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ABSTRAKT

Néplni predlozené diplomové prace je studium interakce biopolymert s modelovymi
sondami (organicka barviva) prostfednictvim difiznich procest v gelové fazi. Hlavnimi cily,
kterych bylo tspé$né dosazeno, byla optimalizace a otestovani metodiky difuznich cel a
neustalené diflize v nekone¢ném prostiedi za ucelem studia interakci zvolenych kombinaci
biopolymer/sonda. Jako modelové reaktivni biopolymery  byly  zvoleny
anionaktivni huminové kyseliny a kationaktivni chitosan, jako modelové sondy methylenova
modf resp. methylenova oranz. Nezbytnou soucasti piedlozené prace je také podrobna
charakterizace vychozich biopolymert a pouzitych gelovych materiali pomoci Siroké Skaly
analytickych a fyzikalné-chemickych metod (reometrie, UV-VIS, FT-IR ). Kromé¢ celé fady
novych experimentalnich poznatkli o konkrétnich studovanych systémech tkvi vyznam této
diplomové prace v tom, ze slouzi jako odrazovy mistek pro vyvoj novych difuznich technik
jako univerzélnich, inovativnich a plné automatizovanych nastroji pro charakterizaci
reaktivity biopolymerd.

ABSTRACT

The important content of this diploma thesis is study of interaction of biopolymers with
model probes (organic dyes) in the gel through diffusion processes. The main aims were
optimalization and testing of diffusion cell’s method together with unsteady diffusion. These
experiments were realized because of study interaction of chosen biopolymers with organic
dyes (probes). Anion active biopolymer (humic acids) and cation active biopolymer (chitosan)
were chosen as model specimens. As model probe was chosen methylene blue in case of
humic acids or methylene orange in case of chitosan. Very important part of this work was
also characterization of biopolymers and gels of these materials by wide range of analytical
and physic-chemical methods (rtheometry, UV-VIS, FT-IR etc.). The main importance of this
diploma thesis is explanation and clarification of new diffusion techniques. New experimental
results about studied gel’s materials are also reported. This diploma thesis should be
theoretical and also practical basis for universal, innovative and full-automated apparatus for
characterization of reactivity of biopolymers.
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1 UvVoD

Huminové kyseliny jsou biopolymerni slouceniny, které spolecné s ostatnimi frakcemi
(fulvinové kyseliny a huminy) lze fadit do Siroké skupiny latek oznacované jako huminové
latky. Unikatni vlastnosti huminovych latek, konkrétn€ pak huminovych kyselin, jsou zndmy
jiz pomémé dlouho. Ne&které z vlastnosti huminovych kyselin jsou pomérné dobie
prozkoumany, vzhledem k tomu, ze existuje velké mnozstvi publikaci zabyvajicich se
studiem huminovych kyselin. Zakladni nedostatky ve vyzkumu huminovych kyselin spoc¢ivaji
pfedevsim v objasnéni jejich chemické reaktivity a struktury. Obecné lze fici, Ze znalosti
v oblasti fyzikalné-chemické charakterizace jsou oproti jinym biopolymernim slouc¢eninam
(naptiklad biopolymertm zivo¢isného ptivodu) nedostacujici.

Huminové kyseliny se ve svém pfirozeném prostiedi vyskytuji v riznych formach. Jednak
se huminové kyseliny mohou v pfirodé vyskytovat ve formé koloidniho roztoku (napft. jako
hlavni frakce rozpusSténé¢ho organického uhliku — DOM), nebo se v piirozenych systémech
nachdzeji v pevné, nerozpusténé forme, ktera mize v systémech o vysokém obsahu vlhkosti
nabyvat formy nabobtnanych hydrogeld. Pro studium reaktivity huminovych kyselin
v laboratornim prostfedi se s vyhodou pouZzivé posledni zminénd forma huminovych kyselin,
forma hydrogelova, vzhledem k tomu, Ze disperzni prostiedi (voda) tvoii az 90 hm. %
hydrogelu, ¢imz Ize G¢eln€ simulovat podminky, ve kterych se huminové kyseliny ptirozené
vyskytuji. Tato forma se tedy jevi jako velmi vhodna pro studium transportnich jevl na
molekularni trovni (diftznich procesit), coz je jeden ze zpisobl, jakym Ize charakterizovat
huminové kyseliny rozmanité¢ho pivodu. Dalsi neoddiskutovatelnou piednosti hydrogelové
formy huminovych kyseliny je pomérné lehka ptiprava tohoto disperzniho systému.

Studium difuznich procesti probihajicich v gelovych systémech s obsahem huminovych
kyselin sebou nese n¢kolik vyhod, které vyplyvaji z obecnych vlastnosti gelovych systémti.
Difuzivita nizkomolekularnich latek je prakticky stejna (nebo jen o néco malo nizsi) jako
v ptipad¢ puvodniho solu, ze kterého byl hydrogelovy systém pfipraven. Diky sitovité
struktufe gelovych systémt neni difuzivita nizkomolekularnich latek natolik ovliviiovana
tepelnymi konvekcemi jako v ptipad¢€ solu. V neposledni fad¢, prace s polotuhym hydrogelem
umoznuje pripravit systém s piesn¢ definovanou velikosti a tvarem, coz je také nezbytné pro
spravny matematicky popis probihajicich difiznich procesi.

Reaktivitu huminovych kyselin, stanovenou prostfednictvim studia difuzivity huminovych
hydrogelii, 1ze poté porovnavat s jinymi biopolymernimi latkami, coz je jednim z hlavnich
cilt této diplomové prace.

Teoreticka cast této diplomové prace je zaméfena predevSim na komplexni nahled
problematiky diftze v gelovych systémech. Nemala cast je taktéZz vénovana zékladnim
vlastnostem a pouziti materialii, se kterymi bylo pracovano (huminové kyseliny, chitosan,
agar6za).

