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ABSTRAKT 

 Stabilita vybraných biopolymerů (popř. jednoduchých sacharidů a aminokyselin) byla 

studována pomocí metod rozptylu světla. Vzorky byly připravovány rozpuštěním dané 

látky v demineralizované vodě, popř. ve zředěné kyselině octové. Nejdříve byl pozorován 

vliv jejich rostoucí koncentrace na zeta potenciál a určena optimální koncentrace pro další 

měření. Posléze byla v různých časových intervalech zkoumána jejich stabilita 

a molekulová hmotnost při dlouhodobém skladování. Bylo zjištěno, že degradaci podléhaly 

chitosan, CMC, hyaluronan a alginát sodný, zatímco u BSA byl zaznamenán vzrůst mole-

kulové hmotnosti a zeta potenciálu.  Nakonec byly vzorky vystaveny několika různým 

vnějším vlivům, a sice působení různých teplot, UV záření a zvyšující se iontové síle. Vý-

sledky ukázaly, že výraznější vliv na stabilitu biopolymerů má spíše vyšší teplota. UV zá-

ření však použité biopolymery s výjimkou BSA, jehož molekulová hmotnost se značně 

zvýšila, nijak zvlášť neovlivnilo. S rostoucí iontovou silou zpravidla docházelo k poklesu 

absolutních hodnot zeta potenciálu a velikosti molekul. Změna molekulové hmotnosti ne-

byla pozorována. 

 

 

ABSTRACT 

 The stability of chosen biopolymers (or simple carbohydrates and amino acids) was in-

vestigated using light scattering methods. Samples were prepared by dissolving the sub-

stance in deionised water or in diluted acetic acid. Firstly, the effect of increasing concen-

tration on zeta potential was observed and the optimal concentration for the next measure-

ments was determined. Afterwards, the stability and the molecular weight of used sub-

stances were studied during long-time storage in different time intervals. It was found out 

that chitosan, CMC, hyaluronate and sodium alginate were subjected to degradation 

whereas increase of the molecular weight and the zeta potential was observed in case of 

BSA. In the end, the samples were exposed to several different external effects, namely the 

influence of different temperatures, UV radiation and increasing ionic strength. The results 

showed that rather higher temperature has a significant impact on biopolymers stability. 

However, used biopolymers were hardly affected by UV radiation except BSA whose mo-

lecular weight increased considerably. Decrease of the zeta potential absolute values and 

the molecular size usually occurred with increasing ionic strength. The change of molecu-

lar weight was not detected. 

 

 

KLÍČOVÁ SLOVA 

polysacharidy, proteiny, rozptyl světla, stabilita, molekulová hmotnost, zeta potenciál 

 

KEY WORDS 

polysaccharides, proteins, light scattering, stability, molecular weight, zeta potential   
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1 ÚVOD 

 Za počátek zkoumání biopolymerních látek se dá považovat první polovina minulého 

století, kdy se studovaly především jejich chemické a fyzikální vlastnosti (molekulová 

hmotnost, dělení směsí atp.). Větší objevy však byly učiněny teprve nedávno. Objasnila se 

hlavně jejich celková struktura a podrobněji byly popsány jejich metabolické reakce. 

V dnešní době je pokrok v této oblasti vědy ještě rapidnější, jelikož má výzkum k dispozici 

moderní měřicí přístroje a techniky, které umožňují hlouběji nahlédnout do daných pro-

blematik a lépe jim porozumět. 

 Jednou z takových technik může být analýza rozptylu světla. Biopolymery totiž tvoří 

koloidní roztoky a jejich molekuly mají přiměřenou velikost, aby byly schopné dopadající 

světlo rozptýlit, a to i v případě, že jsou přítomny v nízkých koncentracích. Měření má tu 

výhodu, že k analýze postačí i malé množství vzorku biopolymeru a že je možné jej reali-

zovat pro široký rozsah molekulových hmotností (0,1 kDa až 10 MDa), velikostí (nm až 

jednotky μm) i koncentrací. 

 Pomocí těchto metod se dá určit např. molekulová hmotnost daného polymeru, velikost 

jeho molekul popř. jejich elektrostatická stabilita. Znalost těchto parametrů je rozhodujícím 

faktorem při studiu agregačních nebo degradačních procesů. Tyto procesy probíhající 

v biopolymerech, které jsou často průmyslově využívány, jsou ve většině případů nežá-

doucí. Mohou totiž ovlivnit čistotu, vlastnosti a výnos konečného produktu nebo mohou 

v oblasti výzkumu vést k nesprávným výsledkům. 

 Cílem této práce je především prozkoumat časovou stálost vybraných biopolymerů. Jed-

noduché sacharidy a aminokyseliny jsou zde použity hlavně pro srovnání a nejsou hlavním 

předmětem této práce. V neposlední řadě je zde nutné prostudovat i jiné vlivy na stabilitu 

těchto látek, např. rostoucí koncentraci, teplotu, UV záření nebo iontovou sílu. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Biopolymery 

 Biopolymery jsou makromolekulární sloučeniny s přesně definovanou prostorovou kon-

figurací. Jedná se o metabolické produkty živých organismů a jsou složeny ze stejných či 

různých nízkomolekulárních látek, tzv. stavebních jednotek. Díky jejich struktuře se dají 

považovat za biodegradovatelné a jsou nedílnou součástí koloběhu látek v přírodě. 

V dnešní době se rozlišují tři základní typy biopolymerů [1]: 

1. polysacharidy 

2. proteiny (bílkoviny) 

3. nukleové kyseliny. 

2.1.1 Polysacharidy 

Struktura a vlastnosti 

 Polysacharidy jsou biopolymery složené z několika desítek až tisíců monosacharidových 

stavebních jednotek, obsahujících obvykle pět až šest uhlíků, nebo jejich derivátů. Jednot-

livé monosacharidové jednotky jsou navzájem kovalentně spojeny O-glykosidickou vaz-

bou, zpravidla v poloze 1→4 nebo 1→6. Podle toho, zdali jsou polysacharidy tvořeny jed-

ním nebo více typy monomerů, se dělí na homopolysacharidy (též homoglykany) a hetero-

polysacharidy (též heteroglykany). Ačkoliv lze vytvořit nepřeberné množství možných 

kombinací mono- a disacharidů, v přírodě se nachází pouze okolo 300 druhů polysachari-

dů, z nichž nejčastější jsou homopolysacharidy z D-glukosy, zvané glukany. 

Ke kondenzaci u nich může dojít s –OH skupinou jakéhokoliv uhlíkového atomu, a to ve 

formě α- i β-anomerů [1]. 

 Primární struktura polysacharidů je dána prostorovou konfigurací a konformací jednotli-

vých monomerních stavebních jednotek a také jejich pořadím (sekvencí). A protože glyko-

sidická vazba může vznikat takřka na jakékoliv –OH skupině, jsou polysacharidy schopny 

utvářet dva základní typy sekundární struktury. Jedná se o tzv. natažený pás (lineární struk-

tura) a šroubovici – helix (rozvětvená struktura).  Natažený pás je stabilizován vodíkovými 

můstky mezi –OH skupinou na třetím uhlíkovém atomu a kyslíkovým atomem 

v pyranosovém (furanosovém) cyklu. Jde o ideální konformaci pro vznik vláken (např. 

celulosa), při čemž jednotlivé rovnoběžné pásy mohou být k sobě vázány vodíkovými 

můstky. Šroubovice, zpravidla levotočivé, dosahují různých rozměrů. Např. u glukanů je-

den závit obsahuje 6 až 8 monosacharidů. Helixy jsou stabilizovány nejen vodíkovými 

můstky, ale i přítomností nesacharidových molekul vyskytujících se uvnitř šroubovice. 

Takovým příkladem může být amylopektin. 

Rozložením a kombinací rozličných typů sekundárních struktur vznikají někdy i terciární 

struktury. Ve většině případů však dochází k větvení polysacharidových řetězců, což zne-

možní tvorbu sekundárních a terciárních struktur a naopak dává vznik prostorově síťova-

ným „stromovým“ strukturám [1], [2]. 

 Společnou vlastností všech polysacharidů je tvorba koloidních soustav, viskózních kapa-

lin či gelů ve vodných roztocích [3]. Polysacharidy tvoří až z 90 % sušinu rostlin, u živoči-

chů jsou to pouze 3 %. Mohou mimo jiné obsahovat nesacharidovou složku, a tak se vy-

skytují i ve formě glykoproteinů nebo glykolipidů [1]. 
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Využití 

 Polysacharidy nalézají široké využití v různých odvětvích spotřebního průmyslu i medi-

cíny. Mezi nejběžněji používané patří např. celulosa, chitosan, hyaluronan, algináty aj. 

Celulosa je hlavní součástí papíru, vaty a obvazových či jiných materiálů v lékařství (např. 

hemostatika, tkáňová lepidla). V práškovité formě se používá jako zahušťovadlo 

v potravinářství [4], [5]. Z celulosy lze rovněž poměrně snadno vytvořit její deriváty, 

z nichž průmyslově nejvýznamnější jsou karboxymethylcelulosa (CMC), methylcelulosa 

(MC), ethylcelulosa, oxycelulosa, acetát celulosy a nitrocelulosa. Karboxymethylcelulosa 

se díky velké viskositě jejích vodných roztoků a schopnosti vázat a zadržovat vodu uplat-

ňuje jako zahušťovadlo a stabilizátor při výrobě čistících a kosmetických přípravků, v po-

travinářském průmyslu, jako pojivo pak ve farmaceutickém a papírenském průmyslu, při 

výrobě textilií a obvazových materiálů. Přidává se také do nátěrových hmot [6]. Využití 

methylcelulosy spočívá opět ve vysoké viskositě jejích vodných roztoků a pěnících vlast-

nostech. Proto se přidává do hygienických prostředků a kosmetiky [7], [8]. Ethylcelulosa 

se užívá především pro řízené uvolňování léčiv [9], ale také při výrobě izolačních fólií a 

nátěrů. Oxycelulosa a acetát celulosy nalézají podobná uplatnění jako předchozí tři uvede-

né deriváty a nitrocelulosa se přidává do střelného prachu, laků na dřevo či lepidel [4]. 

 Dalším významným polysacharidem je chitosan, vyráběný alkalickou deacetylací chiti-

nu. Díky obsahu volných aminoskupin má větší biologickou aktivitu než samotný chitin 

[10]. Jelikož je schopen vázat těžké kovy a jiné škodlivé látky, bývá často používán k čiš-

tění odpadních vod [11]. Ve farmaceutickém průmyslu nachází své uplatnění jako doplněk 

stravy pro redukci obsahu tuku a cholesterolu v těle a v potravinářství jako konzervant či 

zahušťovadlo [12]. Nejvíce se využívá v biomedicínských aplikacích. Zaprvé slouží jako 

obvazový materiál s hemostatickými účinky (viz Obr. 1), který zvyšuje účinnost hojení ran 

a popálenin mimo jiné i svými antimikrobiálními schopnostmi [13], [14]. Zadruhé se z něj 

připravují enkapsulační materiály a nosiče, do nichž se inkorporují léčiva, která jsou poslé-

ze uvolňována do poškozených tkání [12]. 

 

Obr. 1: Princip zástavy krvácení pomocí chitosanového krytu [45] 
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 Algináty mají velký význam ve farmacii (tvoří např. povrchový obalový materiál tablet 

léků) [15], při výrobě obvazů pro hojení ran [16] a v kosmetice [17]. Tyto biopolymery se 

často přidávají do různých mléčných výrobků, omáček, pudinků, popř. polotovarů ve for-

mě zahušťovadel, stabilizátorů či emulgátorů pro zlepšení konzistence potravin [17], [18]. 

Podobné potravinářské využití jako algináty mají i pektiny a arabská guma [19]. 

 Neméně významným polysacharidem je kyselina hyaluronová (HA). Její aplikace spada-

jí především do oblasti medicíny a kosmetiky. Je jednou z hlavních složek očního sklivce, 

a proto se používá v oční chirurgii. Rovněž se přidává do očních a nosních kapek [20]. 

V plastické chirurgii slouží především k výplni kloubů, kde brání opotřebení chrupavek 

[21]. Využívá se rovněž ve formě hydrogelů v obvazových materiálech, kde urychluje ho-

jení ran [22], a v podobě nosičů, jejichž funkcí je cílená distribuce a uvolňování léčiv 

v tkáních [23]. V kosmetice zpravidla bývá součástí různých pleťových vod a hydratačních 

krémů [20]. 

2.1.2 Proteiny 

Struktura a vlastnosti 

 Společně s nukleovými kyselinami jsou proteiny (bílkoviny) hlavními složkami soustav 

živých organismů, protože v nich zajišťují základní životní funkce a pochody. Jako protei-

ny lze definovat makromolekuly sestávající nejméně z jednoho polypeptidového řetězce 

o molekulové hmotnosti v řádech tisíců až milionů Daltonů [24]. Daná bílkovina může být 

buď monodisperzním biopolymerem, což znamená, že se jedná o soubor molekulárních 

celků stejné molekulové hmotnosti, anebo polydisperzním biopolymerem, tedy polymerem 

se soubory molekul o rozdílné molekulové hmotnosti [25]. 

