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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva studiem hydratace vybranych biopolymerti — huminovych
kyselin, chitosanu, kyseliny hyaluronové (nizkomolekularni a vysokomolekularni) a dextranu.
KurCeni obsahu piivodni vlhkosti ve vzorcich je pouzita termogravimetrickd analyza
TGA. K naslednému pozorovani zmén jejich chemickych a mechanickych vlastnosti
Vv ptitomnosti vody jsou pouzity dvé kalorimetrické metody — diferencéni kompenzacni
kalorimetrie DSC a perfuzni kalorimetrie.

ABSTRACT

Presented bachelor's thesis focuses on the study of hydration of selected biopolymers — humic
acids, chitosan, hyaluronic acid (low molecular weight and high molecular weight) and
dextran. Thermogravimetric analysis TGA is used t determine the original moisture content of
the samples. Two calorimetric methods were used for subsequent observations of changes in
their chemical and mechanical properties in the presence of water — differential scanning
calorimetry DSC and perfusion calorimetry.
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1 UVOD

vvvvvv

biopolymery s hydrofilnimi skupinami, jako jsou naptiklad hydroxylové, karboxylové
a karbonylové skupiny, maji bud’ silné, nebo slabé interakce s vodou. V pfitomnosti piebytku
vody muze polymer botnat a muize vykazovat vyrazné zmény jeho mechanickych
a chemickych vlastnosti. Voda miize zmék¢it matrix polymeru nebo muze tvofit stabilni
mustky pies vodikové vazby. Po absorpci vody, mohou byt malé¢ nebo méné¢ dokonalé
krystaly polymeru zniceny.

Huminové kyseliny, chitosan, hyaluronova kyselina a dextran jsou biopolymery, tedy latky
syntetizované zivymi organismy, které diky svym vyhodné vyuZitelnym chemickym
a fyzikalnim vlastnostem nachazeji Siroké uplatnéni v mnoha oblastech. Huminové kyseliny
a chitosan jsou biopolymery ve vodé nerozpustnymi, tvoii s vodou proto suspenzi, zatimco
hyaluronova kyselina a dextran se ve vod¢ okamzité rozpousti. Vliv vody na jejich strukturu
je vtéto bakalaiské praci zkoumam kalorimetrickymi metodami diferenéni kompenzaéni
kalorimetrii DSC a perfuzni kalorimetrii.

Hlavnim cilem této prace bylo vyuziti ne tak standardné pouzivané metody perfuzni
kalorimetrie pii studiu hydratace dostupnych biopolymerd.



2 TEORETICKA CAST

2.1  Obecné o biopolymerech

Biopolymery jsou rozmanité polymery, které jsou syntetizovany zivymi organismy. Vyskytuji
se Vv kazdém organismu, kde plni mnoho nezbytnych rtiznorodych funkci. [1] Polymery jsou
obecné latky, které jsou tvoreny velkym poctem molekul. Jejich relativni molekulova
hmotnost se pohybuje od desitek tisic do milionti. Zakladnimi stavebnimi ¢asticemi polymera
jsou  makromolekuly, které vznikaji spojovanim molekul nizkomolekularnich
latek (monomert1) chemickymi vazbami. [2]

Miuizeme je rozdélit do ¢ty hlavnich tfid: nukleové kyseliny DNA a RNA slozené
Z nukleotidl, které¢ ukladaji informace a jsou zodpovédné za jejich pienos z generace
na generaci. Dale jsou to proteiny, které jsou slozeny zaminokyselin, tfeti skupinu tvofi
polysacharidy slozené z cukri (monosacharidi) a posledni skupinou jsou kaucuk a latex,
které se skladaji z izoprenovych jednotek. [2], [3]

2.2  Huminové Kkyseliny

Huminové kyseliny tvofi ¢ast huminovych latek, které nejsou rozpustné v kyselych
a neutralnich vodnych roztocich, ale jsou rozpustné pti vyssich hodnotach pH. Mohou byt
proto ziskany alkalickym louZenim vhodné matrice a naslednym okyselenim vyluhu. Jejich
barva je hnéda az hnédocerna. [4]

2.2.1 Huminové latky

Jsou to pfirodni organické slouceniny, které vznikly rozkladem organické hmoty
a syntetickou c¢innosti mikroorganismti (humifikaci). Pfirozené se vyskytuji zejména
v sedimentech, zemindch, raselin¢, hnédém uhli, lignitu a v nékterych dalSich materialech.
Huminové latky mohou byt v pfirodé obsaZzeny ve stopovém mnoZstvi (pisky, jily),
Vv jednotkach procent (bézné zeminy) nebo v desitkach procent (hnédé uhli, lignit). Az 80 % je
jich pfitomno napf. v raSeling. [5], [4] Podporuji rast rostlin, stabilizuji pidni strukturu
a chrani zivotni prostiedi proti zne¢isténi. [6]

Huminové latky jsou slozité vysokomolekularni polycyklické slouceniny s relativni
molekulovou hmotnosti v rozmezi nckolika stovek az desitek tisicii. Strukturné se jedna
0 latky velmi slozité. [5], [4]

2.2.2 Vyuziti huminovych latek

Huminové latky jsou nékolik desetileti intenzivné zkoumany. Zajem o né vychazi z jejich
vyhodné vyuzitelnych chemickych a fyzikdlnich vlastnosti. Maji rozséhlé vyuziti
Vv zeméd¢€lstvi zejména jako hnojiva v podobé humath, dale se vyuzivaji v primyslovém
a farmakologickém primyslu. V oblasti ochrany zivotniho prostiedi jsou huminové latky



atraktivni, nebot’ se jedna o latky pfirozené¢ho plivodu s dostatecnymi zdsobami v pfirodnich
matricich. Vyuzivaji se Vv sanacnich technologiich, dale se jevi jako potencidln¢ vhodné
pro detoxikaci kontaminujicich latek pfitomnych v zivotnim prostiedi. Jejich struktura je
vhodna pro sorp¢ni, iontové vyménné a biodegradacni procesy. [4]

2.2.3 Rozdéleni huminovych latek

Za hlavni slozky huminovych latek jsou obvykle povazovany huminové kyseliny (HK),
fulvokyseliny a humin. [4]

Fulvokyseliny jsou rozpustné ve vod¢ v celém rozmezi pH. V roztoku zlstavaji po odstranéni
huminovych kyselin okyselenim. Zabarveni fulvokyselin se pohybuje od svétle zlutého
do Zlutohnédého. [4]

Fulvokyseliny maji ve srovnani s huminovymi kyselinami niz8i molekulové hmotnosti,
obsahuji méné aromatickych struktur, vice alifatickych postrannich fetézcii a maji vice
homogenni strukturu. Fulvokyseliny a huminové kyseliny se li§i i elementarnim slozenim.
Nizkomolekuldrni fulvokyseliny vykazuji vyS$i obsah kysliku, ale niz8§i obsah uhliku
nez vysokomolekularni huminové kyseliny. Dale fulvokyseliny obsahuji vice kyselych
funk¢nich skupin, zvlast¢ —COOH. Jejich celkova kyselost je tedy podstatné vyssi
nez kyselost HK. [4], [7]

Humin je takova frakce huminovych latek, kterd je ve vod€ nerozpustnd jak pii kyselém,
tak pfti alkalickém pH. Barva huminu je ¢erna. [4]

Rozpustnost frakci huminovych latek Gzce souvisi s molekulovou hmotnosti, s chemickou
strukturou, s rozvétvenim fetézce a s polaritou. [4]

2.2.4 Struktura huminovych kyselin

Pravdépodobné prvni navrhy struktury huminovych kyselin byly ptedlozeny v roce 1972
Stevensonem a Vv roce 1973 Harworthem. Piedpokladalo se, ze huminové latky obsahuji
primarné v zékladni strukturni siti zabudované polyaromatické uhlovodiky. Dnes se vSak vi,
ze tomu tak neni. V nasledujicich 20 letech doslo k fadé objevi, které postupné objasnily,
ze ve struktufe huminovych kyseliny jsou zabudovany aromatické a hydroaromatické di-, tri-
a tetrakyseliny. [4]

Huminové kyseliny jsou obecné aromatické makromolekuly, kde aminokyseliny, aminocukry,
peptidy a alifatické sloucCeniny zajist'uji spojeni mezi aromatickymi skupinami. [4]
Hypoteticka struktura typické huminové kyseliny je uvedena na Obr. 1. [8]



Obr. 1: Priklad typické huminové kyseliny majici celou Fadu komponent véetné chinonu, fenolu,
katecholu a sacharidovych skupin [8]

HK obsahuji volné a vazané fenolické skupiny —OH, chinonové struktury, dusikové a
kyslikové atomy ve funkci mustkl a karboxylové kyseliny umisténé na aromatickych kruzich.
Huminové kyseliny maji tedy polyaniontovy charakter a mohou vazat ionty riznymi
chemickymi i fyzikalnimi mechanismy. [4] Procentuelni zastoupeni funkénich skupin ve
struktute HK je uvedeno v Tab. 1. [9]