Experimentalni ¢ast se poté zaobird samotnym studiem reaktivity vybranych biopolymer.
Ovéfovany jsou zédkladni parametry, které zasadnim zplsobem ovliviiuji probihajici difuzi,
napiiklad teplota. Jedna z pasazi této casti je také vénovana zakladni charakterizaci
zkoumanych materialii. Jednotlivé hydrogely byly zkoumany a charakterizovany z pohledu
mechanickych vlastnosti (reometrie), studovana byla také sila a typ vazeb vyskytujicich se
v ptipravenych vzorcich pomoci metody infraCervend spektroskopie s Fourierovou
transformaci (FT-IR). V neposledni fadé byly zkoumané vzorky porovnavany podle suSicich
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charakteristik. ~Stanovovana byla také kyselost pouzivanych materidli pomoci
potenciometrické a konduktometrické titrace aj.

Pouzitou analytickou metodou pro studium reaktivity huminovych kyselin a chitosanu
v agarozovych gelech byla UV-VIS spektroskopie. Reaktivita téchto biopolymerii je poté
popisovana prostfednictvim  efektivni hodnoty difizniho koeficientu, vypoctené
z experimentalné stanovenych diftiznich toki a koncentrac¢nich profilti. Nasledné je také
diskutovéan vliv jednotlivych parametrii ovliviyjicich difizni procesy v gelovych systémech
s ptidavkem daného biopolymeru. V budoucnu by tato prace méla slouzit jako zaklad pro
vyvoj univerzalni a plné automatizované metody urcené pro charakterizaci reaktivity
biopolymerd.

2 CIL PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace je navrhnout a optimalizovat metodiku studia
reaktivity vybranych biopolymerd (huminové kyseliny a chitosan) pomoci difuznich
experimentll. Na zaklad¢ literarni reSerSe poté provést sérii experimentli pro vhodné zvolené
biopolymery, porovnat reaktivitu kationaktivnich a anionaktivnich biopolymeri difiznimi
technikami a charakterizovat vSechny zkoumané materialy pomoci zakladnich
fyzikalné-chemickych a analytickych metod.

Hlavni cile této diplomové prace jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

. Navrhnout a otestovat (optimalizovat) metodu studia reaktivity biopolymert formou
difuznich procesti v difuzni cele a znekonecného zdroje formou ,difuze
v kyvetach® v inertnich gelovych matricich.

o Zvolit vhodné zastupce kationaktivniho a anionaktivniho biopolymeri a
charakterizovat je béznymi fyzikalné-chemickymi a analytickymi metodami.

o Zvolit vhodnou inertni gelovou matrici pro studium reaktivity vybranych biopolymerd.
. Optimalizovat postup piipravy gelové formy s piidavkem vybraného biopolymeru.
. Stanovit zakladni difizni charakteristiky kombinaci kationaktivniho biopolymeru a

anionaktivni sondy, respektive anionaktivniho biopolymeru a kationaktivni sondy
(organické barvivo).

. Ove¢tit a diskutovat vliv zakladnich parametrt na probihajici difuzni procesy.

o Diskutovat vliv reaktivity na stanovené charakteristiky a pouzitelnost metody pro dalsi
biopolymerni systémy.



3 TEORETICKA CAST
3.1 Huminové latky

3.1.1 Uvod do problematiky huminovych latek

Pod pojem huminové latky 1ze zahrnout Sirokou §kélu sloucenin a pfirodnich latek, z valné
vétSiny aromatického charakteru. Huminové latky tvofi zékladni organickou hmotu pudy,
vyskytuji se nejcastéji v kaustobiolitech (hotlavé sedimenty organogenniho piivodu) [1],
jejich vyskyt je prokazan naptiklad v raseling, hnédém ¢i Cerném uhli, lignitu nebo ropé.
Latky huminového charakteru se v nizSich koncentracich vyskytuji také ve vodé a
sedimentech [2]. Diky vySe zminénym skute¢nostem lze huminové latky fadit mezi
nejrozsitenéjsi produkty ptirodniho charakteru na zemi. Huminové latky vznikaji slozitymi
procesy zahrnujicimi chemickou ¢i biologickou pfeménu organické hmoty pldy, kterd je
podporovana ¢innosti mikroorganismt. Tento proces, probihajici v pfirodé¢ samovolné, je
nazyvan humifikace [3].

Obsah huminovych latek v ptirodnich matricich kolisa od stopovych mnozstvi (pisky a jily),
ptes jednotky procent (b&ézné zeminy) az k desitkam procent (hnéd¢é uhli). Mimotadné vysoky
obsah huminovych latek vykazuje lignit a raSelina (az 85 hm. %) [4], proto se uvedené
materidly jevi jako vhodné alternativni zdroje huminovych latek pro celou fadu aplikaci.
Potencidlni vyuziti huminovych latek je uvedeno v kapitole 3.1.7.

V odborné literatuie [5] je uvadéno, ze celkovy obsah uhliku ve formé huminovych latek
dosahuje az 6-10'* tun, coZ ve srovnani s celkovym obsahem uhliku v Zivych organismech
(7-10"" tun) pfevysuje témet desetkrat. I presto, ze v poslednich nékolika dekadach let je ve
védecké spolecnosti huminovym latkdm — pfedev§im pak huminovym kyselindm — vénovana
poméme velkd pozornost a vychazi o nich velké mnozstvi publikaci, se huminové latky fadi
k nejméné prostudovanym piirodnim materialm.

3.1.2 Rozdéleni huminovych latek

Poprvé byly huminové latky klasifikovany Svédskym chemikem Berzeliusem roku 1839,
ktery huminové latky rozdélil do tii kategorii podle rozpustnosti jednotlivych frakci
huminovych latek v alkalickém ¢i kyselém prostiedi [6]. Na praci tohoto Svédského chemika
navazal Mulder, ktery doplnil jeho teorii o rozdéleni huminovych latek, o vlastnosti popisujici
barevnost jednotlivych frakci a jejich o rozpustnost v pfisluSnych rozpoustédlech. Dnesni
déleni huminovych latek je propracovanéjsi alternativou piivodniho rozdéleni dle Berzeliuse.

