VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

[

FAKULTA CHEMICKA o
USTAV FYZIKALNI A SPOTREBNI CHEMIE

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

STUDIUM STABILITY BIOPOLYMERU POMOCI
TECHNIK ROZPTYLU SVETLA

THE STUDY OF BIOPOLYMERS STABILITY USING LIGHT SCATTERING TECHNIQUES

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR THESIS

AUTOR PRACE ZDENEK KRATOCHVIL
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. MICHAL KALINA
SUPERVISOR

BRNO 2015



Vysoké uceni technické v Brné
Fakulta chemicka
Purkynova 464/118, 61200 Brno 12

Zadani bakalarské prace

Cislo bakalaFské prace: FCH-BAK0935/2014 Akademicky rok: 2014/2015
Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie

Student(ka): Zdenék Kratochvil

Studijni program: Chemie a chemické technologie (B2801)

Studijni obor: Chemie pro medicinské aplikace (2808R031)

Vedouci prace Ing. Michal Kalina

Konzultanti: Ing. Jifi Smilek

Nazev bakalarské prace:

Studium stability biopolymert pomoci technik rozptylu svétla

Zadani bakalarské prace:

1) Literarni reSerSe zabyvajici se aplikaci technik rozptylu svétla pro studium stalosti biopolymert
2) Vybér vhodnych latek pro ucely studia dle zadani

3) Optimalizace méficich technik

4) Vlastni méfeni

5) Zhodnoceni vysledk( a zavéry

Termin odevzdani bakalarské prace: 22.5.2015

Bakalarska prace se odevzdava v dékanem stanoveném podtu exemplarl na sekretariat Ustavu a
v elektronické formé vedoucimu bakalafské prace. Toto zadani je pfilohou bakalaiské prace.

Zdenék Kratochvil Ing. Michal Kalina prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Reditel ustavu
V Brné dne 30.1.2015 prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

Dékan fakulty



ABSTRAKT

Stabilita vybranych biopolymert (popi. jednoduchych sacharidi a aminokyselin) byla
studovana pomoci metod rozptylu svétla. Vzorky byly pfipravovany rozpusténim dané
latky v demineralizované vod¢, popi. ve zfedéné kyseliné octové. Nejdiive byl pozorovan
vliv jejich rostouci koncentrace na zeta potencial a urCena optimalni koncentrace pro dalsi
métfeni. Posléze byla vriznych casovych intervalech zkoumana jejich stabilita
a molekulova hmotnost pti dlouhodobém skladovani. Bylo zjisténo, ze degradaci podléhaly
chitosan, CMC, hyaluronan a alginat sodny, zatimco u BSA byl zaznamendn vzrist mole-
kulové hmotnosti a zeta potencidlu. Nakonec byly vzorky vystaveny nékolika rGznym
vnéjSim vliviim, a sice piisobeni raznych teplot, UV zéfeni a zvysujici se iontové sile. Vy-
sledky ukézaly, ze vyraznéjsi vliv na stabilitu biopolymerd ma spiSe vyssi teplota. UV za-
feni vSak pouzité biopolymery s vyjimkou BSA, jehoZ molekulova hmotnost se zna¢né
zvysila, nijak zv1ast’ neovlivnilo. S rostouci iontovou silou zpravidla dochazelo k poklesu
absolutnich hodnot zeta potencialu a velikosti molekul. Zména molekulové hmotnosti ne-
byla pozorovana.

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.
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1 UVOD

Za pocatek zkoumani biopolymernich latek se da povazovat prvni polovina minulého
stoleti, kdy se studovaly piedevsim jejich chemické a fyzikalni vlastnosti (molekulova
hmotnost, déleni smési atp.). VEtsi objevy vSak byly u€inény teprve nedavno. Objasnila se
hlavné jejich celkova struktura a podrobnéji byly popsany jejich metabolické reakce.
V dnesni dobé je pokrok v této oblasti védy jesté rapidnéjsi, jelikoz ma vyzkum k dispozici
moderni méfici pristroje a techniky, které umoziuji hloubéji nahlédnout do danych pro-
blematik a lépe jim porozumét.

Jednou z takovych technik mize byt analyza rozptylu svétla. Biopolymery totiz tvoii
koloidni roztoky a jejich molekuly maji ptfiméfenou velikost, aby byly schopné dopadajici
svétlo rozptylit, a to 1 v ptipadé€, ze jsou pfitomny v nizkych koncentracich. Méfeni mé tu
vyhodu, Ze k analyze posta¢i i malé mnozstvi vzorku biopolymeru a ze je mozné jej reali-
zovat pro Siroky rozsah molekulovych hmotnosti (0,1 kDa az 10 MDa), velikosti (nm az
jednotky um) i koncentraci.

Pomoci téchto metod se da urcit napt. molekulova hmotnost daného polymeru, velikost
jeho molekul popt. jejich elektrostaticka stabilita. Znalost téchto parametri je rozhodujicim
faktorem pii studiu agregacnich nebo degradacnich procesi. Tyto procesy probihajici
V biopolymerech, které jsou Casto prumyslové vyuzivany, jsou ve vétSing piipadi neza-
douci. Mohou totiz ovlivnit Cistotu, vlastnosti a vynos kone¢ného produktu nebo mohou
V oblasti vyzkumu vést k nespravnym vysledkim.

Cilem této prace je pfedevs$im prozkoumat ¢asovou stalost vybranych biopolymerd. Jed-
noduché sacharidy a aminokyseliny jsou zde pouzity hlavné pro srovnani a nejsou hlavnim
predmétem této prace. V neposledni fad€ je zde nutné prostudovat 1 jiné€ vlivy na stabilitu
téchto latek, napf. rostouci koncentraci, teplotu, UV zafeni nebo iontovou silu.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Biopolymery

Biopolymery jsou makromolekularni slou¢eniny s pfesné definovanou prostorovou kon-
figuraci. Jedna se o metabolické produkty zivych organismu a jsou slozeny ze stejnych ¢i
ruznych nizkomolekularnich latek, tzv. stavebnich jednotek. Diky jejich struktuie se daji
povazovat za biodegradovatelné a jsou nedilnou soucésti kolobéhu latek v piirodé.
V dnesni dobé se rozlisuji tii zakladni typy biopolymerut [1]:

1. polysacharidy
2. proteiny (bilkoviny)
3. nukleové kyseliny.

2.1.1 Polysacharidy
Struktura a vlastnosti

Polysacharidy jsou biopolymery slozené z n€kolika desitek azZ tisich monosacharidovych
stavebnich jednotek, obsahujicich obvykle pét az Sest uhlikli, nebo jejich derivatl. Jednot-
livé monosacharidové jednotky jsou navzajem kovalentné spojeny O-glykosidickou vaz-
bou, zpravidla v poloze 1—4 nebo 1—6. Podle toho, zdali jsou polysacharidy tvofeny jed-
nim nebo vice typy monomerd, se déli na homopolysacharidy (tézZ homoglykany) a hetero-
polysacharidy (téZ heteroglykany). Ackoliv lze vytvorit nepfeberné mnozstvi moznych
kombinaci mono- a disacharidi, v pfirod¢ se nachazi pouze okolo 300 druhd polysachari-
di, znichz nejcastéjsi jsou homopolysacharidy z D-glukosy, zvané glukany.
Ke kondenzaci u nich mize dojit s —OH skupinou jakéhokoliv uhlikového atomu, a to ve
formé a- i B-anomert [1].

Primarni struktura polysacharidd je dana prostorovou konfiguraci a konformaci jednotli-

vych monomernich stavebnich jednotek a také jejich pofadim (sekvenci). A protoze glyko-
sidicka vazba muze vznikat takika na jakékoliv —OH skupiné, jsou polysacharidy schopny
utvaret dva zakladni typy sekundarni struktury. Jedna se o tzv. natazeny pas (linearni struk-
tura) a Sroubovici — helix (rozvétvend struktura). Natazeny pas je stabilizovan vodikovymi
muistky mezi —OH skupinou na tfetim uhlikovém atomu a kyslikovym atomem
V pyranosovém (furanosovém) cyklu. Jde o ideédlni konformaci pro vznik vladken (napf.
celulosa), pfi ¢emZ jednotlivé rovnobé€zné pasy mohou byt k sobé vazany vodikovymi
mustky. Sroubovice, zpravidla levoto¢ivé, dosahuji riiznych rozméri. Napf. u glukant je-
den zavit obsahuje 6 aZ 8 monosacharidii. Helixy jsou stabilizovany nejen vodikovymi
mustky, ale 1 pfitomnosti nesacharidovych molekul vyskytujicich se uvnitt Sroubovice.
Takovym piikladem mize byt amylopektin.
Rozlozenim a kombinaci rozli¢nych typl sekundarnich struktur vznikaji né€kdy i terciarni
struktury. Ve vétsin€ ptipadt vSak dochazi k vétveni polysacharidovych fetézci, coz zne-
mozni tvorbu sekundérnich a tercidrnich struktur a naopak dava vznik prostorové sitova-
nym ,,stromovym* strukturam [1], [2].

Spolec¢nou vlastnosti vSech polysacharidu je tvorba koloidnich soustav, viskdznich kapa-
lin ¢i geld ve vodnych roztocich [3]. Polysacharidy tvoti az z 90 % susinu rostlin, u zivoci-
cht jsou to pouze 3 %. Mohou mimo jiné obsahovat nesacharidovou slozku, a tak se vy-
skytuji i ve form¢ glykoproteinti nebo glykolipidu [1].



Vyuziti

Polysacharidy nalézaji §iroké vyuziti v riznych odvétvich spotiebniho primyslu i medi-
ciny. Mezi nejbéznéji pouzivané patii napi. celulosa, chitosan, hyaluronan, alginaty aj.
Celulosa je hlavni soucasti papiru, vaty a obvazovych ¢i jinych materialt v 1€karstvi (napf.
hemostatika, tkanova lepidla). V praskovit¢ forme€ se pouziva jako zahustovadlo
Vv potravinafstvi [4], [5]. Z celulosy lze rovnéZz pomérné snadno vytvofit jeji derivaty,
Z nichz primyslové nejvyznamnéjsi jsou karboxymethylcelulosa (CMC), methylcelulosa
(MC), ethylcelulosa, oxycelulosa, acetat celulosy a nitrocelulosa. Karboxymethylcelulosa
se diky velké viskosité jejich vodnych roztoki a schopnosti vazat a zadrzovat vodu uplat-
nuje jako zahustovadlo a stabilizator pfi vyrobé Cisticich a kosmetickych ptipravki, v po-
travinaiském pramyslu, jako pojivo pak ve farmaceutickém a papirenském pramyslu, pii
vyrob¢ textilii a obvazovych materialt.. Pfidava se také do natérovych hmot [6]. Vyuziti
methylcelulosy spociva opét ve vysoké viskosité jejich vodnych roztokli a pénicich vlast-
nostech. Proto se ptidava do hygienickych prostiedkt a kosmetiky [7], [8]. Ethylcelulosa
se uziva predevs§im pro fizené uvolnovani 1é¢iv [9], ale také pfi vyrob¢ izolacnich folii a
natérti. Oxycelulosa a acetat celulosy nalézaji podobna uplatnéni jako piedchozi tfi uvede-
né derivaty a nitrocelulosa se pfidava do stielného prachu, lakti na dievo ¢i lepidel [4].

Dalsim vyznamnym polysacharidem je chitosan, vyrabény alkalickou deacetylaci chiti-
nu. Diky obsahu volnych aminoskupin ma vétsi biologickou aktivitu nez samotny chitin
[10]. Jelikoz je schopen vazat tézké kovy a jiné $kodlivé latky, byva Casto pouzivan k ¢is-
téni odpadnich vod [11]. Ve farmaceutickém priamyslu nachazi své uplatnéni jako doplnék
stravy pro redukci obsahu tuku a cholesterolu v téle a v potravinafstvi jako konzervant ¢i
zahustovadlo [12]. Nejvice se vyuziva v biomedicinskych aplikacich. Zaprvé slouzi jako
obvazovy material s hemostatickymi u¢inky (viz Obr. 1), ktery zvysuje u¢innost hojeni ran
a popalenin mimo jiné i svymi antimikrobialnimi schopnostmi [13], [14]. Zadruhé Se z ng¢;
pfipravuji enkapsulacni materialy a nosice, do nichz se inkorporuji 1é€iva, ktera jsou poslé-
ze uvolnovana do poskozenych tkani [12].

)

‘ | Chitosanova podlozka

| Oblast
detailu

HemCon Bandage

Obr. 1: Princip zdstavy krvaceni pomoci chitosanového krytu [45]



Alginaty maji velky vyznam ve farmacii (tvofi napt. povrchovy obalovy materil tablet
1€ktr) [15], pfi vyrobé obvazii pro hojeni ran [16] a v kosmetice [17]. Tyto biopolymery se
Casto pridavaji do riznych mléénych vyrobki, omacek, pudinkii, popt. polotovara ve for-
m¢é zahust'ovadel, stabilizatord ¢i emulgatord pro zlepSeni konzistence potravin [17], [18].
Podobné potravinarské vyuziti jako alginaty maji i pektiny a arabska guma [19].

Neméné vyznamnym polysacharidem je kyselina hyaluronova (HA). Jeji aplikace spada-
ji pfedevsim do oblasti mediciny a kosmetiky. Je jednou z hlavnich sloZek o¢niho sklivce,
a proto se pouziva v o¢ni chirurgii. RovnéZ se ptidava do oc¢nich a nosnich kapek [20].
V plastické chirurgii slouzi pfedevsim k vyplni kloubti, kde brani opotiebeni chrupavek
[21]. Vyuziva se rovnéz ve form¢ hydrogeli v obvazovych materialech, kde urychluje ho-
jeni ran [22], a v podobé nosicl, jejichz funkci je cilena distribuce a uvolnovani 1é¢iv
v tkanich [23]. V kosmetice zpravidla byva soucasti riznych pletovych vod a hydrata¢nich
krému [20].