Tab. 1: Zastoupeni funkcnich skupin v huminovych kyselinach

Zastoupeni funkénich skupin v HK [hm.%]
—COOH 4,4
—OH (alkohol) 3,3
—OH (fenol) 1,9
—C=0 1,2
—OCH; 0,3

Jak je jiz zminovano, HK obsahuji chinonové struktury, piesnéji pfimo 2-methylnaftochinon.
Koncentrace chinonll je velmi vyznamna, protoZe jejich piitomnost je dilezitd pfi pfimém
chemickém vytvareni kovalentnich vazeb humusu s cizorodymi latkami bez enzymatické
katalyzy. [4]

2.3 Chitosan

Chitosan je nejdulezitéjsim derivatem chitinu (Obr. 3), ziskany (Casteén€) jeho deacetylaci
V pevném stavu za alkalickych podminek nebo enzymatickou hydrolyzou v pfitomnosti chitin
deacetylazy. [10]
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Jedna se v podstaté o kopolymer slozeny z dvou zékladnich podjednotek spojenych -(1—4)
glykosidickou vazbou. Podjednotky, ze kterych je slozen, jsou 2-amido-2-deoxy-D-
glukopyrandza a 2-acetamido-2-deoxy-D-glukopyranoza. [11]

iOCH3
H OH H H H OH
H_ o
HO HO
H NH
H H OH H / H
Harec Chitin Enfce
H OH H NH;H H OH
H
St LA A e
HO KO ﬁ/ 0 HO |
NH
H 2H H clm H NHz 4
Chitosan

Obr. 2: Struktura chitinu a chitosanu [15]

2.3.1 Chitin

Chitin, neboli poly-(B-(1—4)-N-acetyl-D-glukosamin), zobrazeny na Obr. 2, je pftirodni
polysacharid poprvé identifikovan v roce 1884. Je to druhy nejrozsifenéjsi polymer na svéte
po celuldze. V ptirodé je obsazen ve vnéjSich kostrach motskych korysu, krevet a krabti, déle
se vyskytuje v bunéénych sténach hub a kvasinek. Je také produkovan fadou dalSich zivych
organismu, kterym dodava pevnost a slouzi jim Kk vyztuzeni struktur. [12]

Chitin se vyskytuje ve dvou modifikacich, v modifikaci o a . Byla popsana i tfeti
vy modifikace, ale z detailnich analyz se zda, ze jde jen o variantu a modifikace. Nejvice se
vyskytujici je a-chitin, B-chitin je vzacngjsi. [12] B-chitin vykazuje vySS§i rozpustnost a vEtsi
reaktivitu. Nicméné, o-chitin se pfednostné pouziva ve vyzkumnych laboratotich
a v pramyslu protoZe pravé a-modifikace chitinu je hlavni slozkou skotapek korysi. [13]

Chitin se jen vzacné vyskytuje v Cisté forme. Kompletni eliminace latek, se kterymi se chitin
vyskytuje, neni jednoduchy tikol a byva velmi obtizné dosdhnout standardni Cistoty, ktera je
vyzadovana u nékterych aplikaci. [14]

V primyslu se chitin extrahuje z korySt pusobenim kyseliny, ktera rozpusti uhli¢itan
vapenaty. Nasleduje alkalicka extrakce, kterd rozpusti proteiny. Pokud je vyZadovan bezbarvy
produkt, provadi se odbarvovani k odstranéni zbytkt pigmentt. [12]

Chemické syntéza chitinu je slozity a drahy proces a jeho vyroba pomoci biotechnologickych
postupti neni zatim ekonomicky vyhodna. [14]
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2.3.2 Deacetylace

vvvvvv

chitosanu, protoze tyto parametry urcuji jeho kvalitu. [13] Princip deacetylace je odstranit
acetylové skupiny chitosanu makromolekuldrniho fetézce a tim zvySit pocet volnych
amino skupin podél struktury biomolekuly. [14] Procento opakujicich se jednotek s bo¢nimi
acetylovymi skupinami je specifikovan jako stupen acetylace, tzn. stupen acetylace Cistého
chitosanu je 0%, Cistého chitinu pak 100%. [15] Pokud deacetylace chitinu dosahne asi 50 %,
stane se rozpustny ve vodném kyselém prostiedi a vznika chitosan. Dochazi k protonizaci
NH; skupiny na C-2 pozici opakujici se D-glukosaminové jednotky, pficemz je polysacharid
preveden na polyelektrolyt v kyselém prostiedi. [12]

2.3.3 Vlastnosti a formy chitosanu

Chitosan je nerozpustny ve vodé pii neutralnim pH. Nemuze byt roztaven a zpracovan jako
typické termoplasty kvili vysokym poctim intermolekularnich a intramolekuldrnich vazeb,
které jsou zodpovédné za jeho tuhou, semikrystalickou strukturu. Muze byt ale rozpustén
ve slab¢ kyselych roztocich. [15]

Byly objeveny Ctyfi krystalické formy chitosanu. Tti formy hydratované (tedonova forma,
forma II a L2), které ve vodnych roztocich vytvareji soli s minerdlnimi nebo organickymi
kyselinami. Ctvrtd forma je anhydrdt a vznikd zahfatim hydratovaného chitosanu
na teplotu 200 °C. Pti této teplot¢ dochdzi ke zkracovani vzdalenosti mezi jednotlivymi
vrcholy a zdroven k oddalovéni fetézcl. Tato dehydratace je nevratnd. Forma anhydritu je
oproti ostatnim nerozpustna v mineralnich i v organickych kyselinach. Také jako jedind neni
schopna tvofit komplexy s kovy. [16]

Chitosan muze byt za pouziti nejriznéjsi technologickych procesti pfipraven ve velmi
Sirokém rozsahu fyzikalnich forem. Tyto fyzikalni formy se lisi v mnoha vlastnostech,
jako jsou hustota, rozpustnost, barva, stupenn deacetylace, mechanické vlastnosti atd.
Nejcastéji se nachazi ve formé& prasku, dalsimi formy chitosanu jsou hydrogely, filmy
a membrany, vlakna, nanocastice a mikrokulic¢ky. Jak jiz bylo feceno, zékladni surovinou pro
vyrobu chitosanu, resp. nékterou z jeho forem je schranka koryst. Na Obr. 3 je znazornéno
schéma piipravy forem chitosanu. [16]
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Schranky kory3i

Pusobeni kyselinou
Demineralizace
(Odstranéni proteind
Odbarveni
Promyvini a suSeni

Chitin
e Deacetylace
¢ Promyvani
e Sudeni

Chitosan

Rozpusténi ve vhodném rozpoustédle
Filtrace

Roztok chitosanu

Hydrogely Mikrokulicky
Filmy a . .
membrany Vlakna Nanotastice

Obr. 3: Schéma pripravy forem chitosanu [16]

2.3.4 Vyuziti chitosanu

Diky jeho rozpustnosti ve vodnych roztocich, je hojné pouzivan v riznych aplikacich pravé
jako jiz zminéné roztoky, gely nebo filmy a vlakna. Velice dilezita je jeho biomedicinska
aplikace v tkanovém inzenyrstvi. Pomaha pti hojeni ran a je pouzivan jako pomocna latka
pro dodavani 1éka. [12]

Mnoho uplatnéni ma v potravinaiském pramyslu jako antimikrobialni balici folie, jako
potravinové piipravky, slouZzi k zahuStovani potravin a také jako stabilizaéni
a antimikrobialni ¢inidlo. [13]

Chitin a chitosan jsou vyuzivany i v zemédélstvi. Diky svym antimikrobidlnim vlastnostem
jsou schopny chréanit rostlinu pfed pisobenim hub a plisni, inhibituji jejich rist a vyvoj. Jsou
aktivni proti virim, bakteriim a dal§im skudcim. [17]

Nachazi také uplatnéni jako pfipravek na hubnuti a ke sniZeni hladiny cholesterolu. ZlepSuje
anémii, zvySuje psychickou silu a podporuje spanek. Chitosan ma vliv na hladinu cholesterolu
a na hmotnost kvili tomu, Ze ma kladn€¢ nabit¢ aminoskupiny pii stejném pH jako je
Vv travicim traktu. Pfedpoklada se, Ze tyto aminoskupiny na sebe vazi zaporné nabité molekuly
lipid a Zluci, brani jejich vstfebavani a skladovéani v téle a dochdzi tak ke sniZeni télesné
hmotnosti. [18]
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2.4  Hyaluronova kyselina