Dle acidobazické rozpustnosti resp. nerozpustnosti 1ze huminové latky (HL) rozdélit do
nasledujicich kategorii (frakci):
o fulvinové kyseliny (FK), tato frakce huminovych latek je rozpustna jak v kyselém, tak

v zésaditém vodném prostiedi, ¢ili v okyseleném roztoku nedochazi k precipitaci,

o huminové kyseliny (HK), které¢ jsou velmi dobfe rozpustné v roztocich alkalického
charakteru, ale naopak nerozpustné v siln€ kyselych roztocich pti pH <2, v kyselejSich
roztocich poté dochazi ke koagulaci huminovych kyselin z roztoku,

. huminy (HU), které nelze prevést do roztoku kyselymi ani zésaditym roztoky, tato
frakce tedy zlistava nerozpustnd v jakémkoliv prostiedi, nezavisle na pH roztoku.



I kdyZ je chemicka struktura jednotlivych frakci huminovych latek dosti podobna, 1isi se
tyto frakce pomérné vyrazné fyzikdlnimi a chemickymi vlastnostmi [7], jak je naznaceno vyse.
Zakladni rozdily ve fyzikalnich vlastnostech frakci HL vystihuje obrazek 1.

Huminové latky

fulvinové kyseliny | huminové kyseliny huminy

2 000 narust molekulové hmotnosti 30 000
45 % néartist obsahu uhliku 62 %
48 % pokles obsahu kysliku 30%
» pokles kyselosti »
» pokles stupné rozpustnosti >

Obrazek 1: Viastnosti jednotlivych frakci huminovych latek [3].

Na prvni pohled je patrné, Ze jednotlivé frakce HL se 1i$i zbarvenim. FK jsou Zluté az
zlutohnéd¢, na rozdil od HK, které vynikaji hnédou respektive Sedou barvou. Nerozpustna
frakce HL — huminy — disponuji ¢ernou barvou. Dal§im markantnim rozdilem ve vlastnostech
frakei HL je jejich molekulova hmotnost. Molekulovd hmotnost FK se pohybuje okolo
coz je zpusobeno rozdilem v poc¢tu kondenzovanych aromatickych cykli a charakteristickych
funk¢nich skupin (karboxylové, fenolické ...) v jejich struktute. Lze tedy fici, Ze s rostoucim
mnozstvim cykl a funkénich skupin ve struktufe jednotlivych frakci umérné roste i
molekulova hmotnost. FK 1ze tedy fadit mezi nizkomolekularni latky, narozdil od HK a HU,
které jsou vysokomolekuldrnimi frakcemi HL. Z obrazku 1 je dale patrné, Ze razné frakce HL
se také lisi procentudlnim zastoupenim uhliku a kysliku. Zatimco obsah uhliku roste od FK
smérem k HU tak, jak to odpovidé rostoucimu zastoupeni cykli v zakladnim skeletu molekul,
obsah kysliku naopak roste opaénym smérem, protoze FK disponuji ve své struktuie vySSim
obsahem karboxylovych skupin, které¢ jsou zodpovédné za vyssi celkovou kyselost této
nizkomolekularni frakce huminovych latek ve srovnani s HK a HU.

Jak jiz bylo zminéno vySe, dvé z frakci HL —konkrétné HK a FK —jsou rozpustné
v alkalickém prostfedi, 1 pfesto, Ze zakladni strukturni podobnost s nerozpustnou frakci HL
(huminy) je zfejma. HK nejsou rozpustné v roztocich kyselého charakteru, coz je zpisobeno
tim, ze pfi nizkém pH je vétSina karboxylovych a fenolickych funkénich skupin ve strukture
HK naprotonizovéana, vyskytuji se tedy v nedisociované formé. S rostoucim pH dochézi
nejprve k disociaci karboxylovych skupin a néasledné také fenolickych skupin. Rozpustnost
HK je tedy tzce spojena s mirou disociace funkénich skupin.

Procentudlni zastoupeni jednotlivych frakei HL v ptde¢ se 1isi podle toho, o jaky typ ptdy se
jedna a v jaké oblasti se tato puda nachazi. Naptiklad humus pralesnich pid je pomérné
bohaty na FK, zatimco humus raselinist’ a lu¢nich pad je tvofen prevazné HK a procento



zastoupeni FK je mizivé. Pomér obsahu HK a FK v pidé také vétSinou klesa s hloubkou
odbéru vzorku pudy [8].

3.1.3 Vznik huminovych latek

I kdyz se vyzkumu vzniku HL vénuje cela fada védeckych instituci, neni doposud znam
jeho ptfesny mechanismus. Proces humifikace lze popsat nékolika teoriemi, z nichz budou
v nasledujicim odstavei zminény zakladni tfi. Jedna z prvnich teorii vzniku HL tvrdila, Ze HL
vznikaji z lignifikovanych pletiv rostlinnych zbytkti degradacnim zptsobem (ligninova teorie).
Tato praptivodni teorie byla formulovana jiz roku 1932 Waksmanem. Dalsi pfijimanou teorii
vzniku HL je feorie polyfenolova, ktera je v dne$ni dobé nejhojnéji vyuzivana pro popis
vzniku HL v odbornych a védeckych publikacich. Posledni hypotetickou teorii vzniku HL je
teorie kondenzace sacharidii s aminy, ve které vznikaji nejprve nizkomolekuldrni organické
latky, ze kterych jsou HL formovéany naslednou oxidaci, kondenzaci a polymerizaci [3].
S jistotou lze konstatovat pouze to, Ze Zadna z dosud znamych teorii vzniku huminovych latek
neni zcela univerzalni, lze tedy pfedpokladat, ze vSechny pfijimané teorie se navzajem
kombinuji s riznou dtlezitosti podle druhu pudy.

zbytky rostlin
[ |
v v
transformacle miklroorganismy maodifikovany lignin
CLII‘V polyfenoly aminoslu¢eniny ligninove
; dekompoziéni

produkty

I\ l i 4
chinony P chinony

kond 2 ligninova teori
ondenzace polyfenolova teorie igninova teorie
cukrd s aminy +
I P huminové latky 4

Obrazek 2: Prijimané teorie vzniku huminovych latek [3].