2.1.2 Proteiny
Struktura a vlastnosti

Spole¢né s nukleovymi kyselinami jsou proteiny (bilkoviny) hlavnimi sloZkami soustav
zivych organismi, protoze v nich zajist'uji zakladni Zivotni funkce a pochody. Jako protei-
ny lze definovat makromolekuly sestavajici nejméné z jednoho polypeptidového fetézce
0 molekulové hmotnosti v fadech tisicti az milion Daltont [24]. Dana bilkovina miize byt
bud’ monodisperznim biopolymerem, coZ znamend, ze se jednd o soubor molekuldrnich
celkl stejné molekulové hmotnosti, anebo polydisperznim biopolymerem, tedy polymerem
se soubory molekul o rozdilné molekulové hmotnosti [25].

Polypeptidové tetézce jsou slozeny z aminokyselinovych monomernich jednotek spoje-
nych peptidickymi vazbami do linearniho sledu, ozna¢ovaného jako sekvence aminokyse-
lin. Je rovnéz dulezité si uvédomit, ze proteiny zaujimaji ur¢itou konformaci, tedy uspora-
dani atomt molekuly v prostoru. Tato konformace se ovSem miiZze ménit diky vnéjSim
podminkdm prostiedi (napf. zména pH, iontové sily, teploty ¢i vazby ligandu na receptor),
coz mé obrovsky vyznam ve fyziologii Zivych organismu.

Stejné jako u polysacharidi se i u proteinti rozliSuje jejich primarni, sekundarni, terciar-
ni, popt. kvartérni struktura. Primarni strukturu bilkovin tvofi linearni sekvence aminoky-
selin v polypeptidovych fetézcich, pro néz je charakteristické, ze na uhliku je jeden konec
fetézce tvofen skupinou —COOH a druhy konec skupinou —NH,. Jsou v ni obsazeny infor-
mace potiebné pro tvorbu dalSich struktur proteinti a realizaci jejich biologickych funkei.

Sekundarni struktura bilkoviny je chapana jako uspofadani polypeptidového fetézce do
a-Sroubovice nebo B-struktury. K tomuto usporadani dochazi pfi procesu zvaném sbalovani
proteinu, kdy se polypeptidovy fetézec vlivem nekovalentnich vazeb (napft. iontovych va-
zeb mezi -NH; a —COOH skupinou, hydrofilnich ¢i hydrofobnich interakci, vodikovych
mustkll nebo disulfidickych mtstkll) doslova sbaluje béhem své syntézy na ribozomu do
vyse zminénych struktur. a-Sroubovice (a-helix) se vyznacuje spirdlovitym tvarem, danym
stabilnim sefazenim aminokyselin. B-struktura (B-skladany list) ma tvar mirné zprohybané-
ho fetézce, ktery je stabilizovan vodikovymi mustky mezi sousednimi fetézci.

Terciarni strukturou proteinii se rozumi trojrozmérné prostorové usporadani polypepti-
dového fetézce. Vznika opét sbalovanim, pfi némz dochazi mimo jiné i k vytvafeni energe-
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ticky nejvyhodnéjSich interakci mezi postrannimi skupinami fetézce s jinymi atomovymi
skupinami. Podle tercidrni struktury se bilkoviny d€li na globularni, kterych je vétSina,
a fibrilarni. U globularnich proteinti se stfidaji a-Sroubovice a useky B-struktur s ostatnimi
¢astmi proteinu. Vysledkem je celistvé klubko kulovitého tvaru. U mnoha globularnich
proteind byly nalezeny useky, v nichz polypeptidovy fetézec vytvaii vlivem vodikovych
mustkl pevné smycky. Tyto Gseky se nazyvaji B-otacky (B-ohyby). Fibrilarni proteiny jsou
tvofené usporadanymi segmenty a-Sroubovice a B-struktur [24].

Jako kvartérni struktura proteinu se oznacuje zpusob vzajemného uspotfadani jednotli-
vych polypeptidovych fetézci. Je dilezita napi. u enzymi pro regulaci jejich aktivity. Pro-
teiny ovS§em mohou obsahovat i nebilkovinnou slozku (prostetickou skupinu), vazanou
vétsSinou kovalentné. Nazyvaji se pak slozené nebo konjugované proteiny. Jednd se tedy
o0 nukleoproteiny, glykoproteiny, fosfoproteiny, chromoproteiny, metaloproteiny ¢i lipo-
proteiny.

O proteinech je dale znamo, Ze jako enzymy katalyzuji chemické reakce v Zivych orga-
nismech, zajist'uji transport latek, reguluji prubéh déjh, uplatiuji se jako protilatky a recep-
tory aj. Na zdkladé rozpustnosti se bilkoviny rozliSuji jednak na nerozpustné ve vodnych
roztocich soli (kolagen, elastin) a jednak na rozpustné ve vodnych roztocich soli (enzymy,
proteinové hormony), které se fadi mezi globularni proteiny. Globuldrni proteiny lze pak
rozd¢lit na histony (bazické proteiny), albuminy (proteiny rozpustné ve vod¢) a globuliny
(proteiny nerozpustné ve vod¢) [25].

Pti plsobeni vysokych teplot, pii nizkych ¢i vysokych hodnotach pH nebo v koncentro-
vanych roztocich urcitych latek dochazi k denaturaci proteinu, coz znamena ztratu jeho
sekundérni a tercidrni struktury a tim i jeho biologické funkce. Opacnym procesem je rena-
turace, tedy obnova piivodni konformace proteinu. Ve vétSin€ pifipadii je vSak tato zména
nevratna. Zalezi totiz na Setrnosti provedeni denaturace [24].

Vyuziti

Proteiny jsou stejné jako polysacharidy hojné vyuzivané v mnoha odvétvich spotiebniho
primyslu a mediciny. V oblasti védy a vyzkumu se mnohdy uplatiuji jako standardy. Ko-
lagen a keratin vSeobecné patii mezi nejpouzivanéjsi vlaknité proteiny (skleroproteiny).
Zahtivanim hydrolyzovaného kolagenu vznik4 Zelatina. Jak kolagen, tak Zelatina se ve
formé kapsli uplatituji pfi vyrobé potravinovych dopliikii zajistujicich vyZivu a regeneraci
kloubti [26]. Keratinové hydrolyzaty (zpracovany keratinovy material) jsou uzivany jako
hnojiva a krmiva v zemédélstvi [27], ale hlavné se piidavaji do textilii a obvazovych mate-
riald slouzicich k 1é¢bé hojeni ran a jsou z nich pfipravovany mikroc¢astice pro fizené uvol-
novani 1é¢iv [28]. Dale slouzi k vyrobé kosmetickych piipravki (péce o vlasy a pokozku)
a ruznych obalovych materialii v potravinatstvi [29].

V laboratofich je dale diky svym vyhodnym vlastnostem rozsiten hovézi (bovinni) séro-
vy albumin (BSA), velmi blizky lidskému sérovému albuminu. Tento sferoprotein (globu-
larni protein) byva odebiran z hovézi krve. Vyznacuje se vysokou odolnosti pii zméné pH
a také tim, Ze u néj po vytvotfeni vazby s ligandy nedochézi k denaturaci pii vyssi teploté.
Z toho divodu je vyuzivan jako vyznamny nosi¢ a stabilizator pii enzymatickych reakcich
[30].
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2.1.3 Nukleové kyseliny
Struktura a vlastnosti

Jako nukleové kyseliny se oznacuji makromolekuly, které¢ zodpovidaji za ulozeni infor-
maci v genetické vybavé organismu, nezbytnych pro fizeni vSech Zivotnich procest, jejich
prenos a vlastni uplatnéni [25]. Jedna se o polynukleotidy, tedy o polymery nukleotidd.
Nukleotid je tvotfen celkem tfemi slozkami. Prvni slozkou je dusikata baze — derivat pyri-
midinu (cytosin, uracil, thymin), nebo derivat purinu (adenin, guanin). Druhou slozkou je
pétiuhlikaty cukr (pentosa). V RNA se vyskytuje B-D-ribosa a v DNA pak 2'-deoxy-p-D-
ribosa. Dale nukleotid obsahuje kyselinu trihydrogenfosforecnou. Jednotlivé monomerni
jednotky jsou vzajemn¢ spojeny fosfodiesterovymi vazbami [1].

Podle druhu polynukleotidového fetézce 1ze rozlisit dva typy nukleovych kyselin: kyse-
lina ribonukleova (RNA) a kyselina deoxyribonukleova (DNA). RNA je zpravidla tvofena
jednim polynukleotidovym fetézcem. Vyjimkou ovSsem mulzou byt dva komplementarni
polyribonukleotidové Fetézce vyskytujici se u nékterych virt [24]. Bunééna RNA je tvore-
na tfemi hlavnimi typy: transferovou RNA (tRNA), mediatorovou (mRNA) a ribosomalni
(rRNA). tRNA ma ve srovnani s DNA relativné malou molekulovou hmotnost, a tudiz je
lze snaze izolovat.

DNA se sklada z jednoho ¢i dvou komplementéarnich polydeoxyribonukleotidovych fe-
tézclh. Jeji relativni molekulovd hmotnost dosahuje az k 10* Daltondm (pfiblizng
10" nukleotidt), takze délka jejiho fetézce mulze odpovidat i desitkdm centimetrii.
Z tohoto diivodu je dosti slozité izolovat celou molekulu DNA a piesn¢ definovat jeji pri-
marni strukturu. DNA fetézce 1ze obecné povazovat za jakasi centra replikace genetické
informace. Useky DNA, jeZ nesou informace pro syntézu jednoho konkrétniho typu pro-
teinu, se nazyvaji geny. Souboru vSech gent se pak fika genom [1].

Vyuziti

V dnes$ni dobé mnoho studii dokazuje, Ze analyza RNA se vedle analyzy DNA zacina
stale vice aplikovat ve forenzni genetice, a to predevSim na zaklad€ rozkladu RNA. Timto
zpusobem lze urcit napf. stafi zranéni [31], dobu umrti [32], popf. rozpoznat a analyzovat
télni tekutiny [33]. V kriminalistice a forenzni genetice se ovSem hojné&ji vyuziva analyza
DNA. Dalsi vyuziti analyzy DNA je mozné nalézt napf. v diagnostice genetickych mutaci
jedince v prenatalnim i postnatalnim vyvoji [34].

2.2 Rozptyl svétla

Obecné je rozptyl svétla bran jako jev, kdy v urcité soustavé dochazi k interakci svétla
s molekulami ¢i ¢asticemi, které jsou mensi nez vinova délka dopadajiciho zareni. Svételné
paprsky se pii této interakci odchyli od pfimého sméru do vice riznych smért. V piipadé,
7e se jedna o Castice veétsi, pozorujeme tzv. Tyndalliv jev, pfi némzZ se paprsky prochézeji-
ci disperznim prostfedim stavaji viditelnymi v podobé kuzele [35].

2.2.1 Staticky rozptyl svétla
Teorie SLS

Podle klasické teorie statického rozptylu svétla vyslovené Rayleighem se ¢astice chovaji
jako oscilujici dip6ly, jez rozptyluji pohlcenou svételnou energii do vSech smért, aniz by
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se zmé&nila vinova délka zateni. Ta je podstatné vEtsi nez samotna velikost ¢astic. Intenzita
rozptyleného svétla Is pak zavisi na intenzit¢ dopadajiciho zateni lo, jeho vinové délce 4,
polarizovatelnosti ¢astice a, velikosti ¢astice r a uhlu rozptylu 6. Tuto zavislost vyjadiuje
nasledujici vztah (1):
l,-8n* o’
rz.at
Pro Castice s velikosti srovnatelnou s vinovou délkou dopadajiciho zafeni piestava Rayl-
leighova teorie platit, a proto Debye vytvofil nadstavbovou teorii, podle niz je nutné upra-
vit ptivodni Rayleighovu rovnici vynasobenim vhodnym korekénim faktorem. Pro piipad
velikosti Castic vétsi, nez je vinova délka pouzitého zafeni, vypracoval Mie teorii, ktera je
pomérné komplikovana, jelikoz uvazuje interferenci svétla rozptyleného z riznych casti

| = (1+ cos? 9). (1)

téze Castice (molekuly), tedy i fazové rozdily svételného vinéni. Z tohoto diivodu je zavis-
lost intenzity rozptyleného svétla na pozorovacim thlu znaéné€ nelinearni a neni pouzitelna
pro vypocet rozméru rozptylujici ¢astice [36].

Princip SLS a moznosti méreni

Po dopadu laserového paprsku na makromolekuly v nich oscilujici elektrické pole svétla
vyvolé oscilujici dipdl, ktery znovu vyzafti svétlo. Intenzita vyzarovaného svétla zavisi na
velikosti tohoto dipélu. Cim je makromolekula polarizovatelngjsi, tim je vétsi indukovany
dipol v ni, tzn., Ze 1 intenzita rozptylen¢ho svétla bude vétsi. Z tohoto divodu je nejprve
nutné zndt polarizovatelnost pozorovanych makromolekul, aby posléze bylo mozné na nich
charakterizovat rozptyl. Tento problém lze vyfesSit pomoci méfeni zmén indexu lomu roz-
toku se zménou jeho koncentrace. VEtsi pocet makromolekul v roztoku da vznik vice osci-
lujicim dipolim, které bude vice rozptylovat dopadajici zafeni. Intenzita rozptyleného svét-
la je tedy pfimo umérna koncentraci makromolekul v roztoku.

Nyni v8ak uvazujme ptipad, kdy se dvé monomerni molekuly v roztoku spoji v dimer.
Spojené molekuly se tedy nebudou pohybovat samostatné kazdd zvlast’ jinym smérem,
jako tomu bylo v ptipadé predchozim, nybrz obé spoleéné. Rozptylené svétlo z dimeru je
potom dvakrat tak intenzivni neZ z oddélenych monomert. Zjednodusené 1ze tedy fici, Ze
zdvojnasobenim hmotnosti molekuly pii zachovani stejné koncentrace roztoku se zdvojna-
sobi intenzita rozptylené¢ho svétla. Diky této pfimé imeérnosti 1ze sledovat tvorbu ¢i pfi-
tomnost polymernich agregatl v roztocich [37].

Z praktického hlediska se vyuziva primérné intenzity rozptylené¢ho svétla za urcitou
dobu. Pfi pouZiti pfistroje Zetasizer Nano ZS se celé méfeni provadi pouze pod jednim
rozptylovym uhlem a pro rizné koncentrace roztokd, pficemz intenzita rozptylu analyzo-
vanych vzorkll se porovnava s intenzitou rozptylu ¢istého standardu, tj. toluenem. Extrapo-
laci na nulové hodnoty lze ze zavislosti intenzity rozptylené¢ho svétla na koncentraci vzor-
ki urcit vyslednou hodnotu molekulové hmotnosti (Zimmova metoda) [38].