 Polypeptidové řetězce jsou složeny z aminokyselinových monomerních jednotek spoje-

ných peptidickými vazbami do lineárního sledu, označovaného jako sekvence aminokyse-

lin.  Je rovněž důležité si uvědomit, že proteiny zaujímají určitou konformaci, tedy uspořá-

dání atomů molekuly v prostoru.  Tato konformace se ovšem může měnit díky vnějším 

podmínkám prostředí (např. změna pH, iontové síly, teploty či vazby ligandu na receptor), 

což má obrovský význam ve fyziologii živých organismů. 

 Stejně jako u polysacharidů se i u proteinů rozlišuje jejich primární, sekundární, terciár-

ní, popř. kvartérní struktura. Primární strukturu bílkovin tvoří lineární sekvence aminoky-

selin v polypeptidových řetězcích, pro něž je charakteristické, že na uhlíku je jeden konec 

řetězce tvořen skupinou –COOH a druhý konec skupinou –NH2. Jsou v ní obsaženy infor-

mace potřebné pro tvorbu dalších struktur proteinů a realizaci jejich biologických funkcí. 

 Sekundární struktura bílkoviny je chápána jako uspořádání polypeptidového řetězce do 

α-šroubovice nebo β-struktury. K tomuto uspořádání dochází při procesu zvaném sbalování 

proteinu, kdy se polypeptidový řetězec vlivem nekovalentních vazeb (např. iontových va-

zeb mezi –NH2 a –COOH skupinou, hydrofilních či hydrofobních interakcí, vodíkových 

můstků nebo disulfidických můstků) doslova sbaluje během své syntézy na ribozomu do 

výše zmíněných struktur. α-šroubovice (α-helix) se vyznačuje spirálovitým tvarem, daným 

stabilním seřazením aminokyselin. β-struktura (β-skládaný list) má tvar mírně zprohýbané-

ho řetězce, který je stabilizován vodíkovými můstky mezi sousedními řetězci. 

 Terciární strukturou proteinů se rozumí trojrozměrné prostorové uspořádání polypepti-

dového řetězce. Vzniká opět sbalováním, při němž dochází mimo jiné i k vytváření energe-
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ticky nejvýhodnějších interakcí mezi postranními skupinami řetězce s jinými atomovými 

skupinami. Podle terciární struktury se bílkoviny dělí na globulární, kterých je většina, 

a fibrilární. U globulárních proteinů se střídají α-šroubovice a úseky β-struktur s ostatními 

částmi proteinu. Výsledkem je celistvé klubko kulovitého tvaru. U mnoha globulárních 

proteinů byly nalezeny úseky, v nichž polypeptidový řetězec vytváří vlivem vodíkových 

můstků pevné smyčky. Tyto úseky se nazývají β-otáčky (β-ohyby). Fibrilární proteiny jsou 

tvořené uspořádanými segmenty α-šroubovice a β-struktur [24]. 

 Jako kvartérní struktura proteinu se označuje způsob vzájemného uspořádání jednotli-

vých polypeptidových řetězců. Je důležitá např. u enzymů pro regulaci jejich aktivity. Pro-

teiny ovšem mohou obsahovat i nebílkovinnou složku (prostetickou skupinu), vázanou 

většinou kovalentně. Nazývají se pak složené nebo konjugované proteiny. Jedná se tedy 

o nukleoproteiny, glykoproteiny, fosfoproteiny, chromoproteiny, metaloproteiny či lipo-

proteiny. 

 O proteinech je dále známo, že jako enzymy katalyzují chemické reakce v živých orga-

nismech, zajišťují transport látek, regulují průběh dějů, uplatňují se jako protilátky a recep-

tory aj. Na základě rozpustnosti se bílkoviny rozlišují jednak na nerozpustné ve vodných 

roztocích solí (kolagen, elastin) a jednak na rozpustné ve vodných roztocích solí (enzymy, 

proteinové hormony), které se řadí mezi globulární proteiny. Globulární proteiny lze pak 

rozdělit na histony (bazické proteiny), albuminy (proteiny rozpustné ve vodě) a globuliny 

(proteiny nerozpustné ve vodě) [25]. 

 Při působení vysokých teplot, při nízkých či vysokých hodnotách pH nebo v koncentro-

vaných roztocích určitých látek dochází k denaturaci proteinu, což znamená ztrátu jeho 

sekundární a terciární struktury a tím i jeho biologické funkce. Opačným procesem je rena-

turace, tedy obnova původní konformace proteinu. Ve většině případů je však tato změna 

nevratná. Záleží totiž na šetrnosti provedení denaturace [24]. 

Využití 

 Proteiny jsou stejně jako polysacharidy hojně využívané v mnoha odvětvích spotřebního 

průmyslu a medicíny. V oblasti vědy a výzkumu se mnohdy uplatňují jako standardy. Ko-

lagen a keratin všeobecně patří mezi nejpoužívanější vláknité proteiny (skleroproteiny). 

Zahříváním hydrolyzovaného kolagenu vzniká želatina. Jak kolagen, tak želatina se ve 

formě kapslí uplatňují při výrobě potravinových doplňků zajišťujících výživu a regeneraci 

kloubů [26]. Keratinové hydrolyzáty (zpracovaný keratinový materiál) jsou užívány jako 

hnojiva a krmiva v zemědělství [27], ale hlavně se přidávají do textilií a obvazových mate-

riálů sloužících k léčbě hojení ran a jsou z nich připravovány mikročástice pro řízené uvol-

ňování léčiv [28]. Dále slouží k výrobě kosmetických přípravků (péče o vlasy a pokožku) 

a různých obalových materiálů v potravinářství [29]. 

 V laboratořích je dále díky svým výhodným vlastnostem rozšířen hovězí (bovinní) séro-

vý albumin (BSA), velmi blízký lidskému sérovému albuminu. Tento sferoprotein (globu-

lární protein) bývá odebírán z hovězí krve. Vyznačuje se vysokou odolností při změně pH 

a také tím, že u něj po vytvoření vazby s ligandy nedochází k denaturaci při vyšší teplotě. 

Z toho důvodu je využíván jako významný nosič a stabilizátor při enzymatických reakcích 

[30]. 



12 

 

 

2.1.3 Nukleové kyseliny 

Struktura a vlastnosti 

 Jako nukleové kyseliny se označují makromolekuly, které zodpovídají za uložení infor-

mací v genetické výbavě organismu, nezbytných pro řízení všech životních procesů, jejich 

přenos a vlastní uplatnění [25]. Jedná se o polynukleotidy, tedy o polymery nukleotidů. 

Nukleotid je tvořen celkem třemi složkami. První složkou je dusíkatá báze – derivát pyri-

midinu (cytosin, uracil, thymin), nebo derivát purinu (adenin, guanin). Druhou složkou je 

pětiuhlíkatý cukr (pentosa). V RNA se vyskytuje β-D-ribosa a v DNA pak 2'-deoxy-β-D-

ribosa. Dále nukleotid obsahuje kyselinu trihydrogenfosforečnou. Jednotlivé monomerní 

jednotky jsou vzájemně spojeny fosfodiesterovými vazbami [1].  

 Podle druhu polynukleotidového řetězce lze rozlišit dva typy nukleových kyselin: kyse-

lina ribonukleová (RNA) a kyselina deoxyribonukleová (DNA). RNA je zpravidla tvořena 

jedním polynukleotidovým řetězcem. Výjimkou ovšem můžou být dva komplementární 

polyribonukleotidové řetězce vyskytující se u některých virů [24]. Buněčná RNA je tvoře-

na třemi hlavními typy: transferovou RNA (tRNA), mediátorovou (mRNA) a ribosomální 

(rRNA). tRNA má ve srovnání s DNA relativně malou molekulovou hmotnost, a tudíž je 

lze snáze izolovat.  

 DNA se skládá z jednoho či dvou komplementárních polydeoxyribonukleotidových ře-

tězců. Její relativní molekulová hmotnost dosahuje až k 10
12

 Daltonům (přibližně 

10
10

 nukleotidů), takže délka jejího řetězce může odpovídat i desítkám centimetrů. 

Z tohoto důvodu je dosti složité izolovat celou molekulu DNA a přesně definovat její pri-

mární strukturu. DNA řetězce lze obecně považovat za jakási centra replikace genetické 

informace. Úseky DNA, jež nesou informace pro syntézu jednoho konkrétního typu pro-

teinu, se nazývají geny. Souboru všech genů se pak říká genom [1]. 

Využití 

 V dnešní době mnoho studií dokazuje, že analýza RNA se vedle analýzy DNA začíná 

stále více aplikovat ve forenzní genetice, a to především na základě rozkladu RNA. Tímto 

způsobem lze určit např. stáří zranění [31], dobu úmrtí [32], popř. rozpoznat a analyzovat 

tělní tekutiny [33]. V kriminalistice a forenzní genetice se ovšem hojněji využívá analýza 

DNA. Další využití analýzy DNA je možné nalézt např. v diagnostice genetických mutací 

jedince v prenatálním i postnatálním vývoji [34]. 

2.2 Rozptyl světla 

 Obecně je rozptyl světla brán jako jev, kdy v určité soustavě dochází k interakci světla 

s molekulami či částicemi, které jsou menší než vlnová délka dopadajícího záření. Světelné 

paprsky se při této interakci odchýlí od přímého směru do více různých směrů. V případě, 

že se jedná o částice větší, pozorujeme tzv. Tyndallův jev, při němž se paprsky procházejí-

cí disperzním prostředím stávají viditelnými v podobě kužele [35]. 

2.2.1 Statický rozptyl světla 

Teorie SLS 

 Podle klasické teorie statického rozptylu světla vyslovené Rayleighem se částice chovají 

jako oscilující dipóly, jež rozptylují pohlcenou světelnou energii do všech směrů, aniž by 
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se změnila vlnová délka záření. Ta je podstatně větší než samotná velikost částic. Intenzita 

rozptýleného světla Is pak závisí na intenzitě dopadajícího záření I0, jeho vlnové délce λ, 

polarizovatelnosti částice α, velikosti částice r a úhlu rozptylu θ. Tuto závislost vyjadřuje 

následující vztah (1): 

  


 2

42

24

0 cos1
π8







r

I
I . (1) 

 Pro částice s velikostí srovnatelnou s vlnovou délkou dopadajícího záření přestává Rayl-

leighova teorie platit, a proto Debye vytvořil nadstavbovou teorii, podle níž je nutné upra-

vit původní Rayleighovu rovnici vynásobením vhodným korekčním faktorem. Pro případ 

velikosti částic větší, než je vlnová délka použitého záření, vypracoval Mie teorii, která je 

poměrně komplikovaná, jelikož uvažuje interferenci světla rozptýleného z různých částí 

téže částice (molekuly), tedy i fázové rozdíly světelného vlnění. Z tohoto důvodu je závis-

lost intenzity rozptýleného světla na pozorovacím úhlu značně nelineární a není použitelná 

pro výpočet rozměru rozptylující částice [36]. 

Princip SLS a možnosti měření 

 Po dopadu laserového paprsku na makromolekuly v nich oscilující elektrické pole světla 

vyvolá oscilující dipól, který znovu vyzáří světlo. Intenzita vyzařovaného světla závisí na 

velikosti tohoto dipólu. Čím je makromolekula polarizovatelnější, tím je větší indukovaný 

dipól v ní, tzn., že i intenzita rozptýleného světla bude větší. Z tohoto důvodu je nejprve 

nutné znát polarizovatelnost pozorovaných makromolekul, aby posléze bylo možné na nich 

charakterizovat rozptyl. Tento problém lze vyřešit pomocí měření změn indexu lomu roz-

toku se změnou jeho koncentrace. Větší počet makromolekul v roztoku dá vznik více osci-

lujícím dipólům, které bude více rozptylovat dopadající záření. Intenzita rozptýleného svět-

la je tedy přímo úměrná koncentraci makromolekul v roztoku. 

 Nyní však uvažujme případ, kdy se dvě monomerní molekuly v roztoku spojí v dimer. 

Spojené molekuly se tedy nebudou pohybovat samostatně každá zvlášť jiným směrem, 

jako tomu bylo v případě předchozím, nýbrž obě společně. Rozptýlené světlo z dimeru je 

potom dvakrát tak intenzivní než z oddělených monomerů. Zjednodušeně lze tedy říci, že 

zdvojnásobením hmotnosti molekuly při zachování stejné koncentrace roztoku se zdvojná-

sobí intenzita rozptýleného světla. Díky této přímé úměrnosti lze sledovat tvorbu či pří-

tomnost polymerních agregátů v roztocích [37]. 

 Z praktického hlediska se využívá průměrné intenzity rozptýleného světla za určitou 

dobu. Při použití přístroje Zetasizer Nano ZS se celé měření provádí pouze pod jedním 

rozptylovým úhlem a pro různé koncentrace roztoků, přičemž intenzita rozptylu analyzo-

vaných vzorků se porovnává s intenzitou rozptylu čistého standardu, tj. toluenem. Extrapo-

lací na nulové hodnoty lze ze závislosti intenzity rozptýleného světla na koncentraci vzor-

ků určit výslednou hodnotu molekulové hmotnosti (Zimmova metoda) [38]. 

 Kromě molekulové hmotnosti můžeme pomocí statického rozptylu světla stanovit také 

druhý viriální koeficient, což je vlastnost popisující míru interakce mezi částicemi a roz-

pouštědlem. Jestliže druhý viriální koeficient nabývá kladných hodnot, částice jsou plně 

rozpuštěny v rozpouštědle. Pokud je druhý viriální koeficient záporný, částice budou inkli-

novat k agregaci. V případě, že je druhý viriální koeficient roven nule, částice budou mít 



14 

 

 

stejnou afinitu k rozpouštědlu i k ostatním částicím. Takové rozpouštědlo se pak nazývá 

rozpouštědlo „theta“  [38], [39]. 

