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ABSTRAKT

Predmétem studia této diplomové prace bylo prozkoumani hydratac¢nich vlastnosti vybranych
biokoloidi. Konkrétné byly zkoumany huminové latky (fulvinové a huminové kyseliny), hyalu-
ronové kyseliny ve tfech molekulovych hmotnostech, dextran a chitosan. Hydrata¢ni vlastnosti
vybranych biokoloidnich latek byly zkoumany riznymi metodami. Byl sledovan vliv obsahu
vody pii rozpousténi latek a riizna doba, po kterou voda pusobila na biokoloidy. Vysledkem
méieni diferenéni kompenzacni kalorimetrie DSC byly entalpie a teploty krystalizace a tani.
Pti pouziti perfuzni kalorimetrie byly vysledkem tepelné toky. K urceni vlhkosti pouzitych bi-

okoloidi, po méfeni perfuzni kalorimetri, byla pouzita termogravimetrické analyza TGA.
ABSTRACT

The subject of this master’s thesis was to examine the hydration properties of selected bio-
colloids. Specifically, humic substances (fulvic and humic acids), hyaluronic acids in three mo-
lecular weights, dextran and chitosan were investigated. Hydration properties of selected bio-
colloid substances were studied by various methods. The influence of water content during the
dissolution of substances and the different time for which water acted on biocolloids were stu-
died. Differential scanning calorimetry DSC measurements resulted in enthalpies and crystalli-
zation and melting points. Heat fluxes resulted in the use of perfusion calorimetry. TGA ther-
mogravimetric analysis was used to determine the moisture content of the bioolloids used, after

measuring the perfusion calorimeter.
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1 UVOD

vvvvvv

mezi vodou a biokoloidem hraji kli¢ovou roli v jeho makroskopickych vlastnostech. Voda
je dalezitym médiem pfi transportu zivin a membranovych procesech. Molekuly vody nejcas-
t&ji interaguji s hydrofilnimi skupinami, naptiklad hydroxylové, karboxylové a karbonylové
skupiny. Molekuly vody vétSinou interaguji s hydrofilnimi skupinami, jako jsou naptiklad hyd-
roxylové, karboxylové a karbonylové skupiny. Vazba vody na tyto skupiny obvykle vede
Kk tvorbé trojrozmérnych siti vodikovych vazeb, ve které se spoje mohou neustale pierusovat

a znovu vytvaret.

Cilem této prace bylo prostudovani hydrata¢nich vlastnosti vybranych biokoloidnich latek, kon-
krétné huminovych latek (fulvinové a huminové kyseliny), hyaluronové kyseliny ve tfech mo-
lekulovych hmotnostech, chitosanu a dextranu. Tyto latky byly vybrany, protoze nachézi Siroké

uplatnéni v mnoha oblastech a jejich hydrata¢ni vlastnosti zde hraji velkou roli.

Pro studium bylo pouzito nékolik metod. Hlavni vyuzivanou metodou byla diferen¢ni kompen-
zaéni kalorimetrie, pomoci které byly zjistovany sorp¢ni vlastnosti a mira hydratace vybranych
biokoloidu. Dalsi metodou byla perfazni kalorimetrie, kde byl pouzit kontinualni pfisun rela-
tivni vlhkosti. A posledni pouzitou metodou byla termogravimetricka analyza, diky které jsme

zjistili vlhkost vzorku, ktery byl podroben kalorimetrickym méfenim.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Huminové latky

Nejprve si popiseme, co to huminové latky jsou, a poté se podivame na vznik huminovych latek
dle raznych teorii. Dalsi ¢asti této kapitoly bude déleni huminovych latek. V zavéru této kapi-

toly bude popsano vyuziti huminovych latek v zeméd¢lstvi.

2.1.1 Co to jsou huminové latky

Huminové latky (HL) jsou latky organického ptivodu (rostlinného i zivo¢isného). Mizeme
je nalézt v padé, a to konkrétné v humusu, coz je ¢ast pudy, ktera je nejvyzivnéjsi a vznika
rozkladem odumfelych tél rostlin a zivoc€ichd. V dostate¢né vlhkém a anaerobnim prostiedi
vznikaji z ligninu a hnédého uhli oxyhumolity, coz jsou nejvyznamnéjsi zdroje huminovych
latek. Lignin pfedstavuje vysokomolekularni systém, ktery je hlavnim zdrojem huminovych
latek. Ty mizeme také nalézt v kompostech, 1é¢ivych bahnech, raseling, ale 1ze je nalézt také
Vv jilovitych nebo stojatych vodach, ale to pouze ve stopovém mnozstvi. Elementarni zastoupeni
jednotlivych prvka, které obsahuji huminové a fulvinové kyseliny je zaznamendno

v Tab. 1.[1][2]

Tab. 1: Prvkové slozeni huminovych a fulvinovych kyselin

prvkové slozeni huminové kyseliny (hm. %) fulvinové kyseliny (hm. %)
uhlik 53,8-58,7 40,7-50,6
kyslik 32,8-38,3 39,7-49,8
vodik 3,3-6,2 3,8-7,0
dusik 0,8-4,3 0,9-3,3

2.1.2 Vznik huminovych latek

Huminové latky vznikaji procesem, ktery je podminény syntézou dekompoziti hmoty organic-
cesu jsou upeviiovany vazby mezi polarnimi a nepolarnimi latkami, a tim se zvySuje jejich
schopnost piijimat Ziviny, jako jsou stopové prvky, aminokyseliny, lipidy a tak podobné¢. Teorii
o vzniku huminovych latek existuje cela fada. V této praci se ov§em zminim pouze 0 tiech

24

na Obr. 1. [3]




zbytky rostlin |-

\ } modifikovany lignin

* ligninova teorie

cuk —
ry e

[transformace MO \ \
ligninové produkty ‘ teorie
polyfenoly | kondenzace cukri

s aminy
*| polyfenolova teorie

0

|huminové latky

Obr. 1: Schéma vzniku huminovych latek [9]

Teorie kondenzace cukrii s aminy

StéZejnim bodem této teorie jsou mikroorganismy, které rozkladaji pidni organicky material.
Tento rozklad zapfi¢ini kondenzaci monomeri redukujicich cukrti s aminokyselinami. Nasle-
duje adice aminoskupin (-NH2) na karboxylové skupiny (-COOH) monosacharidi a vznikaji
N-substituované glykosylaminy. Nésleduji reorganizace, cyklizace a dekarboxylace v molekule
a vznikaji tii uhlikaté kyslikaté zbytky (glyceraldehyd, dihydroxyaceton) a ty mohou polyme-
rizovat v pritomnosti aminokyselin za vzniku hnédé zbarvenych produktii. Schéma je uvedeno

na Obr. 2. [2]
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Obr. 2: Schéma vzniku huminovych latek dle teorie kondenzace cukrii s aminy

Waksmanova ligninova teorie

Dlouha 1éta védci predpokladali, ze huminové latky byly odvozeny z ligninu. Pro mikroorga-
nismy je, na rozdil od ostatnich rostlinnych slozek tézce rozlozitelny. Zbytek ligninu, ktery
mikroorganismy nevyuZiji, tedy zlstane nerozlozeny a dochazi zde k mnoha modifikacim jako
napiiklad ztrata methoxylovych skupin (OCHz) doprovazena vznikem 0-hydroxyfenolt a oxi-
daci alifatickych postrannich fetézcii za vzniku karboxylovych skupin (COOH). Material, ktery
vznikl touto modifikaci, slouZzi jako pfedmét pro dalsi preméeny, kdy vzniknou huminové kyse-

liny a poté fulvinové kyseliny. Schéma je uvedeno na Obr. 3.[4]
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Obr. 3: Schéma teorie vzniku fulvinovych kyselin

Flaigova polyfenolova teorie

Flaigova teorie je védci nejvice uznavanou metodou vzniku huminovych latek. Na pocatku
mame nizkomolekuldrni latky, které tvofi velké molekuly pomoci kondenzace a polymerace.
Tato teorie ma dvé podoby. Jedna cesta vychazi z toho, Ze fenolické aldehydy a kyseliny z lig-
ninu jsou mikrobialn¢€ atakovany, a tim dochazi k pteméné na chinony. Tyto chinony déle pod-
1éhaji polymerizaci za vzniku huminovych makromolekul. Druha cesta se zabyva tim, Ze poly-
fenoly jsou syntetizovany mikroorganismy napt. z celuldzy a ty jsou enzymaticky oxidovany
na chinony, které jsou nasledn¢ ptevedeny na huminové latky. Proces je zobrazen
na Obr. 4. [5]
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Obr. 4: Mechanismus polyfenolové kondenzace

zpeviovat pudu a ptrenaseji ziviny z pudy do rostlin. Diky tomu, Ze jsou huminové latky
schopné udrzet vodu v pud¢, tak urychluji kli¢eni semen a také rozviji padni mikrofloru.
Pro ptidu jsou nesmirné diilezité i bakterie, protoze vylucuji enzymy, které katalyzuji uvolno-

vani vapniku a fosforu z nerozpustnych fosfata. [6]

2.1.3 Déleni huminovych latek

V dnesni dob¢ délime huminové latky na tii rizné typy. Prvnim typem jsou fulvinové kyseliny,
ty jsou frakci huminovych latek. Tato frakce se rozpousti jak v kyselém, tak i1 v bazickém pro-

stfedi. Fulvinové kyseliny se tak mohou rozpoustét v celém rozsahu pH. [6]