Kromé molekulové hmotnosti miizeme pomoci statického rozptylu svétla stanovit také
druhy viridlni koeficient, coz je vlastnost popisujici miru interakce mezi ¢asticemi a roz-
poustédlem. Jestlize druhy viridlni koeficient nabyva kladnych hodnot, ¢astice jsou plné
rozpustény v rozpoustédle. Pokud je druhy virialni koeficient zaporny, ¢astice budou inkli-
novat k agregaci. V pfipadé, ze je druhy virialni koeficient roven nule, ¢astice budou mit
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stejnou afinitu K rozpoustédlu i k ostatnim ¢asticim. Takové rozpoustédlo se pak nazyva
rozpoustédlo ,,theta” [38], [39].

U makromolekul o velikosti mensi, nez je vinova délka dopadajiciho zafeni, je rozptyle-
né svétlo v roviné kolmé k polarizaci dopadajiciho paprsku nezavislé na tihlu rozptylu. Pro
vétsi makromolekuly vsak existuji rozdily ve fazi rozptyleného svétla z riznych ¢asti mak-
romolekuly, coz mtze vést k destruktivni ¢i konstruktivni interferenci rozptyleného svétla
v urcitych smérech. Kazdd makromolekula se totiz sklada z malych prvki, z nichz kazdy
rozptyluje svétlo nezavisle na ostatnich. Jednotliva vinéni rozptylené¢ho svétla se pak skla-
daji.

Z méteni thlové zavislosti rozptyleného svétla lze stanovit velikost molekuly. Jde
0 stfedni kvadraticky polomér (root mean square radius — RMS radius), zvany téz gyracni
S jejim geometrickym uspotradanim [40].

SEC-MALS

V praxi se vsak vice nez klasicky staticky rozptyl svétla, méfeny vétSinou pouze pod
jednim thlem, uplatiiuje staticky rozptyl svétla, méteny ve vice uhlech (Multi-Angle Light
Scattering — MALS). Analyze rozptylu svétla timto MALS detektorem ale zpravidla pied-
chazi prichod roztoku makromolekul chromatografickym nebo jinym separacnim ¢i frak-
ciona¢nim systémem. Pro tyto ucely se nejcastéji vyuziva velikostné vylucovaci chromato-
grafie (Size Exclusion Chromatography — SEC). Spojeni téchto dvou technik se potom
fika SEC-MALS [41].

Samotny chromatograf sestava ze zasobniku kapalné mobilni faze, kterd proudi celym
systémem, odplynovace mobilni faze, komory, do nichz se vkladaji vzorky v malych vial-
kach, ze kterych je automatickym davkovacem nasato ur€ité mnoZzstvi (vétSinou v fadech
jednotek az stovek pl) a vstiiknuto do proudici mobilni faze. Tato smés potom putuje ke
kolong, v niz se vyskytuje stacionarni faze, zpravidla ve form¢ gelu. Vybér kolony vcetné
jeji naplné je klicovym faktorem pro spravné provedeni celé separace. V koloné totiz do-
chazi k separaci molekul vzorku na zékladé molekulového sita, tj. malé molekuly procha-
zeji pory uvnit gelu, a proto se jejich priichod kolonou zna¢né zpomali (jejich retencni Cas
je vetsi), zatimco velké molekuly, které se do téchto pord diky své velikosti nedostanou,
projdou kolonou nejrychleji, takze je jejich reten¢ni ¢as mensi. Kolona musi byt tedy zvo-
lena tak, aby byly pory uvnitf jejiho gelu dostateéné velké. V piipadé, Ze je jejich rozmér
pfilis maly nebo naopak pfili$ velky, G¢innost separace makromolekul zna¢né klesa [42].

Separované makromolekuly postupné vstupuji do MALS detektoru, kde jsou ozateny
laserovym paprskem. Soucasti systému MALS je hned nékolik detektort statického roz-
ptylu svétla, které snimaji intenzitu rozptyleného svétla v riznych thlech (viz Obr. 2) [41].
Takové usporadani detektord umoziiuje po pievodu signdlu do piislusSného softwaru
V pocitaci vytvoftit zavislost rozptyleného svétla na thlu detekce, z niz je posléze pomoci
extrapolace na nulovou hodnotu tohoto thlu a rovnice (2) automaticky vypocitana moleku-
lova hmotnost.

R@) M. -P@) 2 @
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kde K je opticka konstanta zavisla na indexu lomu rozpoustédla a jeho inkrementu, vinové
délce zafeni a Avogadrové konstanté, ¢ je koncentrace vzorku, R(@) ptredstavuje piebytec-
nou intenzitu rozptyleného svétla, M, je molekulova hmotnost, P(@) vyjadiuje komplex-
ni funkci popisujici thlovou zavislost na rozptyleném svétle a A, je druhy virialni koefici-
ent. Obecné plati, Ze ¢im vyssi je pocCet detektorl, tim se pfedpokladd vyssi presnost expe-
rimentu. Mimo molekulovou hmotnost diva MALS detektor informaci o prostorovém

uspofadani dané¢ molekuly, vyjadfeném jako hodnota stiedniho kvadratického poloméru
[43], [43].

Obr. 2: Rozptyl svétla v podélné priitokové cele snimany detektory v riiznych iihlech [43]

Na systém SEC-MALS casto byvaji napojeny 1 jiné detektory. Pfikladem miZe byt vis-
kozimetr, jehoZ soucasti je zpravidla systém ¢tyt kapilar, ve kterém je méfena zména tlaku.
Jestlize se ve vSech kapilardch nachazi Cisté rozpoustédlo, vystupni tlak je totozny se
vstupnim. V pfipadé pfitomnosti polymerniho roztoku dojde k tlakové nerovnovaze systé-
mu, zpusobené zvySenim viskozity v kapilarach. Krome udajt o specifické viskozité¢ vzor-
ku vsak viskozimetr rovnéZ poskytuje informace o molekulové hmotnosti [46]. Pro rozbor
vlastnosti analytti separovanych v systému SEC se pouziva také diferencni refraktometr.
Jeho princip spoc¢iva v méfeni zmén indexu lomu eluatu v zavislosti na koncentraci analytu
(oznacovanych jako inkrementy indexu lomu) [39], [47].

Jednou z vyhod techniky SEC-MALS je fakt, ze poskytuje absolutni méteni, protoze
nevyZzaduje srovnani s molarnimi hmotnostmi standardii ani kalibraci [48].

Vyuziti SLS a SEC-MALS

Jak jiz bylo vySe popsano, klasicky staticky rozptyl svétla byva nejcasteji aplikovan pro
stanoveni molekulové hmotnosti, kterd nam mj. mize poskytnout informace o piipadné
tvorb& agregatii v roztocich, dale pro popis miry interakce Castic a rozpoustédla prostied-
nictvim druhého viridlniho koeficientu. V neposledni fadé lze pomoci této metody urcit
gyracni polomér a tedy ¢aste¢né i geometrické uspiadani makromolekuly.

Systém SEC-MALS spolecné s viskozimetrem a diferenénim refraktometrem nabizi
velmi uzite¢né prostiedky pro stanoveni absolutni molekulové hmotnosti, velikosti, struk-
tury, konformace a vétveni fetézct vSech typt makromolekul (biopolymeru ¢i syntetickych
polymerti) a ¢astic v roztoku (liposomu, micel, koloidti apod.). Znalost molekulové hmot-
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nosti s ostatnimi molekulovymi parametry umoziuje kontrolu vlastnosti produktti z mnoha
odvétvi praimyslu. Prikladem mutze byt kontrola pevnosti, trvanlivosti a odolnosti plasti ¢i
jinych syntetickych polymerd anebo fizeni vlastnosti a chuti polysacharidti v potravinach.
Své uplatnéni nalézd 1 pfi regulaci degradace a odhadu rychlosti uvoliovani 1éciv
Z polymerd, pii kontrole plniv a maziv ve farmaceutickém ¢i kosmetickém priimyslu (napf.
kyselina hyaluronova, derivaty celulosy) nebo zkouméni ucinnosti a agregace bilkovin
a biofarmaceutik [39], [48], [49].

2.2.2 Dynamicky rozptyl svétla
Princip DLS

Dynamicky rozptyl svétla (DLS), téz foton korelacni spektroskopie, je definovéan jako
metoda sledujici Browniiv pohyb ¢astic v roztoku. Ten zptsobeny jejich nahodnymi sraz-
kami s molekulami rozpoustédla. Obecné plati fakt, ze malé Castice se pohybuji rychleji
a velké pomaleji. Na zaklad¢ difuzniho koeficientu Ize urcit velikost ¢astic (jejich hydro-
dynamicky polomér). K tomu se pouziva laserovy paprsek, po jehoz dopadu na Castice
dochazi k interferenci. Diky neustalému pohybu castic (pfiblizovani a oddalovani) vuci
detektoru se méni frekvence rozptyleného svétla. Z t€chto fluktuaci intenzity rozptyleného
svétla je ziskana autokorela¢ni funkce (11) znazorfujici podobnosti signalti za urcity ¢aso-

: :<I(t)l(t+r)>
o

kde 1 (t) uréuje intenzitu rozptyleného svétla v Case t a vyrazy v zavorkach vyjadiuji zpra-

vy usek.

3)

meérovani celkového ¢asu. Autokorelacni funkce tedy zavisi na ¢asové prodlevé.
Diftzni koeficient je potom dan nasledujicim vztahem (4):
r
D=, 4)
q

kde I je rychlost poklesu korelace a q je velikost rozptylového vektoru, ktery je zavisly na
indexu lomu disperzniho prostfedi n,, vlnové délce dopadajiciho svétla ve vakuu A,

_Ann, -sin(gj 5
a==" i 5 . ©

Ze Stokes-Einsteinovy rovnice (6) lze pak na zakladé hodnoty diftizniho koeficientu
vypocitat hydrodynamicky polomér ¢astic:

a thlu rozptylu € dle rovnice (5):

ro KT ©)

6n-n-D
kde kg je Boltzmannova konstanta, T je termodynamicka teplota a # je viskozita rozpous-
tédla. Hydrodynamicky polomér je polomér koule, kterou definuje molekula rotujici ve
vSech smérech a jeji hydratacni vrstva. Je méfitkem toho, jak snadno se molekula dokaze

Vv rozpoustédle pohybovat [50].
Instrumentace DLS a podminky méreni

Jednu z moznosti, jak métit dynamicky rozptyl svétla, nabizi pfistroj Zetasizer Nano ZS.
Pro stanoveni velikosti ¢i distribuce koloidnich ¢astic se uziva plastova, v lepSim ptipadé
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vSak sklenéna nebo kifemenna kyveta, jejimz stfedem prochézi laserovy paprsek. Ten je
rozptyleny Casticemi zkoumaného vzorku v kyveté. Nasledné je rozptylené svétlo deteko-
vano a signal jde pres digitalni korelator uvnitf piistroje, kde je porovnavana podobnost
dvou svételnych signalli za urcity ¢asovy usek. Po kratké casové prodlevé (v fadu nano-
sekund az mikrosekund) jsou intenzity téchto signali pomérn¢ podobné (korelace se blizi
1). Pozdéji se vSak objevi rozdily a korelace se postupné za¢ne blizit k nule, coZ znamena,
ze mezi signaly neni rozpozndna témét zadna shoda. Stane se tak diky Brownovu pohybu
Castic [38].

Je rovnéz nutné podotknout, Ze mize nastat ptipad, kdy fluktuace intenzity rozptyleného
svétla bude nepatrna. Pti¢inou tohoto jevu je pfitomnost vétsich, témér nijak na sebe nepu-
sobicich ¢astic v koncentrovanych roztocich. Proto je vhodné, aby mezi zkoumanymi ¢as-
ticemi byly vzdalenosti pfinejmensim 0 fad vétsi nez jejich pramér [36].

Velka ¢ast riznych méfeni a vyzkumi vsak ukazala, Ze se hodnota velikosti ¢astic (hyd-
rodynamicky primér) stanovend pomoci DLS lisila od té redlné a Ze zavisi na podminkéach
disperzniho prostiedi. DilleZitou roli zde totiz hraje iontova sila rozpoustédla (a tim padem
1 vodivost roztoku), zplisobend pfidanim elektrolytu. Do ur€ité miry zapfi¢ini zmenSeni
hydrodynamického priaméru c¢astic. Pti vysSich koncentracich elektrolytu vSak dochdzi
k agregaci a zvétseni velikosti ¢astic. Vysledky celkového méteni mohou byt dale ovlivné-
ny pritomnosti prachovych ¢astic, bublinek v roztoku, obecné tedy Cistotou piipravy rozto-
ki a intenzitou rozptyleného zéieni, coz souvisi s koncentraci. S rostouci koncentraci do-
chézi k vysokému nartistu hodnot intenzity rozptyleného svétla a rovnéz také absorpci lase-
rového paprsku ¢asticemi ve vzorku [38], [58].

Vyuziti DLS

Od konce 80. let minulého stoleti zacaly byt komeréni DLS detektory pouzZivany
v biofyzikalnich laboratofich po celém svété. Umoznily méfeni velikosti ¢astic a molekul
Vv malém objemu a v relativné nizkych koncentracich. Diky pfimo€arému provedeni métfeni
a moZnosti obnovy vzorku se staly tyto nastroje a viibec samotnd technika DLS velmi po-
pularnimi [50].

Meéteni velikosti molekul se d4 vyuzit v fad¢ oblasti védy 1 vyzkumu. To plati zejména
pro polymerni a biopolymerni latky. Pfi zkoumani proteinli pomoci DLS lze pfedpovédet,
zda dany protein bude mit tendenci agregovat ¢i nikoliv. To ma znaény vyznam pii vyrobé
1€¢iv, popt. nosiovych systéml na bazi proteinli. Agregaty totiz mohou snizit ucinnost
téchto 1€¢iv a mohou vést k riznym imunologickym reakcim organismu, v krajnim ptipade
i k toxicité [56]. Mimo to muiZe tato metoda urcit teplotu denaturace, pozorovat sbalovani
a rozbalovani jeho struktury nebo provéfit jeho ¢Cistotu. Dale z porovnani s molekulovou
hmotnosti (v kombinaci se statickym rozptylem svétla) je velikost molekuly schopna po-
skytnout informaci o struktuie daného polymeru. Pomoci DLS mohou byt rovnéz monito-
rovany zmény konformace molekuly pfi zméné podminek prostiedi. Naptiklad pti zvySeni
teploty polymerniho roztoku maji molekuly analytu tendenci nepatrné zvétsit svilj rozméer
(nikoliv vsak agregaci), coz vede k vétSimu rozevfeni jejich konformace [57].