Hyaluronova kyselina (HA) je pfirodni vysokomolekularni zaporné nabity linearni
polysacharid, ktery je slozen z opakujicich se disacharidovych jednotek p-(1—4)-D-
glukuronové kyseliny a p-(1—3)-N-acetyl-D-glukoaminu spojenych p-1,3 a p-1,4
glykosidickou vazbou (Obr. 4). Cislo opakujicich se jednotek mize dosahnout 25 000, coz
odpovidd molekulové hmotnosti 10" Da. HA je pritomna u vSech obratlovct, kde je
pfedev§im produkovana fibroblasty a dal§imi specializovanymi tkanémi. Je soucasti
pojivovych, epitelovych a nervovych tkdni. Tvofi jednu z hlavnich slozek mezibunécné
hmoty (ECM). Nachazi se ve skloviné oka, v kiizi, v synovialni tekutiné kloubnich spoju aj.
V téle se vyskytuje ve formé sodné soli jako tzv. hyaluronan (HYA). [19], [20] Krom¢
obratlovctl se vyskytuje také u nékterych bakterii (napf. u streptokoki). Strucny vycet vyskytu
HA v riiznych Zivoc¢isnych tkanich a jeji obsah je zapsan v Tab. 2. [21]

Tab. 2: Vyskyt HA v riznych tkdanich a jeji obsah

Koncentrace
Tkan nebo télni tekutina (ng/ml)
Kohouti hiebinek 7500
Lidska pupeéni sndra 4100
Lidska synovialni tekutina kloubnich spoju 1400-3600
Hovézi nosni chrupavky 1200
Lidsky sklivec 140-340
Lidska dermis (Skara) 200-500
Lidska epidermis (pokozka) 100
Krali¢i mozek 65
Kralici srdce 27
2.4.1 Struktura hyaluronové kyseliny
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Obr. 4: Opakujici se disacharidova jednotka hyaluronové kyseliny [20]

Ob¢ sacharidové jednotky jsou prostorové piibuzné glukodze, coz v B konfiguraci povoluje
velkym skupindm (napf. hydroxylové) drzet sféricky vyhodnou ekvatorialni konformaci.
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Vsechny malé atomy vodiku obsazuji méné sféricky vyhodnou axidlni konformaci.
V sekundarni struktuie se disacharidové jednotky staci kolem osy do 180° Sroubovice a tvoii
fetézec. V roztoku je 4krat zahnuta jedno Sroubovice. [22]

Hyaluronan se ve vod¢ spojuje pomoci specifickych interakci. Uz pti velice nizkych
koncentracich vytvaii sitovanou strukturu, ktera je stabilizovana vodikovymi mustky zejména
s molekulami vody. Hyaluronan o vysoké molekulové hmotnosti se ve vodé rozpousti
za vzniku vysoce viskézniho roztoku. [22] Konformace HYA v roztoku je dale stabilizovana
intramolekularnimi vodikovymi miustky, coz ma za nasledek relativni pevnost a tvrdost
polymeru. Vodikové mistky mohou byt poruseny ptitomnosti NaOH nebo/a zvySenou
teplotou. Vysledkem toho je pruzna konformace hyaluronanu. [20]

wrwe

slu¢ovanim s mnoha vazebnymi proteiny. V mezibunééné hmoté pojivovych tkani na sebe
HA vaze urcité proteoglykany, jako je napiiklad aggrecan (Obr. 5), kde tvoii velké komplexy,
které poskytuji strukturni ucelenost a mechanické funkce tkani. [23]

< 1 m > Agregat aggrecanu

'/7/ Proteinové jadro

9 /’ (aggrecan)
AL
N VAN

Keratansulfat

Obr. 5: Ndkres agregaru aggrecan/HA, ukazujici nekovalentni vazbu aggreganu pres proteiny.[23]
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2.4.2 Zakladni biologické funkce hyaluronové kyseliny

Kyselina hyaluronova vykazuje obrovské mnozstvi biologickych funkci. Diky svym
viskoelastickych vlastnostem je obsazena v synovialni tekutiné jako lubrikant a plisobi v ni
I jako tlumi¢ narazt. Dalsi dulezitou funkci je udrzovani viskoelasticity tekutiny o¢niho
sklivee. Diky zadrzovani vody na povrchu rohovky, HA zvySuje smacivost rohovky, coz je
uziteéné pii 1é¢b¢ suchého oka. Dale kontroluje hydrataci tkani a transport vody. HA hraje
roli v bunéénych funkcich, jako je proliferace, diferenciace a migrace. Kromé toho se
predpoklada, ze kyselina hyaluronova mé ochranné uc¢inky proti oxidaénimu poskozeni bunék
volnymi radikaly. [19], [24]

HA splituje n€kolik odlisSnych molekularnich funkci, které piispivaji nejen ke strukturnim
a fyziologickym vlastnostem tkani, ale také zprostfedkovava chovani bunck béhem
morfogeneze, premény tkani, zanéth a nemoci. Diky svym jedineCnym biofyzikalnim
vlastnostem, HA pfispiva pfimo k udrzeni homeostdzy. Reaguje s riznymi proteiny nebo
proteoglykany a udrZzuje a organizuje tak celistvost extracelularni i periceluldrni matrix.
Jako signalni molekula reaguje hyaluronan s riznymi receptory na povrchu bunék
a s proteiny, ¢imz aktivuje intracelularni déje a zprostiedkovava tim bunécné funkce. [23]

2.4.3 Biosyntéza a degradace

Kyselina hyaluronova patii do skupiny latek znamé jako glykosaminoglykany, pti¢emz HA je
strukturné nejjednodussi z nich a jako jedind z nich neni syntetizovana v Golgiho aparatu,
ale v plazmatické membrané skupinou vysoce specializovanych membranovych proteint, HA
syntetazami (HAS). U savcu existuji tii izoenzymy: HAS1, HAS2 a HAS3, z nichz kazdy ma
dvé odlisnd mista pro navazani UDP-cukri. K polymeraci HA dochazi na wvnitini sténé
plazmatické membrany, kde HAS piidava UDP-CIcA a UDP-CICNAc monomery
na redukujici konec rostouciho polymeru. KdyZz polymerace probiha, neredukujici konec
fetézce je pies pory ve struktuie HA vytlacovan do extracelularniho prostoru. [23]

Syntéza hyaluronanu syntetizou HA1 je pomalej$i v porovnani s ostatnimi syntétdzami.
HA riznych velikosti vykazuje odlisné, nékdy i protichidné biologické funkce. Zatimco
HAS1 a HAS2 jsou schopny produkovat dlouhé fetézce HA (az 2000 kDa), HA3 produkuje
hyaluronan s niz§i molekulovou hmotnosti (100-1000 kDa). [23]

Syntéza a degradace HA je pfisn€¢ regulovana v pribéhu embryonalniho vyvoje
a homeostatickych procesti. Polo¢as rozpadu HA se pohybuje od méné nez jednoho dne (HA
obsazend v pleti a vséru) az do 2-3 tydni (v chrupavkach). HA je odstranéna z ECM
v disledku mistniho katabolismu a/nebo vypusSténim do lymfatického systému za tcelem
katabolismu v lymfatickych uzlinach. [23]

HA mize byt rozkladana fadou enzymu zvanych hyaluronidazy (HAa). Hyall a Hyal2 jsou
dvé nejbéznéjsi hyaluronidazy. Oba enzymy se nachazeji téméei ve vSech tkanich. Existuji
i enzymy Hyal 3 a PH-20, které jsou vice specializované. Kazda hyaluronidaza ptsobi jen
na urc¢itou velikost fragmentu HA a je aktivni jen pfi urcité hodnoté pH. Hyall je aktivni jen
pfi velmi nizkych hodnotach pH (3,5 — 3,8). Enzym stépi velké nebo malé fetézce
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hyaluronanu na tetramery. Hyal2 vykazuje optimalni aktivitu pfi pH 6 — 7, ale je aktivni
v Sirokém rozsahu pH. Tento enzym S§tépi vysoko molekularni HA na meziprodukty
o velikosti 20 kDa. PH-20 je aktivni v rozsahu pH 3 — 9 a $tépi vysoko molekularni HA
na malé fragmenty. [23]

Hyall a Hyal2 pracuji spole¢né s cilem degradovat HA v somatickych buiikach. Hyal2 vazana
ke GPI véaze extracelularné HA a provadi predbézné Stépeni celého polymeru v kyselych
endocytickych vacécich. Déale pak muze Hyall ve vaccich zpracovavat HA oligomery
s pomoci B-exoglykosidazy, ktera muze sacharid $tépit z kazdého konce. [23]

2.4.4 Vyuziti hyaluronové kyseliny

rrrrr

vV o¢nim lékatstvi. Plsobi jako pfirodni lubrikant a vyborné na sebe vaze vodu. Diky tomu se
pridava do kontaktnich ¢ocek, kde zvySuje smacivost a komfort pfi jejich nosSeni. Tento
polymer ma také potencidl pfi 1écbe artritidy a pro zachovéani zbylého sluchu v pribéhu
kochlearni implantace. Hyaluronové hydrogely také ukazaly potencial jako systémy podavani
1€k, bud’to samotné nebo v kombinaci s jinym polymerem. [25], [24]

Materidly na bazi HA mutzou buiikkdm udé¢lit biologickou aktivitu, o ¢emz svéd¢i zmény
V bunééném chovani. Buiiky jsou schopné reagovat s biomateridly na bazi hyaluronanu,
kdezto se syntetickymi polymeru k reakci nedochézi. Prikladem mutze byt schopnost HA
udrzet kmenové bunky v nediferencovaném stavu a ucast HA-interagujicich proteint
v nadorové metastaze. [23]