Druhym typem humivych latek jsou huminové kyseliny. Tyto latky jsou rozpustné pouze v al-
kalickém prostiedi, v kyselém prostiedi se srazeji a vznikaji koagulaty, pH ale musi byt nizsi
nez 2, protoze s rostouci hodnotou pH dochézi k postupné disociaci nejdiive karboxylovych
a poté 1 fenolickych skupin. Rozpustnost tedy souvisi s nizkou disociaci funkénich skupin ob-
sazenych v hlavni kostfe skeletu. Tifetim a poslednim typem jsou huminy.
Huminy tvofi vSechny ostatni nerozpustné latky, které jsou pfitomny v ptidni organické hmotg,
a které nemiZeme prevést do roztoku zaddnou acidobazickou upravou. Pfehled vzniku vSech

frakei je uveden na Obr. 5. [6]
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Obr. 5: Klasifikace jednotlivych frakci huminovych latek [6]
Huminové latky nam urcuji kvalitu pidy a jsou nesmirné diileZité pro jeji tirodnost. Jejich struk-
turu vzdy tvori: uhlik, kyslik, vodik a dusik, bez ohledu na to, jakou cestou vznikly. Huminové

kyseliny, fulvinové kyseliny a huminy jsou si svou strukturou velmi blizké, ale po fyzikalni

strance se odlisuji. Typické vlastnosti jsou shrnuty na Obr. 6. [7]

HUMINOVE LATKY

Huminové Kyseliny Huminy

Fulvinové kyseliny

> narust molekulové hmotnosti >
> narust obsahu uhliku >

> pokles obsahu kysliku >

5. pokles kyselosti >

>

> pokles stupné rozpustnosti

Obr. 6: Viastnosti huminovych latek [6]
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Jednim z hlavnich rozdili jednotlivych frakci huminovych latek je jejich barevna odliSnost,
jak jde vidét na Obr. 6 fulvinové kyseliny jsou zbarveny do Zluta, kdezto huminové kyseliny
jsou tmave hnéd¢, nékteré tedy Sedé. Nejtmavsi barvou se vyznacuji nerozpustné zbytky humi-
novych slou¢enin neboli huminy, které jsou tmavé Sedé az ¢erné. Z Obr. 6 je taky znamo,
ze jednotlivé frakce huminovych latek maji velké rozdily v molekulové hmotnosti. Nejnizsi
molekulovou hmotnost maji fulvinové kyseliny, diky tomu se oznacuji jako nizkomolekulérni
frakce. Molekulova hmotnost stoupa ptes huminové kyseliny az k huminiim, ty oznacujeme
jako vysokomolekularni frakce. Kromé¢ odlisSného stupné polymerace se huminy odlisuji

od ostatnich frakei také strukturou, po¢tem aromatickych cykld, nebo poctem funkénich skupin

(karboxylova, hydroxylova apod.). [6]

2.1.4 Vyuziti huminovych latek v zemédélstvi

Huminové latky vyznamné ovliviiuji kvalitu a Grodnost plidy, tudiZz jsou hojné vyuzivany
pti péstovani plodin. Zlepsuji jeji fyzikalni vlastnosti, obsah vlhkosti a trodnost. Huminové
latky jsou schopny tvofit chelaty s mikroprvky a to usnadiiuje pfijem zivin rostlinnymi bun-

kami, toho se vyuziva pii kliceni a rustu rostlin. [10]

Huminové latky také zvysSuji produkci biomasy piedevSim tim, ze v misté kofenti udrzuji
ve vodé rozpustna organickd hnojiva a snizuje se tak jejich vyluhovani. Pispivaji k piijmu
makroelementi (N, P, K) a mikroelementt (Fe, Zn, a dalsi), vdzou toxické latky a tim jim brani
v jejich shromazd’'ovani se v rostlindch. Katalyza mnohych biologickych procestt ma vliv
na zvyseni obsahu zivin (sacharidii a lipidit) a zvySeni vitamint jako jsou vitamin C a [3-karoten
v rostlinach. Jejich tikolem je také zvysit adsorpci fotonti a CO2 z uhli¢itanii, coz ma pozitivni
vliv na fotosyntézu. Dalsi vyhodou huminovych latek je ta, Ze jsou na sebe schopny navazat
pozitivni vliv na rozvoj kofenové soustavy, podporuji rozvoj zadoucich mikroorganismi
v padé. Dokazou ale na sebe navazat i pesticidy, tézké kovy, dioxiny a viry, coz zabranuje jejich
ptechodu déle do potravniho fetézce. Zabranuji uniku toxickych slouc¢enin a dusiku do spodnich
vod. Huminové latky tedy maji vyznamnou roli v systému pida — rostlina — zvife — produkt —
¢lovék a mohou pisobit jako intenzifikacni faktor 1 jako prostfedek, ktery snizuje zdravotni
rizika. [8]

2.2 Kyselina hyaluronova (hyaluronan)
Hyaluronan se fadi mezi linedrni polysacharidy a patii do glykosaminoglykanové skupiny.

Jeho struktura je tvofena opakujicimi se disacharidickymi jednotkami, znichz jedna

14



disacharidicka jednotka se sklada z monosacharidu kyseliny D-glukuronové, ktera je pomoci
glykosidické vazby B 1-3 spojena s dalsim monosacharidem N-acetylglukosaminem. Disacha-
ridické jednotky jsou vzajemné pospojovany v polymer s vysokym stupném polymerace po-

moci glykosidickych vazeb  1-4. [11] [13]

Syntéza hyaluronanu Vv organismu je zajiSténa mnoha buiikami, hlavné témi, které se pfimo
zapojuji do tvorby pojivové tkané (extracelularni matrix), jsou to napiiklad fibroblasty, kerati-
nocyty, ale 1 krevni desticky. Pomoci enzymu hyaluronan syntaza, ktery je lokalizovany
v membrané bunck, se zajist'uje syntéza hyaluronanu. Cely proces spociva v tom, ze pomoci
enzymu je spojovana aktivovana kyselina glukuronova (UDP-glukuronova kyselina) s aktivo-
vanym N-acetylglukosaminem (UDP-N-acetylglukosamin). Takto vytvofeny hyaluronan je vy-
tésnén z bunky do extraceluldrniho prostoru, kde interaguje s proteoglykanovymi podjednot-
kami, které se na hyaluronan ptipojuji nekovalentné, ale velmi pevné, pomoci hyaluronan bin-

ding proteinu. [11] [12] [13]
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Obr. 7: struktura hyaluronanu

OH

Na Obr. 7, na kterém mizeme vidét strukturni uspotfadani jednotek hyaluronanu, vidime,
ze hyaluronan obsahuje velké mnozstvi hydroxylovych skupin (-OH). Diky pfitomnosti téchto
skupin je hyaluronan schopen se dobfe hydratovat, coz znamena, ze je schopen vazat velké
mnoZzstvi vody, a také se ve vod¢ dobie rozpousti. Diky své struktufe je kyselina hyaluronova
vyuzivana v oéni chirurgie, tkanovém inzenyrstvi ¢i kosmetice, kde slouZzi k urychleni regene-

race tkani. [11] [13]

2.2.1 Vyskyt a funkce
U obratlovcli miizeme hyaluronan najit v podstaté ve vSech tkanich, a to ve dvou druzich. Prvni

podobou je hyaluronan jako pojivo (o¢ni sklivec a pupecni $itira) a druhd varianta vyskytu

je v kloubni tekutin€, kde plni funkci mazadla. Dal§imi misty, kde se hyaluronan u savcu
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nachazi jsou extracelularni matrix, svalova a nervova tkan a kize. Starnutim organismu dochézi
k ubytku hyaluronanu, coz vede K nejriznéjsim kloubnim onemocnénim. To, jakou roli bude
hyaluronan v organismu hrat, zavisi na jeho molekulové hmotnosti, ta miize dosahovat velikosti
az 107 Da. Pokud je molekulova hmotnost vysoka, hyaluronan nejevi skoro Zadnou biologickou
aktivitu, tim je mysSlena regulace biologickych pochodd a bunék v organismu. Jeho hlavni
funkci je, Ze ptisobi jako organizaéni, strukturni jednotka. Na druhou stranu hyaluronan s niz-
kou molekulovou hmotnosti (obecné plati pod 500 kg/mol) mé velky vliv na riizné pochody
Vv tkanich a bunikach. Obecné plati, Ze ¢im niZsi je molekulova hmotnost, tim vyssi je biologicka
aktivita. [11] [12] [13]

2.3 Chitosan

Chitosan se fadi mezi linearni polysacharidy a sklada se z 2-amino-2-deoxy-D-glukopyrandzo-
vych a 2-acetamido-2-deoxy-D-glukopyran6zovych jednotek. [14] Chitosan se syntetizuje
dvéma zplisoby, prvni je syntéza piimo v télech Zivocichl a druhy zpusob je primyslova syn-
téza CasteCnou deacetylizaci chitinu viz Obr. 8. Chitin je hlavni slozka schranek koryst a musli.
[12] [13] [14]