Pti studiu ¢astic umoZziuje metoda DLS stanovit kritickou micelarni koncentraci, tedy
minimalni koncentraci, pti niz povrchové aktivni latka (surfaktant) v pravém roztoku mice-
larniho koloidu za¢ne tvofit micely, kritickou micelarni teplotu, tedy teplotu, pii které roz-
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pustnost ve vod¢ omezen¢ rozpustného surfaktantu dosadhne kritické micelarni koncentrace,
popf. agregacni Cislo, které udava primérny pocet surfaktantii v jedné micele. Pomoci DLS
byvaji také charakterizovany liposomy, které spolecné s micelami a jinymi ¢asticemi nalé-
zaji vyuziti v problematice regulovaného uvolnovani 1é¢iv (1é¢iva jsou v nich enkapsulo-
vany) [50].

V neposledni fad¢ 1ze na zéklad¢ stanoveni velikosti ¢astic studovat reaktivitu ¢i rychlost
rozpousténi dané latky, stabilitu suspenze, homogenitu roztoku, G¢innost dodani 1é¢iva na
cilené misto, rizné mechanické vlastnosti materialt (charakter povrchu, porovitost), visko-
situ a hustotu roztokd nebo napf. miru znecisténi jednotlivych slozek Zivotniho prostredi

[50], [58].
2.2.3 Elektroforeticky rozptyl svétla
Elektricka dvojvrstva a zeta potencial

Pro spravné pochopeni principu elektroforetického rozptylu svétla je dulezité nejprve
objasnit pojmy elektrickd dvojvrstva a zeta potencial. Stejné jako u malych jednoduchych
iontll obklopenych vrstvou iontti opa¢ného naboje se i okolo nabitych koloidnich ¢astic
vytvareji tyto ,,obaly* protiiontii, coZ vede ke vzniku dvou protikladné nabitych vrstev na
povrchu téchto ¢astic. Tyto dvé vrstvy byvaji nazyvany jako elektrickd dvojvrstva.

Model elektrické dvojvrstvy jako prvni znazornil Hermann von Helmoltz, ktery popsal,
ze jde o dvé rovnobézné desky nabitého kondenzatoru, jez k sobé navzijem piiléhaji. Ion-
ty, které se vyskytuji na povrchu pevné faze a které urcuji potencial této vrstvy, tvoii jednu
desku, zatimco soucasti druhé desky jsou opacné nabité ionty pochazejici z kapalné faze.
Helmoltzova predstava o elektrické dvojvrstvé ovSem neuvazovala tepelny pohyb molekul
Vv disperznim prostiedi, takze byla o n¢kolik let pozdéji piefepracovana Goliym a Chapma-
nem. Ti nezdvisle na sobé vytvofili teorii o difuzni dvojvrstvé, ktera ale méla také mnoho
nedostatk, a proto ji zkorigoval némecky fyzik Otto Stern. V soucasnosti je tato teorie
povazovana za nejpresnéjsi [51], [52].

Podle Sterna elektrickou dvojvrstvu urcuji dvé zakladni ¢asti. V kompaktni ¢asti (Ster-
nové vrstve) bliz§i k povrchu Castice plsobi adsorpéni a elektrostatické sily, kdezto
v difazni vrstvé vzdalenéj$i od povrchu Castice lze adsorpéni i elektrostatické sily za-
nedbat. Za rozhranim téchto dvou vrstev se nachazi oblast zvana rovina skluzu. Mezi ka-
palnou fazi a povrchem koloidnich c¢astic se diky jejich povrchovému naboji nachézi jisty
potencialovy rozdil. Z Obr. 3 je patrné, Ze existuji tfi druhy téchto rozdilt potencialt. Za-
prvé se jedna o elektrochemicky (povrchovy) potencial, udavajici hodnotu rozdilu potenci-
alt na povrchu ¢astice a v objemu kapaliny. Dale 1ze na rozhrani Sternovy a difuzni vrstvy
urcit tzv. Sterniiv potencidl. Tfetim potencidlem je elektrokineticky potencial, oznacovany
rovnéZ jako ¢ potencidl (zeta potencial), dany potencidlovym rozdilem mezi objemem ka-
paliny a rovinou skluzu [51], [53].
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Fovina sklum
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Difuzni vrstva
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Sterniv potencizl

m
ZIeta potencial

Vzdalenost od povrchu Zastice
Obr. 3: Schéma elektrické dvojvrstvy castic dle Sterna [38]

Zeta potencial zavisi na rozpoustédle a jeho pH, popfipadé na iontové sile roztoku, po-
névadz struktura a tloustka elektrické dvojvrstvy je ovlivnéna koncentraci volnych iontu.
Po ptidani elektrolytu do systému dojde ke smrsténi difuzni vrstvy, zatimco protiionty se
budou shromazd’ovat ve Sternové vrstv€. Zeta potencidl se proto bude blizit nule, tzn., ze
Castice bude takika bez naboje a nastane agregace. V bodé¢, kdy je zeta potenciadl roven
0 mV, se ustavi adsorpéni rovnovdha H" a OH™ iontfl. Tento okamzik byva nazyvan tzv.
izoelektrickym bodem. V opacném piipad¢€ (pfi fedéni roztoku) se tlousStka diftizni vrstvy
zvetsi, takZze vzroste 1zeta potencidl a Castice budou mit mensi tendenci se shlukovat
[38], [51].

Stabilita roztoku

Stabilita roztokli nanoc¢éstic a koloidnich systémi se nejcastéji urcuje pravé pomoci zeta
potencialu, ktery souvisi s elektrostatickym odpuzovanim jednotlivych ¢astic. Pokud jsou
od sebe Castice dostateCn¢ vzdaleny, plisobi na n¢ pfitazliva van der Waalsova sila, zatim-
co odpudiva sila je zanedbatelna. Po prekryti jejich elektrickych dvojvrstev se znacné zvét-
81 sila odpudiva. Na tom, jestli se ¢astice budou shlukovat nebo naopak budou dispergovat,
zélezi, jaké z téchto dvou typu sil budou ptevazujici. V ptipad€, ze by soucet energii vSech
¢astic v roztoku byl kladny, bude dochazet k agregaci. Kdyz by naopak suma téchto energii
vychdzela zéporné, Castice se rozptyli po roztoku a vytvoii se mezi nimi tzv. energeticka
bariéra, ktera znemozni jejich dalsi aglomeraci [36], [51].

Pro celkové shrnuti Ize tedy fici, Ze stabilni koloidni roztok vykazuje odolnost vii¢i zmé-
nam pii pisobeni riiznych sil (gravitacni, odstiediva, pfitazliva apod.). Zeta potencial jeho
¢astic ma vysokou zapornou nebo kladnou hodnotu, a proto dochazi k jejich dispergaci.
U nestabilniho koloidniho roztoku dochazi k maximalnimu sniZeni volné energie na fazo-
vém rozhrani, coz se projevuje agregaci Castic, popiipad¢ koagulaci (nevratnym shlukova-
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nim) ¢i sedimentaci. Zeta potencial ¢astic takového roztoku ma nizkou absolutni hodnotu
zeta potencialu (blizi se tedy nule).

Pro studium stability roztoki je mezi témito dvéma rozdilnymi stavy obecné dana hrani-
ce hodnot zeta potenciald, a to £30 mV [51], [54].

Proces elektroforézy

Zeta potencial je mirou naboje roviny skluzu v diftzni casti elektrické dvojvrstvy. Diky
na koloidni soustavu), byva Casto nazyvan jako elektrokineticky potencidl. RozliSuji se
Ctyfi zékladni typy elektrokinetickych jevi, kterymi lze elektrokineticky potencidl stanovit,
a sice elektroforéza, elektroosmoéza, sedimentacni potencidl a potencial proudéni. Elektro-
foreticka méteni jsou vSak aplikovana nejhojnéji.

Elektroforézou se rozumi jev, pii kterém vlivem elektrického pole dochazi k pohybu
nabitych castic kapalinou k elektrod¢ s ndbojem opacného znaménka. Jejich rychlost se
oznacuje jako elektroforeticka pohyblivost a ovliviiuje ji n€kolik faktorti. Rovnici pro vy-
pocet elektroforetické rychlosti odvodil holandsky fyzikalni chemik Peter Debye a némec-
ky fyzik Erich Hiickel. Nasledujici vztah (7) uvazuje idealni kulovité ¢astice s polomérem
I, pohybujici se ptisobenim urc¢itého napéti.

(2Dt U o
371

kde D, je dielektricka konstanta,  je elektrokineticky potencial a # je viskosita prostiedi.

Podil UI_ predstavuje intenzitu elektrického pole (tedy napéti vlozené na kyvetu o dané

délce) [51], [55].

Metoda pro stanoveni elektrokinetického (zeta) potencidlu pomoci elektroforetické po-
hyblivosti ¢astic v roztoku s vyuzitim rozptylu svétla na téchto ¢asticich se nazyva elektro-
foreticky rozptyl svétla (Electrophoretic Light Scattering — ELS), v nékterych zdrojich
znama rovnéz pod pojmem laserova Dopplerova velocimetrie [36].

Instrumentace ELS

Pii pouZiti piistroje Zetasizer Nano ZS je zeta potencial méfen opticky vyuzitim lasero-
vého paprsku (nejcastéji argonovy iontovy laser a He-Ne laser). Ze zdroje zafeni je svétel-
ny paprsek dale smérovan do délice, kde je delici optikou rozloZen na dva paprsky, které
pak putuji odlisSnymi sméry, jeden jako referencni paprsek a druhy jako paprsek smétujici
ke kyveté se vzorkem.

Pted kyvetou se nachdzi tzv. zeslabovac, jehoz ukolem je sniZeni intenzity zafeni lasero-
vého paprsku (tedy i intenzity rozptyleného svétla), aby detektor, ktery toto rozptylené
svétlo zachyti, nebyl pietizen. Vyhodou pfistroje Zetasizer Nano ZS je fakt, Ze vSechno
funguje automaticky. Pokud jsou navic analyzovany mélo koncentrované vzorky ¢i vzorky
s velmi malymi ¢asticemi, 1ze automaticky intenzitu rozptyleného svétla i zvysit.

Po proniknuti laserového paprsku stiedem kyvety dojde na Casticich ve zkoumaném
vzorku k jeho rozptyleni, které je snimano pod thlem 17°. Paklize se do roztoku vzorku
vlozi elektrické pole, stane se, ze snimand intenzita rozptyleného svétla bude diky pohybu-
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jicim se c¢asticim fluktuovat. Frekvence této fluktuace by méla umérné odpovidat rychlosti
castic.

Referencni a rozptyleny laserovy paprsek dale putuji do slucujici optické soustavy sesta-
vajici z n¢kolika Cocek, které jej dopravi na misto detektoru. Ten dale doruci informaci
0 svételném paprsku do digitalniho procesoru signalu a posléze do pocitace, kde na zaklade
Dopplerova frekvenéniho posunu laserového paprsku dojde k vypoctu elektroforetické
pohyblivosti i zeta potencialu. Ulohu detektorti v tomto piipadé zpravidla zastavaji fotodi-
ody nebo fotonasobice.

Pfi méfeni zeta potencialu pomoci piistroje Zetasizer Nano ZS se nejcastéji uziva skle-
nénych ¢i ktemennych kyvet, do nichz se oproti méfeni velikosti a distribuce ¢astic a mo-
lekulové hmotnosti mimo jiné vpravuje Zeta Dip cela s elektrodami [38].

Schéma celého systému pro méfeni zeta potencidlu pomoci pristroje Zetasizer Nano ZS
je znazornéno na Obr. 4.

Referencni paprsek l] Slucujici optika

/@Igjmp nzacni optika

Déli¢ paprsku |
yﬂD—bF = =% 4| Rozptvlenypaprsek
Dopadajici paprsekT

Zeslabovac =
Kyveta

Detektor

Laser /
Digitdlni

signalu

Pocitac
Obr. 4: Schéma fungovani pristroje Zetasizer Nano ZS pri méreni zeta potencidlu [38]

Vyuziti zeta potencidalu

Méfeni zeta potencidlu napi. pomoci elektroforetického rozptylu svétla lze vyuZzit ve
farmaceutickém primyslu. Cilem vétSinou byva pfipravit fyzikalné stabilni disperze 1é€iv,
jejichz stabilita vyrazné ovlivituje davkovani a trvanlivost, poptipadé rizné enkapsulacni
materidly a nosice. Zeta potencial je také uziteCny pro stanoveni optimalnich podminek pfi
¢isténi v fadé chemickych procest (napf. po odstranéni necistot ze surové stavy cukroveé
titiny vysrazenim). Vyznamnou roli také hraje pii €isténi odpadnich vod. Pro usnadnéni
filtrace kontaminujicich latek se pouzivaji mald mnozZstvi flokula¢nich ¢inidel k rychlejsi-
mu usazovani nerozpusténych latek. Méfeni zeta potenciélu je pak zaloZeno na optimalnim
stavu koagulace pro odstranéni Castic a organickych barviv z téchto odpadnich vod [59].

Sledovani zeta potencidlu nachdzi své vyuziti rovnéZ pii nanaseni barviva na textilni
vldkno. V dusledku disociace molekul na povrchu vldkna je jeho povrch nabity, a proto se
barvivo s dalsimi molekulami z roztoku ukladaji na povrch tohoto vlakna ve formé iontd.
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Pfi tom se zeta potencial vyrazné méni v zavislosti na koncentraci molekul nanaseného
barviva. Monitorovanim téchto zmén mizeme detailné sledovat depozici barviva na vlakno
[60]. Na podobném principu funguje i nanaseni barvy na kovové pfedméty (napf. na auto-
mobilové karoserie) nebo riznych natérovych hmot na rizné typy materialti. V této oblasti
je méfeni zeta potencialu uzite¢né pro kontrolu stability natérové hmoty v priabéhu zpraco-
vani, schnuti a pti skladovani [59].