 U makromolekul o velikosti menší, než je vlnová délka dopadajícího záření, je rozptýle-

né světlo v rovině kolmé k polarizaci dopadajícího paprsku nezávislé na úhlu rozptylu. Pro 

větší makromolekuly však existují rozdíly ve fázi rozptýleného světla z různých částí mak-

romolekuly, což může vést k destruktivní či konstruktivní interferenci rozptýleného světla 

v určitých směrech. Každá makromolekula se totiž skládá z malých prvků, z nichž každý 

rozptyluje světlo nezávisle na ostatních. Jednotlivá vlnění rozptýleného světla se pak sklá-

dají. 

 Z měření úhlové závislosti rozptýleného světla lze stanovit velikost molekuly. Jde 

o střední kvadratický poloměr (root mean square radius – RMS radius), zvaný též gyrační 

poloměr, který je měřítkem rozdělení hmoty kolem těžiště molekuly. RMS tedy souvisí 

s jejím geometrickým uspořádáním [40]. 

SEC-MALS 

 V praxi se však více než klasický statický rozptyl světla, měřený většinou pouze pod 

jedním úhlem, uplatňuje statický rozptyl světla, měřený ve více úhlech (Multi-Angle Light 

Scattering – MALS). Analýze rozptylu světla tímto MALS detektorem ale zpravidla před-

chází průchod roztoku makromolekul chromatografickým nebo jiným separačním či frak-

cionačním systémem. Pro tyto účely se nejčastěji využívá velikostně vylučovací chromato-

grafie (Size Exclusion Chromatography – SEC).  Spojení těchto dvou technik se potom 

říká SEC-MALS [41]. 

 Samotný chromatograf sestává ze zásobníku kapalné mobilní fáze, která proudí celým 

systémem, odplyňovače mobilní fáze, komory, do nichž se vkládají vzorky v malých vial-

kách, ze kterých je automatickým dávkovačem nasáto určité množství (většinou v řádech 

jednotek až stovek μl) a vstříknuto do proudící mobilní fáze. Tato směs potom putuje ke 

koloně, v níž se vyskytuje stacionární fáze, zpravidla ve formě gelu. Výběr kolony včetně 

její náplně je klíčovým faktorem pro správné provedení celé separace. V koloně totiž do-

chází k separaci molekul vzorku na základě molekulového síta, tj. malé molekuly prochá-

zejí póry uvnitř gelu, a proto se jejich průchod kolonou značně zpomalí (jejich retenční čas 

je větší), zatímco velké molekuly, které se do těchto pórů díky své velikosti nedostanou, 

projdou kolonou nejrychleji, takže je jejich retenční čas menší. Kolona musí být tedy zvo-

lena tak, aby byly póry uvnitř jejího gelu dostatečně velké. V případě, že je jejich rozměr 

příliš malý nebo naopak příliš velký, účinnost separace makromolekul značně klesá [42].  

 Separované makromolekuly postupně vstupují do MALS detektoru, kde jsou ozářeny 

laserovým paprskem. Součástí systému MALS je hned několik detektorů statického roz-

ptylu světla, které snímají intenzitu rozptýleného světla v různých úhlech (viz Obr. 2) [41]. 

Takové uspořádání detektorů umožňuje po převodu signálu do příslušného softwaru 

v počítači vytvořit závislost rozptýleného světla na úhlu detekce, z níž je posléze pomocí 

extrapolace na nulovou hodnotu tohoto úhlu a rovnice (2) automaticky vypočítána moleku-

lová hmotnost. 
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kde K je optická konstanta závislá na indexu lomu rozpouštědla a jeho inkrementu, vlnové 

délce záření a Avogadrově konstantě, c je koncentrace vzorku,  R  představuje přebyteč-

nou intenzitu rozptýleného světla, wM  je molekulová hmotnost,  P  vyjadřuje komplex-

ní funkci popisující úhlovou závislost na rozptýleném světle a 2A  je druhý viriální koefici-

ent.  Obecně platí, že čím vyšší je počet detektorů, tím se předpokládá vyšší přesnost expe-

rimentu. Mimo molekulovou hmotnost dává MALS detektor informaci o prostorovém 

uspořádání dané molekuly, vyjádřeném jako hodnota středního kvadratického poloměru 

[43], [43].  

 

Obr. 2: Rozptyl světla v podélné průtokové cele snímaný detektory v různých úhlech [43] 

 Na systém SEC-MALS často bývají napojeny i jiné detektory. Příkladem může být vis-

kozimetr, jehož součástí je zpravidla systém čtyř kapilár, ve kterém je měřena změna tlaku. 

Jestliže se ve všech kapilárách nachází čisté rozpouštědlo, výstupní tlak je totožný se 

vstupním. V případě přítomnosti polymerního roztoku dojde k tlakové nerovnováze systé-

mu, způsobené zvýšením viskozity v kapilárách. Kromě údajů o specifické viskozitě vzor-

ku však viskozimetr rovněž poskytuje informace o molekulové hmotnosti [46]. Pro rozbor 

vlastností analytů separovaných v systému SEC se používá také diferenční refraktometr. 

Jeho princip spočívá v měření změn indexu lomu eluátu v závislosti na koncentraci analytu 

(označovaných jako inkrementy indexu lomu) [39], [47]. 

 Jednou z výhod techniky SEC-MALS je fakt, že poskytuje absolutní měření, protože 

nevyžaduje srovnání s molárními hmotnostmi standardů ani kalibraci [48].  

Využití SLS a SEC-MALS 

 Jak již bylo výše popsáno, klasický statický rozptyl světla bývá nejčastěji aplikován pro 

stanovení molekulové hmotnosti, která nám mj. může poskytnout informace o případné 

tvorbě agregátů v roztocích, dále pro popis míry interakce částic a rozpouštědla prostřed-

nictvím druhého viriálního koeficientu. V neposlední řadě lze pomocí této metody určit 

gyrační poloměr a tedy částečně i geometrické uspřádání makromolekuly. 

 Systém SEC-MALS společně s viskozimetrem a diferenčním refraktometrem nabízí 

velmi užitečné prostředky pro stanovení absolutní molekulové hmotnosti, velikosti, struk-

tury, konformace a větvení řetězců všech typů makromolekul (biopolymerů či syntetických 

polymerů) a částic v roztoku (liposomů, micel, koloidů apod.). Znalost molekulové hmot-
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nosti s ostatními molekulovými parametry umožňuje kontrolu vlastností produktů z mnoha 

odvětví průmyslu. Příkladem může být kontrola pevnosti, trvanlivosti a odolnosti plastů či 

jiných syntetických polymerů anebo řízení vlastností a chuti polysacharidů v potravinách. 

Své uplatnění nalézá i při regulaci degradace a odhadu rychlosti uvolňování léčiv 

z polymerů, při kontrole plniv a maziv ve farmaceutickém či kosmetickém průmyslu (např. 

kyselina hyaluronová, deriváty celulosy) nebo zkoumání účinnosti a agregace bílkovin 

a biofarmaceutik [39], [48], [49]. 

2.2.2 Dynamický rozptyl světla 

Princip DLS 

 Dynamický rozptyl světla (DLS), též foton korelační spektroskopie, je definován jako 

metoda sledující Brownův pohyb částic v roztoku. Ten způsobený jejich náhodnými sráž-

kami s molekulami rozpouštědla. Obecně platí fakt, že malé částice se pohybují rychleji 

a velké pomaleji. Na základě difúzního koeficientu lze určit velikost částic (jejich hydro-

dynamický poloměr). K tomu se používá laserový paprsek, po jehož dopadu na částice 

dochází k interferenci. Díky neustálému pohybu částic (přibližování a oddalování) vůči 

detektoru se mění frekvence rozptýleného světla. Z těchto fluktuací intenzity rozptýleného 

světla je získána autokorelační funkce (11) znázorňující podobnosti signálů za určitý časo-

vý úsek. 
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   

  2
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



 , (3) 

kde  tI  určuje intenzitu rozptýleného světla v čase t a výrazy v závorkách vyjadřují zprů-

měrování celkového času. Autokorelační funkce tedy závisí na časové prodlevě. 

 Difúzní koeficient je potom dán následujícím vztahem (4): 

 2q

Γ
D  , (4) 

kde Γ je rychlost poklesu korelace a q je velikost rozptylového vektoru, který je závislý na 

indexu lomu disperzního prostředí 0n , vlnové délce dopadajícího světla ve vakuu 0  

a úhlu rozptylu θ dle rovnice (5): 
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 Ze Stokes-Einsteinovy rovnice (6) lze pak na základě hodnoty difúzního koeficientu 

vypočítat hydrodynamický poloměr částic: 
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kde Bk  je Boltzmannova konstanta, T je termodynamická teplota a η je viskozita rozpouš-

tědla. Hydrodynamický poloměr je poloměr koule, kterou definuje molekula rotující ve 

všech směrech a její hydratační vrstva. Je měřítkem toho, jak snadno se molekula dokáže 

v rozpouštědle pohybovat [50]. 

Instrumentace DLS a podmínky měření 

 Jednu z možností, jak měřit dynamický rozptyl světla, nabízí přístroj Zetasizer Nano ZS. 

Pro stanovení velikosti či distribuce koloidních částic se užívá plastová, v lepším případě 
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však skleněná nebo křemenná kyveta, jejímž středem prochází laserový paprsek. Ten je 

rozptýlený částicemi zkoumaného vzorku v kyvetě. Následně je rozptýlené světlo deteko-

váno a signál jde přes digitální korelátor uvnitř přístroje, kde je porovnávána podobnost 

dvou světelných signálů za určitý časový úsek. Po krátké časové prodlevě (v řádu nano-

sekund až mikrosekund) jsou intenzity těchto signálů poměrně podobné (korelace se blíží 

1). Později se však objeví rozdíly a korelace se postupně začne blížit k nule, což znamená, 

že mezi signály není rozpoznána téměř žádná shoda. Stane se tak díky Brownovu pohybu 

částic [38]. 

 Je rovněž nutné podotknout, že může nastat případ, kdy fluktuace intenzity rozptýleného 

světla bude nepatrná. Příčinou tohoto jevu je přítomnost větších, téměř nijak na sebe nepů-

sobících částic v koncentrovaných roztocích. Proto je vhodné, aby mezi zkoumanými čás-

ticemi byly vzdálenosti přinejmenším o řád větší než jejich průměr [36]. 

 Velká část různých měření a výzkumů však ukázala, že se hodnota velikosti částic (hyd-

rodynamický průměr) stanovená pomocí DLS lišila od té reálné a že závisí na podmínkách 

disperzního prostředí. Důležitou roli zde totiž hraje iontová síla rozpouštědla (a tím pádem 

i vodivost roztoku), způsobená přidáním elektrolytu. Do určité míry zapříčiní zmenšení 

hydrodynamického průměru částic. Při vyšších koncentracích elektrolytu však dochází 

k agregaci a zvětšení velikosti částic. Výsledky celkového měření mohou být dále ovlivně-

ny přítomností prachových částic, bublinek v roztoku, obecně tedy čistotou přípravy rozto-

ků a intenzitou rozptýleného záření, což souvisí s koncentrací. S rostoucí koncentrací do-

chází k vysokému nárůstu hodnot intenzity rozptýleného světla a rovněž také absorpci lase-

rového paprsku částicemi ve vzorku [38], [58]. 

Využití DLS 

 Od konce 80. let minulého století začaly být komerční DLS detektory používány 

v biofyzikálních laboratořích po celém světě.  Umožnily měření velikosti částic a molekul 

v malém objemu a v relativně nízkých koncentracích. Díky přímočarému provedení měření 

a možnosti obnovy vzorku se staly tyto nástroje a vůbec samotná technika DLS velmi po-

pulárními [50]. 

 Měření velikosti molekul se dá využít v řadě oblastí vědy i výzkumu. To platí zejména 

pro polymerní a biopolymerní látky. Při zkoumání proteinů pomocí DLS lze předpovědět, 

zda daný protein bude mít tendenci agregovat či nikoliv. To má značný význam při výrobě 

léčiv, popř. nosičových systémů na bázi proteinů. Agregáty totiž mohou snížit účinnost 

těchto léčiv a mohou vést k různým imunologickým reakcím organismu, v krajním případě 

i k toxicitě [56]. Mimo to může tato metoda určit teplotu denaturace, pozorovat sbalování 

a rozbalovaní jeho struktury nebo prověřit jeho čistotu. Dále z porovnání s molekulovou 

hmotností (v kombinaci se statickým rozptylem světla) je velikost molekuly schopna po-

skytnout informaci o struktuře daného polymeru. Pomocí DLS mohou být rovněž monito-

rovány změny konformace molekuly při změně podmínek prostředí. Například při zvýšení 

teploty polymerního roztoku mají molekuly analytu tendenci nepatrně zvětšit svůj rozměr 

(nikoliv však agregací), což vede k většímu rozevření jejich konformace [57]. 

 Při studiu částic umožňuje metoda DLS stanovit kritickou micelární koncentraci, tedy 

minimální koncentraci, při níž povrchově aktivní látka (surfaktant) v pravém roztoku mice-

lárního koloidu začne tvořit micely, kritickou micelární teplotu, tedy teplotu, při které roz-
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pustnost ve vodě omezeně rozpustného surfaktantu dosáhne kritické micelární koncentrace, 

popř. agregační číslo, které udává průměrný počet surfaktantů v jedné micele. Pomocí DLS 

bývají také charakterizovány liposomy, které společně s micelami a jinými částicemi nalé-

zají využití v problematice regulovaného uvolňování léčiv (léčiva jsou v nich enkapsulo-

vány) [50]. 

