tim vyssi je napéti v gelu.

X

14% %

XX gg %

X L%
12 X X X
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X 3 X% x %
10 X % ¥ X X
X X x o X X

I X x X X LH do CH 0,5%
E X LHdo CH 1%
3 X LH do CH 2%

6

4

2

0

0,01 0,1 1 10 100

Frequency [Hz]

Obr. 14 Zavislost ztratového uhlu na frekvenci pro riuzné koncentrace

Na obr. 14 jsou vidét podobné hodnoty ztratovych uhli pro gely o rizné koncentraci, coz

svédc¢i o obsahu stejnych typh vnitinich a sit'ujicich vazeb. Oproti tomu na obr. 15 je patrna
jind struktura gelu pH 4 a 10.
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Obr. 15 Zavislost ztratoveho whlu na frekvenci pro rizné pH

Na obr. 16 mizeme vidét, jak s rostouci iontovou silou klesa stabilita komplexu. Struktura
vazeb se méni a gel se zacind chovat vice jako kapalina.
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x x
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= X x XXX X 1%
S X % x X o
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Obr. 16 Zavislost ztratového uhlu na frekvenci pro riizné iontoveé sily
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6.4 Mikroskopie

Vzorky byly foceny pomoci stereomikroskopu SteREO Discovery v12 ZEISS. Snimky byly

pofizovany v mokrém stavu, po vysuSeni na vzduchu a po vymraZeni.

|

Obr. 17-20 Castice mikroperel 2%CH+5%TPP+1%HK. Shora: mokré, vysusené na vzduchu a

vysuSené vymrazenim.

4

Obr. 21 Mokré mikroperly 2% CH+2% HK Obr. 22 Mikroperly 2% CH+5% TPP+1% HK
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U vzorki s TPP byly pozorovany vykrystalizované artefakty, jak je patrné i na obr. 20. Oviem
vzorky bez TPP nebyly tak pevné a stabilni. Pii porovnani naptiklad vzorku 2% CH+2% HK
(obr. 21) a vzorku 2% CH+5% TPP+1% HK (obr. 22) v mokrém stavu jsou patrné U¢inky
tohoto sitovaciho ¢inidla. I pfesto, ze druhé jmenované castice obsahuji mén¢ HK, jsou
tmavsi. U ¢astic bez TPP dochéazelo k rozdiliim v sitovani a z toho pramenici nizs$i pevnosti.
Mikroperly bez ptidavku HK plisobi na prvni pohled velmi podobné jako ty s HK, ale jsou
Ciste bilé. Prométené castice CH s TPP jsou vétsi nez ty s pfidavkem HK.

SuSenim na vzduchu vznikaly mensi suché mikroperly nez Castice vysusSené lyofilizaci.
Dochazelo i k jinému zbarveni suchych mikroperel jak je patrné na fotografiich vyse. U cCastic
vysuSenych na vzduchu byla zachovana tmava aZ ¢erna barva typickd pro HK, ale u vzorki
vysuSenych vymrazenim doslo k vyraznému zesvétlani. Pfi vysuseni bez piidavku TPP doslo

k poruseni ptivodniho tvaru perel jak je mozné vidét v piiloze 1 a 2.
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7 ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo navrhnout, otestovat a optimalizovat metody piipravy
polyelektrolytovych perel z chitosanu a huminovych kyselin. Nejprve byly testovany zmény
ve struktufe hydrogelt vzniklych pouhym smichénim latek pti Gpraveé parametrii vychozich
roztokl (pH, IS, koncentrace a vliv sméru pfidavku). U jednotlivych vzorkl byl stanovovan
vytézek, vnitini pH, obsah suSiny a hydrata¢ni schopnosti.