Kromé¢ toho naléza méfeni zeta potencialu uplatnéni v nékolika dalSich oblastech, napf.
pii sledovani vzdusnosti ¢i prutoku pad, popt. zadrzovani vlhkosti a zivin v padach, vrt-
nych vyplasich, pti vyrob¢ plsténé keramiky, dale pro stanoveni stability polymernich roz-
tokli pro piipravu nanovldken elektrostatickym zvldknovanim, pro sledovani stability
[51], [59]. Zeta potencial ma téz obzvlasté velky biologicky vyznam. Poskytuje totiz in-
formace o povrchu riznych biologickych systému (tkéni, bun¢k, bakterii atp.), na nichz
probihaji dillezité biologické déje. Zmény zeta potencidlu krevnich elementl, tkdiiovych
buné¢k, cévnich stén nebo slozek télnich tekutin mohou zpiisobit metabolické zmény, zmé-
ny ve vlastnostech pritoku krve nebo buné¢nou agregaci [59].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Stabilita biopolymernich latek je velmi podstatnym parametrem v oblasti jejich vyzku-
mu. Agregacni nebo naopak degradacni procesy probihajici v téchto latkach, pouzivanych
V primyslovych vyrobach, mohou totiz zplisobit vazné problémy, jako napf. riizné vynosy
ziskanych produkti, jejich nedostate¢nou ¢istotu ¢i nepiiznivé vlastnosti. Pro studium ta-
kového chovani se nabizi metody analyzy zalozené na detekci rozptylu svétla.

Pfedmétem jedné studie [61] bylo sledovani ¢asové stability roztokl vybranych biopo-
lymert (alginatu sodného, karboxymethylcelulosy, hyaluronanu a BSA) o riznych koncen-
tracich. Zeta potencidl, charakterizujici stabilitu vzorku proti agregaci, byl stanovovan na
zéklad¢ elektroforetického rozptylu svétla s pouzitim pfistroje Zetasizer Nano ZS. Pro ur-
¢eni zmén molekulové hmotnosti jednotlivych biopolymerl byla zvolena technika SEC-
MALS v kombinaci s diferen¢nim refraktometrem. Vysledky z méfeni elektroforetického
rozptylu svétla ukéazaly, Ze zeta potencial vSech zkoumanych roztokl byl po celou dobu
pozorovani zaporny. Jeho hodnoty se navic v prubéhu starnuti vzorkli zacaly v zavislosti
na konkrétnim biopolymeru blizit k nule. Podle definice stability roztoki (viz kapitola
2.2.3) byly vSechny vzorky kromé¢ alginatu sodného brzy po jejich piipravé nestabilni.
Nejvyssi stabilita byla po delSim pozorovani zjisténa u roztoku karoboxymethylcelulosy.
Naopak nejmensi stabilitu po celou dobu experimentu vykazoval roztok proteinu BSA.
Daéle byla stanovena molekulovd hmotnost téchto biopolymerd, a sice na samotném zacat-
ku experimentu pro srovnani s daty, uvedenymi vyrobci, a na konci experimentu (po
80 dnech). Vysledky téméf piesné odpovidaly métenim elektroforetického rozptylu svétla.
Béhem celé doby pozorovani doslo k nejmenSimu poklesu molekulové hmotnosti v ptipade
CMC. Molekulova hmotnost hyaluronanu za 80 dni klesla o 35 % své ptivodni hodnoty.
Jesté veétsi degradace pak byla pozorovana pouze u alginatu sodného, kdy se jeho moleku-
lova hmotnost snizila na desetinu. Naopak ke zvySeni molekulové hmotnosti téméf 0 27 %
doslo u proteinu BSA, cozZ bylo pravdépodobné& zptisobeno agreganimi procesy.

Samotné Casové degradaci hyaluronanu se vénuje publikace [62]. Zabyva se jeho roz-
kladem v pevném skupenském stavu (ve formé¢ prasku) a jednak ve formé kapalnych roz-
tokli. V této studii byly pozorovany ctyii vzorky hyaluronanu o riznych molekulovych
hmotnostech: 1 MDa, 0,75 MDa, 200-300 kDa a 10-150 kDa. Molekulova hmotnost byla
métena pomoci systému SEC-MALS obsahujici také viskozimetricky detektor a diferen¢ni
refraktometr. Vsechny ¢&tyti vzorky byly také skladovany pfti riznych podminkach. Degra-
dace hyaluronanu v pevném stavu byla S vyjimkou posledniho vzorku potvrzena analyzou
SEC-MALS Ccerstvé piipravenych roztokd z téchto vzorkl. Tyto roztoky posléze slouzily
jako vychozi body pro studium degradace ve formé kapalnych roztokli. Porovnanim
s hodnotami molekulovych hmotnosti uvedenymi vyrobcem bylo zjisténo, ze mira degra-
dace hyaluronanu v pevné fazi je vyssi pii delSim skladovani a pfi vyssi teploté. Po prvnim
prométeni byl kazdy roztok vzorku rozdélen na poloviny, pfi¢emz jedna Cast byla udrzo-
vana pii laboratorni teploté a druhd ¢ast uchovavana v lednicce. Pii laboratorni teploté byl
u vSech vzorkli zaznamenan exponencialni aZ hyperbolicky pokles molekulové hmotnosti
v Case, zatimco pii skladovani v ledniéce byl pozorovan pokles spiSe linearni a ne tak
znacny.
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Mnoho publikaci se rovnéz zabyva studiem stability chitosanu pfi riznych podminkach.
Piikladem muze byt experiment vyzkumnych pracovnikii z Huddersfieldské univerzity
[63], ktery sleduje jeho chovani pii skladovani pii riznych teplotach. Chitosany o nizké,
stiedni a vysoké molekulové hmotnosti byly rozpustény v acetdtovém pufru a poté sklado-
vany pfi teplotach 4 °C, 25 °C a 40 °C po dobu jednoho roku. Stabilita téchto roztokt pak
byla kromé¢ jinych metod vyhodnocena také méfenim molekulové hmotnosti pomoci SEC-
MALS. Bylo jasné prokazano, ze k degradaci byly nejnachylné;si roztoky skladované pii
40 °C, naopak u roztoku skladovanych pti 4 °C depolymerizace probihala v daleko mensi
mife. Nejvétsi pokles molekulové hmotnosti byl zaznamenan u roztoku chitosanu
s nejvyssi molekulovou hmotnosti skladovaného pii 40 °C.

Dalsi studie [64] objasiiuje chovani chitosanu v roztoku kyseliny octové v zavislosti na
jeji koncentraci. Vzorky byly pfipraveny rozpusténim rtiznych mnozstvi chitosanu v riizné
koncentrovanych roztocich kyseliny octové. Pied samotnym méfenim byly prevedeny pies
filtr s pory o velikosti 0,8 um. Chovani molekul bylo pozorovano na zakladé¢ méfeni DLS
a SLS. Vysledky z méteni DLS ukazaly, ze se zvySujici se koncentraci kyseliny octové

vzrostla koncentrace NH; skupin na chitosanovych fetézcich, a tim se tyto fetézce

v disledku zvyseného elektrostatického odpuzovani NH; skupin vice rozevtely. Tento jev
byl potvrzen i stanovenim gyra¢niho poloméru z vysledkt méfeni SLS, ktery se rovnéz pii

zvySovani koncentrace kyseliny octové zvétSoval. Vzrust koncentrace NH; skupin mél

také vliv na druhy virialni koeficient, tedy i na rozpustnost chitosanu ve vodé, ktera se
s kazdym ptidavkem kyseliny octové zvysila. Pti poklesu pH roztokii byl zaznamenan na-
rast hodnot stfedni molekulové hmotnosti chitosanovych fetézci, zjisténé rovnéz pomoci
SLS.

Degradaci chitosanu lze provést i jinymi zptsoby, napf. ultrazvukem, o ¢emz pojednava
studie Thsaiha a Chena [65]. V ni bylo dokazano, ze proces depolymerizace probihal ve
vetsi mife u vzorki s vyssi molekulovou hmotnosti a Ze se rychlost tohoto procesu postup-
né zmensovala s rostouci dobou pisobeni ultrazvuku.

Naopak agregacni procesy chitosanu v roztocich byly pozorovany v publikaci M. W.
Anthonsena [66], kde na pfitomnost agregatti méla vliv koncentrace tohoto biopolymeru.

Sledovanim degradacnich a agregacnich procesii proteinti se ve svém ¢lanku zabyva
Hongping Ye [67]. V této studii byl pouzit protein BSA, glykoproteinovy hormon chorio-
gonadotropin, enzym glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (GAPDH) a protilatky Her-
ceptin a ReoPro. Nasledné bylo zkoumano chovani téchto proteint pfi riznych podmin-
kéach. Zaprveé byly vzorky po dobu 15 minut inkubovany pfi teplotach 40 °C, 50 °C, 60 °C,
65 °C a 70 °C, dale byly skladovany pfi laboratorni teploté a pfi 4 °C po dobu nekolika
dni. U proteinu BSA bylo také studovano jeho chovani pfi zvySovani koncentrace, pii rtiz-
ném pH s pouzitim kyseliny fosfore¢né a hydroxidu sodného a po pfidavku detergentu.
V pribéhu skladovani popt. po jeho skonceni byla u vSech vzorkl stanovena molekulova
hmotnost pomoci syst¢ému SEC-MALS v kombinaci s diferen¢nim refraktometrem. Vy-
sledky méfeni teplotni zavislosti BSA ukazaly, Ze tento protein je odolny vii¢i agregaci do
teploty 60 °C. Pii vyssich teplotdich mnozstvi agregatti v roztoku bez detergentu znacné
vzrostlo, zatimco zvySujici se koncentraci detergentu byla tvorba agregati postupné potla-
¢ovana. V pufrech o pH 5,0 a pH 10,0 s pfidavkem detergentu i bez n¢j zdstalo mnozstvi

24



agregatl BSA po celou dobu inkubace (57 dni) témér stejné, a to jak pii skladovani
Vv lednicce (4 °C) tak pfi laboratorni teploté. V pufru s hodnotou pH 2,0 uchovavaném pii
laboratorni teploté¢ doslo nejen k agregaci, ale i ke znatelnému rozkladu tohoto proteinu,
zatimco ve stejném pufru skladovaném pii teploté 4 °C k agregaci biopolymeru nedoslo
a jeho rozklad probehl pouze z 5 %. Rostouci koncentrace BSA ve fosfatovém pufru nemé-
la na zvySujici se mnozstvi agregati Zadny vliv. Pfi analyze stability choriogonadotropinu
bylo zjisténo, ze se tento glykoproteinovy hormon pfii rostouci teploté spiSe rozklada. Pii
dlouhodobém skladovani pii laboratorni teploté byla pozorovana tvorba agregatii, zatimco
pii nizsich teplotach pfitomnost agregatti prokdzéana nebyla. Vysledky analyzy GAPDH
ukazaly, Zze vzorky uchovavané pii vysSich teplotach agregaci nepodléhaly, naopak pii
zvySeni teploty z 25 °C na 50 °C se celkova molekulovd hmotnost tohoto enzymu snizila
0 11 %. Roztoky protilatek ReoPro a Herceptin vykazovaly pii zvySujici se teploté odlisné
chovani. Zatimco se v roztoku protilatky Reopro vytvoftily pii vysSich teplotach agregaty,
roztok protilatky Herceptin zistal viéi agregaci i degradaci stabilni. Pii dlouhodobém
skladovani po dobu 42 dni pii laboratorni teploté byla jasné dokazana odolnost obou
zkoumanych protilatek proti agregaci i degradaci.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialy
4.1.1 Sacharidy
Hyaluronan

Alginat sodny
Chitosan

CMC

Monohydrat glukosy
Bezvoda glukosa

Sacharosa

Sodium hyaluronate, M,, = 300-500 kDa,

CAS 9004-61-9, CPN spol. sr.0.

Sodium alginate, My, = 410 kDa,

CAS 9005-38-3, Sigma-Aldrich spol. s r.0., ¢. Sarze MKBL7997V
Chitosan, low molecular weight,

CAS 9012-76-4, Sigma-Aldrich spol. s r.o0., ¢. Sarze MKBH7256V
Sodium carboxymethyl cellulose, M, = 700 kDa,

CAS 9004-32-4, Sigma-Aldrich spol. s.r.0., ¢. Sarze MKBP6344V
D-glucose monohydrate, M,, = 198,17 g-mol *,

CAS 5996-10-1, Lach-Ner s.r.o0., ¢. Sarze PP/2014/01866
D-glucose anhydrous, My, = 180,16 g-mol ™,

CAS 492-62-6, Lach-Ner s.r.o., ¢. Sarze PP/2013/15465
Sacharosa, My, = 342,30 g'mol *,

CAS 57-50-7, PENTA s.r.o0., ¢. Sarze 1703270212F

4.1.2 Proteiny a aminokyseliny

BSA
Lysin

Cystein

4.1.3 Rozpoustédla

Voda
Kyselina octova

4.1.4 Ostatni latky
Chlorid sodny

Bovine serum albumin, My, = 66 kDa,

CAS 9048-46-8, Sigma-Aldrich spol. sr.o., ¢. Sarze SLBK0931V
L-lysine, My, = 146,19 g-mol *,

CAS 56-87-1, Sigma-Aldrich spol. s r.0., ¢. Sarze BCBD4131V
L-cysteine, My, = 121,16 g-mol ™,

CAS 52-90-4, Sigma-Aldrich spol. s r.0., ¢. Sarze MKBF2663V

demineralizovana voda Purelab flex ELGA
Acetic acid 99% g. r., My, = 60,05 g-mol ™,
CAS 64-19-7, Lach-Ner s.r.o.

Sodium chloride, My, = 58,44 g-mol ™,
CAS 7647-14-5, Lach-Ner s.r.o.

4.2 PouZité pristroje

Zetasizer Nano ZS

Malvern Instruments Ltd.