Obr. 8: deacylace chitinu na chitosan

2.3.1 Vlastnosti a vyuZziti

Chitosan i jeho derivaty vykazuji vynikajici biologické vlastnosti jako naptiklad biodegradabi-
lita, biokompatibita, netoxi¢nost, imunologické a hojivé ucinky. Diky témto vlastnostem je vy-
uzivan v kosmetickém primyslu, tkanovém inzenyrstvi, potravinaistvi, zemedé€lstvi, nebo jako
prostiedek pro cilenou aplikaci 1é¢iv v lidském téle. Posledni, ale ne méné dulezitou funkei je i
jeho antimikrobidlni aktivita, diky niz se vyuZziva jako prostfedek dosaZeni sterility umélych

implantatu. [13] [14] [15]
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2.4 Dextran

Dextran je vétveny polysacharid, ktery patfi mezi bakterialni polysacharidy. Dextran je synte-
tizovan pomoci velkého mnozstvi bakterii, omezenych na rodinu Lactobacillaceae, hlavné
na Leuconostoc mesenteroids, Leuconostoc dextranicum a Streptobacterium dextranicum. Bak-
terie, které jej produkuji se nazyvaji Leuconostoc. Mediem pro syntézu je nizkomolekularni
dextran, sachar6za nebo jiny uhlohydrat obsahujici anhydro-D-glukopyran6zovou jednotku.
Produkt je smés dextranovych fetézcl rizné molekulové hmotnosti v rozmezi od oligosacha-
ridii po makropolysacharidy. Frakce dextranu s izkym rozsahem molekulové hmotnosti 1ze vy-
robit pomoci kyselé nebo alkalické hydrolyzy surové smési dextranu a opakovanou frakcionaci

hydrolyzatu. [17] [18] [20]

Hlavni fetézec je tvofen gluk6zovymi jednotkami spojenymi vazbami o 1-6. VEétveni ve struk-
tufe dextranu je ptiblizné 5 % a sestava hlavné z vazeb a 1-3. Struktura dextranu je uvedena
na Obr. 9. [12] [16] [20]

Sy ——

Obr. 9: Struktura dextranu [17]

2.4.1 Vlastnosti a vyuZziti
Dextran je koloidni, hydrofilni a ve vod¢ rozpustna latka, ktera je inertni v biologickych systé-
mech a neovliviiuje Zivotaschopnost builky. Kromé vody je dextran také rozpustny ve forma-

midu a dimethylsulfoxidu a je nerozpustny v alkoholu a acetonu. Jeho vyuziti je pfedev§im
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Vv Iékatstvi, kde se pouziva jako expandér objemu krve, ktery se pouziva k 1é¢bé Soku nebo hro-
ziciho Soku zptsobeného krvacenim, popaleninami nebo traumatem. Také se vyuziva jako roz-
Sitova¢ objemu plazmy. Nékteré derivaty dextranu maji dalsi dalezité vyuziti, napiiklad ko-
loidni komplex Zelezo-dextran se vyuziva pro anémii z nedostatku zeleza. Dalsi jeho vyuziti
je jako nosna ¢ast pro cytotoxické 1éky a radioizotopy v 1é¢bé nadord a také mize snizovat

antigenicitu biomolekul. [16] [17] [19] [20]
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2.5 Metody méreni hydratace biokoloidu

2.5.1 Diferenciilni termicka analyza (DTA)

DTA patii mezi dynamické metody a zjisStujeme pomoci ni exotermni a endotermni pochody.
Tyto pochody zajistujeme plynulym zvySovanim (Cast&js$i) nebo snizovanim teploty, a tim do-
chdzi k ndhlym zménéam teplot uvniti zkoumaného vzorku. Soucasné se zkoumanym vzorkem
ohfivame i srovnavaci vzorek, kterym obvykle byva korund (a-Al203). Standard musi byt staly
ve sledovaném rozsahu teplot. Teplota srovnavaciho vzorku se méni linearné a je shodna s tep-
lotou pece, oproti tomu ve vzorku zkoumaném se teplota linearné neméni a odpovida termody-

namickym zménam. [21] [22]
Tuto metodu mtizeme vyuZit pti sledovani procesi, jako je napiiklad:
e dehydratace (ztrata vody, obvykle povrchové vazané),
e dehydroxylace (rozklad jilovych minerald — ztrata konstitu¢ni vody),
e disociace (rozklad uhli¢itand, napiiklad CaCOs3),
e oxidace (naptiklad spalovani organickych latek, oxidace sulfidické siry a tak podobn¢),
e vznik taveniny,
e krystalizace (naptiklad vznik y-Al,O3 z amorfniho oxidu a podobng),
e reakce v pevném stavu (napiiklad vznik belitu nebo alitu),
e pfemény enantiotropnich modifikaci (naptiklad pfeména B kiemene < o kiemen).

Ve finéle lze fict, ze pomoci DTA miZeme sledovat reakce, pfi nichz se odevzdava nebo pohl-

cuje teplo (exotermni nebo endotermni pochody). [21]

Vysledky ziskdvame z DTA kiivky neboli termogramu zkoumaného vzorku, je to kiivka
AT zéavislé na teploté srovndvaciho vzorku. Na kiivce se nachdzi minimum a maximum, ma-
ximum odpovidaji exotermické reakci a minimum endotermické reakci. Plocha kazdého piku

pak odpovida reakénimu teplu. Schématicky prubéh reakce mizeme vidét na Obr. 10, kde
jsou vidét dva piky (exotermni a endotermni). Body A a B znaci prab¢eh, kdy reakce jeste ne-
probiha, v bod¢€ B se zacina projevovat exotermni reakce, uvolnéné teplo rychleji zvySuje tep-

lotu zkoumaného vzorku, nez je plynulé zvySovani teploty srovnavaciho vzorku. Maximum

znaci bod C, od kterého se od zkoumaného vzorku odvadi vice tepla do okoli. neZ se ho ve

vzorku uvoliuje. A 1o se projevi poklesem teploty, ta klesd az do bodu D, kdy se teploty
19



srovnavaciho vzorku a zkoumaného vzorku vyrovnaji. Podobné¢ je tomu i u endotermni re-

akce, ktera je na Obr. 10 oznacena pikem EFG. [21] [22]

Obr. 10: schématicky priibeh reakce [22]

2.5.2 DSC s kompenzaci prikonu

Tato metoda analyzy se také nékdy nazyva ,,obracena” DTA. Principem je méfeni energie (elek-
trického ptikonu), kterd je potfebna k udrZzovani stejné teploty zkoumaného a srovnavaciho
vzorku. Touto metodou métime piimo entalpie premén, které probihaji v zahfivaném vzorku.
Kiivky, které ziskame jsou velmi podobné kiivkam z DTA, piky maji ale opac¢nou polohu
k ose x. Tuto metodu vyuzivame piedevS$im pii studiu fazovych pfemén zejména u poly-

meru. [22]

2.5.3 Gravimetricka termicka analyza (termogravimetrie — TG)

Tuto metodu také fadime mezi dynamické metody analyzy. Principem je sledovani hmotnosti
vzorku, pfi rovhomérném zvySovani ¢i snizovani teploty. Nékdy zachovavame i dalsi podminky
jako je naptiklad tlak atmosféry, jeji slozeni a tak podobné. Zaznamenavame hmotnostni zmény
zkoumané latky v zavislosti na teploté. Ze ziskané kiivky poté mizeme piimo vycist zmény
odpovidajici ur¢itému rozmezi teplot a vyvodit z nich zavéry o sloZzeni nebo termické stalosti
zkoumang¢ latky. Dale mtizeme urcit hodnoty veli¢in, které charakterizuji kinetiku probihajicich
reakci. Jelikoz zaznamendvame zmény hmotnosti, vyuzivdme TG pievazné€ u polymert pfi sle-
dovani destrukénich pochodd, sledovani destrukénich reakei a tak podobné. [21] [22]
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Hlavni soucésti pfistroji pro termogravimetrii jsou analytické vahy, které jsou upravené
pro soustavné sledovani zmén hmotnosti, dale jsou pak soucésti elektrické pece s programovym

fizenim teploty, do které se zasunuje nosic¢ s analyzovanym vzorkem a registra¢ni zafizeni. [22]

2.6 Soucasny stav FeSené problematiky

V této kapitole byl feSen soucasny stav vybranych pouzitych latek.

2.6.1 Huminové latky

V praci [25] se autofi zabyvali studiem hydratace huminovych latek pomoci metody DSC.
Jako zastupce huminovych latek byly vybrany ¢tyfi huminové kyseliny 0 rizné molekulové
hmotnosti a tii fulvinové kyseliny o rizné molekulové hmotnosti, méfeni probihalo
po dobu 21 dni.

Autofi se V této praci snazili studovat charakter hydrata¢ni vody v systémech voda — huminova
latka. Jejich cilem bylo zjistit kvantitativni a kvalitativni aspekty hydratace HL v pevné a ka-
palné fazi prostiednictvim jejich chovani pfi zmrazovani a tani a prozkoumat rozdily ve vlast-

nostech vody v kontaktu s HL pomoci metody DSC.