3.1.4 Huminové kyseliny

HK jsou jednou ze zédkladnich stavebnich slozek organické hmoty pidy. Jednéd se o smés
latek vyskytujicich se piirozené v padé, které disponuji podobnymi vlastnostmi. Konkrétné se
jedna o slouceniny, které jsou rozpustné v roztocich alkalického charakteru a naopak
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nerozpustné v roztocich silné kyselych (pH < 2). Hlavnimi prvky, ze kterych jsou huminové
kyseliny tvofeny jsou uhlik, dusik, kyslik a vodik. I kdyZ jsou huminové kyseliny hojné
vyuzivany jak v primyslovém méfitku, tak také ve védeckych a vyzkumnych oblastech, stale
jeste neni objasnéna exaktni struktura téchto latek. Hypotézy o struktufe huminovych kyselin
pfinasi kapitola 3.1.6. Jak jiz bylo zminéno vySe, v piipadé¢ HK nelze fici, Ze je to jedna
konkrétni slou¢enina, proto i HK pochazejici z riznych zdrojii se budou pomérné vyrazné lisit
svymi vlastnostmi, 1 kdyz zdkladni charakteristika zlstavd stejnd. Jednim ze zékladnich
kritérii, jak charakterizovat HK je prvkové slozeni (viz tabulka 1).

Tabulka 1: Prvkové zastoupeni v huminovych a fulvinovych kyselin (uvedeno v hm. %) [16].

prvkové sloZeni huminové kyseliny fulvinové kyseliny
uhlik 53,8 -58,7 40,7 - 50,6
kyslik 32,8 -383 39,7 -49,8
vodik 33-6,2 3,8—7,0
dusik 0,843 09-33

DalSim zptsobem jak charakterizovat a porovnavat HK a jejich kvalitu vzhledem k ptvodu,
je zastoupeni funk¢nich skupin v jejich struktuie (viz tabulka 2). Zastoupeni karboxylovych
skupin ovliviiuje celkovou kyselost HK, ktera je niz$i neZ v ptipadé FK.

Vzhledem k tomu, Z¢ huminové kyseliny jsou pravdépodobné nejrozsifencjsi piirodni
organické slouceniny na zemském povrchu, je nutno vénovat jejich studiu a vyzkumu nemalé

vvvvvv

Tabulka 2: Procentuadlni zastoupeni funkcnich skupin v huminovych kyselinach [16].

funkéni skupina procentualni zastoupeni [hm. %]
karboxylova (—COOH) 4,4
alkoholova hydroxylova (—OH) 33
fenolova hydroxylova (—OH) 1,9
keto skupina (C=0) 1,2
methoxy skupina (—OCH3) 0,3

3.1.5 Extrakce huminovych kyselin

Pro vyuziti respektive studium HK v laboratornim prosttedi je nutno tyto latky oddélit od
Sirokého spektra ostatnich latek vyskytujicich se v ptidé€. Pro extrakci huminovych kyselin Ize
pouzit nékolik metod, které budou diskutovany nize. VSechny extrakéni metody ovSem musi
splilovat nésledujici pozadavky: pouzitymi chemikdliemi pro extrakci nesmi dochézet ke
zmén€ chemickych ¢i fyzikdlnich vlastnosti HK, extrahované HK by nemély obsahovat
anorganické kontaminanty, vzorek musi obsahovat frakce vSech molekulovych hmotnosti a
pouzivand metoda by méla byt aplikovatelna na extrakci HK z rtiznych zdrojt [17].

Extrakce HK 1ze rozdélit do nékolika skupin (dé€leni dle Stevensona, 1982 [16]): alkalické
extrakce (vytézek az 80 hm. % organické hmoty piidy), neutralni extrakce (vytézek do
30 hm. %) a organické extrakce (vytézek také do 30 hm. %). Mezi nejpouzivangj$i zplsoby

11




extrakce HK z piidnich vzorkl spadaji alkalické extrakce. Pro tento zplisob extrakce je znam
piesny postup definovany podle IHSS [18]. Jako extrakéni €inidlo se v tomto ptipadé€ pouziva
smés hydroxidu sodného s pyrofosfatem sodnym. Ptiestoze bylo podrobné zkoumano velké
mnozstvi alternativnich extrak¢nich ¢inidel, smés hydroxidu sodného s pyrofosfatem sodnym
se stale jevi jako nejvhodnéjsi pro extrakci HK z pidnich vzorkd, jelikoz timto zplsobem
extrakce lze dosahnout vytézku az 2/3 ptivodni organické hmoty. Jako srazeci Cinidlo je
vétSinou pouzivdna kyselina chlorovodikova. Po extrakci a purifikaci nasleduje dialyzace,
ktera slouzi k odstranéni nizkomolekularnich iontti a nizkomolekuldrnich frakci HK. Pro
dialyzaci HK se vyuziva specidlnich dialyza¢nich membran s piesné definovanou velikosti
port (cut off). Dialyzace probiha do té doby, dokud zkoumany vzorek nevykazuje negativni
test na chloridové ionty. Tento test je provadén pomoci srazeci reakce za pouziti dusi¢nanu
stiibrného. V ptipadé, ze v dialyzovaném roztoku jsou pifitomny chloridové ionty, vytvori se
po piidani dusi¢nanu stiibrného bila nerozpustné srazenina chloridu stfibrného. Dialyzované
HK jsou nasledné lyofilizovany. Postup purifikace a lyofilizace mliZze byt n€kolikrat opakovan
k docileni pozadovanych vlastnosti HK. Opétovnou purifikaci 1ze ovlivnit findlni vlastnosti
ziskanych materidli, jako je obsah popela ¢i vlhkost HK.

3.1.6 Struktura huminovych kyselin

Pochopeni molekularni struktury HK patfi jiz od objeveni téchto latek k zdkladnim sméram
vyzkumu mnohych védeckych skupin. Nutno fici, Ze objasnéni struktury HK patii
pravdépodobné k nejslozitéjSim oblastem v ptidni chemii [4], ovS§em pro pochopeni vyznamu
téchto latek v jejich pfirozeném prostiedi je nezbytné.

V poslednich nékolika desetiletich byla vytvofena spousta teorii o struktufe a charakteru
HK. Za nejpravdépodobnéjsi hypoteticky model struktury huminovych kyselin byl
z historického hlediska povazovan Stevensoniv model [16], ktery pohlizel na HK jako na
zaklad¢ polymerniho konceptu je model dle Kickutha [19]. Polymerni koncepty uvazovaly
HK jako ohebné polyelektroloty, zaujimajici konformaci ndhodného klubka rGznych tvart a
velikosti v zavislosti na okolnim prostfedi (aktudlni pH roztoku, naboj na fetézci ...).
V zésaditém prostiedi byl predpokladan protahly tvar polymerniho klubka, vzhledem k tomu,
ze dochazi k disociaci karboxylovych skupin, zatimco v siln¢ kyselém prostredi, kde dochazi
k protonizaci a nasledné koagulaci HK z roztoku byl ptfedpokladan klubkovity tvar.