MPT-2 Multi Purpose Titrator Malvern Instruments Ltd.
SEC-MALS Agilent Technologies Ltd.
— SEC chromatograf
— pumpa
— odplynovac

— autosampler

26



— UV-VIS detektor
— kolona PL aquagel-OH MIXED-H 8 pum,
300x7,5 mm, 6 000 — 10 000 000 Da
Wyatt Technology Ltd.
— MALS detektor
— diferenc¢ni viskozimetr
— diferencni refraktometr

Susarna Durocell BMT Medical Technology s.r.o.

UV lampa POLYLUX 4000 Thorn EMI Ltd., vykon 20 W, vlnova délka zafeni
~306 nm

Vahy Scaltec SPB 42 Scaltec Instruments s.r.0., max. 150 g, ptesnost 0,001 g

4.3 Priprava vzorki
4.3.1 Priprava vzorki pro koncentracni zavislost

Navazenim piislusného mnozstvi daného biopolymeru (popft. glukos, sacharosy a obou
aminokyselin) na laboratornich vahéach s ptfesnosti 1/1 000 g, rozpusténim v patficném
mnozstvi demineralizované vody v odmérnych baikach (pii priprave roztoku chitosanu byl
pouzit jako rozpoustédlo 5% roztok kyseliny octové) a naslednym roziedénim téchto roz-
tokti byly vytvotfeny koncentra¢ni fady o koncentracich 0,1; 0,5; 1; 2; 5 a 10 g'dm*?’.
V piipadé hyaluronanu byly pfipraveny pouze roztoky o koncentraci 0,1; 0,5 a 1 g-dm ™.
Takto piipravené roztoky byly michany na magnetické michacce po dobu 48 hodin.

4.3.2 Priprava zasobnich roztoki pro ¢asovou zavislost

Navazenim piesné 0,200 g dané¢ho biopolymeru (popf. glukos, sacharosy a obou amino-
kyselin) na laboratornich vahach s ptesnosti 1/1 000 g, rozpusténim v patficném mnoZzstvi
demineralizované vody ve 100 cm® odmémych barikach (pfi piipravé roztoku chitosanu
byl pouzit jako rozpoustédlo 5% roztok kyseliny octové) byly vytvofeny zasobni roztoky
0 koncentraci 2 g-dme. V ptipadé¢ hyaluronanu bylo navazeno pouze 0,120 g a vytvofen
roztok o koncentraci 1,2 g-dm . Takto pfipravené roztoky byly michany na magnetické
michacce po dobu 24 hodin a poté skladovany ve tmé pfi laboratorni teploté.

4.3.3 Priprava zasobnich roztoki pro teplotni zavislost

Navazenim piesné 0,100 g daného biopolymeru (popt. glukos, sacharosy a obou amino-
kyselin) na laboratornich vahach s ptesnosti 1/1 000 g, rozpusténim v patfiéném mnoZstvi
demineralizované vody v 50 cm?® odmérnych bankach (pii piipravé roztoku chitosanu byl
pouzit jako rozpoustédlo 5% roztok kyseliny octové) byly vytvofeny zasobni roztoky
o koncentraci 2 g-dm ™. V piipadé hyaluronanu bylo navaZeno pouze 0,050 g a vytvofen
roztok o koncentraci 1 g-dm®. Takto pfipravené roztoky byly michany na magnetické mi-
chacce po dobu 24 hodin.

4.3.4 Priprava zasobnich roztoki pro studium vlivu UV zafeni

Navazenim ptesn¢ 0,100 g dané¢ho biopolymeru a monohydratu glukosy na laboratornich
vahach s presnosti 1/1 000 g, rozpusténim v patficném mnozstvi demineralizované vody
v 50 cm® odmérmych baiikach (pfi piipravé roztoku chitosanu byl pouZit jako rozpoustédlo
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5% roztok kyseliny octové) byly vytvofeny zasobni roztoky o koncentraci 2 g-dm ™.
V piipad¢ hyaluronanu bylo navdzeno pouze 0,050 g avytvoien roztok o koncentraci
1 g-dm™. Takto pfipravené roztoky byly michany na magnetické michatce po dobu
24 hodin.

4.3.5 Priprava zasobnich roztoki pro studium vlivu iontové sily

Zasobni roztoky danych biopolymeri byly piipraveny stejnym zptsobem jako v pied-
desetkrat zfedén.

Zasobni roztok chloridu sodného o koncentraci 1 mol-dm™ byl pfipraven navézenim
presné 5,844 0 g na analytickych vahach a rozpusténim v patficném mnozstvi deminerali-
zované vody ve 100 cm® odmérmé baice.

4.4 Meéreni

4.4.1 Koncentraéni zavislost

U vSech vzorkl byl proméfen zeta potencial na pfistroji Zetasizer Nano ZS (vyrobce
Malvern Instruments Ltd.), ktery vytemperoval kazdy roztok po 70 s na teplotu 25 °C. Mg-
feni bylo realizovano ve sklenénych kyvetdch, do nichz byla vzdy vlozena Dip cela
s elektrodami, ptes které na vzorek pusobilo elektrické napéti. Na zdkladé zméeny intenzity
rozptyleného svétla pohybujicimi se nabitymi ¢asticemi ve vzorku pak byla stanovena nej-
prve elektroforeticka pohyblivost a nasledné pii znalosti viskozity prostfedi # a teploty
méfeni T aplikaci rovnice (7) hodnota zeta potencialu. Kazdy vzorek byl proméfen celkem
trikrat a mezi jednotlivymi méfenimi byla nastavena ¢asova prodleva 20 s.

Nameétené hodnoty zeta potencialt byly v programu MS Excel zprumérovany a byly
stanoveny jejich smérodatné odchylky, které jsou v grafech zndzornény v podob¢ chybo-
vych tsecek.

4.42 Casova zavislost

Vzorek byl ze zésobnich roztokli kazdého biopolymeru (popt. glukos, sacharosy a obou
aminokyselin) odebiran v ¢asovych intervalech 1den, 2 dny, 3dny, 1tyden, 2 tydny,
3 tydny, 4 tydny a 7 tydni. Méteni bylo uskute¢néno pii stejném nastaveni piistroje Zeta-
sizer Nano ZS a pfi stejnych podminkach jako v pfedchozim ptipad€. Naméiené hodnoty
zeta potencialll byly v programu MS Excel zprimérovany a byly stanoveny jejich sméro-
datné odchylky, které jsou v grafech zndzornény v podob¢ chybovych tsecek.

Dale byly vzorky vSech pouzitych biopolymert pfevedeny pies stiikackovy filtr s pory
o velikosti 0,45 pm a analyzovany pomoci SEC-MALS ve stejnych ¢asovych intervalech
(kromé intervalu po 7 tydnech skladovani) jako pfi méfeni zeta potencidlu. Méfenym pa-
rametrem byla molekulova hmotnost. Jako mobilni faze byl pouzit roztok dusi¢nanu sod-
ného o koncentraci 0,1 mol-dm™ a pratok celym systémem byl nastaven na 0,6 cm® za
minutu. Objem nasttiku jednoho vzorku do kolony ¢inil 100 mm?. Kazdy vzorek byl pro-
méfen minimalné dvakrat. Doba analyzy jednoho vzorku byla 55 minut. Naméfena data
byla vyhodnocena pomoci softwaru Astra 6.1 a nésledné exportovana do programu MS
Excel, kde byla zprimérovana a déle zpracovéna.
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4.4.3 Teplotni zavislost

Z kazdého zéasobniho roztoku byla odebrana ¢ast pro proméfeni zeta potencidlu na pii-
stroji Zetasizer Nano ZS vytemperovaném na ruzné teploty (5 °C, 25 °C, 37 °C a 50 °C).
Kazdy vzorek byl pfistrojem temperovan 3 az 5 minut, proméfen celkem tiikrat a doba
mezi jednotlivymi méfenimi ¢inila 5 s. Naméfené hodnoty zeta potenciali byly statisticky
zpracovany stejn¢ jako v predchozim piipadé.

Dale byly zasobni roztoky uloZeny do suSdrny vytemperované pii kazdém meéteni na
jinou teplotu (37 °C, 50 °C a 90 °C). Jednotlivé vzorky byly k analyze odebirany vzdy
Vv asovych intervalech po 1 hodiné, 3 hodinach a 5 hodinach. U kazdého vzorku byl pro-
méfen zeta potencial na pfistroji Zetasizer Nano ZS a u vzorkt biopolymeri molekulova
hmotnost na pfistroji SEC-MALS. Pouzité nastaveni obou pfistroji bylo stejné jako
V piipadé méfeni ¢asové zavislosti. Naméfend data z obou ¢asti méfeni byla statisticky
vyhodnocena stejnym zpisobem jako v piipadé ¢asové zavislosti.

4.4.4 Studium vliva UV zareni

Vzorek byl ze zasobnich roztokl vSech studovanych biopolymert a monohydratu gluko-
sy, ptevedenych pies stiikackovy filtr s pory o velikosti 0,45 pm, odebran nejprve pred
ozafenim UV svétlem a posléze po ozafeni UV svétlem v ¢asovych intervalech 1 hodina,
3 hodiny a 5 hodin. Pro tuto ¢ast experimentu byla pouzita UV lampa s vinovou délkou
zéteni ptiblizn€ 306 nm. Zeta potencial byl na pfistroji Zetasizer Nano ZS méten pouze u
vzorkli monohydratu glukosy, CMC, chitosanu a BSA, zatimco molekulovd hmotnost byla
pomoci systému SEC-MALS analyzovéana u vSech pouzitych biopolymert. Oba pfistroje
byly nastaveny stejné jako v ptipad€ méfeni ¢asové zavislosti. Namétrena data z obou casti
méfeni byla statisticky vyhodnocena stejnym zptisobem jako v ptedchozich piipadech.

445 Studium vlivu iontové sily

Ze zasobnich roztokii biopolymert bylo odebrano vzdy 10 cm? vzorku a pfevedeno pies
stiikackovy filtr s pory o velikosti 5 um. Takto pfipravené vzorky byly titrovany roztokem
chloridu sodného o koncentraci 1 mol-dm pomoci automatického titratoru propojeného se
Zetasizerem Nano ZS. Bylo nastaveno celkem 11 bodi méieni pro kazdou latku v rozmezi
koncentraci chloridu sodného ve vysledném roztoku od 0 mol-dm > do 0,1 mol-dm™
s krokem pfiblizné 0,01 mol-dm >, Analyzovanymi parametry byly zeta potencial, méteny
pro kazdy bod tiikrat, a objemovy stied velikosti ¢astic, méfeny pro kazdy bod dvakrat.

Pro sledovani vlivu iontové sily na molekulovou hmotnost byly zasobni roztoky kazdého
biopolymeru nejdiive prevedeny ptes stiikackovy filtr s pory o velikosti 0,45 pm a posléze
rozdéleny na tietiny. Prvni roztok obsahoval samotny biopolymer. V druhém roztoku bylo
k biopolymeru ptidano takové mnozstvi zasobniho roztoku chloridu sodného, aby jeho
vysledna koncentrace ¢inila 0,1 mol-dm (tedy hodnota posledniho bodu titrace). Tteti
roztok byl pfipraven tak, aby v ném koncentrace chloridu sodného odpovidala zhruba po-
loving jeho kone&n& koncentraci (tedy 0,05 mol-dm ). Takto pfipravené roztoky byly ana-
lyzovany pomoci sytému SEC-MALS pii obdobném nastaveni jako v pfedchozich pfiipa-
dech.

Naméfena data z obou Casti meteni byla statisticky vyhodnocena stejnym zptisobem jako
Vv piedchozich ptipadech.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Koncentraéni zavislost a optimalizace pripravy vzorki pro dalSi mé-
feni
Stabilita jednotlivych vzorkil o riznych koncentracich byla stanovena na zaklad¢ zpri-
meérovanych hodnot zeta potencialti, méfenych technikou elektroforetického rozptylu svét-
la, z nichz byla vytvorena zavislost zeta potencialu na koncentraci zkoumané latky.
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Obr. 5: Zavislost zeta potencidalu na koncentraci jednotlivych ldatek

Na Obr. 5 jsou znazornény hodnoty zeta potenciall pro jednotlivé vzorky pfi riznych kon-
centracich. Je patrné, Ze stabilni v celém voleném rozsahu koncentraci zlstavaji pouze roz-
toky CMC, alginatu sodného a hyaluronanu. Roztoky chitosanu po koncentraci 5 g-drnf3 se
vyskytuji vyrazn& nad horni hranici stability, aviak pfi koncentraci 10 g-dm™ je chitosan
Jiz nestabilni. V blizkosti dolni hranice stability se pohybuji roztoky aminokyseliny lysinu,
pfipadné monohydratu glukosy. Nestabilni v celém voleném rozsahu koncentraci jsou pak
roztoky bezvodé glukosy, sacharosy, cysteinu a proteinu BSA.