Na Obr. 11 jsou znazornény vysledky entalpii tani pro ¢tyfi vybrané huminové latky zobrazené
jako funkce ¢asu. Z Obr. 11 mtzeme vy¢ist, ze s rostouci dobou hydratace entalpie tani klesa.
mirngj$i, nebo téméf Zadny. Rozhodujicim faktorem pifi rozliSovani mezi
HK a FK se zda byt rozdilna rozpustnost jednotlivych molekul. U FK je vétsina molekul hyd-
rofilnich, proto jejich hydratace ptipomina hydrofilni biopolymery. Naproti tomu HK je slozena
zitou umoziuje molekulam vody hydratovat vétsi povrch nez v piipadé FK. Autofi usoudili, Ze
se zda, Ze ¢im je huminova latka mladsi (nebo méné humozni), tak tim snazsi a rychlejsi je je-

jich zména fyzikalni struktury. [25]
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Obr. 11: Vyvoj entalpie tani ledu v hydratovanych huminovych latkach jako funkce casu pro
CtyFi rizné obsahy vody (osa y: entalpie tani (J/g), osa x: cas hydratace (dny) [25]

2.6.2 Chitosan

V praci [27] se autofi zabyvali vyvojem bioprotonovych zafizeni, které by mohly nahradit
sodno-draselné pumpy, které se vyskytuji v lidském téle. Standartni bioprotonicka zafizeni
se skladaji z vodivé polymérni membrany nanesené na inertnim substratu (typicky SiOp),
ktery lezi mezi dvéma protony hydridu palddia. Zatizeni se zapne, kdyZz je na jeho elektrodu
pfivedeno napéti a je zahajen tok protonového proudu. Protoze tok protonového proudu v téchto
zatizenich zavisi na transportnich vlastnostech polymerni membrany, je pro pokrok bioproto-
niky zasadni navrhnout membranu s vhodnymi molekularnimi/iontovymi transportnimi vlast-
nostmi a biokompatibilitou. Jako vhodny kandidat se jevi pravé chitosan, deacetylovany derivat
chitinu. Vhodnym je praveé diky své dostupnosti, kdy se da extrahovat z krunyit korysu.
Struktury chitosanovych membran byly studovany pii Sesti rdznych turovnich
hydratace (0-64 hm.%). U vsech uvazovanych systému bylo dosazeno konvergence s ohledem

na primérny objem jednotkové buniky. Hustotu kazdé hydratované membrany vypocetli
Z hmotnosti polymeru a molekul vody a primérného objemu bun¢k p = % Hustotu nehydrato-
vaného chitosanu odhadovali na 1,38 g/cm?®, tento odhad byl v souladu s experimentalni stu-

dii [27], ktera uvadi hustotu chitosanovych filmi v rozmezi 1,36-1,47 g/cm®. Na Obr. 12
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muzeme vidét jejich zjisténa data, ze kterych lze vycist, Ze hustota membrany se zmensuje
s rostoucim obsahem vody a blizi se objemové hustoté vody. Vizualnim zkoumanim kazdého
hydratovaného systému odhalili tvorbu vodnich kandlki kolmych na pyran6zové prstence
Vv chitosanovych vlaknech. Autofi vypocty provadéli s vysoce krystalickymi polymery — tyto

modelové systémy tedy predstavuji idealni membrany.

Waters per Water wt% Overall density D Standard error
dimer [g cm™3 [AZ ps7] [A2 ps7]

1 18 1.31 1.67 X107 9.01x 1072

8 31 1.43 4.35 %1072 112 %1072
16 47 132 7.00 x 1072 2.99 x 1072
24 57 1.20 5.96 x 1072 7.96 X107
32 64 1.18 719 %107 1.16 X 107*

Obr. 12: Vypoctené hodnoty hustoty hydratovanych membran (prvni sloupec: voda na dimer,
druhy sloupec: voda (hm. %), tieti sloupec: celkova hustota (g/cm®), paty sloupec: standardni
chyba [26]

Jejich vysledky ukazuji, ze nehydratovana membrana je stabilizovana vodikovou vazbou mezi
chitosanovymi fetézci a po hydrataci si chitosanova membrana zachovava své vodikové vazby,

ale navic se tvofi i vodni kanaly. [26]

2.6.3 Dextran

V praci [28] autofi objasiiuji hydratacni strukturu, hydrataéni sily a mechanické vlastnosti riz-
nych polysaharidovych filmli: nanoc¢astice nativniho a modifikovaného fytoglykogenu (PG, de-
xtranu a kyseliny hyaluronové. V praci se autofi zaméfuji na studium rovnovazného bobtnani
téchto ultratenkych polysacharidovych filmi. Experimenty provadéli pomoci elipsometrie pti
raznych relativnich vlhkostech (RH) a za pomoci infracervené spektroskopie zeslabeného tpl-
ného odrazu (ATR-IR), kterd jim umoznila urcit stupent vodikové vazby hydrata¢ni vody v po-

lysacharidovych filmech.

Pro studium pomoci elipsometrie si nejdiive piipravili ultratenké filmy. Jako substrat byly po-
uzity kifemikové desticky s nativni vrstvou oxidu, aby se zabranilo kontaminaci, pak byly des-
ticky oSetifeny UV/ozonem po dobu 20 minut, oplachnuty destilovanou vodou a ususeny
pod proudem suchého dusiku. Roztok dextranu byl taktéz piipraven pomoci destilované vody.
Polysacharidové filmy byly na desticky nanaseny pomocCi spin-Coateru za pouziti techniky

drop-the-spin. Tloustka takto vytvofenych filmid se pohybovala vrozmezi 40-100 nm.
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Elipsometricka méfeni probihala pomoci na zakazku vyrobeného elipsometru s jednou vinovou
délkou (A=632,8 nm) a s pevnym thlem dopadu (60,000+0,005°), to umoznilo pfesné méfeni
uhlt polarizatoru P a analyzatoru A (£0,002°). K vypoctu tloustky a indexu lomu filmu byly
uzity Fresnelovy rovnice. Na Obr. 13 je zobrazena zavislost tloustky polysacharidového filmu
(normalizovaného na tloustku v suchém stavu hg méfenou s RH < 4 % na relativni vlhkosti.
Kazdy soubor dat odpovida udajim namétenym na alespon dvou riznych filmech, s poc¢ate¢ni
tloustkou v rozsahu 40 nm < hy < 100 nm . Autofi ¢lanku z naméfenych hodnot zjistili, ze
bobtnani bylo jednotné pro dany rozsah hodnot. Z Obr. 13 vyéteme, ze U vSech vzorkl doslo
Kk nartstu hodnot poméru bobtnani pti RH ~70 %, coz je bézné pozorovano u hydrofilnich po-
lysacharidovych filmt. Bobtnani polysacharidového filmu pii RH = 70 % je fizeno odpudi-
vymi hydratacnimi silami (nebo tlaky), které¢ exponencialn¢ klesaji se separaCi mezi monomer-
nimi jednotkami. Autofi se Vv této praci zamétovali pfedev§im na studium bobtnani s vysokou

RH. Nejvétsi nartst pii vysoké RH nastal u hyaluronové kyseliny. [28]
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Obr. 13: Dtto pro fytogen (modré krouzky), dextran (zelené kiizky), GTAC -PG (DS=0,9) (fia-
lové trojuhelniky), GTAC -PG (DS=1,5) (cerné ctverce), CM-PG (DS=0,9) (zlaty krizek) a ky-
selinu hyaluronovou (cervené obraCené trojuhelniky)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité biopolymery

Z fady huminovych latek byly vybrany huminové kyseliny (HK) a fulvinové kyseliny (FK),
tyto kyseliny byly izolovany z feky Suwannee (HK SR a FK SR), ktera protéka americkymi
staty Georgie a Florida, a z raselini$té z Pahokee (HK PP a FK PP), které se nachazi na Floridé.

Vsechny huminové latky pochazeji ze spolecnosti International Humic Substances Society
(IHSS).

e FK Suwannee River; 2S101F,
e HK Suwannee River; 25101H,
e FK Pahokee Peat; 2S103F,
e HK Pahokee Peat; 25103H.

Jako dalsi zastupce biopolymert byl vybran hyaluronan sodny, a to rovnou ve tfech molekulo-

vych hmotnostech. Hyaluronan pochazi od firmy Contipro Biotech s.r.o.
e Hyaluronan sodny 130-300 kDa; ¢islo Sarze 213-6213,
e Hyaluronan sodny 500-750 kDa; ¢islo Sarze 213-4245,
e Hyaluronan sodny 1500-1750 kDa; ¢islo Sarze 160218-1.

Dale byl vybran Dextran z Leuonostoc mesenteroides; ¢islo Sarze D5376-100G, tento Dextran

pochazel od firmy Sigma-Aldrich s.r.o.

A jako posledni zastupce biopolymerid byl vybran Chitosan taktéz od firmy Sigma-Aldrich
s.r.o.; Cislo Sarze MKBH 7256V.

3.2 Pouzité pristroje

e izotermicky mikrokalorimetr TAM III (TA instruments),
e termogravimetricky analyzator TGA Q5000 (TA instruments),

e mikrokalorimetr DSC Q2000 (TA instruments),
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3.3 Diferen¢ni kompenzaéni kalorimetrie DSC — vlastni méreni

Nejdiive bylo navazeno 20 mg vzorku biokoloidi, které byly poté smichany s 1 ml destilované
vody a dikladné promichéany, poté byly aplikovany na hlinikové panvi¢ky mikrokalorimetru
DSC Q2000 od spole¢nosti TA instruments. Do Cely tohoto mikrokalorimetru byl pfivadén
inertni dusik. VVzorek o teploté 25 °C, byl nejprve chlazen na teplotu —50 °C, kdy krok chlazeni
byl 3 °C za minutu a poté byl vzorek opét ohfivan az na teplotu 25 °C se stejnym krokem ohievu
(tj. 3 °C/minutu). Stejnym zpisobem byly vzorky méfeny i po 24 hodinach, 48 hodinach
a po tydnu (tj. po 168 hodinach).