HC=0
COOH  COOH (¢H_oH)4 sacharid .

0 —a O COOH
Y | N= —0
'I\“-| 0 (l)H
R=CH
IC= O peptid
NH

1

Obrazek 3: Hypoteticka struktura huminovych kyselin dle Stevensona (1982) [16].

HK tvofi pomérné slozité komplexy aromatickych makromolekul s aminokyselinami, cukry
a peptidy, které se podileji na spojovani jednotlivych aromatickych sekvenci. Ve struktuie HK
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jsou piitomny karboxylové skupiny, které jsou zodpovédné za celkovou kyselost zkoumaného
materidlu. Pravé ptitomnost téchto karboxylovych skupin je pravdépodobné zodpovédna za
jednu znejcenngjSich vlastnosti HK —schopnost tvofit s béZnymi polutanty stabilni
komplexni slouceniny vedouci az k jejich imobilizaci. Struktura HK se také odviji od mista
nalezi$té, zdroje (lignit, pida, raselina, pisek) a v neposledni fad¢ také od zpiisobu extrakce

[3].

S rozvojem analytickych metod a vyzkumu v oblasti HK byl polymerni koncept postupné
zavrhnut, vzhledem ktomu, ze nové¢ ziskand experimentdlni data byla v nesouladu
s polymerni pifedstavou HK [20]. Podle dalsiho pfijimaného konceptu jsou HK
supramolekularni agregaty nizkomolekuldarnich substanci, které jsou poutany nekovalentnimi
interakcemi (slabé fyzikalni interakce, komplexace s vicemocnymi ionty) [21]. Ptiklad
jednoho z modelt zastupujicich teorii HK coby supramolekuldrnich agregéti je uveden na
obrazku nize (viz obrazek 4).

Nutno dodat, Ze vS§echny zminéné strukturni modely HK jsou pouze teoreticky naznak toho,
jak skute¢né¢ HK vypadaji. Tyto hypotetické modely jsou odvozeny na zéklad¢é elementarniho
slozeni HK, piitomnosti funkénich skupin a v neposledni fadé¢ také na fyzikélnich
vlastnostech zkoumaného materidlu. Vzhledem k tomu, Ze pod pojmem HK se neskryva
pouze jedna konkrétni latka, je znalost exaktni struktury prakticky nedosazitelna. Pro
charakterizaci a popis HK se zatim tedy nejvice vyuziva prvkové slozeni zkoumanych
materiall, z ¢ehoz Ize také usuzovat o vyslednych vlastnostech téchto materiali.

Obrazek 4: Hypoteticka struktura huminovych kyselin podle Kickutha (1976) (vlevo) a Steelinkiiv
model huminovych kyselin (vpravo) [19].

3.1.7 Vyuziti huminovych kyselin

HK nachézeji uplatnéni v Sirokém mnozstvi obord, at’ jiz se jednd o primysl, zemédélstvi ¢i
jina spotiebitelska odvétvi. Diive byly HK hojné vyuzivany v energetickém primyslu coby
zdroj energie. V sou€asné dobé, pii rozvoji jinych zdrojl tepla a elektfiny (jaderna energetika)
a alternativnich zdroji (slunecni, vétrné ¢i vodni elektrarny), je proces spalovani uhli
v uhelnych elektrarndch co nejvice omezovan a to hlavné z ekologickych divodia. Nutnost
nahradit fosilni paliva ekologictéjSimi zdroji energie vedla védeckou spolecnost k
rozsahlému vyzkumu, vénovanému dal§im alternativnim moZznostem uplatnéni HL. Mezi
hlavni odvétvi, ve kterych lze vyuzit vlastnosti HL jsou fazeny nésledujici oblasti [9]:
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Zemédélstvi

Lidstvo vyuzivalo potencialu HK jiz od pradavna, aniZ by mélo ponéti, Ze pravé HK jsou
zodpovédné za zlepSovani kvality pudy ¢i zvySovani tdrodnosti péstovanych rostlin.
V zeméd¢lstvi je vyuzivano pozitivniho vlivu HK pfedevSim na obsah zivin a zadrzovéani
vody v pudé. HK jsou pouzivany v zemédélstvi coby aditivum k bézné pouzivanym hnojiviim,
pfedev§im ve form¢é humdatu sodného nebo draselného. V neposledni fad¢ ptispivaji k vyvoji
mikroflory ¢i vzniku pért v ptidé. Potencidlni vyuziti v zemédé€lstvi tkvi také v aplikaci HK
coby pfisad do krmiv pro hospodaiska zvirata, jelikoz byl zjistén pozitivni vliv na rist a vahu
dobytka, vzhledem k tomu, ze HK maji schopnost optimalizace pH v jejich travicim traktu [9].

Primysl

Tradi¢ni vyuziti HL v primyslovém métitku bylo donedavna spjato s uhlim v pramyslu
energetickém. V poslednich desetiletich bylo zjiSténo, Zze zasoby fosilnich paliv na nasi
planeté rapidné klesaji, proto bylo nutnosti nahradit nynéjsi fosilni paliva ekologictéjsi a
pokud mozno stejné vyhfevnou variantou, jako je uhli. Nemalé prostfedky byly vénovany
rozsahlému vyzkumu HL v této oblasti, jelikoz kombinace ekologickych paliv s potencidlem
HL se zd4 byt na ur¢itou dobu feSenim.

Dalsi vyuziti HL v primyslovém meétitku 1ze nalézt naptiklad ve stavebnictvi. V tomto
oboru se HL vyuzivaji coby plniva do cementd, které umoziuji fizeni vytvrzovani tohoto
materidlu, smacivost pfipravenych povrchti a jiné finalni vlastnosti. Na zavér nelze
opomenout vyuziti HL v primyslu keramickém. Zde se pouZivaji jako stabilizatory
keramickych suspenzi pfi manipulaci, pfevozu a vyrob¢ finalnich keramickych produkta [23].