Cilem sestrojeni této zavislosti vSak bylo pfedevS§im urcit optimalni koncentraci pro
vSechny studované latky k dalSim méfenim se zifetelem na manipulaci se vzorky a meze
detekce méficich pfistroji. Pro tyto ucely byla urcena koncentrace 2 g-dm_3. Vzorky bio-
polymerut o této koncentraci byly pro kontrolu nasledné prométeny na SEC-MALS. Porov-
nani naméfenych hodnot molekulovych hmotnosti s hodnotami deklarovanymi vyrobci je
uvedeno v Tab. 1.
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Tab. 1: Porovnani molekulovych hmotnosti stanovenych pomoci SEC-MALS s certifikova-
nymi hodnotami

biopolymer M., cerifikovens (KD@) | M, ¢ianovens (KD2) AM , (%)
CMC ~700 690,87 -1,3
hyaluronan 300-500 380,95 ~0,0
alginat sodny 410 65,46 -84,0
BSA 66 66,21 0,3
chitosan ~20 2,02 -89,9

5.2 Casova zavislost

Na zékladé zprimérovanych hodnot zeta potencialii, méfenych technikou elektroforetic-
kého rozptylu svétla, byla v danych casovych intervalech stanovena stabilita roztoki skla-
dovanych ve tmé¢, z ¢ehoz byla nasledné vytvorena zavislost zeta potencialu na ¢ase odbéru
vzorku (viz Obr. 6).
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Obr. 6: Zavislost zeta potencidlu na case odbéru vzorku z jednotlivych roztokii

Po celou dobu skladovani ziistaly stabilni roztoky chitosanu, hyaluronanu a CMC. Béhem
prvniho tydne skladovani vykazovaly stabilitu 1 roztoky alginatu sodného a lysinu, po dvou
tydnech vSak v nich doslo ke vzrustu zeta potencialu nad hrani¢ni hodnotu —30 mV, a staly
se tak nestabilni. Roztoky obou glukos, sacharosy, cysteinu a BSA byly nestabilni jiz od
pocatku skladovani. Vykyvy nékterych boda v grafu souviseji spise s experimentalni chy-
bou.
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Nasledné byly pomoci extrapolace na nulové hodnoty ¢asu vypocitany hodnoty ¢, (zeta

potencidly v nulovém case). Dale byla data podrobena vyhodnoceni pomoci rovnice kine-
tiky prvniho fadu (8)

C = Co : eikat ) (8)
ze které posléze byla zjisténa rovnice piimky (9)
In£=—ka-t. 9)

0
Z ni byla nakonec pomoci linearni regrese urcena hodnota k,, kterd odpovida hodnoté

rychlostni konstanty agregace. Vyjadiuje, jak rychle se zeta potencial blizil k nule. Jinymi
slovy jde o miru vzniku aglomerati v roztocich. Studované latky jsou v Tab. 2 sefazeny
dle klesajici rychlostni konstanty agregace. Je ziejmé, ze agregaci nejvice podléhaly BSA,
bezvoda glukosa a cystein. Naopak témét konstantni hodnotu zeta potencialu po celou do-
bu skladovani mély chitosan, CMC a sacharosa.

Tab. 2: Vypoctené hodnoty rychlostnich konstant agregace pro kazdou ldtku

studovana latka k, (den™)
BSA 0,0924
bezvoda glukosa 0,0722
cystein 0,0619
monohydrat glukosy 0,0508
alginat sodny 0,0358
lysin 0,0255
hyaluronan 0,0155
sacharosa 0,0052
CMC 0,0038
chitosan 0,0031

Molekulova hmotnost vS§ech pouZitych biopolymert byla v danych ¢asovych intervalech
stanovena na zakladé zprimérovanych hodnot, z nichz byla vytvofena zavislost molekulo-
vé hmotnosti na ¢ase odbéru vzorku (viz Obr. 7).
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Obr. 7: Zavislost molekulové hmotnosti na case odbéru vzorku z jednotlivych roztokii

Vysledky méteni ukazaly, ze vyraznéjsi pokles molekulové hmotnosti béhem 4 tydnt
skladovani nastal u alginatu sodného, CMC a chitosanu. K mirné degradaci doslo také
Vv pfipad¢€ hyaluronanu. Naopak molekulova hmotnost proteinu BSA se za tuto dobu néko-
likanasobné zvysila. U chitosanu a algindtu sodného byly naméfeny vyrazné€ nizsi moleku-
lové hmotnosti, nez uvadi jejich vyrobce, coz mohlo byt zpisobeno nedostatecnym rozpus-
ténim biopolymeru v rozpoustédle a naslednym zachycenim na filtru pfed samotnym mé-
fenim nebo také degradaci biopolymerti v pevné formé (viz publikace [62]).

Obdobnym zptisobem jako pii vyhodnoceni zeta potencialu byly opét pomoci extrapola-
ce na nulové hodnoty ¢asu vypocitany hodnoty M, (molekulové hmotnosti v nulovém

Case). Nasledné byla data podrobena vyhodnoceni pomoci rovnice kinetiky prvniho fadu
(10)
M, =M, ™", (10)

ze které byla zjisténa rovnice piimky (11)

In——=—-k, -t. (11)

Z ni byla nakonec pomoci linearni regrese uréena hodnota k,, ktera odpovida hodnoté

rychlostni konstanty degradace. Ta vyjadiuje, jak rychle dochdzelo k poklesu molekulové
hmotnosti daného biopolymeru. Studované biopolymery jsou v Tab. 3 sefazeny
dle klesajici rychlostni konstanty degradace. Je patrné, ze degradaci nejvice podléhal chito-
san a alginat sodny. V ptipadech obou téchto biopolymert v§ak z vySe uvedeného diivodu
nelze ziskané vysledky povaZzovat za ptili§ presné. Hodnota rychlostni konstanty degradace
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BSA ma oproti ostatnim biopolymeriim zapornou hodnotu, kterd vypovida o agregaci toho-
to proteinu, coz potvrzuje vysledky ziskané méfenim zeta potencidlu.

Tab. 3: Vypoctené hodnoty rychlostnich konstant degradace pro kazdy biopolymer

studovany biopolymer k, (den™)
chitosan 0,1119
alginat sodny 0,0907
CMC 0,0138
hyaluronan 0,0096
BSA -0,0597

5.3 Vliv dalSich parametru
5.3.1 Teplotni zavislost

Podle zprimérovanych hodnot zeta potencidlli byla stanovena stabilita jednotlivych
vzorkill vytemperovanych pomoci pfistroje Zetasizer Nano ZS na riznou teplotu, z ¢ehoz
byla vytvofena zavislost zeta potencialu na teploté méfeni (viz Obr. 8).
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Obr. 8: Zavislost zeta potencidlu na teploté jednotlivych latek

Pfi vSech métenych teplotach zistaly stabilni roztoky alginatu sodného, hyaluronanu, chi-
tosanu a CMC. V blizkosti dolni hranice stability se pohybuji roztoky aminokyseliny lysi-
nu a proteinu BSA. Nestabilni pfi vSech méfenych teplotdch jsou roztoky obou glukos,
sacharosy a cysteinu. Patrnéjsi zavislost zeta potencialu na teploté lze vSak pozorovat pou-
ze u hyaluronanu, kdy zeta potencial s rostouci teplotou vzrostl, a CMC, kdy zeta potencial
s rostouci teplotou mirné klesl. Vykyvy nékterych bodi v grafu souviseji s experimentalni
chybou.
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Dale byla stanovovana stabilita jednotlivych latek uchovavanych v suSarné¢ vyhtaté na
riznou teplotu. Ze zprimérovanych hodnot zeta potenciali byla sestrojena zavislost zeta
potencialu na ¢ase odbéru vzorku pro kazdou studovanou latku pii tiech riznych teplotach,
které v grafech odpovidaji jednotlivym fadam. Pro ptiklad jsou v hlavni ¢asti této prace na
Obr. 9 a Obr. 10 uvedeny zavislosti pro CMC a BSA.
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Obr. 9: Zavislost zeta potencidlu na case odbéru vzorku z roztoku CMC zahrdtého na riz-
né teploty

0
-5
-10 A 37°C
A o
. % % 50 °C
E A 90°C
N -20 - % i — hranice stability
_25 |
-30
_35 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

t (h)

Obr. 10: Zavislost zeta potencidlu na case odbéru vzorku z roztoku BSA zahratého na riz-
né teploty

Z Obr. 9 1ze usoudit, Ze roztok CMC zustal vuci agregaci stabilni, protoze v grafu nebyl
zaznamenan jednotny klesajici nebo rostouci trend hodnot zeta potencialu. Obdobné cho-
vani bylo pozorovano i U roztokl alginatu sodného, chitosanu a hyaluronanu. Na Obr. 10 je
vidét nepatrny vzrust zaporného zeta potencialu se zvysSujici se teplotou roztoku BSA. Ten-
to roztok ziistal pii vSech teplotach po celou dobu jejich plisobeni vii¢i agregaci nestabilni.
Po celou dobu plsobeni vsech tii teplot zlstaly nestabilni také roztoky jednoduchych sa-
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charidii a aminokyseliny lysinu a zavislost zeta potencialu na rostouci teploté u nich byla
spiSe minimalni. Roztok cysteinu rovnéz nevykazoval stabilitu, ovS§em jeho zeta potencial
se s delsi dobou pisobeni téchto teplot blizil k nule. Ve vSech grafech je mozné pozorovat
vykyvy nékterych bodi, které vSak pravdépodobné souviseji s experimentalni chybou.

Molekulova hmotnost vSech studovanych biopolymerti byla stanovena pouze pii teplo-
tach 50 °C a 90 °C. Ze zprimérovanych hodnot pak byly sestrojeny zéavislosti molekulové
hmotnosti na ¢ase odbéru vzorku pro kazdou teplotu.
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Obr. 11: Zavislost molekulové hmotnosti na ¢ase odbéru vzorkii zahratych na 50 °C (hod-
noty molekulové hmotnosti CMC jsou pro vétsi prehlednost v grafu uvedeny na vedlejsi
0se)
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Obr. 12: Zavislost molekulové hmotnosti na c¢ase odbéru vzorkii zahratych na 90 °C (hod-
noty molekulové hmotnosti chitosanu jsou pro vétsi piehlednost v grafu uvedeny na vedlej-
St ose)
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Z Obr. 11 lze vy¢ist, ze molekulovou hmotnost zkoumanych biopolymert pusobeni pii-
slusné teploty po dobu 5 hodin nijak neovliviiuje. Vyjimkou je pouze hyaluronan, jehoz
molekulova hmotnost se za tuto dobu nepatrné snizila. Hodnoty pro chitosan v grafu chybi,
jelikoz se ze softwaru Astra 6.1 nepodafilo ziskat reprodukovatelna data. Na Obr. 12 jsou
zobrazeny pouze ty biopolymery, jejichz hodnoty molekulovych hmotnosti se s ¢asem pii-
sobeni dané teploty nemeénily anebo jen mirné€ klesaly. Za zminku stoji fakt, ze u chitosanu
a alginatu sodného byly naméfeny vyrazné nizsi hodnoty molekulové hmotnosti, nez uvadi
jejich vyrobce, coz mohlo byt zpiisobeno nedostatecnym rozpusténim biopolymeru
V rozpousteédle a naslednym zachycenim na filtru pfed samotnym méfenim.

Zavislosti molekulové hmotnosti na dobé plisobeni riznych teplot pro roztoky CMC
a BSA jsou znazornény samostatn¢ na Obr. 13 a Obr. 14, jelikoz lze na nich pozorovat
velmi vyraznou zménu molekulové hmotnosti pii teplot¢ 90 °C oproti 50 °C. V ptipadé
CMC se jedna o exponencialni pokles molekulové hmotnosti a v ptipadé BSA o exponen-
cidlni vzrast. Tyto vysledky v podstaté odpovidaji i méteni zeta potencialu pii téchto teplo-
tach. Proces degradace biopolymeru totiz zeta potencidl nijak zvIast’ neovlivni, zatimco v
ptipad¢ agregace se zeta potencidl zacne blizit nule.
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Obr. 13: Zavislost molekulové hmotnosti na case odbéru vzorku z roztoku CMC zahiatého
na riizné teploty
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Obr. 14: Zavislost molekulové hmotnosti na case odbéru vzorku z vroztoku BSA zahiatého
na riizné teploty

5.3.2 Studium vlivu UV zareni

Stabilita vzorkd monohydratu glukosy, BSA, chitosanu a CMC po ozafeni UV svétlem
byla stanovena na zaklad¢ zprimérovanych hodnot zeta potenciald, z nichz byla vytvofena
zavislost zeta potencidlu na dobé pisobeni UV zateni.
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Obr. 15: Zavislost zeta potencialu na dobé piisobeni UV zdareni

Na Obr. 15 jsou znazornény hodnoty zeta potencialit zkoumanych vzorkd métenych pii
riznych Casech pusobeni UV zatfeni. Po celou dobu ptisobeni zlstal roztok chitosanu
a CMC stabilni, zatimco roztok BSA a monohydratu glukosy byly nestabilni. Lze usoudit,
7ze UV zafeni takika nemd v ¢asovém useku 5 hodin plsobeni na tyto vzorky zadny vliv
a jejich zeta potencial je pfiblizn€ konstantni. Vykyvy nékterych bodl v grafu souviseji
s experimentalni chybou.
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Molekulova hmotnost v§ech pouzitych biopolymert byla stanovena na zaklad¢ zpriime-
rovanych hodnot, ze kterych byla vytvofena zavislost molekulové hmotnosti na dob¢ piso-
beni UV zafeni znazornéna na Obr. 16.
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Obr. 16: Zavislost molekulové hmotnosti na dobé pusobeni UV zdreni (hodnoty molekulové
hmotnosti CMC jsou pro veétsi prehlednost v grafu uvedeny na vedlejsi ose)

Z tohoto grafu lze usoudit, ze stejné jako v piipadé méfeni zeta potencialu nema UV zafeni
po dobu 5 hodin ptisobeni na molekulovou hmotnost téméi Zadny vliv. Vyjimku tvoii pou-
ze protein BSA, jehoz molekulova hmotnost se za tuto dobu nékolikanasobné zvysila. Je
rovnéz dulezité podotknout, Ze u chitosanu a alginatu sodného byly naméfeny vyrazné niz-
$1 hodnoty molekulové hmotnosti, neZ uvadi jejich vyrobce. To mohlo byt zpiisobeno ne-
dostate¢nym rozpusSténim biopolymeru v rozpoustédle a naslednym zachycenim na filtru
pfed samotnym meétenim. PfirGstky (popf. bytky) molekulovych hmotnosti jednotlivych
biopolymeri po uplynuti celé doby ptsobeni UV zafeni uvadi Tab. 4.