Diky svym hydrataénim a elastickym vlastnostem ma hyaluronan Siroké uplatnéni
vV kosmetice a ve farmacii. Ve farmacii slouzi zejména k pfipravé 1é¢iv pro kloubni
onemocnéni a nékteré druhy rakoviny. V kosmetice se vyuziva k ptipravkiim proti vraskam
a starnuti pleti. [22]

2.5 Dextran

Dextran je homopolysacharid slozeny z glukdzové jednotky majici znacny pocet a-(1—6)
vazeb v hlavnim fetézci, obvykle 50% z celkového poctu vazeb. Tento a-D-glukan ma také
nékolik bo¢nich fetézci pies a-(1—3) vazby (Obr. 6). Presna struktura kazdého typu dextranu
zavisi na ptivodu mikrobidlniho kmene. Je produkovan bakterii mlécného kvasSeni, zejména
Streptokoky a Leuconostoc mesenteroides. Dextran ze streptokoka z dutiny ustni tvofi slozku
zubniho plaku, kterd tvoii prostfedi pro mnoZeni téchto bakterii. Fyziologicka funkce
dextranu produkovaného L. M. je zatim neznama. [1]
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Obr. 6: Struktura dextranu [26]

2.5.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti dextranu

Frakce dextranu jsou rozpustné ve vodé a v elektrolytickych roztocich a vytvareji Ciré, stalé
roztoky, pficemz hodnota pH na rozpustnost neméd vyznamny vliv. Dextran je rozpustny
i v dal$ich rozpoustédlech, zejména v metyl sulfidu, etylen glykolu a glycerolu. Nerozpustny
je Vvjednosytnych alkoholech, napiiklad v metanolu, etanolu a isopropanolu, dale se
nerozpousti ve vétsing ketonech. [27]

Dextranova opakujici se jednotka obsahuje tfi sekundarni hydroxylové skupiny, které
vykazuji dostatenou chemickou reaktivitu pro pfipojeni funkCnich skupin navéazanych
pies esterovou nebo etherovou vazbu. [28]

2.5.2 Vyuziti dextranu

Vyuziti dextranu je velice riznorodé. V lékaistvi nachazi velice Siroké uplatnéni, tradi¢né se
pouziva v infuznim roztoku a do objemovych expandért. Ty zajiStuji parenteralni vyzivu
pii ztratach tekutin (naptiklad pifi ztratdch krve v naléhavych ptipadech, kdy neni mozna
transfuze krve) a v téle se tento roztok rozklada na glukozu a volnou vodu. Dale se s nim
muzeme setkat jako se suplementem, ktery snizuje viskozitu krve a pfedchdzi tak srazeninam
krve. [29], [30]

Diky svym lubrikacnim vlastnostem se Casto také pouziva jako aktivni latka do o¢nich kapek
nebo v kapkach jako nahrazka slz, kde zmirnuje suché a podrazdéné oci. [29]
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Mnozstvi riznych organt a tkani uréenych k transplantaci je skladovano v roztoku dextranu
pro zvyseni jejich zivotnosti. [29]

2.6  Voda a jeji hydratacni vlastnosti

Voda je nezbytnd pro Zzivot a nemuze byt ni¢im jinym nahrazena. To je dano jejimi
ptitomnosti vodikovych vazeb (mustkt). Vodikova vazba ve vodé¢ je slabd vazba, kterd ma
silu asi dvacetiny sily O—H kovalentni vazby. Ptitazlivost O—H vazebnych elektroni smérem
k atomu kysliku zanechava deficit na atomu vodiku vzhledem ke kysliku. Vysledkem je
pritazliva sila mezi vodikem O—H a atomem kysliku sousedni molekuly vody. [31]

Vodikové vazby hraji zvlasté vyznamnou roli ve vodé, protoze kazdy atom kysliku se svymi
dvéma atomy vodiku se mize podilet na Ctyfech takovychto vazbach s dal§imi molekulami
vody (dvé vazby zahrnuji vlastni atomy vodiku v molekule a dvé zahrnuji nesdilené elektrony
s dalsimi dvéma atomy vodiku). Tyto ¢tyii vodikové vazby tvoii tetraedry kolem kazdé
molekuly vody, coZz bylo zjisténo z obycejného ledu. V tekuté vodé€ je tendence zachovavat
tetraedrické usporadani jako v ledu, ale struktura je neuspofadand a labilni. Tetraedrické
uspotradani molekul vody (znazornéno na Obr. 7) je jadrem jejich jedine¢nych vlastnosti
mnohem vice, nez ptitomnost vodikovych vazeb jako takovych. [31]

o+ ) { Q@
H .
R = Y .
o LT 109.47°
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je dtlezité médium pro transport zivit, pro membranové procesy, vyvolava biologicky aktivni
konformace molekul atd. Vzhledem k jedine¢nym vlastnostem a silné afinité¢ molekul vody
drzet pohromadé pomoci vodikovych mistkl tvofi riizné struktury majici rzné fyzikalné-
chemické vlastnosti. [31]

Vodikové vazby hraji zasadni roli pfi urCovani fadzového chovani polymert a jejich
misitelnosti ¢i nemisitelnosti. Pokud je vodikova vazba mezi polymerem a polymerem silngjsi
nez mezi vodou a polymerem, molekuly polymeru se shlukuji a jsou nemisitelné. Kdyz je
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naopak vodikova vazba siln€j$i mezi vodou a polymerem, polymer je obvykle ve vodé
disperzni. [32]

Razné biopolymery s hydrofilnimi skupinami, jako jsou naptiklad hydroxylové, karboxylové
a karbonylové skupiny, maji bud’ silné, nebo slabé interakce s vodou. V ptitomnosti piebytku
vody miize dochazet k tomu, Ze polymer zacne botnat a mlze vykazovat vyrazné zmeény
V jeho mechanickych a chemickych vlastnostech. Voda mize zm¢k¢it matrix polymeru nebo
muze tvofit stabilni mastky pies vodikové vazby. [33] Po absorpci vody, mohou byt malé
nebo méné dokonalé krystaly polymeru zni¢eny. S obsahem vody v polymernich materialech
také dochazi k tomu, Ze prudce klesa teplota skelného piechodu. [34]

2.6.1 Biopolymery a jejich hydratace

V poslednich letech bylo zjisténo, ze biologické funkce makromolekul nejsou vyhradné
urCeny jejich strukturou a chemickym slozenim. Interakce s molekulami vody mohou byt
velice dulezitou silou pro drzeni struktury biomolekul. Je proto zifejmé, ze vodu jako
rozpoustédlo nelze chépat jako kontinuum, ale Ze specifické interakce s polymerem hraji
klicovou roli makroskopickych vlastnosti biopolymerti. Navic voda zprostfedkovava
interakce mezi biomolekulami a je tedy =zasadni pro molekularni rozpoznavani
a pro biologické funkce. [35]

U hydratace huminovych kyselin bylo prokazano, ze v pfitomnosti vody, dochézi k bobtnani
struktury HA a k pteruseni van der Waalsovych sil, ale i k pteruseni nékterych vodikovych
vazeb, coz ma vEtsi vliv na snizeni teploty skelného ptechodu. [36]

Chitosan muze mit v simulovanych fyziologickych podminkach piijem vody ve vysi
az 160%. Voda siln€ ovliviiuje jeho mechanické vlastnosti. V biomedicinskych aplikacich,
muze byt chitosan vystaven rliznym trovnim hydratace, ktera se mize pohybovat od mirné
urovné vlhkosti (vyuZiti napf. pii hojeni ran), aZ do maximalnich hodnot schopnosti absorpce
vody (napf. tkanové inzenyrstvi, vnitini stehy). [37] Chitosanové hydrogely mohou
absorbovat az 2000% sv¢é vlastni hmotnosti. Schopnost chitosanovych hydrogelii vdzat vodu
zalezi také na pH okolniho prostiedi. [15]

O kyselin¢ hyaluronové je znamo, Ze je schopna na sebe navazat velké mnozstvi vody. Diky
jeji silné aniontové povaze, struktura HA fetézcl plsobi tak, Ze vaze vodu mezi svinuté
fetézce, coz zpusobuje pravé vysokou moznost zadrzet vodu. Retence vody mize byt také
pfipséna vysokym poctim hydroxylovych skupin, které vedou k tvorbé vodikovych mustki.
Kyselina hyaluronovd muize pojmout az tisicindsobek své vlastni vahy. Obsah vody se
zvySuje se zvySujici se relativni vlhkosti. [24] Je také ziejmé, ze viskoelastické vlastnosti
a kapacita hydratace HA zaleZi na jeji molekulové hmotnosti. [23] Kyselina hyaluronova ma
podstatné vétsi schopnost vazat vodu nez ostatni polyelektrolytické polysacharidy. 2% roztok
¢ist¢ hyaluronové kyseliny véaze vodu tak pevné, Ze tvofi gel vykazujici pruzné
vlastnosti. [38]
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2.7  Soucasny stav FeSené problematiky