 V neposlední řadě lze na základě stanovení velikosti částic studovat reaktivitu či rychlost 

rozpouštění dané látky, stabilitu suspenze, homogenitu roztoku, účinnost dodání léčiva na 

cílené místo, různé mechanické vlastnosti materiálů (charakter povrchu, pórovitost), visko-

situ a hustotu roztoků nebo např. míru znečištění jednotlivých složek životního prostředí 

[50], [58]. 

2.2.3 Elektroforetický rozptyl světla 

Elektrická dvojvrstva a zeta potenciál 

 Pro správné pochopení principu elektroforetického rozptylu světla je důležité nejprve 

objasnit pojmy elektrická dvojvrstva a zeta potenciál. Stejně jako u malých jednoduchých 

iontů obklopených vrstvou iontů opačného náboje se i okolo nabitých koloidních částic 

vytvářejí tyto „obaly“ protiiontů, což vede ke vzniku dvou protikladně nabitých vrstev na 

povrchu těchto částic. Tyto dvě vrstvy bývají nazývány jako elektrická dvojvrstva. 

 Model elektrické dvojvrstvy jako první znázornil Hermann von Helmoltz, který popsal, 

že jde o dvě rovnoběžné desky nabitého kondenzátoru, jež k sobě navzájem přiléhají. Ion-

ty, které se vyskytují na povrchu pevné fáze a které určují potenciál této vrstvy, tvoří jednu 

desku, zatímco součástí druhé desky jsou opačně nabité ionty pocházející z kapalné fáze. 

Helmoltzova představa o elektrické dvojvrstvě ovšem neuvažovala tepelný pohyb molekul 

v disperzním prostředí, takže byla o několik let později přeřepracována Goüym a Chapma-

nem. Ti nezávisle na sobě vytvořili teorii o difúzní dvojvrstvě, která ale měla také mnoho 

nedostatků, a proto ji zkorigoval německý fyzik Otto Stern. V současnosti je tato teorie 

považována za nejpřesnější [51], [52]. 

 Podle Sterna elektrickou dvojvrstvu určují dvě základní části. V kompaktní části (Ster-

nově vrstvě) bližší k povrchu částice působí adsorpční a elektrostatické síly, kdežto 

v difúzní vrstvě vzdálenější od povrchu částice lze adsorpční i elektrostatické síly za-

nedbat. Za rozhraním těchto dvou vrstev se nachází oblast zvaná rovina skluzu. Mezi ka-

palnou fází a povrchem koloidních částic se díky jejich povrchovému náboji nachází jistý 

potenciálový rozdíl. Z Obr. 3 je patrné, že existují tři druhy těchto rozdílů potenciálů. Za-

prvé se jedná o elektrochemický (povrchový) potenciál, udávající hodnotu rozdílu potenci-

álů na povrchu částice a v objemu kapaliny.  Dále lze na rozhraní Sternovy a difúzní vrstvy 

určit tzv. Sternův potenciál. Třetím potenciálem je elektrokinetický potenciál, označovaný 

rovněž jako ζ potenciál (zeta potenciál), daný potenciálovým rozdílem mezi objemem ka-

paliny a rovinou skluzu [51], [53]. 
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Obr. 3: Schéma elektrické dvojvrstvy částic dle Sterna [38] 

 Zeta potenciál závisí na rozpouštědle a jeho pH, popřípadě na iontové síle roztoku, po-

něvadž struktura a tloušťka elektrické dvojvrstvy je ovlivněna koncentrací volných iontů. 

Po přidání elektrolytu do systému dojde ke smrštění difúzní vrstvy, zatímco protiionty se 

budou shromažďovat ve Sternově vrstvě. Zeta potenciál se proto bude blížit nule, tzn., že 

částice bude takřka bez náboje a nastane agregace. V bodě, kdy je zeta potenciál roven 

0 mV, se ustaví adsorpční rovnováha H
+
 a OH

–
 iontů. Tento okamžik bývá nazýván tzv. 

izoelektrickým bodem. V opačném případě (při ředění roztoku) se tloušťka difúzní vrstvy 

zvětší, takže vzroste i zeta potenciál a částice budou mít menší tendenci se shlukovat 

[38], [51].  

Stabilita roztoku 

 Stabilita roztoků nanočástic a koloidních systémů se nejčastěji určuje právě pomocí zeta 

potenciálu, který souvisí s elektrostatickým odpuzováním jednotlivých částic. Pokud jsou 

od sebe částice dostatečně vzdáleny, působí na ně přitažlivá van der Waalsova síla, zatím-

co odpudivá síla je zanedbatelná. Po překrytí jejich elektrických dvojvrstev se značně zvět-

ší síla odpudivá. Na tom, jestli se částice budou shlukovat nebo naopak budou dispergovat, 

záleží, jaké z těchto dvou typů sil budou převažující. V případě, že by součet energií všech 

částic v roztoku byl kladný, bude docházet k agregaci. Když by naopak suma těchto energií 

vycházela záporně, částice se rozptýlí po roztoku a vytvoří se mezi nimi tzv. energetická 

bariéra, která znemožní jejich další aglomeraci [36], [51]. 

 Pro celkové shrnutí lze tedy říci, že stabilní koloidní roztok vykazuje odolnost vůči změ-

nám při působení různých sil (gravitační, odstředivá, přitažlivá apod.). Zeta potenciál jeho 

částic má vysokou zápornou nebo kladnou hodnotu, a proto dochází k jejich dispergaci. 

U nestabilního koloidního roztoku dochází k maximálnímu snížení volné energie na fázo-

vém rozhraní, což se projevuje agregací částic, popřípadě koagulací (nevratným shluková-
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ním) či sedimentací. Zeta potenciál částic takového roztoku má nízkou absolutní hodnotu 

zeta potenciálu (blíží se tedy nule). 

 Pro studium stability roztoků je mezi těmito dvěma rozdílnými stavy obecně dána hrani-

ce hodnot zeta potenciálů, a to ±30 mV [51], [54]. 

Proces elektroforézy 

 Zeta potenciál je mírou náboje roviny skluzu v difúzní části elektrické dvojvrstvy. Díky 

elektrokinetickým jevům (kinetickým jevům zapříčiněných působením elektrického pole 

na koloidní soustavu), bývá často nazýván jako elektrokinetický potenciál. Rozlišují se 

čtyři základní typy elektrokinetických jevů, kterými lze elektrokinetický potenciál stanovit, 

a sice elektroforéza, elektroosmóza, sedimentační potenciál a potenciál proudění. Elektro-

foretická měření jsou však aplikována nejhojněji. 

 Elektroforézou se rozumí jev, při kterém vlivem elektrického pole dochází k pohybu 

nabitých částic kapalinou k elektrodě s nábojem opačného znaménka. Jejich rychlost se 

označuje jako elektroforetická pohyblivost a ovlivňuje ji několik faktorů. Rovnici pro vý-

počet elektroforetické rychlosti odvodil holandský fyzikální chemik Peter Debye a němec-

ký fyzik Erich Hückel. Následující vztah (7) uvažuje ideální kulovité částice s poloměrem 

r, pohybující se působením určitého napětí. 

 
lη
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


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D2 e , (7) 

kde eD  je dielektrická konstanta, ζ je elektrokinetický potenciál a η je viskosita prostředí. 

Podíl 
l

U
 představuje intenzitu elektrického pole (tedy napětí vložené na kyvetu o dané 

délce) [51], [55]. 

 Metoda pro stanovení elektrokinetického (zeta) potenciálu pomocí elektroforetické po-

hyblivosti částic v roztoku s využitím rozptylu světla na těchto částicích se nazývá elektro-

foretický rozptyl světla (Electrophoretic Light Scattering – ELS), v některých zdrojích 

známá rovněž pod pojmem laserová Dopplerova velocimetrie [36]. 

Instrumentace ELS 

 Při použití přístroje Zetasizer Nano ZS je zeta potenciál měřen opticky využitím lasero-

vého paprsku (nejčastěji argonový iontový laser a He-Ne laser). Ze zdroje záření je světel-

ný paprsek dále směrován do děliče, kde je dělící optikou rozložen na dva paprsky, které 

pak putují odlišnými směry, jeden jako referenční paprsek a druhý jako paprsek směřující 

ke kyvetě se vzorkem. 

 Před kyvetou se nachází tzv. zeslabovač, jehož úkolem je snížení intenzity záření lasero-

vého paprsku (tedy i intenzity rozptýleného světla), aby detektor, který toto rozptýlené 

světlo zachytí, nebyl přetížen. Výhodou přístroje Zetasizer Nano ZS je fakt, že všechno 

funguje automaticky. Pokud jsou navíc analyzovány málo koncentrované vzorky či vzorky 

s velmi malými částicemi, lze automaticky intenzitu rozptýleného světla i zvýšit. 

 Po proniknutí laserového paprsku středem kyvety dojde na částicích ve zkoumaném 

vzorku k jeho rozptýlení, které je snímáno pod úhlem 17°. Pakliže se do roztoku vzorku 

vloží elektrické pole, stane se, že snímaná intenzita rozptýleného světla bude díky pohybu-
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jícím se částicím fluktuovat. Frekvence této fluktuace by měla úměrně odpovídat rychlosti 

částic. 

 Referenční a rozptýlený laserový paprsek dále putují do slučující optické soustavy sestá-

vající z několika čoček, které jej dopraví na místo detektoru. Ten dále doručí informaci 

o světelném paprsku do digitálního procesoru signálu a posléze do počítače, kde na základě 

Dopplerova frekvenčního posunu laserového paprsku dojde k výpočtu elektroforetické 

pohyblivosti i zeta potenciálu. Úlohu detektorů v tomto případě zpravidla zastávají fotodi-

ody nebo fotonásobiče. 

 Při měření zeta potenciálu pomocí přístroje Zetasizer Nano ZS se nejčastěji užívá skle-

něných či křemenných kyvet, do nichž se oproti měření velikosti a distribuce částic a mo-

lekulové hmotnosti mimo jiné vpravuje Zeta Dip cela s elektrodami [38]. 

 Schéma celého systému pro měření zeta potenciálu pomocí přístroje Zetasizer Nano ZS 

je znázorněno na Obr. 4. 

 

Obr. 4: Schéma fungování přístroje Zetasizer Nano ZS při měření zeta potenciálu [38] 

Využití zeta potenciálu 

 Měření zeta potenciálu např. pomocí elektroforetického rozptylu světla lze využít ve 

farmaceutickém průmyslu. Cílem většinou bývá připravit fyzikálně stabilní disperze léčiv, 

jejichž stabilita výrazně ovlivňuje dávkování a trvanlivost, popřípadě různé enkapsulační 

materiály a nosiče. Zeta potenciál je také užitečný pro stanovení optimálních podmínek při 

čištění v řadě chemických procesů (např. po odstranění nečistot ze surové šťávy cukrové 

třtiny vysrážením). Významnou roli také hraje při čištění odpadních vod. Pro usnadnění 

filtrace kontaminujících látek se používají malá množství flokulačních činidel k rychlejší-

mu usazování nerozpuštěných látek. Měření zeta potenciálu je pak založeno na optimálním 

stavu koagulace pro odstranění částic a organických barviv z těchto odpadních vod [59]. 

 Sledování zeta potenciálu nachází své využití rovněž při nanášení barviva na textilní 

vlákno. V důsledku disociace molekul na povrchu vlákna je jeho povrch nabitý, a proto se 

barvivo s dalšími molekulami z roztoku ukládají na povrch tohoto vlákna ve formě iontů. 
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Při tom se zeta potenciál výrazně mění v závislosti na koncentraci molekul nanášeného 

barviva. Monitorováním těchto změn můžeme detailně sledovat depozici barviva na vlákno 

[60]. Na podobném principu funguje i nanášení barvy na kovové předměty (např. na auto-

mobilové karoserie) nebo různých nátěrových hmot na různé typy materiálů. V této oblasti 

je měření zeta potenciálu užitečné pro kontrolu stability nátěrové hmoty v průběhu zpraco-

vání, schnutí a při skladování [59]. 

 Kromě toho nalézá měření zeta potenciálu uplatnění v několika dalších oblastech, např. 

při sledování vzdušnosti či průtoku půd, popř. zadržování vlhkosti a živin v půdách, vrt-

ných výplaších, při výrobě plstěné keramiky, dále pro stanovení stability polymerních roz-

toků pro přípravu nanovláken elektrostatickým zvlákňováním, pro sledování stability 

emulzí (užívaných třeba v potravinářství, kosmetice apod.) nebo při čiření vína a piva 

[51], [59]. Zeta potenciál má též obzvláště velký biologický význam. Poskytuje totiž in-

formace o povrchu různých biologických systémů (tkání, buněk, bakterií atp.), na nichž 

probíhají důležité biologické děje. Změny zeta potenciálu krevních elementů, tkáňových 

buněk, cévních stěn nebo složek tělních tekutin mohou způsobit metabolické změny, změ-

ny ve vlastnostech průtoku krve nebo buněčnou agregaci [59]. 
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3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

 Stabilita biopolymerních látek je velmi podstatným parametrem v oblasti jejich výzku-

mu. Agregační nebo naopak degradační procesy probíhající v těchto látkách, používaných 

v průmyslových výrobách, mohou totiž způsobit vážné problémy, jako např. různé výnosy 

získaných produktů, jejich nedostatečnou čistotu či nepříznivé vlastnosti. Pro studium ta-

kového chování se nabízí metody analýzy založené na detekci rozptylu světla. 