Dale bylo vazeno taktéz 20 mg vzorku biokoloidi, ale tentokrat byly vzorky smichany pouze
s 0,6 ml destilované vody a také diikkladn€ promichany. Postup méteni byl stejny jako v ptipadé
smichani s 1 ml destilované vody a pocet opakovani byl také zachovan (tj po 24 hodinach,

po 48 hodinach a po 168 hodinach).

3.4 Perfazni kalorimetrie

Pred zacatkem experimentu byly zvlh¢ovaci komory naplnény destilovanou vodou a bylo na-
méfeno cca 20 mg vzorku biokoloidu (tak aby bylo pokryto dno ampule), pfesna vaha byla
zaznamenana v programu. Ampule se vzorkem byla nasledné vlozena do cely a cela cela byla
poté zasunuta do mikrokalorimetru TAM III od spole¢nosti TA Instruments. Proud dusiku
byl ke vzorku ptivadén rychlosti 4,5 obj. %/hod. Méfeni probihalo pii laboratorni tep-
loté (22 °C). Proud dusiku byl ke vzorku ptivadén od hodnoty RH 10 obj. % az do hodnoty RH
100 obj. % a to po dobu 24 hodin. Po této dob¢ byl vzorek pienesen na TGA a byla zméfena
jeho vlhkost, abychom si ovéfili, jestli se vzorek piisobenim dusiku o definované RH opravdu

nasytil.

3.5 Termograficka analyza TGA

Vzorek byl vloZen do platinové panvicky. Méteni probihalo v atmosféfe dusiku od laboratorni
teploty po teplotu 400 °C s krokem 10 °C za minutu. Namé&fena data se zaznamenavala v poci-

taci, ktery byl propojen s piistrojem. Z ubytku hmotnosti byl stanoven po¢atecni obsah vlhkosti.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Diferen¢ni kompenzacni kalorimetrie DSC

Jako metodu pii studiu hydratace biopolymert byla vyuzita metodu DSC, kdy bylo vzdy 20 mg
biokoloidniho vzorku smichano s 1 ml nebo 0,6 ml destilované vody a tyto vzorky byly méfeny
v intervalech: ihned po smichani s vodou, po 24 hodinach, po 48 hodinach, a nakonec po tydnu
(. 168 hodinach).

V grafech mizeme vidét dva piky, jeden exotermni a druhy endotermni. Prvni pik vznikl diky
tomu, ze jsme vzorek nejdiive ochlazovali na teplotu —30°, tento pik se nazyva exotermni a je
smérem nad zakladni linii a znazorfiuje ndm proces tuhnuti nebo krystalizace. U tohoto piku
muzeme také vidét teplotu pocatku tuhnuti a hodnotu entalpie. Hodnota entalpie vyznacuje ko-
lik energie bylo odevzdéano okoli. Druhy pik vznikl diky oh#ivani vzorku az na teplotu 25 °C a
nazyvame jej endotermni a nachazi se smérem pod zékladni linii. Stejné jako u prvniho piku i
zde mame vyznacenou teplotu pocatku tani a hodnotu entalpie. Entalpie nam u druhého piku
znaci, kolik energie musel vzorek spotiebovat. Vyska piku je ptimo imérna rychlosti zmény

teploty reakce.

V mé praci jsem pro studium hydratace biopolymert vyhodnotila jak pik exotermni, ktery od-
povida krystalizaci, tak také pik endotermni, ktery se odpovida tani. Z ptilozenych obrazka
a tabulek mizeme zjistit, Ze po rtizné dobé od smichani s vodou, mize dochazet ke zménam
teplot pocatku tani/krystalizace, také muze dochazet ke zménam hodnot entalpii. VSechny tyto
zmény jsou zaznamenany v DSC zaznamech. Teploty tani a krystalizace v zaznamech odpovi-

Mrve

mer — voda, kdy dochazi ke zménam u molekul vody, které se podili na hydrataci vzorku.

27



28

20
-18.84°C
154
5 101
=
3
o
g
T 5
-3.80°C
343.4.ig
04 I : T :
-18.25°C
574.3Jlg
-2.36°C
-5 T T v v T v T
-60 -40 -20 0 20 40
Exo Up Temperature (°C)
Obr. 14: HYAL 500-750 kDa v 0,6 m! ihned po smichdni s vodou
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Obr. 15: HYAL 500-750 kDa v 0,6 ml po 24 hodindch
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Obr. 16: HYAL 500-750 kDa v 0,6 ml po 48 hodindch
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Obr. 17: HYAL 500-750 kDa v 0,6 ml po 168 hodindch (tj. sedmi dnech)
Na Obr. 14 je DSC zaznam pro hyaluronan sodny s molekulovou hmotnosti 500-750 kDa ihned

po smichani s0,6 ml vody, na Obr. 15 je pak DSC zaznam, kdy byl vzorek méfen po
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24 hodinach od smichani s vodou, na Obr. 16 je DSC zaznam méfeni po 48 hodinach a na Obr.
17 je pak zaznam po tydnu, kdy byl hyaluronan sodny ponechan ve vodé. Plocha exotermniho
piku (smérem nad zékladni linii) je pfipisovana entalpii krystalizace volné vody v systému bi-
opolymer — voda a jeji hodnota byla stanovena na 574,3 J/g, po 24 hodinach byla hodnota en-
talpie stanovena na 483,5 J/g. Doslo zde k pomérné velkému snizeni hodnoty. Po 48 hodinach
byla hodnota entalpie stanovena na 575,2 J/g, kdy zde naopak doslo k ristu hodnoty entalpie
na tém¢r stejnou hodnotu jako v piipadé méfeni ihned po smichani s vodou. Toto by se dalo
vysvétlit tim, Ze v prubéhu 48 hodin mohlo dojit ke zméné ve struktufe molekuly, nebo k zéniku
nékterych vazeb, ¢i ke zménam v usporadani fetézct, a tim by se vysvétlovala vétsi pritomnost
volné vody. Po tydnu byla hodnota entalpie stanovena na 352,9 J/g a doslo tedy k velkému
poklesu entalpie oproti ptivodni hodnoté, ktera byla naméfena ihned po smichani s vodou. To
znamena, ze doslo k vys$simu stupni hydratace. Tento efekt by se dal vysvétlit tim, Zze po 48 ho-
dinach mohlo dojit k rozpadu nékterych vazeb, zménam ve struktuie molekul, ¢i zménam
V usporadani fetézii, mohla se voda pravé diky témto zméndm mnohem lépe nahydratovat

do struktury hyaluronanu.

Teplota pocatku krystalizace byla ihned po smichani s vodou stanovena na —18,3 °C a teplota
krystalizace na —18,8 °C. Po 24 hodinach doslo k nartstu obou teplot, teplota po¢atku krystali-
zace byla stanovena na —16,6 °Ca teplota krystalizace na —17,4 °C. Po 48 hodinach doslo k po-
klesu obou hodnot, teplota pocatku krystalizace klesla na hodnotu —18,7 °C a teplota krystali-
zace klesla na —19,3 °C. Kdyz byl vzorek preméfen po tydnu, doslo jiz pouze k mirnym zme-
nam, teplota pocatku krystalizace klesla na hodnotu —18,8 °C a teplota krystalizace klesla
na hodnotu —19,8 °C.

TaktéZ byl vyhodnocen i pik endotermni, kdy byla vyhodnocena plocha piku, tedy entalpie tani.
U endotermniho piku byl stejny trend jako u exotermniho, kdy byla hodnota entalpie ihned
po smichani s vodou stanovena na 343,4 J/g, po 24 hodinach doslo k mirnému poklesu na hod-
notu 324,1 J/g, poté doslo stejné jako u exotermniho piku k narastu entalpie, nyni ovSem pouze
Kk mirnému naristu, a to na hodnotu 337,2 J/g a po tydnu kdy byl hyaluronan ponechan ve vodé
doslo opét ke sniZzeni hodnoty entalpie na hodnotu 295,6 J/g. To Ze doslo k poklesu entalpii
nam fik4, Ze bylo zapotfebi mensi mnozstvi energie k tomu, aby vzorek zacal tat. Pokles entalpii
tani také znamena to, ze doslo k vyssimu stupni hydratace, a tudiz vzniklo vetsi mnozstvi va-
zané vody, ktera je méfenim DSC nedekovatelna. Teploty pocatku tani byly stanoveny
na—3,8 °C ihned po smichani s vodou, —4,3 °C po 24 hodinach, —4,1 °C po 48 hodinach

a po tydnu byla teplota pocatku tani stanovena na —4,4 °C. Teplota krystalizace byly stanovena
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na —2,4°C ihned po smichani svodou, po 24 hodinach se teplota krystalizace zménila
na —2,3 °C, po 48 hodinach byla stanovena na —2,2 °Ca po tydnu byla teplota krystalizace sta-

novena na —2,3 °C,
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Obr. 18: HYAL 500-750 kDa v 1 ml ihned po smichdni s vodou
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Obr. 19: HYAL 500-750 kDa v 1 ml po 24 hodindch
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Obr. 20: HYAL 500-750 kDa v 1 ml po 48 hodindch
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Obr. 21: HYAL 500-750 kDa v 1 ml po 168 hodinach (tj. sedmi dnech)