Ochrana Zivotniho prostiedi

HL, konkrétn¢ pak HK jako jedna z jejich frakci, jsou schopny tvofit diky své struktufe a
vysoké afinité¢ vici béznym polutantim s ionty tézkych kovii pomérné stabilni komplexni
slouceniny a tim omezovat jejich migraci, biologickou dostupnost a potencidlni znecisténi
pudy. Potencidlni vyuziti ve form¢ imobilizantl ionti tézkych kovi je testovano predevsim na
médnatych iontech, které jsou diky své afinité a barevnosti soli povazovany za exemplarni
polutant, se kterym se HK v jejich pfirozeném prostfedi mohou setkat.

Farmacie a biomedicina

A%

z4jmu vyuzivani hydrogelovych forem reaktivnich biopolymerii k fizenému uvoliiovani latek
do téla pacienta. HK maji oproti ostatni biopolymeriim jednu nevyhodu, limitujicim faktorem
v pouziti HK ve farmaceutickém primyslu v Sirokém méfitku je jejich zbarveni, které nelze
odstranit klasickymi bélicimi prosttedky za souc¢asného zachovani vlastnosti HK.

Bézné se ovSem HK vyuzivaji pfi bahennich laznich ¢i 1écebnych bahennich zéabalech.
Vsechny tyto procedury jsou zalozeny na bazi HL. Velmi dobré review o aplikaci HK ve
farmaceutickém a biomedicinském priimyslu pfinasi reference [24].

3.2 Chitosan

Chitosan je ¢astecné deacetylovany biopolymer N-acetyl glukosaminu. Jedna se v podstaté
o kopolymer slozeny z dvou zdkladnich podjednotek spojenych B(1-4) vazbou [25]. Jedna se
o linearni polysacharid, nerozpustny ve vod¢, ale rozpustny ve slabych kyselinach (podle
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stupné deacetylace) jako jsou kyselina mravenci, kyselina octova aj. Podjednotky, ze kterych
je slozen jsou nasledujici: 2-acetamido-2-deoxy-D-glukopyranozu a
2-amido-2-deoxy-D-glukopyranozu [25].

Chitosan je vétSinou ziskdvan a také pramyslové vyrdbén z hojné se vyskytujiciho
linearniho polysacharidu — z chitinu  (B(1-4)-N-acetyl-D-glukosamin) — metodou alkalické
N-deacetylace (ucinkem 50 % hydroxidu sodného) [28]. V pfipadé chitinu je nutno fici, Ze se
jednd o druhy nejrozsitenéjsi polysacharid na zemském povrchu (ihned po celuloze). Chitin se
ptirozené vyskytuje v kutikulach hmyzu a bunéénych sténach hub a tvoti zdkladni slozku ulit
koryst (krabi, raci, krevety ...).

Chitosan patfi po strukturni strance mezi unikétni polysacharidy, jelikoz jako jeden z mala
se chova ve vodnych roztocich jako polykationt. Tento iontovy charakter je zptisoben tim, ze
chitosan ve své struktufe obsahuje volné aminoskupiny, které se ve slabé kyselych vodnych
roztocich protonizuji [27]. Chitosan se diky své struktuie (viz obrazek 5), funk¢énim skupindm
a jeho charakteru ve vodnych roztocich dostava do poptedi z4jmi mnoha védeckych a
vyzkumnych instituci. Je hojné¢ vyuzivan i1 v primyslovém meéftitku v Sirokém spektru
aplikacnich sfér. Struény ptehled aplikaci chitosanu je uveden v kapitole 3.2.2.

3.2.1 Vlastnosti a struktura chitosanu

Jak jiz bylo zminéno vySe, chitosan je cenén a hojné vyuzivan v primyslovém méfitku
v Sirokém spektru primyslovych odvétvi hlavné diky svym unikatnim vlastnostem. Fyzikalni
1 chemické vlastnosti chitosanu jsou uzce spjaty s jeho strukturou. Jak jiz bylo zminéno,
chitosan ve sv¢ struktuie disponuje volnymi aminovymi skupinami, coz z néj ¢ini ve vodnych
roztocich polykationt. Diky tomuto faktu se vyznacuje velkou a velmi dobie probadanou
schopnosti kompletace aniontovych sloucenin. I piesto, ze ve vodnych roztocich pfii
fyziologickém pH disponuje kladnym néabojem, zachovavd si chitosan dulezitou
vlastnost — bioadhezivitu [26]. Stru¢ny piehled vlastnosti a zplisobu jejich vyuziti je uveden
v tabulce nize (viz tabulka 3).

Tabulka 3: Specificke viastnosti chitosanu [26].

specificka vlastnost

aplikacni oblast

bioaktivita

prevence proti mikrobidlnimu ristu

biodegradabilita

zdroj uhliku pro bioinZenyrstvi

reaktivita aminoskupin

imobilizace enzymu

filmotvorné vlastnosti

textilni produkty s fizenou propustnosti

chelacni, adsorp¢ni vlastnosti

¢isténi odpadnich vod

Hlavni aplikacni sféry jsou poté uvedeny v nésledujici kapitole 3.2.2, pojednavajici o
vyuziti tohoto biopolymeru. Nutno dodat, Ze v pfirod¢ neexistuje €isty, 100 % acetylovany
chitin ani 100 % neacetylovany chitosan, vzdy se vyskytuje ve formé
kopolymeru acetylovanych a neacetylovanych glukosaminovych jednotek. Bézné
procentudlni zastoupeni N-acetylglukosaminovych jednotek v ptirode je 70 — 90 %.
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Obrazek 5: Strukturni vzorec chitosanu [31].