Mikrokalorimetrickou techniku — perfuzni kalorimetrii vyuzili 1. Timmermann a kol.
v praci [39], kde zkoumali tvorbu monohydratu a-laktozy a B-laktozy béhem rekrystalizace,
kdy ptivadéli ke vzorku kontrolovany tok vlhkého plynu. Zkoumanymi latkami byly Cista
amorfni laktéoza a rizné praskové smeési laktéozy. Urcenim entalpie desorpce prave
rekrystalizované laktozy pomoci RH perfuzni cely bylo rozliSeno, zda se produkoval
monohydrat nebo bezvoda forma laktozy. Byly zjistény rozdily v rekrystalizacnim chovani
laktozy pti 25 °C a pfi relativni vlhkosti 58-100%. Pti 60-80% cista amorfni laktéza vykazuje
vysoké teplo desorpce, které Ize pficitat velmi vysokému obsahu vytvoieni B-laktozy, zatimco
pfi RH 90% je stanoveno vysoké mnozstvi a-laktdozy monohydratu. Oproti tomu, smési
obsahujici B-laktozu jako nosi¢ vykazuji vyssi mnozstvi vytvofeného monohydratu a-laktozy
nez smesi s a-laktézou jako nosicem. Z toho vyplyva, ze relativni vlhkost, mnozstvi amortni
laktézy a ptitomnost nadbytku a-laktdézy nebo B-laktézy ovliviuji rekrystalizaéni chovani
amorfni laktozy. Rekrystalizace pii RH vyssi nez 90% by byla optimalni pro dosazeni pouze
a-laktdzy monohydrétu.

Isotermickd mikrokalorimetrie byla shledana uzite¢nou ve vyhodnocovani kritické relativni
vlhkosti (cRH). D.F. Jakobsen a kol. popisuji v praci [40] zkoumani kritické relativni vlhkosti
tii latek vykazujici odlisné hygroskopické vlastnosti, dvou extrémné ve vodé rozpustnych
latek (flupentixol,2HCI a Lu 25-109) a jedné hydrofobni latky (sertindole). Byly méteny
tepelné zmény vzorkt. RH perfuzni cela byla pouzita k fizeni relativni vlhkosti v nadob¢ se
vzorkem. RH byla linedrné zvySovana od 30% do 100% po dobu 18 hodin pro 5 riznych
teplot. Zména tepelného toku nastavajici, kdyz vlhkost reagovala s pevnym vzorkem, byla
meéfena jako funkce Casu. Plocha pod kiivkou toku byla vypocitana jako teplo pomoci
programu. cRH je definovéana jako RH, kde linedrni ¢ast kiivky tepelného toku zachycuje
zékladni linii. Bylo prokézano, Ze signdl tepelného toku naméieny b&hem zvySujici se
vlhkosti je primarn€ zplsoben kondenzaci vodni pary na povrchu pevné latky.
Mikrokalorimetrickd odezva neprokazala Z4dny vyznamny efekt na velikost vzorku,
coZ naznacuje, Ze signal tepelného toku je ovlivnén interakci vodni pary s horni vrstvou
prasku. Doba expozice se také neprokazala jako ovliviiujici aspekt pro stanoveni cRH.
Kriticka relativni vlhkost ziskana pro tfi rizné slouceniny se shodovala s jinymi zpisoby
méfeni.

Strukturu molekul vody sorbované v riznych hydrofilnich polymerech studovali Q.T.Nguyen
a kol. v praci [34] pomoci DSC a FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy). Ziskana
data ukazuji, ze sorbované¢ molekuly vody jsou pfimo vazany na hydrofilni mista a tvofi
nemrznouci vodu. Dale nad ur¢itou mezni hodnotu obsahu vody se molekula vody stava
mrznouci, ale teplota tani je niZsi nez 0 °C, vzhledem k umisténi v druhé hydratacni vrstvé.
Voda, kterd mrzne pti 0 °C, Se objevi pfi vyS$§im obsahu vody a dva typy nemrznouci vody se
nakonec spoji pfi velmi vysokém obsahu vody. Primérny poc€et nemrznoucich molekul vody
na misto zavisi na chemické povaze polarniho mista: 1 pro hydroxyl a 4,2 pro amido skupinu.
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2.7.1 Huminové kyseliny

Hydrataci huminovych kyselin se zabyvala ve své zavérecné praci [36] Grebikova L. metodou
teplotné modulované diferencni kompenzacni kalorimetrie (TMDSC) za ucelem odhaleni
zmén ve struktufe HA pravidelnym vlhéenim a opakovanych suSenim (celkem bylo
provedeno 5 cykl). Po extrakci volnych lipidu se stala struktura HA vice porézni v porovnani
s puvodni HA, voda tak mohla snadné&ji pronikat do struktury. Voda periodicky stabilizovala
a destabilizovala strukturu HA. Ve vzorku bez volnych lipida byl vliv vody kratkodoby
a voda potfebovala mén¢ casu k vyvolani zmén. V ptivodnim vzorku byly zmény kontinudlni.
Opakovanym vlh¢enim doslo k poklesu teplot fazovych premén v kazdém cyklu. Ovlhceni
ovlivnilo kinetické procesy (krystalizaci). Opakované vlh¢eni zpiisobovalo dale redistribuci
a vymyti hydrofilnich molekul a tim postupnou hydrofobizaci celé struktury.

V praci [41] se zabyvali Kulefik akol. termodynamickou stabilitou a molekulovymi
vlastnostmi agregati huminovych kyselin z hnédého uhli metodou vysokorozliSovaci
ultrazvukové spektroskopie. Roztoky huminovych kyselin riiznych koncentraci byly ohfivany
a chlazeny v teplotnim intervalu od 5 °C do 90 °C a byly monitorovany zmény v ultrazvukové
rychlosti. Zmény v diferencidlni ultrazvukové rychlosti (U12) vykazovaly silné rozdily mezi
jednotlivymi roztoky o koncentracich od 0,005 do 10 g/I. Méfeni odhalila nékolik pifestupd,
které byly pfipisovany oslabeni sekundarni struktury huminové kyseliny. Koncentrace kolem
1 g/l se zdala byt limitni pro zménu hydratace. Nad tuhle koncentraci se U12 zvySovala
anasledné dochdzelo ke snizeni teploty, coz bylo vysvétleno jako domimance hydrofilni
hydratace. Pod koncentraci 1 g/l se teplotni zavislost na U12 snizovala, coz bylo pfipsano
vyskytu hydrofobni hydratace, tj. odkryti nepolarnich skupin smérem k okolni vodg¢.

2.7.2 Chitosan

Vliv vody na chitosanové membrany zkoumali C.O. Correia, S.G. Caridade a J.F. Mano.
Chitosanové membrany mohou hydrataci pti laboratorni teploté podléhat skelnému piechodu.
Vzorek chitosanu ponechali ve smési vody a etanolu o rizné koncentraci. Vysledek ukézal,
ze zvySovani obsahu vody ma vliv na mechanické a fyzikalni vlastnosti chitosanu. Younglv
modul pruznosti a konzervativni modul se systematicky zvySoval. Vzhledem
k semikrystalické povaze chitosanu membrany tohoto materidlu piedstavuji schopnost
S tvarovou paméti, vyvolanou absorpci vody. Fixaci stadlého tvaru kovalentnim zesiténim
mohou mit membrany rizné stalé tvary vhodné pro mnoho aplikaci, véetné v biomedicinské
oblasti. [42]

C.H. Murray a J.R. Dutcher se zaobirali v praci [15] efektu, ktery vyvolaji zmény relativni
vlhkosti na ultratenké chitosanové filmy. Pfipravili chitosanové filmy z roztoku chitosanu
rozpu$téném ve ziedéné octové kyselin€é. Po neutralizaci filmu, film okamzité v pfitomnosti
vysoké vlhkosti absorboval vodu. Zahtati zpisobilo nevratné sniZeni tloustky filmu, maly
vzrist indexu lomu a sniZeni absorpce vody. InfraCervenou spektroskopii urcili stav
chitosanovych filmii pfed a po zahtati. Vykazuji zvySujici se stupenl acetylace se zahiivanim.
Tato pozorovani jsou v souladu s uvolnénim vazané vody.
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J.F. Mano se zabyval vlastnostmi chitosanu s riznymi stupni hydratace pomoci dynamické
mechanické analyzy (DMA). Tato metoda je adekvatni pro charakterizaci mechanickych
vlastnosti biomaterialti. Provadél rtizné testy na membranach chitosanu za pouziti nizké
a stfedni hladiny hydratace, ale i ve zcela mokrych podminkéch. Teplotni skeny neodhalili
zadné vykyvy viskoelastickych vlastnosti v suchych ani v mokrych podminkach. Sledoval
absorpci vody Vv realném case ve zpocatku suché membrané. Nejdiive doslo k rychlému
poklesu konzervativniho modulu, coz odpovida vyskytu skelného prechodu, ktery je
vysledkem plastifikace piisobenim vody. [37]

2.7.3 Hyaluronova kyselina

Autofi prace [43] se vénovali hydrataci hyaluronanu pomoci metody IR spektrometrie.
Shrnuli dosazené vysledky, které se tykaji struktury HA pfi pokojové teploté a mechanismy
jeji hydratace. Zahtatim HA dochazi k rozbijeni vodikovych vazeb mezi skupinami N-H
a CO-. Je pravdépodobné, ze k takovému rozbijeni dochéazi v mistech, kde jsou jiz vodikové
mistky rozbité. To umoziuje ¢asteénou rotaci disacharidové jednotky. Kdyz zvysili vihkost
vzduchu, hydratace pokrac¢ovala nasledovné: Nejprve hydratovali 25 molekulami H,O celou
disacharidovou jednotku. Hydratace celé disacharidové jednotky byla mozna, protoze se voda
muze navazat na hodn¢ mistech podél HA ftetézce. Kapka 25 molekul vody hydratovala
vSechny mozné hygroskopické skupiny, které nebyly spojeny vodikovymi mistky mezi
skupinami N-H a CO-.