Tab. 4: Priristky (popr. ubytky) molekulovych hmotnosti studovanych biopolymerii
v procentech

studovana latka AM,, (%)
BSA 392,9
CMC 0,1
hyaluronan -2,8
alginat sodny -3,9
chitosan 4,7

5.3.3 Studium vlivu iontové sily

Na zakladé zpramérovanych hodnot zeta potencidlii a objemovych sttedt velikosti Castic
byla sestrojena zavislost téchto dvou parametri na koncentraci chloridu sodného ve vy-
sledném roztoku pro kazdy biopolymer. V hlavni ¢asti této prace jsou pro piiklad znazor-
nény zavislosti pouze pro chitosan a BSA (viz Obr. 17 a Obr. 18). Ostatni grafy jsou uve-
deny v pfilohach (viz kap. 9).
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Obr. 17: Zavislost zeta potencialu a objemového stredu velikosti castic na koncentraci

chloridu sodného V roztoku chitosanu (hodnoty objemového stiedu velikosti cdstic jsou
uvedeny na vedlejsi ose)
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Obr. 18: Zavislost zeta potencialu a objemového stredu velikosti castic na koncentraci
chloridu sodného v roztoku BSA (hodnoty objemového stiredu velikosti castic jsou uvedeny
na vedlejsi ose)

Z Obr. 17 je patrné, Ze s rostouci koncentraci chloridu sodného v roztoku chitosanu klesa
jak zeta potencial, tak pozvolna i objemovy stied velikosti ¢astic. Nevyraznéjsi pokles zeta
potencialu je pak zaznamenan po prvnim a druhém ptidavku chloridu sodného, kdy se roz-
tok chitosanu stal nestabilni. Podobny trend 1ze pozorovat 1 v pfipadé alginatu sodného (viz
Priloha ¢. 1) stim rozdilem, Ze pokles absolutnich hodnot zeta potencialu nebyl
V pocatecni oblasti grafu tolik vyrazny a jeho roztok se stal nestabilni aZ po patém ptidav-
ku chloridu sodného. Na Obr. 18 1ze pozorovat nejdiive vyrazny vzrist objemového stredu
velikosti ¢astic BSA a zaporného zeta potencialu (jiz po prvnim ptidavku chloridu sodné-
ho). Pti vyssich koncentracich chloridu sodného mély vSak oba studované parametry spise
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tendenci ustalit se na konstantnich hodnotach. Pfi titraci CMC (viz Ptiloha ¢. 2) doslo tak-
téz nejprve K napadnéjSimu vzrustu zdporného zeta potencialu, zatimco pii vyssi koncent-
raci soli byl jeho vzrist pozvolny, ovsem vysledny roztok jiz stabilitu nevykazoval. Veli-
kost ¢astic v tomto roztoku se ménila nezavisle na rostouci iontové sile, ale z grafu lze
usoudit, ze dochézelo spise ke zvétSovani objemového stfedu velikosti Castic, tfebaze mé-
feni bylo zatizeno pomérné velkou chybou. V piipadé hyaluronanu (viz Pfiloha ¢. 3) opét
doslo ke vzriistu zaporného zeta potencidlu (vyraznéjSimu po prvnim a patém piidavku)
nad dolni hranici stability. Velikost ¢astic v tomto roztoku se v pocatecni fazi titrace
nejdiive prudce snizila a poté nahle vzrostla. Pti poslednich ptidavcich chloridu sodného
bylo opét zaznamenano zmenseni Castic. Molekuly hyaluronanu vSak maji tvar podlouh-
Iych ty¢inek, zatimco technika DLS uvazuje spise kulovité Castice, proto nelze toto posled-
ni méfeni povaZovat za presné.

Molekulova hmotnost vSech studovanych biopolymert byla stanovena celkem ve tfech
bodech titrace podle zpriimérovanych hodnot, ze kterych byla vytvofena zavislost moleku-

lové hmotnosti na koncentraci chloridu sodného ve vysledném roztoku, ktera je zobrazena
na Obr. 19.
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Obr. 19: Zavislost molekulové hmotnosti na koncentraci chloridu sodného v roztoku biopo-
lymeru ((hodnoty molekulové hmotnosti CMC jsou pro veétsi prehlednost v grafu uvedeny
na vedlejsi ose)

Z grafu na Obr. 19 Ize fici, ze zvySeni iontové sily pfidavkem chloridu sodného do roztoku
ma vliv na molekulovou hmotnost jen nékterych studovanych biopolymert. Jedna se hlav-
n¢ o BSA, jehoz molekulovd hmotnost se mirn¢ zvysila, coz alespon ¢astecné odpovida 1
vysledklim z méfeni zeta potencidlu a objemového stfedu velikosti ¢astic. Vyrazna zména
molekulové hmotnosti je pozorovatelnd i u CMC, kde vSak bylo samotné méfeni zatizeno
pomérné znacnou chybou, jelikoz vzorky mély vysokou polydisperzitu, kterd byla pravdé-
skute¢nost by mohla vysvétlit 1 stfidavé se ménici velikost ¢astic pfi samotné titraci rozto-
ku CMC. Stejné jako Vv piedchozich piipadech, tak i v této ¢asti experimentu byly naméie-
ny vyrazné niz§i molekulové hmotnosti chitosanu a alginatu sodného, nez uvadi jejich vy-
robce, coz opét mohlo byt zplsobeno nedostateCnym rozpuSténim biopolymeru
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V rozpoustédle a naslednym zachycenim na filtru pfed samotnym méfenim. Prirtistky
(popft. tbytky) molekulovych hmotnosti jednotlivych biopolymer po piidavku chloridu

sodného odpovidajicimu vysledné koncentraci 0,1 mol-dm > uvadi Tab. 5.

Tab. 5: Prirustky (popr. ubytky) molekulovych hmotnosti studovanych biopolymerii

v procentech

studovana latka AM,, (%)
BSA 14,1
hyaluronan -2,0
alginat sodny -13,6
chitosan -17,7
CMC -18,1
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6 ZAVER

Tato bakalarska prace je zaméfena na studium stability roztokli zkoumanych biopoly-
mernich latek pii riznych podminkdch méteni s vyuzitim technik rozptylu svétla. Nejdiive
byly popsany jednotlivé skupiny biopolymert samostatné a posléze byly shromazdény
poznatky o zkoumani téchto latek pomoci riznych druhii rozptylu svétla. Dale byla prove-
dena literarni reSerSe tykajici se soucasného stavu této problematiky se zamétenim na ana-
lyzu polysacharidl a proteind.

V ramci experimentalni ¢asti prace byly pouzity metody elektroforetického rozptylu
svétla, SEC-MALS a dynamického rozptylu svétla. Zkoumanymi parametry byly zeta po-
tencial, molekulova hmotnost a velikost ¢astic vybranych biopolymeria (hyaluronanu, algi-
natu sodného, chitosanu, CMC a BSA). Jednoduché sacharidy a aminokyseliny byly stu-
dovany pouze pro srovnani a byly pouzity jen pti nékterych méfenich. Nejdtive vSak bylo
nutné stanovit optimalni koncentraci zkoumanych latek pro dal$i méteni. To bylo u¢inéno
na zakladé¢ zavislosti zeta potencialu na koncentraci dané latky, kdy s ohledem na manipu-
laci se vzorky byla vybrana hodnota 2 g-dm >,

Hlavnim pfedmétem této Casti prace bylo studium agrega¢niho a degrada¢niho chovani
vybranych latek v roztocich skladovanych ve tmé za laboratorni teploty, pficemz vzorky
byly k analyze odebirany v ruznych ¢asovych intervalech. Z naméfenych hodnot zeta po-
tenciali a molekulovych hmotnosti byly stanoveny rychlostni konstanty agregace a degra-
dace. Odolné vuci agregaci zustaly chitosan, CMC a hyaluronan. Tyto biopolymery vSak
podléhaly depolymerizaci. U proteinu BSA se naopak vyrazné projevila agregace, tedy
I znacny narist jeho molekulové hmotnosti, coZ bylo mozné rozpoznat i vizualné. Béhem
skladovani se totiz postupné v roztoku vytvarela rosolovita srazenina. Tento jev potvrzova-
ly i namétené hodnoty zeta potencialu blizici se k nule, coz vypovida o tom, ze molekuly
této latky béhem procesu skladovani témér ztratily sviij povrchovy naboj. Obecné lze fici,
ze vysledky méfeni zeta potencidlu byly ve vétSiné piipadi potvrzeny vysledky méteni
molekulové hmotnosti.

Vedle dlouhodobého skladovani byl také prozkoumén vliv riiznych teplot na roztoky
vybranych latek. Bylo zjisténo, Ze zvySujici se teplota méla na dané vzorky pouze mini-
malni vliv. Zajimavéjsi ovSem byly vysledky méfeni vzorkli uchovavanych pii riznych
teplotach po dobu 5 hodin. Pii teploté 50 °C dochazelo nanejvys k mirnému poklesu mo-
lekulové hmotnosti a absolutnich hodnot zeta potencidlii. Po zvySeni teploty na 90 °C vSak
byly zmény téchto parametri znatelnéjsi, a to zejména v ptipadé¢ CMC, jejiz molekulova
hmotnost klesla na pouhy zlomek své ptivodni hodnoty, a BSA, ktery podlehl agregaci,
a tudiz se jeho molekulovd hmotnost nékolikanasobné zvysila. U hyaluronanu, alginatu
sodného a chitosanu bylo zaznamenéno pouze mirné snizeni molekulové hmotnosti, zatim-
co zeta potencidl se pfi této teploté vyrazné nemenil.

Dale byly roztoky biopolymert vystaveny UV zafeni po dobu 5 hodin. Béhem této doby
expozice byl zeta potencial kazdého vzorku pfiblizné konstantni. Obdobnych vysledkt
bylo dosazeno i po proméfeni molekulové hmotnosti. V piipadé BSA nicméné doslo
K jejimu vyraznému narGstu, coz opét vypovida o agregaci jeho molekul. UV zafeni by
mohlo mit vétsi vliv na pevné vzorky biopolymert. Je totiz teoreticky mozné, Ze bude do-
chéazet ke zménam struktury téchto latek.
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Nakonec byly vzorky biopolymerti podrobeny vlivu iontové sily. To bylo uskute¢néno
pomoci titrace vzorku biopolymeru roztokem chloridu sodného. Hodnoty zeta potencialti
mély pro kazdy biopolymer ptiblizné stejny trend. Po prvnich piidavcich chloridu sodného
doslo k vyraznéj$§imu poklesu jeho absolutnich hodnot, pfi vyssi koncentraci soli jiz byl
tento pokles spise pozvolny. Po ukonceni titrace byly vSechny studované roztoky nestabil-
ni. Velikost ¢astic zde byla méfena v podobé jejich objemového stfedu a s rostouci ionto-
vou silou roztoku zpravidla klesala. Na molekulové hmotnosti se rostouci koncentrace
chloridu sodného ve studovanych roztocich biopolymera piekvapivé nijak znatelné nepo-
depsala. K jejimu nepatrnému vzrustu doslo pouze u BSA a ke slabému sniZeni u alginatu
sodného, chitosanu a CMC.

Na zavér je dulezité pripomenout fakt, ze vSechny ¢asti experimentu byly provedeny
pouze jednou a mnoha méfeni byla zatizena pomérné zna¢nou chybou. Néktera data do-
konce nebyla vibec reprodukovatelnd (napt. data pro molekulovou hmotnost chitosanu pii
50 °C). Davéryhodnégjsi vysledky by proto byly ziskany po opakovaném méfeni. Piesto se
pouzité techniky rozptylu svétla ukdzaly pro studium stdlosti biopolymerd pfi riiznych
podminkach jako vhodné a lze je aplikovat pii primyslovém vyuziti pro analyzu agregac-
nich nebo degradac¢nich procesii probihajicich v téchto latkach.
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8 Seznam pouzitych zkratek a symboli

8.1 Seznam zkratek

Zkratka
uv
CMC
MC

HA

BSA
RNA
tRNA
mRNA
rRNA
DNA
SLS
RMS
SEC-MALS
DLS
ELS
GAPDH
UV-VIS

Vyznam

ultrafialovy (ultraviolet)

karboxymethylcelulosa (carboxymethyl cellulose)
methylcelulosa (methyl cellulose)

kyselina hyaluronova (hyaluronic acid)

hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin)

kyselina ribonukleova (ribonucleic acid)

transferovd RNA

mediitorovd RNA

ribosomalni RNA

kyselina deoxyribonukleova (deoxyribonucleic acid)

staticky rozptyl svétla (static light scattering)

stiedni kvadraticky téz gyracni (root mean square)

Size Exclusion Chromatography-Multi Angle Light Scattering
dynamicka rozptyl svétla (dynamic light scattering)
elektroforeticky rozptyl svétla (electrophoretic light scattering)
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

ultrafialova a viditelna oblast spektra (ultraviolet-visible)

8.2 Seznam symboli

Symbol
kDa
MDa
nm

pm

mm

cm

dm

o__ >0 O»w o« 03
= a2

RS

Vyznam

kilodalton

megadalton

nanometr

mikrometr

milimetr

centimetr

decimetr

milivolt

stupeil Celsia

gram

sekunda

hodina

waltt

intenzita rozptyleného svétla
intenzita dopadajiciho zafeni
vlnova délka zareni

vlnova délka dopadajiciho zafeni ve vakuu

polarizovatelnost ¢astice
polomér Castice
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uhel rozptylu

optické konstanta

koncentrace

pfebytecnd intenzita rozptyleného svétla
komplexni funkce popisujici thlovou zavislost na rozptyleném svétle
molekulova hmotnost

ptirtstek molekulové hmotnosti
molekulova hmotnost v nulovém case
druhy viridlni koeficient

autokorelacni funkce

cas

difuzni koeficient

rychlost poklesu korelace
velikost rozptylového vektoru

index lomu disperzniho prostiedi
Boltzmannova konstanta
termodynamicka teplota

teplota méteni

viskozita

Ludolfovo ¢islo
hydrodynamicky polomér ¢astice
elektroforeticka pohyblivost
dielektrické konstanta

zeta potencial

zeta potencial v nulovém Case
napéti

délka kyvety

rychlostni konstanta agregace
rychlostni konstanta degradace

Eulerovo ¢islo
objemovy stfed velikosti ¢astic (volume mean)
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9 PRILOHY

Chact (mol-dm™)
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—O— Zeta potencial —0O— Objemovy stied velikosti ¢astic

Priloha ¢. 1: Zavislost zeta potencialu a objemového stiedu velikosti castic na koncentraci
chloridu sodného v roztoku alginatu sodného (hodnoty objemového stredu velikosti castic
Jjsou uvedeny na vedlejsi ose)

Cnacy (mol-dm3)
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Priloha ¢. 2: Zavislost zeta potencidlu a objemového stredu velikosti castic na koncentraci
chloridu sodného v roztoku CMC (hodnoty objemového stredu velikosti castic jsou uvedeny
na vedlejsi ose)
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Chaci (mol-dm™)
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dy (nm)
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Priloha ¢. 3: Zavislost zeta potencialu a objemového stredu velikosti castic na koncentraci
chloridu sodného v roztoku hyaluronanu (hodnoty objemového stiedu velikosti castic jsou

uvedeny na vedlejsi ose)
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