3.2.2 Vyutziti chitosanu

Chitosan diky svym vlastnostem nachazi uplatnéni v Sirokém spektru aplikaci, poc¢inaje
farmacii a biomedicinou pfes textilni primysl az po zemédé€lstvi. V lékaiskych a
farmaceutickych odvétvich je chitosan cenén hlavneé diky jeho biokompatibilit¢ a
biodegradabilité¢ [26]. Neni potom divu, ze nemalé¢ procento banddzi, lokalnich ocnich
implantatl nebo 1 télnich implantati mé zaklad pravé v chitosanu. Dal$i, neméné dilezité
pouziti chitosanu ve farmaceutickém primyslu je ve formé kapsuli s fizenym uvolfovanim
obsahu. Zde se vyuziva jeho postupné biodegradability, kdy s postupem c¢asu dochazi
k rozkladu chitosanové schranky transportovaného lé¢iva a do téla se poté postupné (fizenc)
uvolnuji ucinné latky. V biomedicinskych aplikacich je chitosan hojné vyuzivan coby
obvazovy materidl vzhledem ktomu, Ze podporuje hojeni ran a chrani rany pred
mechanickym poskozenim, znecisténim a infekci. V posledni dobé se na biomedicinském trhu
objevuji také samovstiebavaci chirurgické nité [30][32], které jsou na jednu stranu pevné a
pruzné, ale na druhou stranu nezanechévaji stehy, vzhledem k tomu, ze jsou opét vyrobeny na
bazi chitosanu, ktery je s postupem casu biodegradabilni. Chitosan se vyuziva také jako
antikoagulant [30], tedy jako latka zabranujici srdzeni krve. Na tento ucel se vyuziva
specidlné modifikovaného chitosanu, konkrétné karboxymethylovaného [30]. Chitosan se také
s oblibou vyuzivd na tvorbu kontaktnich cocek, vzhledem k tomu, Ze je biokompatibilni a
lidské t€lo ho pomérné lehce piijima.

Samostatnou kapitolou v oblasti aplikace chitosanu v biomedicinském odvétvi tvofi tzv.
scaffoldy. Tento pojem spadd do oblasti tkanového inZenyrstvi a vyuziva chitosanu coby
nosného média (,,leSeni*), slouziciho jako matrice pro rst novych bunék, tkéni ¢i dokonce
organi. Kmenové bunky bez rozliSeni plisobnosti jsou umistény na scaffold, s vyhodou se
vyuziva chitosanu pro tvorbu tohoto scaffoldu, vzhledem k tomu, Ze chitosan podporuje rist
bungk a jejich vyzivu. Timto zpisobem lze tedy uméle vypéestovat poskozenou ¢ast lidského
organismu. Pro tento zpisob aplikace se nevyuziva Cisty chitosan, ale vétSinou kompozitni
materidl (kompozit chitosanu a hydroxyapatitu) [34].

Chitosan je diky svym vlastnostem také hojné¢ vyuZivan v kosmetickém pramyslu,
vzhledem k tomu, ze disponuje fungicidnim a antibakterialnim efektem, dokéze zvlhcovat
pokozku a zlepSovat penetraci lipofilnich latek pies lidskou kiizi. Bé€zné je vyuzivan ve
vlasové kosmetice. Potencidlni vyuziti chitosanu lze nalézt v potravinaiském pramyslu [29].
Teoreticky Ize fici, ze chitosan v piipadé poziti je schopen vazat v lidském zaludku tuky, tim
padem by mohl fungovat jako odstranovac¢ tukl, ovSem toto vyuziti chitosanu jest¢ nebylo
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dostatecné experimentalné potvrzeno ani vyvraceno. V potravinaiském pramyslu ovSem
nachazi chitosan také své uplatnéni predevsim coby konzervant potravin.

Chitosanové pripravky jsou vyuzivany také v ostatnich odvétvich jako je zemédélstvi ¢i
ochrana zivotniho prostfedi. ZvySuji odolnost rostlin proti houbové, mikrobialni a virové
infekci. Dale 1ze na bazi chitosanu pfipravit rizné¢ modifikované sorbenty, vzhledem k tomu,
ze chitosan disponuje pomérné vysokou afinitou vici iontim tézkych kovi a tim padem je
schopen tyto ionty imobilizovat a omezovat tak jejich biologickou aktivitu a dostupnost.
Dokonce lze fici, Ze chitosan disponuje lep$imi sorpénimi schopnosti vici béznym
polutantiim nez zeolity [29].

3.3 Agaroza

Agardza s jejimi vyjimeénymi vlastnostmi je zndma jiz od pocatku 17. stoleti, kdy byl
objeven v Japonsku pravé diky jeho schopnosti gelovaténi. Agaroza je linearni polysacharid
tvofeny opakujicimi se monomernimi jednotkami agarobidzy. Agarobioza je disacharid
tvofeny stfidajicimi se galaktozovymi a 3,6-anhydrogalaktozovymi podjednotkami.
V podstaté se da fici, ze se jedna o zcela nenabity polysacharid, nicméné miize obsahovat
piimési nabitych sulfatovych a pyruvatovych skupin.

Agardza je ziskavana z motskych fas typu Agarophyte, coz je typicky Cervena fasa, ktera
ve své bunécné stén¢ vytvari hydrokoloidni formu agaru. Agar6za coby biopolymer vykazuje
zajimavé vlastnosti ptfedevSim z pohledu termickych vlastnosti, vzhledem k tomu, Ze se jedna
o termoreverzibilni polysacharid, to znamena, Ze vykazuje tzv. hysterezi pfi zméné teploty.

Co se tyce vlastnosti, je znamo, ze agardza je velmi dobfe rozpustna ve vodném prostiedi
pii teploté¢ nad 85°C a naopak nerozpustnd v chladné vod&. Agardza je schopna tvofit
termoreverzibilni hydrogel. Pfi chlazeni zahfatého roztoku agarézy dochazi k tuhnuti
(v teplotnim rozsahu 30 —40 °C) a vytvaii se polotuhd gelova hmota [36]. Néslednym
zahtfanim  nad  teplotu  tani  agarézy dojde  k opétovnému  pirevedeni do
roztoku — gelace agardzy je termoreverzibilni. Hysterezni chovani, které je pozorovano pfi
teploté tani korespondujici gel-sol procesu a také hysterezni chovani pfi teploté tuhnuti
odpovidajici sol-gel procesu je funkci chemické struktury [37]. Agardza zaujima jednoduchou
nebo dvojitou helikalni konformaci v pevném stavu. Ke gelaci dochazi pii agregaci dvojitych
helikalnich struktur, pfi teploté, ktera znacné zavisi na obsahu methoxylovych a sulfatovych
skupin, které jsou schopny ovliviiovat teplotu gelace agarézovych gelt. Tfidimenzionalni sit,
jejiz zakladem je asociace dvojitych helikéalnich struktur je stabilizovana vodikovymi vazbami.
Rozsahlejsi studium problematiky vzniku tfidimenziondlnich siti agarézovych hydrogeli
ze zékladnich vlastnosti charakterizujici gelové materidly — synereze. Termin synereze je spjat
se samovolnym vytlacovanim piebytecné kapaliny (disperzniho prostiedi) z noveé vzniklého
disperzniho systému, k némuz dochazi v disledku smr§t'ovani sitovité struktury pii starnuti
gelu. Tento jev se hojné vyskytuje u novych systém, které jesté nejsou v termodynamicke
rovnovaze. Je podporovan zvySenim teploty a v mnohych pfipadech také piidavkem
elektrolytu.