 Předmětem jedné studie [61] bylo sledování časové stability roztoků vybraných biopo-

lymerů (alginátu sodného, karboxymethylcelulosy, hyaluronanu a BSA) o různých koncen-

tracích. Zeta potenciál, charakterizující stabilitu vzorku proti agregaci, byl stanovován na 

základě elektroforetického rozptylu světla s použitím přístroje Zetasizer Nano ZS. Pro ur-

čení změn molekulové hmotnosti jednotlivých biopolymerů byla zvolena technika SEC-

MALS v kombinaci s diferenčním refraktometrem. Výsledky z měření elektroforetického 

rozptylu světla ukázaly, že zeta potenciál všech zkoumaných roztoků byl po celou dobu 

pozorování záporný. Jeho hodnoty se navíc v průběhu stárnutí vzorků začaly v závislosti 

na konkrétním biopolymeru blížit k nule. Podle definice stability roztoků (viz kapitola 

2.2.3) byly všechny vzorky kromě alginátu sodného brzy po jejich přípravě nestabilní. 

Nejvyšší stabilita byla po delším pozorování zjištěna u roztoku karoboxymethylcelulosy. 

Naopak nejmenší stabilitu po celou dobu experimentu vykazoval roztok proteinu BSA. 

Dále byla stanovena molekulová hmotnost těchto biopolymerů, a sice na samotném začát-

ku experimentu pro srovnání s daty, uvedenými výrobci, a na konci experimentu (po 

80 dnech). Výsledky téměř přesně odpovídaly měřením elektroforetického rozptylu světla. 

Během celé doby pozorování došlo k nejmenšímu poklesu molekulové hmotnosti v případě 

CMC. Molekulová hmotnost hyaluronanu za 80 dní klesla o 35 % své původní hodnoty. 

Ještě větší degradace pak byla pozorována pouze u alginátu sodného, kdy se jeho moleku-

lová hmotnost snížila na desetinu. Naopak ke zvýšení molekulové hmotnosti téměř o 27 % 

došlo u proteinu BSA, což bylo pravděpodobně způsobeno agregačními procesy. 

 Samotné časové degradaci hyaluronanu se věnuje publikace [62]. Zabývá se jeho roz-

kladem v pevném skupenském stavu (ve formě prášku) a jednak ve formě kapalných roz-

toků. V této studii byly pozorovány čtyři vzorky hyaluronanu o různých molekulových 

hmotnostech: 1 MDa, 0,75 MDa, 200–300 kDa a 10–150 kDa. Molekulová hmotnost byla 

měřena pomocí systému SEC-MALS obsahující také viskozimetrický detektor a diferenční 

refraktometr. Všechny čtyři vzorky byly také skladovány při různých podmínkách. Degra-

dace hyaluronanu v pevném stavu byla s výjimkou posledního vzorku potvrzena analýzou 

SEC-MALS čerstvě připravených roztoků z těchto vzorků. Tyto roztoky posléze sloužily 

jako výchozí body pro studium degradace ve formě kapalných roztoků. Porovnáním 

s hodnotami molekulových hmotností uvedenými výrobcem bylo zjištěno, že míra degra-

dace hyaluronanu v pevné fázi je vyšší při delším skladování a při vyšší teplotě. Po prvním 

proměření byl každý roztok vzorku rozdělen na poloviny, přičemž jedna část byla udržo-

vána při laboratorní teplotě a druhá část uchovávána v ledničce. Při laboratorní teplotě byl 

u všech vzorků zaznamenán exponenciální až hyperbolický pokles molekulové hmotnosti 

v čase, zatímco při skladování v ledničce byl pozorován pokles spíše lineární a ne tak 

značný. 
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 Mnoho publikací se rovněž zabývá studiem stability chitosanu při různých podmínkách. 

Příkladem může být experiment výzkumných pracovníků z Huddersfieldské univerzity 

[63], který sleduje jeho chování při skladování při různých teplotách. Chitosany o nízké, 

střední a vysoké molekulové hmotnosti byly rozpuštěny v acetátovém pufru a poté sklado-

vány při teplotách 4 °C, 25 °C a 40 °C po dobu jednoho roku. Stabilita těchto roztoků pak 

byla kromě jiných metod vyhodnocena také měřením molekulové hmotnosti pomocí SEC-

MALS. Bylo jasně prokázáno, že k degradaci byly nejnáchylnější roztoky skladované při 

40 °C, naopak u roztoků skladovaných při 4 °C depolymerizace probíhala v daleko menší 

míře. Největší pokles molekulové hmotnosti byl zaznamenán u roztoku chitosanu 

s nejvyšší molekulovou hmotností skladovaného při 40 °C.  

 Další studie [64] objasňuje chování chitosanu v roztoku kyseliny octové v závislosti na 

její koncentraci. Vzorky byly připraveny rozpuštěním různých množství chitosanu v různě 

koncentrovaných roztocích kyseliny octové. Před samotným měřením byly převedeny přes 

filtr s póry o velikosti 0,8 μm. Chování molekul bylo pozorováno na základě měření DLS 

a SLS. Výsledky z měření DLS ukázaly, že se zvyšující se koncentrací kyseliny octové 

vzrostla koncentrace 

3NH  skupin na chitosanových řetězcích, a tím se tyto řetězce 

v důsledku zvýšeného elektrostatického odpuzování 

3NH  skupin více rozevřely. Tento jev 

byl potvrzen i stanovením gyračního poloměru z výsledků měření SLS, který se rovněž při 

zvyšování koncentrace kyseliny octové zvětšoval. Vzrůst koncentrace 

3NH  skupin měl 

také vliv na druhý viriální koeficient, tedy i na rozpustnost chitosanu ve vodě, která se 

s každým přídavkem kyseliny octové zvýšila. Při poklesu pH roztoků byl zaznamenán ná-

růst hodnot střední molekulové hmotnosti chitosanových řetězců, zjištěné rovněž pomocí 

SLS. 

 Degradaci chitosanu lze provést i jinými způsoby, např. ultrazvukem, o čemž pojednává 

studie Thsaiha a Chena [65]. V ní bylo dokázáno, že proces depolymerizace probíhal ve 

větší míře u vzorků s vyšší molekulovou hmotností a že se rychlost tohoto procesu postup-

ně zmenšovala s rostoucí dobou působení ultrazvuku. 

  Naopak agregační procesy chitosanu v roztocích byly pozorovány v publikaci M. W. 

Anthonsena [66], kde na přítomnost agregátů měla vliv koncentrace tohoto biopolymeru. 

 Sledováním degradačních a agregačních procesů proteinů se ve svém článku zabývá 

Hongping Ye [67].  V této studii byl použit protein BSA, glykoproteinový hormon chorio-

gonadotropin, enzym glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza (GAPDH) a protilátky Her-

ceptin a ReoPro. Následně bylo zkoumáno chování těchto proteinů při různých podmín-

kách. Zaprvé byly vzorky po dobu 15 minut inkubovány při teplotách 40 °C, 50 °C, 60 °C, 

65 °C a 70 °C, dále byly skladovány při laboratorní teplotě a při 4 °C po dobu několika 

dní. U proteinu BSA bylo také studováno jeho chování při zvyšování koncentrace, při růz-

ném pH s použitím kyseliny fosforečné a hydroxidu sodného a po přídavku detergentu. 

V průběhu skladování popř. po jeho skončení byla u všech vzorků stanovena molekulová 

hmotnost pomocí systému SEC-MALS v kombinaci s diferenčním refraktometrem. Vý-

sledky měření teplotní závislosti BSA ukázaly, že tento protein je odolný vůči agregaci do 

teploty 60 °C. Při vyšších teplotách množství agregátů v roztoku bez detergentu značně 

vzrostlo, zatímco zvyšující se koncentrací detergentu byla tvorba agregátů postupně potla-

čována. V pufrech o pH 5,0 a pH 10,0 s přídavkem detergentu i bez něj zůstalo množství 
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agregátů BSA po celou dobu inkubace (57 dní) téměř stejné, a to jak při skladování 

v ledničce (4 °C) tak při laboratorní teplotě. V pufru s hodnotou pH 2,0 uchovávaném při 

laboratorní teplotě došlo nejen k agregaci, ale i ke znatelnému rozkladu tohoto proteinu, 

zatímco ve stejném pufru skladovaném při teplotě 4 °C k agregaci biopolymeru nedošlo 

a jeho rozklad proběhl pouze z 5 %. Rostoucí koncentrace BSA ve fosfátovém pufru nemě-

la na zvyšující se množství agregátů žádný vliv. Při analýze stability choriogonadotropinu 

bylo zjištěno, že se tento glykoproteinový hormon při rostoucí teplotě spíše rozkládá. Při 

dlouhodobém skladování při laboratorní teplotě byla pozorována tvorba agregátů, zatímco 

při nižších teplotách přítomnost agregátů prokázána nebyla. Výsledky analýzy GAPDH 

ukázaly, že vzorky uchovávané při vyšších teplotách agregaci nepodléhaly, naopak při 

zvýšení teploty z 25 °C na 50 °C se celková molekulová hmotnost tohoto enzymu snížila 

o 11 %. Roztoky protilátek ReoPro a Herceptin vykazovaly při zvyšující se teplotě odlišné 

chování. Zatímco se v roztoku protilátky Reopro vytvořily při vyšších teplotách agregáty, 

roztok protilátky Herceptin zůstal vůči agregaci i degradaci stabilní. Při dlouhodobém 

skladování po dobu 42 dnů při laboratorní teplotě byla jasně dokázána odolnost obou 

zkoumaných protilátek proti agregaci i degradaci.  
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 Materiály 

4.1.1 Sacharidy 

Hyaluronan Sodium hyaluronate, Mw = 300–500 kDa, 

  CAS 9004-61-9, CPN spol. s r.o. 

Alginát sodný Sodium alginate, Mw = 410 kDa, 

  CAS 9005-38-3, Sigma-Aldrich spol. s r.o., č. šarže MKBL7997V 

Chitosan Chitosan, low molecular weight,  

  CAS 9012-76-4, Sigma-Aldrich spol. s r.o., č. šarže MKBH7256V 

CMC Sodium carboxymethyl cellulose, Mw = 700 kDa, 

  CAS 9004-32-4, Sigma-Aldrich spol. s.r.o., č. šarže MKBP6344V 

Monohydrát glukosy D-glucose monohydrate, Mw = 198,17 g·mol
–1

, 

  CAS 5996-10-1, Lach-Ner s.r.o., č. šarže PP/2014/01866 

Bezvodá glukosa D-glucose anhydrous, Mw = 180,16 g·mol
–1

, 

  CAS 492-62-6, Lach-Ner s.r.o., č. šarže PP/2013/15465 

Sacharosa Sacharosa, Mw = 342,30 g·mol
–1

, 

  CAS 57-50-7, PENTA s.r.o., č. šarže 1703270212F 

4.1.2 Proteiny a aminokyseliny 

BSA Bovine serum albumin, Mw = 66 kDa, 

  CAS 9048-46-8, Sigma-Aldrich spol. s r.o., č. šarže SLBK0931V 

Lysin L-lysine, Mw = 146,19 g·mol
–1

, 

  CAS 56-87-1, Sigma-Aldrich spol. s r.o., č. šarže BCBD4131V 

Cystein L-cysteine, Mw = 121,16 g·mol
–1

, 

  CAS 52-90-4, Sigma-Aldrich spol. s r.o., č. šarže MKBF2663V 

4.1.3 Rozpouštědla 

Voda demineralizovaná voda Purelab flex ELGA 

Kyselina octová Acetic acid 99% g. r., Mw = 60,05 g·mol
–1

, 

  CAS 64-19-7, Lach-Ner s.r.o. 

4.1.4 Ostatní látky 

Chlorid sodný Sodium chloride, Mw = 58,44 g·mol
–1

, 

  CAS 7647-14-5, Lach-Ner s.r.o. 

4.2 Použité přístroje 

Zetasizer Nano ZS  Malvern Instruments Ltd. 

MPT-2 Multi Purpose Titrator  Malvern Instruments Ltd. 

SEC-MALS  Agilent Technologies Ltd. 

 SEC chromatograf 

 pumpa 

 odplynovač 

 autosampler 
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 UV-VIS detektor 

 kolona PL aquagel-OH MIXED-H 8 μm, 

5,7300  mm, 6 000 – 10 000 000 Da 

   Wyatt Technology Ltd. 

 MALS detektor 

 diferenční viskozimetr 

 diferenční refraktometr 

Sušárna Durocell BMT Medical Technology s.r.o. 

UV lampa POLYLUX 4000 Thorn EMI Ltd., výkon 20 W, vlnová délka záření 

 ~306 nm 

Váhy Scaltec SPB 42 Scaltec Instruments s.r.o., max. 150 g, přesnost 0,001 g 

4.3 Příprava vzorků 

4.3.1 Příprava vzorků pro koncentrační závislost 

 Navážením příslušného množství daného biopolymeru (popř. glukos, sacharosy a obou 

aminokyselin) na laboratorních vahách s přesností 1/1 000 g, rozpuštěním v patřičném 

množství demineralizované vody v odměrných baňkách (při přípravě roztoku chitosanu byl 

použit jako rozpouštědlo 5% roztok kyseliny octové) a následným rozředěním těchto roz-

toků byly vytvořeny koncentrační řady o koncentracích 0,1; 0,5; 1; 2; 5 a 10 g·dm
–3

. 