Prisova A., Conte P., Kuéetik J. a Alonzo G. [44] pouzili metodu fast field cycling (FFC)
NMR relaxometrii k prozkoumani konformacnich vlastnosti vodného roztoku hyaluronanu
ve tfech koncentracich v romezi od 10 do 25 mg/ml. Vysledky ukézaly, ze bez ohledu
na koncentraci, existuji tfi rizné hydratacni vrstvy obklopujici hyaluronan. Vnitini vrstva se
sklada z molekul vody v silné blizkosti povrchu HYA. Kvili jejich silné interakci, molekuly
vody Vv této vnitini vrstvé podléhaji velmi pomalé dynamice a maji nejvétsi korelacni Casy.
Dalsi dvé hydratacni vrstvy jsou slozeny z molekul vody, které se nachazeji postupné dale
od HYA. Vysledkem je sniZeni korela¢nich ¢asii, coz je zpusobeno rychlej$im pohybem
molekul. Doslo ke zménam intenzit a poloh namétenych pikd. Proto navrhli, ze se zvySujici
se koncentraci se amino skupiny postupné podili na vzniku slabé a piechodné
intramolekularni vodikové vazby sousednich hyaluronovych fetézcu.

2.7.4 Dextran

J. Hunger a spol. sledovali ve své praci [35] hydrataci hyaluronanu a dextranu. Tyto dva
strukturné podobné polysacharidy déavaly pozoruhodné podobné vysledky. To naznaluje,
ze pozorované interakce s vodou jsou spoleénym znakem pro hydrofilni polysacharidy.

V praci [45] R. A. Frazier a kol. zkoumali monovrstvu dextranu. Tahle monovrstva umoznila
prvni aplikaci mikroskopie atomarnich sil (AFM) pro vizualizaci makromolekularni hydratace
pii vysokém rozliSeni in situ. AFM poskytla obrazky trojrozmérného zobrazeni povrchu.
Ve vzduchu se vrstva dextranu skladala z kulovitych jednotek nachézejicich se blizko sebe.

23



Pti zavadéni vody bylo vidét botnani jednotlivych molekul dextranu, povrch se zacal spojovat
a splyvat a tvofit rovnomérny film. M¢étenim silovych kiivek (Force-distance) bylo zjisténo
zvySovani elasticity s rostouci hydrataci.

F. Kawaizumi a kol. se vpraci [46] zabyvali interakcemi mezi vodou a dextranem
o molekulové hmotnosti asi 10%. Mgfili specifickou tepelnou kapacitu, adiabatickou
stlacitelnost a viskozitu, s pouzitim kalorimetru a ultrazvukového interferometru. Data ukazuji
existenci vody hydratované na molekulach dextranu. Mnozstvi vody a parcialni molarni
tepelnd kapacita se zmensuji se vzristajici molekulovou hmotnosti dextranu. Strukturni
zmeény vody zpusobené rozpusténim jedné molekulové jednotky dextranu jsou mensi,
nez U glukdzy (monomeru dextranu) a stupen strukturni zmény vody ostie klesa se vzrustajici
molekulovou hmotnosti polymeru. Stupent polymerace ma maly vliv na parcidlni specificky
objem dextranu ve vod¢. Mnozstvi vazané vody klesa s rostouci molekulovou hmotnosti.
Z toho usuzuji, ze hydratace se prisuzuje hydrofilnim OH skupinam obsazenych v molekule.
Pokles vody je zpusoben tedy poklesem poctu volnych OH skupin, obsahujicich okolni
molekuly vody. Se zvétSujici se molekulovou hmotnosti se fetézec polymeru vice propléta.
To ma za nasledek snizeni poctu volnych OH skupin, které jsou zodpovédné za hydrataci.
Dale také oslabeni interakci mezi rozpoustédlem a rozpusténou latkou, coz mé za nasledek to,
ze stupen strukturni zmény po rozpusténi strukturni jednotky polymeru klesa.

3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité biopolymery

e Huminova kyselina: ligniticka

e Chitosan: 168 kDa; ¢.8. MKBH 7256V, Sigma-Aldrich spol. s.r.o., Praha

e Hyaluronan: 300 kDa; ¢.8. 230215-E1; Contipro a.s., Dolni Obrou¢

e Hyaluronan: 1400-1600 kDa; ¢.8. 181214-4-D1; Contipro a.s., Dolni Obrou¢
e Dextran: 425-575 kDa; ¢.8. 030M1742; Sigma-Aldrich spol. s.r.o., Praha

3.2 Pouzité pristroje
e izotermicky mikrokalorimetr TAM III (TA instruments)

e termogravimetricky analyzator TGA Q5000 (TA instruments)
e mikrokalorimetr DSC Q2000 (TA instruments)

3.3 Metody

K wuréeni vlhkosti suchého vzorku byla vyuzita termogravimetrickd analyza (TGA).
K experimentu byly pouzity dvé metody — diferenéni kompenzacni kalorimetrie (DSC)
a perfuzni kalorimetrie.
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3.3.1 Termogravimetricka analyza TGA
Princip:

Jedna se o nejjednodussi metodu termické analyzy. Vzorek je vystaven tepelnému namahani,
a na citlivych mikrovahéch je sledovana zména jeho hmotnosti. Atmosféra, ve které méteni
probihd, se voli bud’ inertni (dusik nebo argon) nebo oxidacni (vzduch). M¢étit lze
od laboratorni teploty do vysokych teplot az 1200 °C. Termogravimetrie tedy snadno a rychle
stanovuje tepelnou nebo tepelné-oxidaéni stabilitu vzorku, pomoci analyzy krokl degradace
materialu je pak mozno usuzovat na jeho slozeni, obsah vlhkosti, obsah organické
a anorganické hmoty. [47]

Viastni méieni:

Vzorek biopolymeru byl vlozen do platinové panvicky. Méfeni probihalo v atmosféte dusiku
od laboratorni teploty po teplotu 500 °C s krokem 10 °C za minutu. Naméfena data byla
zaznamenavana v pocitaci, ktery byl propojen s pouzitym pfistrojem TGA Q5000. Z ubytku
hmotnosti pak byl stanoven poc¢ate¢ni obsah vlhkosti ve vzorku.

3.3.2 Diferen¢ni kompenzacni kalorimetrie DSC
Princip:

DSC je jednou z nejrozsitengjSich metod termické analyzy. Jsou pii ni zkoumany tepelné
vlastnosti vzorku vystavené¢ho teplotnimu programu. Vzorek je ohfivan nebo chlazen
definovanou rychlosti spolu s kontrolnim (referencnim) vzorkem. Signal souvisejici s fazovou
zménou vzorku je zpisoben momentalni rozdilnou teplotou vzorku a referen¢niho vzorku,
kterou se pfistroj snazi okamzit¢ kompenzovat. [48] Fazova zména v materidlu je
doprovdzena bud uvoliovanim (exotermicka reakce) nebo spotfebovavanim tepla
(endotermicka reakce). Tento typ procesu se v DSC experimentu detekuje jako pik. [49]

Touto metodou mizeme vyhodnotit teplotu tani, teplotu skelného piechodu, rizné druhy
krystalizaci, tepelnou kapacitu a teplotu degradace. Konkrétné¢ se DSC pouziva pii studiu
fazovych prechodli a testovani kvality polymernich a biopolymernich materialt, skel,
pii stanoveni stabilit emulzi a hydratace materialu (mnozstvi volné a vazané vody). [48]

Vliastni méveni:

Ke vzorkiim biopolymeri byla pfidana voda. Huminové kyseliny a chitosan tvofily suspenzi,
hyaluronan a dextran vytvofily roztok. Suspenze nebo roztok byl aplikovan do hlinikovych
panvicek. Méfeni probihalo v cele, kam byl pfivadén dusik. Teplota meéfeni probihala
0d -50 °C do 25 °C srychlosti ohfevu 3 °C za minutu. Vzorky byly méfeny za stejnych
podminek i po 24 hodinach ponechani ve vodé¢ ptikryté vickem (k méfeni byl vzdy pouzit
vzorek novy). Do pocitace propojeného s pristrojem DSC Q2000 byl zaznamenédvan signal
tepelného toku vzork.
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3.3.3 Perfuzni kalorimetrie