K porovnani si vezmeme hyaluroan sodny o stejné molekulové hmotnosti, tj. hmotnost
500-750 kDa, ale rozmichaném v 1 ml destilované vody. Grafické vysledky jsou zobrazeny
na Obr. 18 - Obr. 21. Nejprve budeme porovnavat trendy exotermniho piku. Z obrazkt mizeme
vycist, ze po 24 hodinach od smichani s vodou vykazuje hyaluronan smichany s 1 ml vody
stejny trend poklesu entalpie jako v pfedchozim pfipad¢ hyaluronan smichany s 0,6 ml. OvSem
teplota pocatku krystalizace a teplota krystalizace klesly, na rozdil od ptfechoziho ptipadu,
kdy naopak tyto hodnoty mirn¢ vzrostly. Po 48 hodinach od smichani s vodou se jiz trend po-
klesu hodnoty entalpie neopakoval, jelikoZ hodnota entalpie v piipad€ hyaluronanu s 1 ml opé&t
klesla, kdeZto u hyaluronanu s 0,6 ml vody hodnota entalpie mirn¢ vzrostla. Nastal zde vSak
stejny trend hodnot pocatku teplot krystalizace a teplot krystalizace, kdy tyto hodnoty v obou
ptipadech poklesly. Trend poklesu téchto hodnot se opakoval 1 v piipad€ méteni po tydnu, v pfi-
pad¢ smichani s 0,6 ml byl zaznamenam pouze nepatrny pokles. Pfi porovnani hodnot entalpii
po tydnu zjistime, Ze v pfipad€ smichani s 0,6 ml vody hodnota entalpie klesla, kdezto v ptipadé

1 ml vody vzrostla.

V celkovém porovnani jsou hodnoty entalpii exotermniho piku hyaluronanu sodného s 1 ml

wrwe
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volné vody, ktera je pomoci DSC detekovatelna, a tudiz bylo zapotiebi vétSiho ptisunu energie
ke krystalizaci. V ptipadé smichani s 1 ml vody navic nedoslo k tak velkému rozdilu entalpii
mezi méfenim ihned po smichéni a po tydnu od smichani s vodou, na rozdil od vzorku, ktery
byl rozmichan v 0,6 ml vody. Jak jsem jiz zminila vySe, pravdépodobné to bude souviset S vy-
skytem volné vody, kdy vzorek v pfipadé smichani s 0,6 ml byl 1épe hydratovan, a proto
se zde nevyskytovalo tolik volné vody, ktera by mohla byt pomoci méteni DSC zachycena.

Pokud porovname vSechny tfi pouzité hyaluronany, které byly smichany s 1 ml vody, zjistu-
jeme, ze kazdy ma jiny trend hydratace. Pti porovnani hodnot entalpii po 24 hodinach zjistime,
Ze pii nejnizsi a nejvyssi (tj. 130-300 kDa a 1500-1750 kDa) se hodnota entalpii krystalizace
zvysila, narozdil od prostfedni molekulové hmotnosti (500-750 kDa), kdy hodnota entalpie po
vys$i molekulové hmotnosti se snizila a u stfedni molekulové hmotnosti naopak vzrostla.
Po dalsich 24 hodinach (tj. 48 hodinach od smichani) mizeme z Tab. 2 vycist, ze se hodnota
entalpii u vSech tfech hyaluronant snizila. Teplota pocatku krystalizace se u stfedni a nejvyssi
molekulové hmotnosti taktéz snizila, ale u nejmensi molekulové hmotnosti mirn¢ stoupla.
A ve stejném trendu nasledovala i teplota krystalizace. Po tydnu, kdy byly vzorky ponechany
ve vod¢, se nam hodnoty entaplii opét zménily a to tak, ze u nejnizs$i molekulové hmotnosti
entalpie opét klesla, ale pokud budeme hodnotu entalpie porovnavat s méfenim ithned po smi-
chani, tak po tydnu ponechani vzorku ve vode¢ je entalpie mirn¢ vyssi. Kdezto u stiedni a nej-
vy$$i molekulové hmotnosti ndm hodnota entalpie oproti pfedchozimu méteni vzrostla. OvSem
pfi porovnani s hodnotou entalpie naméfenou ithned po smichani s vodou zjistime, Ze po tydnu,
kdy byly vzorky ponechany ve vod¢€, nam hodnota entalpie klesla pouze u stiedni molekulové

hmotnosti.

Vzhledem k tomu, ze pomoci metody DSC métfime obsah volné vody, tak to znamena,
Ze po tydnu byl obsah volné vody niZsi neZ ihned po smichani s vodou a vzorek byl tak vice
nahydratovan. K nejvétsi mife hydratace, ale doSlo po 48 hodinach od smichani s vodou,
pii dlouhodobéjsim pasobeni vody na vzorek se jiz pravdépodobné zacinaji rozpadat vazby,
¢1 dochazi ke zménam ve struktute nebo k agregaci. Je mozné, ze pokud bychom vodu na vzo-
rek nechali plsobit jesté¢ dalsi tyden, dospé€li bychom ke stejné hodnoté entalpie jako ihned
po smichdni s vodou, ovSem jsou to pouze mé domnénky, které by mohly byt soucasti dalSich
experimentl. KdyZz zhodnotime data ziskand u nejmensi a nejvyssi molekulové hmotnosti,

tak zjistime, Ze k nejvyssi mite hydratace doslo pravdépodobné ihned po smichani s vodou.
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Delsi ptisobeni vody na vzorek pravdépodobné opét zptisobuje rozpad vazeb a zmény ve struk-

tufe a dochazi tedy k vyssimu obsahu volné vody ve vzorku.

Kdyz vezmeme k porovnani vzorky hyaluronanu, které byly rozmichany v mensim obsahu
vody, tedy v 0,6 ml, tak vidime, ze zmény entalpii nevykazuji stejné trendy jako v ptipad¢ roz-
vyznamnym zpusobem nemeéni. Z tohoto mizeme usoudit, Ze k nejvyssi mife hydratace doslo
thned po smichani s vodou a volna voda ve vzorku byla po celou dobu téméf neménna. Ovsem
pfi porovnani se stfedni molekulovou hmotnosti mizeme fict, ze delsi kontakt vzorku hyaluro-
nanu o hmotnosti 500-750 kDa s vodou mé¢l na hydrataci pozitivni vliv, jelikoz se hodnota en-
talpie byla po tydennim méfeni mnohem niz8i nez pii meteni ihned po smichani s vodou. Doslo
zde tedy k vyssi mife hydratace, kdy se voda absorbovala do struktur molekuly, a proto jsme

pomoci metody DSC zméfili nizsi obsah volné vody.

U nejvyssi molekulové hmotnosti, kterd byla smichana s 0,6 ml vody, doslo vlivem tydenniho
pusobeni vody na vzorek také nejspise k rozpadu vazeb a zménam ve struktute. JelikoZ po ty-

dennim méfeni byla opét namétena vyssi hodnota entalpie nez ihned po smichéni s vodou.

Dle téchto vysledki miizeme zhodnotit, ze pouze u hyaluronanu o stiedni molekulové hmot-
nosti (500-750 kDa), doslo vlivem tydenniho puisobeni vody na vzorek k vys$si mife hydratace.
NezaleZelo na tom, jestli byl vzorek smicham s velkym nebo malym obsahem vody, trend sni-
hmotnosti, kdy del$i kontakt vzorku s vodou nemé¢l na hydrataci Zadny vliv (mira hydratace
byla v prubéhu Casu stejna), nebo zacalo dochazet ke zménam ve struktuie ¢i rozpadu vazeb

a obsah volné vody se nam tudiz zvysil.

Nyni porovname huminové latky mezi sebou. V Tab. 2 - Tab. 5 vidime hodnoty entalpii pou-
zitych huminovych latek. Z poznatkli, které jsme jiz vysSe popsali, mizeme usoudit,
ze K vyssimu stupni hydratace dochazi u vSech fulvinovych kyselin a u jedné huminové kyse-
liny, ktera pochazi z feky Suwanee a byla rozmichana v 0,6 ml vody. K tomuto zavéru jsme
dospéli proto, Ze hodnoty entalpii, kdy vzorek byl ponechan ve vodé po dobu jednoho tydne,
jsou mnohem niZ8i nez hodnoty entalpii zméfené ihned po smichédni s vodou. Stejny trend zmén
hodnot entalpie vykazuji fulvinové kyseliny pochazejici z raSelini§t¢ Pahokee a FK z feky

Suwanee. Hodnoty entalpii ndm po 24 hodindch nejdiive vzrostly a po 48 hodindch od smichani

wrwe
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vody na latku mohlo dojit ke zménam ve struktufe, ¢i k rozpadu nekterych vazeb, a diky témto

zméndm, pak mohla volné voda prostoupit Iépe do struktury latek a stat se tak vazanou vodou.

U fulvinovych kyselin si také miZzeme v§imnout, Ze hodnoty tepel ihned po smichani s vodou

a po tydnu, kdy byl vzorek ponechan ve vod¢, jsou vzdy nizsi pti smichani s 0,6 ml vody,

Mrwe

vody, kterd je pomoci metody DSC detekovatelna.