V případě hyaluronanu byly připraveny pouze roztoky o koncentraci 0,1; 0,5 a 1 g·dm
–3

. 

Takto připravené roztoky byly míchány na magnetické míchačce po dobu 48 hodin. 

4.3.2 Příprava zásobních roztoků pro časovou závislost 

 Navážením přesně 0,200 g daného biopolymeru (popř. glukos, sacharosy a obou amino-

kyselin) na laboratorních vahách s přesností 1/1 000 g, rozpuštěním v patřičném množství 

demineralizované vody ve 100 cm
3
 odměrných baňkách (při přípravě roztoku chitosanu 

byl použit jako rozpouštědlo 5% roztok kyseliny octové) byly vytvořeny zásobní roztoky 

o koncentraci 2 g·dm
–3

. V případě hyaluronanu bylo naváženo pouze 0,120 g a vytvořen 

roztok o koncentraci 1,2 g·dm
–3

. Takto připravené roztoky byly míchány na magnetické 

míchačce po dobu 24 hodin a poté skladovány ve tmě při laboratorní teplotě. 

4.3.3 Příprava zásobních roztoků pro teplotní závislost 

 Navážením přesně 0,100 g daného biopolymeru (popř. glukos, sacharosy a obou amino-

kyselin) na laboratorních vahách s přesností 1/1 000 g, rozpuštěním v patřičném množství 

demineralizované vody v 50 cm
3
 odměrných baňkách (při přípravě roztoku chitosanu byl 

použit jako rozpouštědlo 5% roztok kyseliny octové) byly vytvořeny zásobní roztoky 

o koncentraci 2 g·dm
–3

. V případě hyaluronanu bylo naváženo pouze 0,050 g a vytvořen 

roztok o koncentraci 1 g·dm
–3

. Takto připravené roztoky byly míchány na magnetické mí-

chačce po dobu 24 hodin.  

4.3.4 Příprava zásobních roztoků pro studium vlivu UV záření 

 Navážením přesně 0,100 g daného biopolymeru a monohydrátu glukosy na laboratorních 

vahách s přesností 1/1 000 g, rozpuštěním v patřičném množství demineralizované vody 

v 50 cm
3
 odměrných baňkách (při přípravě roztoku chitosanu byl použit jako rozpouštědlo 



28 

 

 

5% roztok kyseliny octové) byly vytvořeny zásobní roztoky o koncentraci 2 g·dm
–3

. 

V případě hyaluronanu bylo naváženo pouze 0,050 g a vytvořen roztok o koncentraci 

1 g·dm
–3

. Takto připravené roztoky byly míchány na magnetické míchačce po dobu 

24 hodin. 

4.3.5 Příprava zásobních roztoků pro studium vlivu iontové síly 

 Zásobní roztoky daných biopolymerů byly připraveny stejným způsobem jako v před-

chozím případě. V případě CMC byl tento roztok kvůli své poměrně velké viskozitě ještě 

desetkrát zředěn. 

 Zásobní roztok chloridu sodného o koncentraci 1 mol·dm
–3

 byl připraven navážením 

přesně 5,844 0 g na analytických vahách a rozpuštěním v patřičném množství deminerali-

zované vody ve 100 cm
3
 odměrné baňce. 

4.4 Měření 

4.4.1 Koncentrační závislost 

 U všech vzorků byl proměřen zeta potenciál na přístroji Zetasizer Nano ZS (výrobce 

Malvern Instruments Ltd.), který vytemperoval každý roztok po 70 s na teplotu 25 °C. Mě-

ření bylo realizováno ve skleněných kyvetách, do nichž byla vždy vložena Dip cela 

s elektrodami, přes které na vzorek působilo elektrické napětí. Na základě změny intenzity 

rozptýleného světla pohybujícími se nabitými částicemi ve vzorku pak byla stanovena nej-

prve elektroforetická pohyblivost a následně při znalosti viskozity prostředí η a teploty 

měření T aplikací rovnice (7) hodnota zeta potenciálu. Každý vzorek byl proměřen celkem 

třikrát a mezi jednotlivými měřeními byla nastavena časová prodleva 20 s. 

 Naměřené hodnoty zeta potenciálů byly v programu MS Excel zprůměrovány a byly 

stanoveny jejich směrodatné odchylky, které jsou v grafech znázorněny v podobě chybo-

vých úseček.  

4.4.2 Časová závislost 

 Vzorek byl ze zásobních roztoků každého biopolymeru (popř. glukos, sacharosy a obou 

aminokyselin) odebírán v časových intervalech 1 den, 2 dny, 3 dny, 1 týden, 2 týdny, 

3 týdny, 4 týdny a 7 týdnů. Měření bylo uskutečněno při stejném nastavení přístroje Zeta-

sizer Nano ZS a při stejných podmínkách jako v předchozím případě. Naměřené hodnoty 

zeta potenciálů byly v programu MS Excel zprůměrovány a byly stanoveny jejich směro-

datné odchylky, které jsou v grafech znázorněny v podobě chybových úseček.  

 Dále byly vzorky všech použitých biopolymerů převedeny přes stříkačkový filtr s póry 

o velikosti 0,45 μm a analyzovány pomocí SEC-MALS ve stejných časových intervalech 

(kromě intervalu po 7 týdnech skladování) jako při měření zeta potenciálu. Měřeným pa-

rametrem byla molekulová hmotnost. Jako mobilní fáze byl použit roztok dusičnanu sod-

ného o koncentraci 0,1 mol·dm
–3

 a průtok celým systémem byl nastaven na 0,6 cm
3
 za 

minutu. Objem nástřiku jednoho vzorku do kolony činil 100 mm
3
. Každý vzorek byl pro-

měřen minimálně dvakrát. Doba analýzy jednoho vzorku byla 55 minut. Naměřená data 

byla vyhodnocena pomocí softwaru Astra 6.1 a následně exportována do programu MS 

Excel, kde byla zprůměrována a dále zpracována. 
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4.4.3 Teplotní závislost 

 Z každého zásobního roztoku byla odebrána část pro proměření zeta potenciálu na pří-

stroji Zetasizer Nano ZS vytemperovaném na různé teploty (5 °C, 25 °C, 37 °C a 50 °C). 

Každý vzorek byl přístrojem temperován 3 až 5 minut, proměřen celkem třikrát a doba 

mezi jednotlivými měřeními činila 5 s. Naměřené hodnoty zeta potenciálů byly statisticky 

zpracovány stejně jako v předchozím případě. 

 Dále byly zásobní roztoky uloženy do sušárny vytemperované při každém měření na 

jinou teplotu (37 °C, 50 °C a 90 °C). Jednotlivé vzorky byly k analýze odebírány vždy 

v časových intervalech po 1 hodině, 3 hodinách a 5 hodinách. U každého vzorku byl pro-

měřen zeta potenciál na přístroji Zetasizer Nano ZS a u vzorků biopolymerů molekulová 

hmotnost na přístroji SEC-MALS. Použité nastavení obou přístrojů bylo stejné jako 

v případě měření časové závislosti. Naměřená data z obou částí měření byla statisticky 

vyhodnocena stejným způsobem jako v případě časové závislosti. 

4.4.4 Studium vlivu UV záření 

 Vzorek byl ze zásobních roztoků všech studovaných biopolymerů a monohydrátu gluko-

sy, převedených přes stříkačkový filtr s póry o velikosti 0,45 μm, odebrán nejprve před 

ozářením UV světlem a posléze po ozáření UV světlem v časových intervalech 1 hodina, 

3 hodiny a 5 hodin. Pro tuto část experimentu byla použita UV lampa s vlnovou délkou 

záření přibližně 306 nm. Zeta potenciál byl na přístroji Zetasizer Nano ZS měřen pouze u 

vzorků monohydrátu glukosy, CMC, chitosanu a BSA, zatímco molekulová hmotnost byla 

pomocí systému SEC-MALS analyzována u všech použitých biopolymerů. Oba přístroje 

byly nastaveny stejně jako v případě měření časové závislosti. Naměřená data z obou částí 

měření byla statisticky vyhodnocena stejným způsobem jako v předchozích případech. 

4.4.5 Studium vlivu iontové síly 

 Ze zásobních roztoků biopolymerů bylo odebráno vždy 10 cm
3
 vzorku a převedeno přes 

stříkačkový filtr s póry o velikosti 5 μm. Takto připravené vzorky byly titrovány roztokem 

chloridu sodného o koncentraci 1 mol·dm
–3

 pomocí automatického titrátoru propojeného se 

Zetasizerem Nano ZS. Bylo nastaveno celkem 11 bodů měření pro každou látku v rozmezí 

koncentrací chloridu sodného ve výsledném roztoku od 0 mol·dm
–3

 do 0,1 mol·dm
–3

 

s krokem přibližně 0,01 mol·dm
–3

. Analyzovanými parametry byly zeta potenciál, měřený 

pro každý bod třikrát, a objemový střed velikosti částic, měřený pro každý bod dvakrát.  

 Pro sledování vlivu iontové síly na molekulovou hmotnost byly zásobní roztoky každého 

biopolymeru nejdříve převedeny přes stříkačkový filtr s póry o velikosti 0,45 μm a posléze 

rozděleny na třetiny. První roztok obsahoval samotný biopolymer. V druhém roztoku bylo 

k biopolymeru přidáno takové množství zásobního roztoku chloridu sodného, aby jeho 

výsledná koncentrace činila 0,1 mol·dm
–3

 (tedy hodnota posledního bodu titrace). Třetí 

roztok byl připraven tak, aby v něm koncentrace chloridu sodného odpovídala zhruba po-

lovině jeho konečně koncentraci (tedy 0,05 mol·dm
–3

). Takto připravené roztoky byly ana-

lyzovány pomocí sytému SEC-MALS při obdobném nastavení jako v předchozích přípa-

dech.  

 Naměřená data z obou částí měření byla statisticky vyhodnocena stejným způsobem jako 

v předchozích případech.  
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5 VÝSLEDKY A DISKUSE 

5.1 Koncentrační závislost a optimalizace přípravy vzorků pro další mě-

ření 

 Stabilita jednotlivých vzorků o různých koncentracích byla stanovena na základě zprů-

měrovaných hodnot zeta potenciálů, měřených technikou elektroforetického rozptylu svět-

la, z nichž byla vytvořena závislost zeta potenciálu na koncentraci zkoumané látky. 

 

Obr. 5: Závislost zeta potenciálu na koncentraci jednotlivých látek  

Na Obr. 5 jsou znázorněny hodnoty zeta potenciálů pro jednotlivé vzorky při různých kon-

centracích. Je patrné, že stabilní v celém voleném rozsahu koncentrací zůstávají pouze roz-

toky CMC, alginátu sodného a hyaluronanu. Roztoky chitosanu po koncentraci 5 g·dm
–3

 se 

vyskytují výrazně nad horní hranicí stability, avšak při koncentraci 10 g·dm
–3

 je chitosan 

již nestabilní. V blízkosti dolní hranice stability se pohybují roztoky aminokyseliny lysinu, 

případně monohydrátu glukosy. Nestabilní v celém voleném rozsahu koncentrací jsou pak 

roztoky bezvodé glukosy, sacharosy, cysteinu a proteinu BSA. 

 Cílem sestrojení této závislosti však bylo především určit optimální koncentraci pro 

všechny studované látky k dalším měřením se zřetelem na manipulaci se vzorky a meze 

detekce měřících přístrojů. Pro tyto účely byla určena koncentrace 2 g·dm
–3

. Vzorky bio-

polymerů o této koncentraci byly pro kontrolu následně proměřeny na SEC-MALS. Porov-

nání naměřených hodnot molekulových hmotností s hodnotami deklarovanými výrobci je 

uvedeno v Tab. 1. 
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Tab. 1: Porovnání molekulových hmotností stanovených pomocí SEC-MALS s certifikova-

nými hodnotami 

biopolymer anácertifikov w,M  (kDa) stanovená w,M  (kDa) 
wM  (%) 

CMC ~700 690,87 –1,3 

hyaluronan 300–500 380,95 ~0,0 

alginát sodný 410 65,46 –84,0 

BSA 66 66,21 0,3 

chitosan ~20 2,02 –89,9 

 

5.2 Časová závislost 

 Na základě zprůměrovaných hodnot zeta potenciálů, měřených technikou elektroforetic-

kého rozptylu světla, byla v daných časových intervalech stanovena stabilita roztoků skla-

dovaných ve tmě, z čehož byla následně vytvořena závislost zeta potenciálu na čase odběru 

vzorku (viz Obr. 6). 