Princip:

Perfuzni kalorimetrie (mikrokalorimetrie) je metoda, pii které probiha méteni v perfuzni cele,
pro studium hydratace vzorku diky nastavitelné relativni vlhkosti (RH) inertniho plynu
dusiku. Dusik je k vzorku pfivadén dvéma cestami, vihkou (RH 100%) a suchou (RH 0%).
Vlhka cesta prochazi zvlhCovaci, které obsahuji Cistou vodu. Tok se tak smisi v riznych

pomérech pro dosazeni pozadované hodnoty relativni vlhkosti. Schéma perfuzni cely je
na Obr. 8. [39]

== Vstup sucheho

Viystup = vzduchu (0% RH)

vzduchu

/Evlhﬁnvacikomnra
/ Voda

Zvlhéovaci komora

Vaoda

Vstup 100% RH

Vstup 0% RH

Vzorek
Ampule =

Obr. 8: Schéma RH perfuzni cely [39]

Vlastni méveni:

Zvlh¢ovaci komory byly naplnény pomoci injekéni stiikacky vodou. Ptiblizné 10 mg vzorku
bylo navazeno na analytickych vahach do ampule a byl zasunut do perfuzni cely. Proud
dusiku byl ptivadén ke vzorku rychlosti 100 ml/h. Méfeni probihalo pii laboratorni teplote
(22 °C) pfi pocateéni nastavené relativni vlhkosti 10% po dobu 30 minut, aby doslo
ke stabilizaci tepelného toku. Dale byla RH linearné zvySovana nasledujicich 48 hodin
az po hodnotu 95%, a poté se relativni vlhkost udrzovala na konstantni hodnot€ 95% 2 hodiny
a 30 minut. Byl naméten signal tepelného toku pfi reakci vlhkosti se vzorkem.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Termogravimetricka analyza TGA

Na Obr. 9 az Obr. 13 jsou graficky znazornény prub¢hy termogravimetrie jednotlivych
biopolymerti v atmosféie dusiku od laboratorni teploty po 500 °C.
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Obr. 9: TGA kfivka huminovych kyselin

Hodnota 100% znazoriiuje plivodni hmotnost vzorku, ktera postupnym zahfivanim klesa.
Nejdiive vlivem teploty dochazi k vypafovani vody, poté je kiivka o néco stabilnéjsi
a posléze dochazi k vétsimu klesani ktivky, které se pfipisuje degradaci latky. K vypaieni
vody doslo asi pti 139 °C a pivodni vlhkost vzorku huminovych kyselin byla stanovena asi
na 6,0%.
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Obr. 10: TGA kivka chitosanu

Universal V4 54 TA Instruments

Ve vzorku chitosanu byla stanovena ptivodni vlhkost na 8,8 %. VSechna voda se z chitosanu
odpatila asi pti 120 °C, coz zndzoriiuje konstantni hodnota ibytku hmotnosti po celou dobu

az do asi 270 °C, kdy zacalo dochazet k degradaci vzorku.
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Obr. 11: TGA krivka hyaluronanu o molekulové hmotnosti 300 kDa

Universal W4_5A TA Instrument

V nizkomolekularnim hyaluronanu byla ptivodni vlhkost 9,1%, kdy se voda odpafila asi

pii 160 °C. K degradaci pak zacalo dochazet asi pii 220 °C.
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Obr. 12: TGA krivka hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1 400 kDa — 1600 kDa

Kftivka vysokomolekularniho hyaluronanu vypada velice podobné jako hyaluronanu
0 molekulové hmotnosti 300 kDa. Hyaluronan o molekulové hmotnosti 1400 kDa — 1600 kDa
mél pavodni vlhkost 9,5%. K degradaci zacalo dochazet pii stejné teploté, tj. pii teploté
220 °C.
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Obr. 13:TGA kiivka dextranu

Vlhkost dextranu byla stanovena na 9,3%. K vypaieni veskeré vody doslo asi pii 110 °C.
Pribéh degradace dextranu je velice rychly. Nastava k nému asi pfi 300 °C a pifi konecné
teploté 500 °C je hodnota Ubytku hmotnosti téméf konstantni, pficemz se jednd o nejvétsi
ubytek ze vSech sledovanych biopolymert.
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4.2  Diferen¢ni kompenzacni kalorimetrie DSC

Na Obr. 14 az Obr. 23 jsou graficky znazornény ziskané vysledky DSC kiivek v rozmezi
teplot -50 °C do 25 °C méfenych suspenzi nebo roztokd biopolymert ihned po jejich
smichani s vodou a po 24 hodinach ponechani ve vodé.
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Obr. 14: Krivka DSC HK ihned po smichadni s vodou
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Obr. 15: K¥ivka DSC HK po 24 hodindch
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Vsechny DSC zédznamy maji dva piky, exotermni smérem nad zakladni linii a endotermni
smérem pod zékladni linii. Exotermni pik odpovida tuhnuti, u amorfnich casti krystalizaci
a endotermni pik se piipisuje tani vzorku. Plocha piku je pfimo tmérna teplu uvolnénému
nebo spotiebovanému pii reakci a vyska pikd je pfimo umeérnd rychlosti zmény teploty
reakce. Pro ucely této prace se vyhodnocuje pouze pik tani, tedy endotermni pik. Podle
teploty onsetu, coz je teplota, kdy zacind dochazet k tani vzorku, a podle teploty vrcholu
je stupen hydratace latky, tzn. pokud je do vzorku sorbovano vice vody, k tani polymeru
dochazi pti nizsi teplote.

Huminové kyseliny méfené hned po utvoieni suspenze zacinaly tat pii teploté¢ -2,12 °C
a minimum piku tani odpovida teploté 0,7 °C. U huminovych kyselin, které byly ponechany
24 hodin ve vodé je stanovena teplota onsetu na -1,33 °C a teplota tani na -0,08 °C. ProtoZe je
hodnota teploty tani po 24 hodinach méfeni mensi, je ziejmé, Ze doslo k sorpci vody
do struktury huminovych kyselin.
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Obr. 16: Krivka DSC chitosanu ihned po smichani s vodou
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Obr. 17: Krivka DSC chitosanu po 24 hodindch
Zacatek teploty tani chitosanu méfeném hned po utvoreni suspenze byl stanoven na -1,21 °C,

teplota tani na 0,8 °C. Po 24 hodiném ptisobeni vlhkosti na chitosan se teplota onsetu zménila
na -1,68 °C a teplota tani na -0,21 °C. Ob¢ hodnoty teplot jsou tedy opét nizsi.
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Obr. 18: Krivka DSC hyaluronanu 300 kDa ihned po smichdni s vodou
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Obr. 19: Krivka DSC hyaluronanu 300 kDa po 24 hodindch
Teplota onsetu hyaluronanu o molekulové hmotnosti 300 kDa odpovida teploté -5,03 °C,

teplota tani je potom stanovena na -1,34 °C. Teplota onsetu vzorku, na ktery ptsobila voda,
odpovida teploté -7,69 °C a teplota tani -2,92 °C.
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Obr. 20: K¥ivka DSC hyaluronanu 1400 kDa — 1600 kDa ihned po smichdni s vodou
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Obr. 21: Krivka DSC hyaluronanu 1400 kDa — 1600 kDa po 24 hodindch

Hyaluronan o molekulové hmotnosti 1 400 kDa — 1 600 kDa ktery byl méfen hned po jeho
rozpusténi ve vodé mél hodnotu onsetu -4,72 °C a teplotu tani -0,82 °C. Po 24 hodinovém
méteni roztoku hyaluronanu se hodnota pocatku teploty tani zménila na -6,55 °C a teplota tani

na -1,25 °C.
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Obr. 22: Kfivka DSC dextranu ihned po smichdni s vodou
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Obr. 23: Krivka DSC dextranu po 24 hodindach

Vzorek dextranu méfeny hned po utvoteni roztoku zacinal tat pfi teploté -3,87 °C a minimum
piku tani odpovida teploté -0,97 °C. U dextranu, ktery byl méfen po 24 hodinach ve vode¢ je
stanovena teplota onsetu na -4,48 °C a teplota tani na -1,29 °C.
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V Tab. 3 jsou uvedena tepla reakce odpovidajici tani vzorku, ktera odpovidaji plose
jednotlivych pikt, které byly ziskany jejich integraci. Déle jsou zde uvedeny teploty pocatku
tani vzorkdi — onset a teploty tani. Protoze jsou hodnoty pocatku tani a teploty tani
po 24 hodinach méfeni mensi, potvrzuje se, ze u vSech biopolymert po 24 hodinovém
pusobeni vody doslo k sorpci vody do jejich struktur. Zaroven mizeme pozorovat, ze tepla
tani HK a chitosanu, které s vodou tvofi suspenze, maji po 24 hodinach plisobeni vody vyssi
hodnoty. V ptfipad¢ dextranu a hyaluronanu, které se ve vodé dobie rozpousti, tzn. netvoii
suspenze jako HK a chitosan, byla po 24 hodinach stanovena mensi tepla tani.