Tab. 2: exotermni pik v 1 ml

ihned po smichani s vodou po 24 hodinach

vzorek entalpie [J/g] | Tonset [°C] | Tk [°C] | entalpie [J/g] | Tonset [°C] | Tk [°C]
dextran 590,1 =174 —-18,0 1003,0 -11,4 -11,6
chitosan 575,8 -19,3 —-19,9 610,5 -18,3 -18,9

HK PP 633,9 -13,5 -14,1 815,8 -11,8 -12,1

HK SR 579,8 -11,0 -11,6 780,0 —6,1 —6,5

FK PP 906,9 -12,2 -12,5 957,4 -12,8 -13,0

FK SR 869,4 -11,9 -12,2 953,4 -12,3 -12,6
HYAL 130-300 kDa 520,3 -18,8 -19,5 658,4 —14,7 —-15,2
HYAL 500-750 kDa 635,1 =177 -18,3 567,5 —-18,4 -19,1
HYAL 1500-1750 kDa 530,5 -16,3 -17,1 579,8 -11,7 -12,4

po 48 hodinach po tydnu

vzorek entalpie [J/g] | Tonset [°C] | T [°C] | entalpie [J/g] | Tonset [°C] | Tk [°C]
dextran 1105,0 —-18,9 -19,1 590,2 —-16,6 -17,2
chitosan 589,8 —-19,6 -20,3 677,5 -14,4 -14.9

HK PP 588,0 -13,2 -13,8 706,5 -13,0 -13,5

HK SR 747,2 -9,6 -9,9 591,6 -11,6 -12,3

FK PP 939,0 —8,7 -8,9 358,2 -15,0 —-16,6

FK SR 1060,0 -12,0 -12,2 384,8 -111 -12,6
HYAL 130-300 kDa 588,0 -144 —-15,0 558,5 —18,6 —19,2
HYAL 500-750 kDa 441,6 -18,9 -19,8 524,9 —-19,6 -20,4
HYAL 1500-1750 kDa 527,8 —15,7 —-16,6 634,7 —-16,7 -17,2

V Tab. 2 jsou uvedena vSechna naméfena data pro exotermni pik, ktery odpovida tuhnuti
¢1 krystalizaci, kdy byl vzorek smichdn s 1 ml destilované vody, v ¢asech ihned po smichani

s vodou, po 24 hodinach ponechani ve vodé, po 48 hodinach, a nakonec po tydnu pisobeni
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vody. V tabulce jsou uvedeny hodnoty entalpii, které byly ziskany integraci plochy piku, dale

jsou zde uvedeny teploty pocatku krystalizace.

Z hodnot v Tab. 2 mizeme vy¢ist, ze u nékterych vzorkt doslo vlivem delSiho ¢asového piiso-
beni vody na matrici k poklesu hodnot entalpii a hodnot teplot pocatku tani/tuhnuti a teplot
tuhnuti/krystalizace. Z téchto hodnot mizeme usoudit, ze vlivem del$iho ¢asového tseku doslo
k vétsi sorpci vody do struktury biopolymeru. K nejvétsimu poklesu doslo u fulvinové kyseliny,
ktera pochazi z raselini$té Pahokee, a to pfi porovnani hodnot ihned po smichani s vodou, kdy
byla naméfena hodnota entalpie na 906,9 J/g s métenim po tydnu, kdy byla hodnota entalpie
stanovena na 358,2 J/g. Jak jiz bylo zminéno dfive, tak ztéchto dat mizeme usoudit,

Ze po tydnu doslo k velké sorpci vody do struktury biokoloidu.
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Tab. 3: endotermni pik v 1 ml

dextran 391,3 -2,5 -1,3 413,2 —2,4 -1,2
chitosan 346,2 -3,5 -1,1 409,9 -2,9 -2,0

HK PP 387,3 -1,2 0,3 347,8 -1,7 0,6

HK SR 345,8 -1,2 0,4 409,0 -11 -0,1

FK PP 368,6 -15 0,0 418,6 -1,4 -0,4

FK SR 371,6 -1,3 0,0 369,6 -1,6 0,1

HYAL 130-300 kDa 314,8 —4,4 -1,4 341,5 -3,8 -1,9
HYAL 500-750 kDa 351,0 -3,9 -1,6 362,1 -3,8 —2,4
HYAL 1500-1750 kDa 358,6 -3,8 —2,4 328,0 —4,2 -1,6

dextran 407,8 -2,3 -1,4 347,0 -3,8 -1,7
chitosan 383,0 -3,1 -1,8 383,4 -3,1 -1,8

HK PP 363,0 -1,1 0,3 367,2 -1,4 0,3

HK SR 349,2 -15 0,6 349,5 -1,9 0,6

FK PP 3574 -2,0 0,2 343,1 -1,9 -0,3

FK SR 382,1 -1,4 0,0 341,9 -1,6 0,1

HYAL 130-300 kDa 334,7 -39 -1,8 316,2 —4,1 -1,4
HYAL 500-750 kDa 324,5 -39 -2,6 363,1 -39 -2,3
HYAL 1500-1750 kDa 3717 -3,6 -2,3 335,6 -39 2,2

V Tab. 3 mizeme vidét namétend data pro endotermni pik pro vzorky, které byly smichany

S 1 ml destilované vody.



Tab. 4: exotermni pik v 0,6 ml

dextran 462,8 —20,9 -21,8 644,4 -16,1 —-16,7
chitosan 596,6 —20,6 -21,3 780,5 -15,9 -16,3

HK PP 419,8 -11,3 -12,1 361,0 -11,3 -12,3

HK SR 699,1 —-10,0 -10,4 586,0 -10,8 -11,4

FK PP 678,2 -10,4 -10,9 735,8 -11,7 -12,1

FK SR 737,2 -11,8 -12,3 1085 -10,7 -10,8

HYAL 130-300 kDa 540,6 —-16,7 -17,3 530,9 —-15,5 —-16,2
HYAL 500-750 kDa 574,3 —-18,3 —-18,8 483,5 —16,6 -17,4
HYAL 1500-1750 kDa 627,5 —14,0 -14,5 515,1 —-19,2 —20,0

dextran 587,8 -16,9 -17,5 626,0 -19,3 -19,9
chitosan 653,7 -18,3 —-18,8 671,1 -16,0 -16,5

HK PP 574,6 -12,4 -13,0 578,8 -11,5 -12,1

HK SR 526,0 -10,1 -10,8 518,1 -8,9 -9,5

FK PP 683,7 -144 -14,8 880,7 mJ/g -13,8 —-15,6

FK SR 636,2 -12,2 -12,6 362,2 -12,3 -14,0

HYAL 130-300 kDa 513,1 -17,8 -18,5 549,9 —-15,2 -15,9
HYAL 500-750 kDa 575,2 —18,7 -19,3 352,9 -18,8 -19,8
HYAL 1500-1750 kDa 768,3 -13,0 -13,4 705,8 -16,8 -17,3
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Tab. 5: endotermni pik v 0,6 ml

ihned po smichani s vodou po 24 hodinach

vzorek entalpie [J/g] | Tonset [°C] | Tt [°C] | entalpie [J/g] | Tonset [°C] | T:[°C]
dextran 315,8 -3,9 -1,2 336,8 -3,8 -1,3
chitosan 418,1 -3,0 -2,0 402,3 -3,4 2,0
HK PP 2919 -1,2 0,7 273,2 -1,1 0,8
HK SR 348,4 -1,4 0,3 343,1 -1,2 0,4
FK PP 361,1 -1,6 -0,1 359,1 -1,6 -0,1
FK SR 363,8 -1,5 -0,1 361,8 -15 -0,0
HYAL 130-300 kDa 301,1 —4,3 -15 304,4 -4,3 -1,9
HYAL 500-750 kDa 343,4 -3,8 -2,4 324,1 —4,2 -2,3
HYAL 1500-1750 kDa 345,9 -3,8 -1,9 330,3 -4,3 2,2

po 48 hodinach po tydnu

vzorek entalpie [J/g] | Tonset [°C] | Tt [°C] | entalpie [J/g] | Tonset [°C] | Tt [°C]
dextran 321,9 -3,8 -1,3 354,6 -3,6 -1,9
chitosan 360,4 —-3,6 -1,4 403,9 -3,4 -2,3
HK PP 365,4 -1,2 0,2 335,9 -1,1 0,8
HK SR 320,3 -1,3 0,4 315,6 -1,7 0,9
FK PP 335,2 -1,7 0,5 844,1 mJ/g -1,9 0,0
FK SR 3442 -1,4 0,4 329,4 —2,2 -0,3
HYAL 130-300 kDa 308,4 —4,6 -1,8 304,9 —4,3 -1,7
HYAL 500-750 kDa 337,2 —4,1 -2,2 295,6 —4,4 -2,3
HYAL 1500-1750 kDa 356,9 —4,0 —2,4 341,3 —4,3 —2,2

4.2 Perfizni mikrokalorimetrie a termogravimetricka analyza

Pro studium pomoci této metody byli vybrani pouze zastupci z vySe pouzitych biopolymerd.