 

Obr. 6: Závislost zeta potenciálu na čase odběru vzorku z jednotlivých roztoků 

Po celou dobu skladování zůstaly stabilní roztoky chitosanu, hyaluronanu a CMC. Během 

prvního týdne skladování vykazovaly stabilitu i roztoky alginátu sodného a lysinu, po dvou 

týdnech však v nich došlo ke vzrůstu zeta potenciálu nad hraniční hodnotu –30 mV, a staly 

se tak nestabilní. Roztoky obou glukos, sacharosy, cysteinu a BSA byly nestabilní již od 

počátku skladování. Výkyvy některých bodů v grafu souvisejí spíše s experimentální chy-

bou. 
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 Následně byly pomocí extrapolace na nulové hodnoty času vypočítány hodnoty 0  (zeta 

potenciály v nulovém čase). Dále byla data podrobena vyhodnocení pomocí rovnice kine-

tiky prvního řádu (8) 

 
tk

ζζ ae0


 , (8) 

ze které posléze byla zjištěna rovnice přímky (9) 

 tk
ζ

ζ
 a

0

ln . (9) 

Z ní byla nakonec pomocí lineární regrese určena hodnota ak , která odpovídá hodnotě 

rychlostní konstanty agregace. Vyjadřuje, jak rychle se zeta potenciál blížil k nule. Jinými 

slovy jde o míru vzniku aglomerátů v roztocích. Studované látky jsou v Tab. 2 seřazeny 

dle klesající rychlostní konstanty agregace. Je zřejmé, že agregaci nejvíce podléhaly BSA, 

bezvodá glukosa a cystein. Naopak téměř konstantní hodnotu zeta potenciálu po celou do-

bu skladování měly chitosan, CMC a sacharosa. 

Tab. 2: Vypočtené hodnoty rychlostních konstant agregace pro každou látku 

studovaná látka ak  (den
–1

) 

BSA 0,0924 

bezvodá glukosa 0,0722 

cystein 0,0619 

monohydrát glukosy 0,0508 

alginát sodný 0,0358 

lysin 0,0255 

hyaluronan 0,0155 

sacharosa 0,0052 

CMC 0,0038 

chitosan 0,0031 

 

 Molekulová hmotnost všech použitých biopolymerů byla v daných časových intervalech 

stanovena na základě zprůměrovaných hodnot, z nichž byla vytvořena závislost molekulo-

vé hmotnosti na čase odběru vzorku (viz Obr. 7). 
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Obr. 7: Závislost molekulové hmotnosti na čase odběru vzorku z jednotlivých roztoků 

 Výsledky měření ukázaly, že výraznější pokles molekulové hmotnosti během 4 týdnů 

skladování nastal u alginátu sodného, CMC a chitosanu. K mírné degradaci došlo také 

v případě hyaluronanu. Naopak molekulová hmotnost proteinu BSA se za tuto dobu něko-

likanásobně zvýšila. U chitosanu a alginátu sodného byly naměřeny výrazně nižší moleku-

lové hmotnosti, než uvádí jejich výrobce, což mohlo být způsobeno nedostatečným rozpuš-

těním biopolymeru v rozpouštědle a následným zachycením na filtru před samotným mě-

řením nebo také degradací biopolymerů v pevné formě (viz publikace [62]). 

 Obdobným způsobem jako při vyhodnocení zeta potenciálu byly opět pomocí extrapola-

ce na nulové hodnoty času vypočítány hodnoty 
0wM  (molekulové hmotnosti v nulovém 

čase). Následně byla data podrobena vyhodnocení pomocí rovnice kinetiky prvního řádu 

(10) 
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Z ní byla nakonec pomocí lineární regrese určena hodnota dk , která odpovídá hodnotě 

rychlostní konstanty degradace. Ta vyjadřuje, jak rychle docházelo k poklesu molekulové 

hmotnosti daného biopolymeru. Studované biopolymery jsou v Tab. 3 seřazeny 

dle klesající rychlostní konstanty degradace. Je patrné, že degradaci nejvíce podléhal chito-

san a alginát sodný. V případech obou těchto biopolymerů však z výše uvedeného důvodu 

nelze získané výsledky považovat za příliš přesné. Hodnota rychlostní konstanty degradace 
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BSA má oproti ostatním biopolymerům zápornou hodnotu, která vypovídá o agregaci toho-

to proteinu, což potvrzuje výsledky získané měřením zeta potenciálu. 

Tab. 3: Vypočtené hodnoty rychlostních konstant degradace pro každý biopolymer 

studovaný biopolymer dk  (den
–1

) 

chitosan 0,1119 

alginát sodný 0,0907 

CMC 0,0138 

hyaluronan 0,0096 

BSA –0,0597 

 

5.3 Vliv dalších parametrů 

5.3.1 Teplotní závislost 

 Podle zprůměrovaných hodnot zeta potenciálů byla stanovena stabilita jednotlivých 

vzorků vytemperovaných pomocí přístroje Zetasizer Nano ZS na různou teplotu, z čehož 

byla vytvořena závislost zeta potenciálu na teplotě měření (viz Obr. 8). 

 

Obr. 8: Závislost zeta potenciálu na teplotě jednotlivých látek 

Při všech měřených teplotách zůstaly stabilní roztoky alginátu sodného, hyaluronanu, chi-

tosanu a CMC. V blízkosti dolní hranice stability se pohybují roztoky aminokyseliny lysi-

nu a proteinu BSA. Nestabilní při všech měřených teplotách jsou roztoky obou glukos, 

sacharosy a cysteinu. Patrnější závislost zeta potenciálu na teplotě lze však pozorovat pou-

ze u hyaluronanu, kdy zeta potenciál s rostoucí teplotou vzrostl, a CMC, kdy zeta potenciál 

s rostoucí teplotou mírně klesl. Výkyvy některých bodů v grafu souvisejí s experimentální 

chybou. 
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 Dále byla stanovována stabilita jednotlivých látek uchovávaných v sušárně vyhřáté na 

různou teplotu. Ze zprůměrovaných hodnot zeta potenciálů byla sestrojena závislost zeta 

potenciálu na čase odběru vzorku pro každou studovanou látku při třech různých teplotách, 

které v grafech odpovídají jednotlivým řadám. Pro příklad jsou v hlavní části této práce na 

Obr. 9 a Obr. 10 uvedeny závislosti pro CMC a BSA.   

 

Obr. 9: Závislost zeta potenciálu na čase odběru vzorku z roztoku CMC zahřátého na růz-

né teploty 

 

Obr. 10: Závislost zeta potenciálu na čase odběru vzorku z roztoku BSA zahřátého na růz-

né teploty 

 Z Obr. 9 lze usoudit, že roztok CMC zůstal vůči agregaci stabilní, protože v grafu nebyl 

zaznamenán jednotný klesající nebo rostoucí trend hodnot zeta potenciálu. Obdobné cho-

vání bylo pozorováno i u roztoků alginátu sodného, chitosanu a hyaluronanu. Na Obr. 10 je 

vidět nepatrný vzrůst záporného zeta potenciálu se zvyšující se teplotou roztoku BSA. Ten-

to roztok zůstal při všech teplotách po celou dobu jejich působení vůči agregaci nestabilní. 

Po celou dobu působení všech tří teplot zůstaly nestabilní také roztoky jednoduchých sa-
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charidů a aminokyseliny lysinu a závislost zeta potenciálu na rostoucí teplotě u nich byla 

spíše minimální. Roztok cysteinu rovněž nevykazoval stabilitu, ovšem jeho zeta potenciál 

se s delší dobou působení těchto teplot blížil k nule. Ve všech grafech je možné pozorovat 

výkyvy některých bodů, které však pravděpodobně souvisejí s experimentální chybou. 

 Molekulová hmotnost všech studovaných biopolymerů byla stanovena pouze při teplo-

tách 50 °C a 90 °C. Ze zprůměrovaných hodnot pak byly sestrojeny závislosti molekulové 

hmotnosti na čase odběru vzorku pro každou teplotu. 

 
 

Obr. 11: Závislost molekulové hmotnosti na čase odběru vzorků zahřátých na 50 °C (hod-

noty molekulové hmotnosti CMC jsou pro větší přehlednost v grafu uvedeny na vedlejší 

ose) 

 

Obr. 12: Závislost molekulové hmotnosti na čase odběru vzorků zahřátých na 90 °C (hod-

noty molekulové hmotnosti chitosanu jsou pro větší přehlednost v grafu uvedeny na vedlej-

ší ose) 
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 Z Obr. 11 lze vyčíst, že molekulovou hmotnost zkoumaných biopolymerů působení pří-

slušné teploty po dobu 5 hodin nijak neovlivňuje. Výjimkou je pouze hyaluronan, jehož 

molekulová hmotnost se za tuto dobu nepatrně snížila. Hodnoty pro chitosan v grafu chybí, 

jelikož se ze softwaru Astra 6.1 nepodařilo získat reprodukovatelná data. Na Obr. 12 jsou 

zobrazeny pouze ty biopolymery, jejichž hodnoty molekulových hmotností se s časem pů-

sobení dané teploty neměnily anebo jen mírně klesaly. Za zmínku stojí fakt, že u chitosanu 

a alginátu sodného byly naměřeny výrazně nižší hodnoty molekulové hmotnosti, než uvádí 

jejich výrobce, což mohlo být způsobeno nedostatečným rozpuštěním biopolymeru 

v rozpouštědle a následným zachycením na filtru před samotným měřením. 

 Závislosti molekulové hmotnosti na době působení různých teplot pro roztoky CMC 

a BSA jsou znázorněny samostatně na Obr. 13 a Obr. 14, jelikož lze na nich pozorovat 

velmi výraznou změnu molekulové hmotnosti při teplotě 90 °C oproti 50 °C. V případě 

CMC se jedná o exponenciální pokles molekulové hmotnosti a v případě BSA o exponen-

ciální vzrůst. Tyto výsledky v podstatě odpovídají i měření zeta potenciálu při těchto teplo-

tách. Proces degradace biopolymeru totiž zeta potenciál nijak zvlášť neovlivní, zatímco v 

případě agregace se zeta potenciál začne blížit nule.   

 

Obr. 13: Závislost molekulové hmotnosti na čase odběru vzorku z roztoku CMC zahřátého 

na různé teploty 
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Obr. 14: Závislost molekulové hmotnosti na čase odběru vzorku z roztoku BSA zahřátého 

na různé teploty 

5.3.2 Studium vlivu UV záření 

 Stabilita vzorků monohydrátu glukosy, BSA, chitosanu a CMC po ozáření UV světlem 

byla stanovena na základě zprůměrovaných hodnot zeta potenciálů, z nichž byla vytvořena 

závislost zeta potenciálu na době působení UV záření. 

 

Obr. 15: Závislost zeta potenciálu na době působení UV záření 

Na Obr. 15 jsou znázorněny hodnoty zeta potenciálů zkoumaných vzorků měřených při 

různých časech působení UV záření. Po celou dobu působení zůstal roztok chitosanu 

a CMC stabilní, zatímco roztok BSA a monohydrátu glukosy byly nestabilní. Lze usoudit, 

že UV záření takřka nemá v časovém úseku 5 hodin působení na tyto vzorky žádný vliv 

a jejich zeta potenciál je přibližně konstantní. Výkyvy některých bodů v grafu souvisejí 

s experimentální chybou. 
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 Molekulová hmotnost všech použitých biopolymerů byla stanovena na základě zprůmě-

rovaných hodnot, ze kterých byla vytvořena závislost molekulové hmotnosti na době půso-

bení UV záření znázorněná na Obr. 16. 

 

Obr. 16: Závislost molekulové hmotnosti na době působení UV záření (hodnoty molekulové 

hmotnosti CMC jsou pro větší přehlednost v grafu uvedeny na vedlejší ose) 

Z tohoto grafu lze usoudit, že stejně jako v případě měření zeta potenciálu nemá UV záření 

po dobu 5 hodin působení na molekulovou hmotnost téměř žádný vliv. Výjimku tvoří pou-

ze protein BSA, jehož molekulová hmotnost se za tuto dobu několikanásobně zvýšila. Je 

rovněž důležité podotknout, že u chitosanu a alginátu sodného byly naměřeny výrazně niž-

ší hodnoty molekulové hmotnosti, než uvádí jejich výrobce. To mohlo být způsobeno ne-

dostatečným rozpuštěním biopolymeru v rozpouštědle a následným zachycením na filtru 

před samotným měřením. Přírůstky (popř. úbytky) molekulových hmotností jednotlivých 

biopolymerů po uplynutí celé doby působení UV záření uvádí Tab. 4. 