Tab. 3: Tepla endotermnich piku, teploty pocatku tani (Tonser) a teploty tdani (T)

lhned po smichani s vodou Po 24 hodinach
Biopolymer Teplo tani (J/g) | Tonset(°C) | T:(°C) | Teplo tani (J/g) | Tonset(°C) | T:(°C)
HK 172,8 -2,12 0,70 268,4 -1,33 -0,08
Chitosan 2432 1,21 0,80 279,0 -1,68 0,21
HYA 300 kDa 226,9 -5,03 -1,34 195,4 -7,69 -2,92
HYA 1400-1600kDa 211,3 -4,72 -0,82 187,3 -6,55 -1,25
Dextran 205,6 -3,87 -0,97 184,2 -4,48 -1,29

4.3  Perfuzni kalorimetrie

Na Obr. 24 az Obr. 28 jsou znazornény ziskané kiivky perfuzni kalorimetrie jednotlivych
biopolymert pfi linearnim zvySovani relativni vlhkosti od 10% do 95% po dobu 48 hodin
pii laboratorni teplot¢.
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Obr. 24: K¥ivka tepelného toku HK
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VSechny studované vzorky biopolymerii vykazuji stejny trend chovani pfi interakci
s pfivadénym vlh¢enym plynem. V zavislosti na typu vzorku (podle toho, jaké obsahuje
funk¢ni skupiny, podle jeho molekulové hmotnosti atd.) pozorujeme nékolik dil¢ich piki, kdy
dochdzi k postupné sorpci vlhkosti danym materidlem. Jak bylo jiz publikovano napft.
v praci [50], ktera se zabyva aplikacemi perfuzni mikrokalorimetrie a konkrétn¢ je zde
popsano zkoumani rekrystalizace mikronizovanych 1éCiv, kiivka tepelného toku se zde da
rozdélit do tfi Casti, kdy prvni odpovida adsorpci nebo absorpci vlhkosti, nasleduje oblast
krystalizace amorfnich oblasti a posledni ¢ast kiivky zde odpovida vypatovani piebytku
vlhkosti nasledované strukturnim kolapsem.

Absorpce vlhkosti do materialu, se tedy projevi riastem kiivky. Nasledné snizeni signalu je
pfipisované soucasné absorpci a odparovani. Dalsi pik pfedev§im u amorfnich materidlt
odpovidéa krystalizaci. Po ustaleni relativni vlhkosti na hodnoté 95% dochazi k rychlému
snizeni kiivky tepelného toku. Zavérecna faze experimentu, tedy piivadéni konstantni
vlhkosti 95% by méla byt pro dalSi experimenty nastavena jesté na delSi ¢as, protoze se
predpoklada ustaleni signalu opét v blizkosti zakladni linie. V této ¢asti kiivky by se pak mohl
objevit jesté pik zpétného vyparovani prebytku vlhkosti ze vzorku.
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Obr. 25: KFivka tepelného toku chitosanu

Maximum tepelného toku vzorku chitosanu dosahuje hodnoty asi 0,0025 W/g, coz je nejméné
ze vSech studovanych biopolymerti, doslo tedy k nejmensi sorpci vlhkosti.
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Obr. 26: K#ivka tepelného toku hyaluronanu o molekulové hmotnosti 300 kDa
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Obr. 27:KFivka tepelného toku hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1400 kDa — 1600 kDa
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Kiivka tepelného toku nizkomolekuldrniho a vysokomolekuldrniho hyaluronanu vypada
velice podobné. Tepelny tok vysokomolekuldrniho hyaluronanu ma ale vétsi intenzitu signalu,
maximum kfivky dosahuje asi 2 krat vyssi hodnoty. Z toho vyplyva, ze obsah vody, ktery je
schopna hyaluronovéa kyselina navazat, zavisi na jeji molekulové hmotnosti, ¢im vétsi je
molekulova hmotnost, tim vice vlhkosti je schopné se do hyaluronanu absorbovat. Dale
nedochazi ke snizeni signalu jako u huminovych kyselin a chitosanu, ktery se pfipisuje
soucasn¢ absorpci a odparovani.
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Obr. 28: Krivka tepelného toku dextranu

Kiivka tepelného toku dextranu je velice podobna kiivce hyaluronanu, také neni viditelné
Zadné sniZzovani signalu, které by znacilo odpatovani vlhkosti.
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& Reacn

Obr. 29: Integrace plochy

Tab. 4 ukazuje tepla dil¢ich pika kiivek a dale také celkové teplo reakce. Celkové teplo bylo
ziskano jako integrace plochy, kterd byla zespoda ohrani¢end zdkladni linii (baseline), coz je
znazornéno na Obr. 29. Ze ziskanych tepel vidime, Ze k nejvétsimu uvolnéni tepla doslo
pti reakci vody s vysokomolekularnim hyaluronanem, nejméné pak s chitosanem.

Tab. 4: Tepla perfuzni kalorimetrie

Tepla dil¢ich pika (J/g)

Celkové uvolnéné teplo (J/g)

HK 295,4 839,2
Chitosan 156,2 215,3

HYA 300 kDa 196,0 572,8
HYA 1400 - 1600 kDa 630,5 1576,9
Dextran 235,5 649,5
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5 ZAVER
V experimentalni casti byly nejdiive stanoveny puavodni vlhkosti vzorkd biopolymert
metodou TGA. Ptuvodni vlhkosti v§ech vzorkt se pohybovaly v rozmezi 6% — 9,5%.

Biopolymery smichané s vodou byly podrobeny méteni tepelného toku pomoci metody DSC.
Integraci endotermnich pikt kiivky byla ziskana tepla reakci. Bylo pozorovano, Ze pfitomnost
vody zna¢né ovliviiuje rychlosti fAzovych premén vzorkd a mnozstvi spotiebovaného tepla
vzorkem. Po 24 hodinovém pusobeni vody na vzorek doslo u huminovych kyselin
a u chitosanu k vétSimu mnozstvi absorbovani tepla, které bylo potiebné k tani, nez pti méfeni
hned po wutvofeni suspenze. Vzorky hyaluronanu a dextranu naopak vykazuji
po 24 hodinovém pusobeni vody na jejich strukturu niz$i hodnoty tepel. Narozdil od HK
a chitosanu totiz HYA a dextran netvoii s vodou suspenze, ale rozpousti se v ni. Z toho
vyplyva, Ze u ve vod¢ nerozpustnych latek dochdzi ke zvySovani tepel potifebnych k tani
vzorku a u rozpustnych latek ve vod€ dochazi k jejich sniZovani. Sorbovand voda ma
za nasledek snizeni teplot, kdy za¢ina dochazet k tani vzorku a také snizeni samotné hodnoty
tani. U vSech vzorkd biopolymert byla tahle skutecnost potvrzena, po 24 hodinach méteni
byla tepla nizsi, takZze dosSlo k vétsi sorpci vlhkosti. K nejvétsi zméné téchto teplot doslo
u vzorku HYA s niz$i molekulovou hmotnosti, k nejmensi zméné u vzorku dextranu.

Dal$im provadénym méfenim bylo méfeni tepelného toku pomoci mikrokalorimetrické
metody perfuzni kalorimetrie, kdy byla ke vzorku pfivadéna kontrolovana vlhkost od 10%
do 95%. Vsechny vzorky biopolymerta zacaly reagovat s piivadénou vlhkosti, coz se projevilo
jako postupné uvolnovani tepla. Mnozstvi tepla bylo opét ziskano integraci plochy.
K nejvétsimu uvolnéni tepla doslo u vzorku hyaluronanu s vyssi molekulovou hmotnosti,
nasledovaly HK, poté dextran, hyaluronan o niz$i molekulové hmotnosti a nejméné tepla se
pfi reakci s vlhkosti uvolnilo ze vzorku chitosanu.

Perfuzni kalorimetrie se jevi jako dobra metoda pfi zkoumani hydratace biopolymerd.
Pro dalsi experimenty by byla vhodna optimalizace metody, kdy by byl nastaven delsi ¢as
privadéné vlhkosti, protoze se predpokladad zvySeni maxima piku odpovidajicimu krystalizaci
vzorku a dale také ustdleni kiivky v oblasti zakladni linie. Dale by bylo mozné pozorovat
zmény i pii nastaveni po¢ateéni relativni vlihkosti na hodnotu 0% az do hodnoty RH 100%.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

DSC — diferencialni kompenzacéni kalorimetrie
TGA — termogravimetrickd analyza

RH — relativni vlhkost

HK — huminov¢ kyseliny

HA — hyaluronova kyselina

HYA — hyaluronan

ECM — mezibunééna hmota
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