Jako nejkompaktngj$i se prokazal gel pfipraveny z vychozich roztok chitosanu a
lignohumatu o pH 7 a 7. Nejlepsi hydratacni schopnosti a nejvyssi podil suSiny vykazoval gel
z vychozich roztoka 1% CH a 1% HK bez upravy pH. Pfi testovani vlivu iontové sily byl
dosahovan nejvyssi vytézek u vzorkll s 1% obsahem NaCl. Z hlediska reologickych vlastnosti
se vétSina takto upravovanych gelii chovala spiSe jako pevné latky.

Na zékladé¢ dil¢ich vysledkii byly pfipravovany makroskopické perly a nasledné
mikroskopické perly na komerénim mikroenkapsulatoru. Po prvnich vzorcich bylo do roztoku
lignohumatu pfiddvano typické sitovaci Cinidlo pro chitosan TPP a bylo studovano jeho
mozné nahrazeni huminovymi latkami. Pti vyzkumu opétovné hydratace susiny mikroperel se
voda nejvice véazala na vzduchem vysuSené i vymrazené mikroperly 2% CH + 2% HK. Témét
totozné mnozstvi vody bylo navazano i na vzorek 1% CH + 5% TPP, ale pouze u castic
vysusenych lyofilizaci.

StéZejni ¢asti vyzkumu bylo vizudlni porovnavani snimkd mikroperel pofizenych
na stereomikroskopu. U c¢astic bez TPP dochéazelo k rozdilim v sitovani. Z toho pramenila
nizsi pevnost a poruseni piivodniho tvaru perel pii vysuSeni. Proméfené castice pouze CH
s TPP byly vétsi nez ty s ptfidavkem HK. SuSenim na vzduchu vznikaly mensi mikroperly nez
ty vysusené lyofilizaci. U ¢astic vysuSenych na vzduchu byla zachovana tmava az ¢erna barva
typicka pro HK, ale u ¢astic vysuSenych vymrazenim doslo k vyraznému zesvétlani.

Z provedené literarni reSerSe lze fici, Zze rozsah aplikacniho potencialu takovychto
polyelektrolytovych komplexii je opravdu Siroky. V pribéhu této prace jesté zdaleka nebyly
prozkoumény vSechny moznosti. Vysledky ovSem potvrdily spravny smér studia a to je pro

m¢ velkou motivaci do dalsi prace.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

zkratka
HL
HK
PK

CH

IS

symbol

At
G(1)
o(t)
Yo
J(1)
()

(0]

vyznam

huminové latky

huminové kyseliny
polyelektrolytové komplexy
chitosan

iontova sila

vyznam

Debofino cislo

materidlovy Cas

délka trvani deformacéniho procesu
relaxaéni modul

napéti

amplituda vzruchu

creepova poddajnost

amplituda smyku

amplituda napéti
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10 PRILOHY

¢ %
\)«

Priloha 1: VysuSené Ccastice mikroperel

2% CH+1% HK.
02 mm

Priloha 3: VysuSené Cdastice mikroperel
2% CH+5% TPP+0,5 %HK N
vykrystalizovanim TPP.

patrnym

Priloha 5: Vymrazené Cdstice mikroperel
2% CH+5% TPP.

Priloha  2: Povrch castic  mikroperel

2% CH+2% HK.

Priloha 4: Vymrazené Cdstice mikroperel
2% CH+5% TPP+0,5 %HK s
vykrystalizovanim TPP.

patrnym

Priloha 6: Mokré Ccastice mikroperel
2% CH+5% TPP.
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Priloha 7: Vymrazené Ccastice mikroperel Piiloha 8: Vymrazené Castice mikroperel

1% CH+1% TPP 1% CH+1% HK+5% TPP

Piiloha 9: Castice makroperel 3% CH v 0,5 M Priloha 10: Hydrogel s pH vychozich roztoku
NaOH. 7a7.

Priloha 11: Vzorek vymrazenych mikroperel 24 Priloha 12: Vzorek mikroperel 2% CH+2% HK

hodin namoceny ve vode. vysuSenych na vzduchu po 24 hodinach ve
vode.
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