Konkrétné byly vybrany tyto latky: huminova a fulvinova kyselina pochéazejici z raselinisté Pa-

hokee a ti'i hyaluronany a molekulové hmotnosti 130-300 kDa, 500-750 kDa a 1500-1750 kDa.
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Obr. 22: Krivka tepelného toku pro tii molekulové hmotnosti hyaluronanu sodného

Na Obr. 22 vidime kiivky tepelného toku pro vSechny tii pouzité hyaluronany. Muzeme
si vS§imnout, ze kiivky vykazuji stejny trend chovani pii interakci s ptivadénym plynem. Vi-
dime, Ze kiivka celou dobu roste to ndm dokazuje, Ze zde dochazi k sorpci vody materialem.

Dochazi bud’ k adsorpci nebo absorpci vody.
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Obr. 23: K7ivka tepelného toku pro fulvinovou kyselinu z raselinisté Pahokee
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Obr. 24: Krivka tepelného toku pro huminovou kyselinu z raselinisté Pahokee

Pii porovnani Obr. 22, Obr. 23 a Obr. 24 vidime, Ze trend tepelného toku je u fulvinové a hu-

minové Kyseliny zcela jiny oproti hyaluronanim. V pfipadé hyaluronani je rust tepelného toku

pozvolny, kdezto u fulvinové a huminové kyseliny doslo po cca 15 hodinach k prudkému na-

vrwe

struktury vzorku.
Tab. 6. prrehled namérenych vihkosti
orvek hyaluronan hyaluronan hyaluronan fulvinova | huminova
130-300 kDa | 500-750 kDa | 1500-1750 kDa | kyselina | kyselina
puvodni
vihkost 52,6 34,5 34,2 24,7 12,9
[hm. %]
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Obr. 26: TGA krivka hyluronanu o molekulové hmotnosti 500-750 kDa
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Obr. 28: TGA kiivka fulvinové kyseliny z raselinisté Pahokee

—r T 1 r - 1 ' ' 1T T T 1T T r T 1Tt T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400

Deriv. Weight (%/°C)



110 \ 0.5
25.23°C|
101.3% \ I
100 \ h - 0.4
] . 12.89% I
1 \ S - o
-~ 90 \ — - 03 2
= » — ~
< ' \ 125.04°C  — £
5 \ 88.37% T §
= 80| \ “\‘\ - 02 2
| \ ™~ i 8
\
—_—
/—/J/—/ SN
70 | - ~ “F 0.1
e h T~ |
\\\—\r—/\—/ /_// ~ [
60 . . . ‘ . . ; 0.0
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Temperature (°C)

Obr. 29: TGA kiivka huminové kyseliny z raselinisté Pahokee

K tomu abychom mohli ur¢it, ktery vzorek se pomoci perfizni kalorimetrie nahydratoval vice,
byly vzorky podrobeny termogravimetrické analyze. Vysledky termogravimetrickych kiivek
muzeme vidét na Obr. 25 az Obr. 29 a souhrnny piehled naméfenych vlhkosti v Tab. 6. Z téchto
hodnot jsme zjistili, ze k nejvyssi mitfe hydratace doslo u vzorku nizkomolekularniho hyaluro-
nanu, kde byla namétena vlhkost 53 %. V¢EtSi mira hydratace zde byla namétena pravdépodobné
z diivodu toho, Ze nizkomolekularni hyaluronan je tvofen kratSimi fetézci nez hyaluronan vy-
sokomolekuléarni. JelikoZ pracujeme se stejnou navazkou, obsahuje navéazka nizkomolekular-
niho hyaluronanu vét§i mnoZzstvi kratSich fetézcli a tudiz ma i1 vice koncovych skupin, na které

se mohla voda navazat.

4.3 Perfazni kalorimetrie a diferen¢ni kompenzacni kalorimetrie

Pro pilotni experiment byl zvolen hyaluronan sodny o molekulové hmotnosti 130-300 kDa,
protoze pii termogravimetrické analyze bylo zjisténo, Ze tento vzorek obsahoval nejvyssi vih-
kost. Pilotni experiment spocival tom, ze jsme vzorek nejprve podrobili perfuzni kalorimetrii
po dobu 24 hodin a poté jsme vzorek vlozili na DSC. Timto experimentem se pokousime zjistit,
zdali se pfi perfuzni kalorimetrii, kdy je vzorek podroben kontinudlnimu pfisunu RH, vzorek
nahydratoval natolik, Ze se voda nasorbovala do struktury vzorku a vzorek tak obsahuje mén¢

volné vody, ktera je pomoci DSC detekovatelna.

Na Obr. 30 vidime kiivku tepelného toku ristu je obdobny jako pii pifedchozim méfeni
(Obr. 22), jen s tim rozdilem, ze pfi tomto experimentu jsme vzorek ponechali piivodu RH

100 % po delsi casovy usek, abychom si ovéfili, ze jiz nevznikne zadny dalsi pik. Hodnota
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vlhkosti byla po provedeni perfuzni kalorimetrie stanovena na 58,3 0bj.%. Po provedeni per-
fazni kalorimetri byl tedy vzorek vlozen na DSC. Na Obr. 32 mame zaznam z tohoto méfeni a
muzeme vidét, ze hodnota entaplii se ndm ve srovnani s piedchozimi métenimi rapidné snizily.
Hodnota entalpie exotermniho piky byla stanovena na 57,81 J/g v pfedchozich méfenich byla
hodnota entalpie exotermniho piku, jak v ptipadé smichani s 0,6 ml, tak v piipadé smichani
s 1 ml okolo 520 J/g. Jde tedy o obrovsky pokles. Z téchto vysledkd mizeme tedy usuzovat, ze
pii perfuzni kalorimetrii, kdy byl vzorek podroben ptisunu relativni vlhkosti, se voda nasorbo-
vala do struktury vzorku a vzorek tedy obsahoval pouze malé mnozstvi volné vody, kterou jsme

poté pomoci metody DSC detekovali.
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Obr. 30: Krivka tepelného toku pro hyaulonan o hmotnosti 130-300 kDa
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5 ZAVER

Tato diplomovéa prace se zabyva studiem hydratace biokoloidl. V experimentalni Casti bylo
ke studiu pouzito nékolik kalorimetrickych metod. Prvni metodou byla diferen¢ni kompena-
zacni kalorimetrie. Experiment probihal tak, ze bylo 20 mg vzorku smichano v prvnim piipadé
s 0,6 ml vody a podruhé s 1 ml vody a vzorky byly podrobeny DSC méteni. Méfilo se vzdy
ihned po smichani s vodou, po 24 hodinach, po 48 hodinach a nakonec po 168 hodinach (tj. ty-
den), kdy po celou tuto dobu voda na vzorek pisobila. Byly zde vyhodnocovany entalpie tani
a krystalizace volné vody. Byly zkoumany zmény hodnot entalpii a pocatkt tani a krystalizace.

Nejveétsi zmeény byly zaznamenany u fulvinovych kyselin a u hyaluronanu o molekulové hmot-

nosti 500-750 kDa. kDa.

Dalsi metodou, kterd byla v této praci vyuzita byla perfuzni kalorimetrie, kdy byla ke vzorku
kontinudlné ptivadéna relativni vlhkost. Touto metodou byly zkoumany pouze vybrané vzorky
biokoloidi. Huminova a fulvinova kyselina pochézejici z raselinisté Pahokee a tfi hyaluronové
kyseliny. Z vysledki bylo zjisténo, ze huminové latky vykazuji stejny trend tepelného toku,
kdy po cca 15 hodinach zacalo dochazet k prudkému nartstu, kdezto u hyaluronanti byl nartst

pozvolny.

Jako posledni metoda, ktera byla pfi studiu vyuzita, byla termogravimetrickd analyza. Pii této
metod¢ byla métena vlhkost vzorku poté, co byl podroben perfizni kalorimetrii. Bylo zji§téno,

Ze nejvyssi vlihkosti dosahuje hyaluronan sodny o molekulové hmotnosti 130-300 kDa.
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6 SEZNAM ZKRATEK
FK PP — fulvinova kyselina z Pahokee Peak

FK SR — fulvinova kyselina z Suwannee River
kDa — kilodaltony

HK PP — huminova kyselina z Pahokee Peak
HK SR — huminova kyselina ze Suwannee River
Hyal — hyaluronan sodny

Tk — teplota krystalizace

Tonset — teplota pocatku tani/krystalizae

Tt — teplota tani
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Priloha 12: HYAL 1500-1750 kDa v 1 ml po 168 Aodindch (tj. sedmi dnech)
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Priloha 18: dextran v 1 ml vody po 24 hodinach
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Priloha 24: dextran v 0,6 ml vody po 168 hodindach
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Priloha 26: chitosan v 1 ml po 24 hodindch
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Priloha 34: HK PP v 1 ml po 24 hodindch
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Priloha 42: HK SR v 1 ml po 24 hodindch
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Priloha 46: HK SR v 0,6 ml po 24 hodindch
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Priloha 48: HK SR v 0,6 ml po 168 hodindch
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Priloha 52: FK PP v 1 ml po 168 hodindch
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Priloha 54: FK PP v 0,6 ml po 24 hodinach
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Priloha 56: FK PP v 0,6 ml po 168 hodindch
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Priloha 60: FK SR v 1 ml po 168 hodindch
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Priloha 62: FK SR v 0,6 ml po 24 hodinach
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Priloha 63: FK SR v 0,6 ml po 48 hodinach
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Priloha 64: FK SR v 0,6 ml po 168 hodindch