Tab. 4: Přírůstky (popř. úbytky) molekulových hmotností studovaných biopolymerů 

v procentech 

studovaná látka wM  (%) 

BSA 392,9 

CMC 0,1 

hyaluronan –2,8 

alginát sodný –3,9 

chitosan –4,7 

5.3.3 Studium vlivu iontové síly 

 Na základě zprůměrovaných hodnot zeta potenciálů a objemových středů velikosti částic 

byla sestrojena závislost těchto dvou parametrů na koncentraci chloridu sodného ve vý-

sledném roztoku pro každý biopolymer. V hlavní části této práce jsou pro příklad znázor-

něny závislosti pouze pro chitosan a BSA (viz Obr. 17 a Obr. 18). Ostatní grafy jsou uve-

deny v přílohách (viz kap. 9). 
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Obr. 17: Závislost zeta potenciálu a objemového středu velikosti částic na koncentraci 

chloridu sodného v roztoku chitosanu (hodnoty objemového středu velikosti částic jsou 

uvedeny na vedlejší ose) 

 

Obr. 18: Závislost zeta potenciálu a objemového středu velikosti částic na koncentraci 

chloridu sodného v roztoku BSA (hodnoty objemového středu velikosti částic jsou uvedeny 

na vedlejší ose) 

Z Obr. 17 je patrné, že s rostoucí koncentrací chloridu sodného v roztoku chitosanu klesá 

jak zeta potenciál, tak pozvolna i objemový střed velikosti částic. Nevýraznější pokles zeta 

potenciálu je pak zaznamenán po prvním a druhém přídavku chloridu sodného, kdy se roz-

tok chitosanu stal nestabilní. Podobný trend lze pozorovat i v případě alginátu sodného (viz 

Příloha č. 1) s tím rozdílem, že pokles absolutních hodnot zeta potenciálu nebyl 

v počáteční oblasti grafu tolik výrazný a jeho roztok se stal nestabilní až po pátém přídav-

ku chloridu sodného. Na Obr. 18 lze pozorovat nejdříve výrazný vzrůst objemového středu 

velikosti částic BSA a záporného zeta potenciálu (již po prvním přídavku chloridu sodné-

ho). Při vyšších koncentracích chloridu sodného měly však oba studované parametry spíše 
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tendenci ustálit se na konstantních hodnotách. Při titraci CMC (viz Příloha č. 2) došlo tak-

též nejprve k nápadnějšímu vzrůstu záporného zeta potenciálu, zatímco při vyšší koncent-

raci soli byl jeho vzrůst pozvolný, ovšem výsledný roztok již stabilitu nevykazoval. Veli-

kost částic v tomto roztoku se měnila nezávisle na rostoucí iontové síle, ale z grafu lze 

usoudit, že docházelo spíše ke zvětšování objemového středu velikosti částic, třebaže mě-

ření bylo zatíženo poměrně velkou chybou. V případě hyaluronanu (viz Příloha č. 3) opět 

došlo ke vzrůstu záporného zeta potenciálu (výraznějšímu po prvním a pátém přídavku) 

nad dolní hranici stability. Velikost částic v tomto roztoku se v počáteční fázi titrace 

nejdříve prudce snížila a poté náhle vzrostla. Při posledních přídavcích chloridu sodného 

bylo opět zaznamenáno zmenšení částic. Molekuly hyaluronanu však mají tvar podlouh-

lých tyčinek, zatímco technika DLS uvažuje spíše kulovité částice, proto nelze toto posled-

ní měření považovat za přesné. 

 Molekulová hmotnost všech studovaných biopolymerů byla stanovena celkem ve třech 

bodech titrace podle zprůměrovaných hodnot, ze kterých byla vytvořena závislost moleku-

lové hmotnosti na koncentraci chloridu sodného ve výsledném roztoku, která je zobrazena 

na Obr. 19. 

 

Obr. 19: Závislost molekulové hmotnosti na koncentraci chloridu sodného v roztoku biopo-

lymeru ((hodnoty molekulové hmotnosti CMC jsou pro větší přehlednost v grafu uvedeny 

na vedlejší ose) 

Z grafu na Obr. 19 lze říci, že zvýšení iontové síly přídavkem chloridu sodného do roztoku 

má vliv na molekulovou hmotnost jen některých studovaných biopolymerů. Jedná se hlav-

ně o BSA, jehož molekulová hmotnost se mírně zvýšila, což alespoň částečně odpovídá i 

výsledkům z měření zeta potenciálu a objemového středu velikosti částic. Výrazná změna 

molekulové hmotnosti je pozorovatelná i u CMC, kde však bylo samotné měření zatíženo 

poměrně značnou chybou, jelikož vzorky měly vysokou polydisperzitu, která byla pravdě-

podobně zapříčiněna nedostatečným rozpuštěním tohoto biopolymeru v rozpouštědle. Tato 

skutečnost by mohla vysvětlit i střídavě se měnící velikost částic při samotné titraci rozto-

ku CMC. Stejně jako v předchozích případech, tak i v této části experimentu byly naměře-

ny výrazně nižší molekulové hmotnosti chitosanu a alginátu sodného, než uvádí jejich vý-

robce, což opět mohlo být způsobeno nedostatečným rozpuštěním biopolymeru 
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v rozpouštědle a následným zachycením na filtru před samotným měřením. Přírůstky 

(popř. úbytky) molekulových hmotností jednotlivých biopolymerů po přídavku chloridu 

sodného odpovídajícímu výsledné koncentraci 0,1 mol·dm
–3

 uvádí Tab. 5. 

Tab. 5: Přírůstky (popř. úbytky) molekulových hmotností studovaných biopolymerů 

v procentech 

studovaná látka wM  (%) 

BSA 14,1 

hyaluronan –2,0 

alginát sodný –13,6 

chitosan –17,7 

CMC –18,1 
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6 ZÁVĚR 

 Tato bakalářská práce je zaměřena na studium stability roztoků zkoumaných biopoly-

merních látek při různých podmínkách měření s využitím technik rozptylu světla. Nejdříve 

byly popsány jednotlivé skupiny biopolymerů samostatně a posléze byly shromážděny 

poznatky o zkoumání těchto látek pomocí různých druhů rozptylu světla. Dále byla prove-

dena literární rešerše týkající se současného stavu této problematiky se zaměřením na ana-

lýzu polysacharidů a proteinů. 

 V rámci experimentální části práce byly použity metody elektroforetického rozptylu 

světla, SEC-MALS a dynamického rozptylu světla. Zkoumanými parametry byly zeta po-

tenciál, molekulová hmotnost a velikost částic vybraných biopolymerů (hyaluronanu, algi-

nátu sodného, chitosanu, CMC a BSA). Jednoduché sacharidy a aminokyseliny byly stu-

dovány pouze pro srovnání a byly použity jen při některých měřeních. Nejdříve však bylo 

nutné stanovit optimální koncentraci zkoumaných látek pro další měření. To bylo učiněno 

na základě závislosti zeta potenciálu na koncentraci dané látky, kdy s ohledem na manipu-

laci se vzorky byla vybrána hodnota 2 g·dm
–3

. 

 Hlavním předmětem této části práce bylo studium agregačního a degradačního chování 

vybraných látek v roztocích skladovaných ve tmě za laboratorní teploty, přičemž vzorky 

byly k analýze odebírány v různých časových intervalech. Z naměřených hodnot zeta po-

tenciálů a molekulových hmotností byly stanoveny rychlostní konstanty agregace a degra-

dace. Odolné vůči agregaci zůstaly chitosan, CMC a hyaluronan. Tyto biopolymery však 

podléhaly depolymerizaci. U proteinu BSA se naopak výrazně projevila agregace, tedy 

i značný nárůst jeho molekulové hmotnosti, což bylo možné rozpoznat i vizuálně. Během 

skladování se totiž postupně v roztoku vytvářela rosolovitá sraženina. Tento jev potvrzova-

ly i naměřené hodnoty zeta potenciálu blížící se k nule, což vypovídá o tom, že molekuly 

této látky během procesu skladování téměř ztratily svůj povrchový náboj. Obecně lze říci, 

že výsledky měření zeta potenciálu byly ve většině případů potvrzeny výsledky měření 

molekulové hmotnosti. 

 Vedle dlouhodobého skladování byl také prozkoumán vliv různých teplot na roztoky 

vybraných látek. Bylo zjištěno, že zvyšující se teplota měla na dané vzorky pouze mini-

mální vliv. Zajímavější ovšem byly výsledky měření vzorků uchovávaných při různých 

teplotách po dobu 5 hodin.  Při teplotě 50 °C docházelo nanejvýš k mírnému poklesu mo-

lekulové hmotností a absolutních hodnot zeta potenciálů. Po zvýšení teploty na 90 °C však 

byly změny těchto parametrů znatelnější, a to zejména v případě CMC, jejíž molekulová 

hmotnost klesla na pouhý zlomek své původní hodnoty, a BSA, který podlehl agregaci, 

a tudíž se jeho molekulová hmotnost několikanásobně zvýšila. U hyaluronanu, alginátu 

sodného a chitosanu bylo zaznamenáno pouze mírné snížení molekulové hmotnosti, zatím-

co zeta potenciál se při této teplotě výrazně neměnil. 

 Dále byly roztoky biopolymerů vystaveny UV záření po dobu 5 hodin. Během této doby 

expozice byl zeta potenciál každého vzorku přibližně konstantní. Obdobných výsledků 

bylo dosaženo i po proměření molekulové hmotnosti. V případě BSA nicméně došlo 

k jejímu výraznému nárůstu, což opět vypovídá o agregaci jeho molekul. UV záření by 

mohlo mít větší vliv na pevné vzorky biopolymerů. Je totiž teoreticky možné, že bude do-

cházet ke změnám struktury těchto látek. 
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 Nakonec byly vzorky biopolymerů podrobeny vlivu iontové síly. To bylo uskutečněno 

pomocí titrace vzorku biopolymeru roztokem chloridu sodného. Hodnoty zeta potenciálů 

měly pro každý biopolymer přibližně stejný trend. Po prvních přídavcích chloridu sodného 

došlo k výraznějšímu poklesu jeho absolutních hodnot, při vyšší koncentraci soli již byl 

tento pokles spíše pozvolný. Po ukončení titrace byly všechny studované roztoky nestabil-

ní. Velikost částic zde byla měřena v podobě jejich objemového středu a s rostoucí ionto-

vou silou roztoku zpravidla klesala. Na molekulové hmotnosti se rostoucí koncentrace 

chloridu sodného ve studovaných roztocích biopolymerů překvapivě nijak znatelně nepo-

depsala. K jejímu nepatrnému vzrůstu došlo pouze u BSA a ke slabému snížení u alginátu 

sodného, chitosanu a CMC. 

 Na závěr je důležité připomenout fakt, že všechny části experimentu byly provedeny 

pouze jednou a mnohá měření byla zatížena poměrně značnou chybou. Některá data do-

konce nebyla vůbec reprodukovatelná (např. data pro molekulovou hmotnost chitosanu při 

50 °C). Důvěryhodnější výsledky by proto byly získány po opakovaném měření. Přesto se 

použité techniky rozptylu světla ukázaly pro studium stálosti biopolymerů při různých 

podmínkách jako vhodné a lze je aplikovat při průmyslovém využití pro analýzu agregač-

ních nebo degradačních procesů probíhajících v těchto látkách. 
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8 Seznam použitých zkratek a symbolů 

8.1 Seznam zkratek 

Zkratka Význam 

UV ultrafialový (ultraviolet) 

CMC karboxymethylcelulosa (carboxymethyl cellulose) 

MC methylcelulosa (methyl cellulose) 

HA kyselina hyaluronová (hyaluronic acid) 

BSA hovězí sérový albumin (bovine serum albumin) 

RNA kyselina ribonukleová (ribonucleic acid) 

tRNA transferová RNA 

mRNA mediátorová RNA 

rRNA ribosomální RNA 

DNA kyselina deoxyribonukleová (deoxyribonucleic acid) 

SLS statický rozptyl světla (static light scattering) 

RMS střední kvadratický též gyrační (root mean square) 

SEC-MALS Size Exclusion Chromatography-Multi Angle Light Scattering 

DLS dynamická rozptyl světla (dynamic light scattering) 

ELS elektroforetický rozptyl světla (electrophoretic light scattering) 

GAPDH glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza 

UV-VIS ultrafialová a viditelná oblast spektra (ultraviolet-visible) 

8.2 Seznam symbolů 

Symbol Význam 

kDa kilodalton 

MDa megadalton 

nm nanometr 

μm mikrometr 

mm milimetr 

cm centimetr 

dm decimetr 

mV milivolt 

°C stupeň Celsia 

g  gram 

s  sekunda 

h  hodina 

W  watt 

I   intenzita rozptýleného světla 

0I  intenzita dopadajícího záření 

   vlnová délka záření 

0  vlnová délka dopadajícího záření ve vakuu 

  polarizovatelnost částice 

r   poloměr částice 
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   úhel rozptylu 

K  optická konstanta 

c   koncentrace 

 R  přebytečná intenzita rozptýleného světla 

 P  komplexní funkce popisující úhlovou závislost na rozptýleném světle 

wM  molekulová hmotnost 

wM  přírůstek molekulové hmotnosti 

w0M  molekulová hmotnost v nulovém čase 

2A  druhý viriální koeficient 

 g  autokorelační funkce 

t   čas 

D  difúzní koeficient 

Γ  rychlost poklesu korelace 

q   velikost rozptylového vektoru 

0n  index lomu disperzního prostředí 

Bk  Boltzmannova konstanta 

T   termodynamická teplota 

mt  teplota měření 

η   viskozita 

π   Ludolfovo číslo 

hr  hydrodynamický poloměr částice 

v   elektroforetická pohyblivost 

eD  dielektrická konstanta 

ζ   zeta potenciál 

0ζ  zeta potenciál v nulovém čase 

U  napětí 

l   délka kyvety 

ak  rychlostní konstanta agregace 

dk  rychlostní konstanta degradace 

e   Eulerovo číslo 

Vd  objemový střed velikosti částic (volume mean) 
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9 PŘÍLOHY 

 

Příloha č. 1: Závislost zeta potenciálu a objemového středu velikosti částic na koncentraci 

chloridu sodného v roztoku alginátu sodného (hodnoty objemového středu velikosti částic 

jsou uvedeny na vedlejší ose) 

 

 

Příloha č. 2: Závislost zeta potenciálu a objemového středu velikosti částic na koncentraci 

chloridu sodného v roztoku CMC (hodnoty objemového středu velikosti částic jsou uvedeny 

na vedlejší ose) 
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Příloha č. 3: Závislost zeta potenciálu a objemového středu velikosti částic na koncentraci 

chloridu sodného v roztoku hyaluronanu (hodnoty objemového středu velikosti částic jsou 

uvedeny na vedlejší ose)  
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