Vzhledem k tomu, ze teplota tuhnuti agardzy se pohybuje relativné blizko bézné teplote
lidského téla, z tohoto ditvodu je agardza hojné vyuzivana pro biomedicincké ucely.
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Obrazek 6: Strukturni vzorec linearniho polysacharidu agarozy [35].

3.3.1 Vyuziti agarozy

Agar6za, coby linearni polysacharid nachdzi mnoho wuplatnéni v biomedicinckych
aplikacich a jeji piihodné vlastnosti jsou také Siroce vyuzivany v potravindiském primyslu.
Uceleny ptehled aplikaci tohoto pfirodniho polysacharidu poskytuji reference [40], [41].
Jednoduse feceno, agar6za miize byt pouzita v nasledujicich odvétvich spotiebniho primyslu:
farmacie, potravinaistvi, biomedicinské aplikace, dale jako separaéni médium, purifikacni
médium aj. Separani a purifikaéni vyuziti agardzy piedstavuje samostatnou kapitolu ve
vyuziti tohoto materialu, vzhledem k tomu, Ze agardza se hojné vyuziva ke gelové permeacni
chromatografii (GPC). Dalsi vyuziti tkvi v gelové elektroforéze, kde agardza plisobi jako
vhodné médium, ¢i lépe feceno vhodny nosi¢ pro elektricky nabité molekuly. Gelovou
elektroforézou za pouziti agarozy lze naptiklad separovat jednotlivé nukleové kyseliny ze
struktury lidské DNA. Principem gelové elektroforézy je pohyb zdporné nabitych molekul
DNA v elektrickém poli smérem k anodé.

Agardza je také rozSifena jako médium pro rist mikroorganismi, coz je Uzce spjato
s vyuzitim tohoto materidlu v biomedicinskych aplikacich. Zatimco v potravinaiském
prumyslu jsou preferovany agar6zové gely s nizsi koncentraci, v biomedicinskych aplikacich
jsou vyzadovany hydrogely s vyS$i mechanickou odolnosti, a tudiz se pouzivaji
koncentrovanéjsi agarézové gely. V biomedicinskych aplikacich je agar6za nejvice cenéna
z pohledu tkanového inzenyrstvi, jak jiz bylo zminéno vyse, jevi se jako vhodné médium pro
rust mikroorganismti ¢i napiiklad lidskych tkani. Z tohoto divodu lze agarézové gely
vyuzivat, stejn¢ jako diive zminovany chitosan, pfi ptiprave bioinzenyrskych scaffoldii.

3.4 Gelové systémy

3.4.1 Uvod do problematiky gelovych disperznich systémi

Pod pojmem disperzni soustava se skryvd termodynamicky systém tvofeny minimalné
dvéma vzijemné nemisitelnymi fadzemi. Jedna z fazi se nazyvd disperzni prostiedi
(dispergens), kterd zaujima vétSinovy podil celkového objemu ¢i hmotnosti disperzni
soustavy. Druhou fazi je disperzni podil (disperzum), coz jsou pevné, kapalné ¢i plynné
¢astice rozptylené praveé v disperznim prostredi.

Déleni disperznich soustav

Existuje velké mnozstvi disperznich soustav klasifikovanych dle riznych kritérii. Tato
kapitola by méla pfinést uceleny pohled na de¢leni disperznich soustav. Disperzni soustavy
mohou byt déleny dle [39]:
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o podle poctu fazi systému
o homogenni — disperzni podil i1 disperzni prostiedi tvoti jednu fazi

o heterogenni —disperzni podil je od disperzniho prosttedi oddélen
mezifazovym rozhranim;

. podle velikosti ¢astic disperzniho podilu

o hrub¢ disperzni — linedrni rozmér ¢astic vétsi nez 500 nm (n€kdy se uvadi
hranice 1 000 nm),

o koloidné¢ disperzni — linedrni rozmér ¢astic vrozmezi 1 —500nm
(resp. 1 000 nm),

o analyticky disperzni — linearni rozmér ¢astic mensi nez 1 nm;
. podle tvaru ¢éstic
o globularné disperzni — soustavy s izometrickymi ¢asticemi,

o laminarné disperzni — soustavy s anizometrickymi, jejich rozmér je fadove
mensi neZ ostatni,
o fibrilarné disperzni — s anizometrickymi ¢asticemi, jejichz jeden rozmér je
radove vetsi nez ostatni;
. podle skupenstvi disperzniho prostiedi (viz. tabulka 4)

Tabulka 4: Déleni disperznich soustav dle skupenstvi disperzniho prostredi [39].

disperzni disperzni disperze
prostredi podil koloidni hrub¢ disperzni
plynny — —
plynné kapalny aerosoly (mlha) dest’
pevny aerosoly (dym) kouf
plynny pény bublina, péna
kapalné kapalny emulze emulze
pevny lyosoly suspenze, gel
plynny tuhé pény mineraly s uzavienymi plyny
pevné kapalny tuhé emulze mineraly s uzavienymi kapi¢kami
pevny tuhé soly eutektika
o podle struktury disperzniho podilu

o systémy s disperznim podilem ve formé ¢astic,

o systémy s ¢asticemi disperzniho podilu vytvartejici souvislou prostorovou sit’,
ktera prostupuje kapalné disperzni prostiedi (gely);

o podle rozdéleni velikosti ¢astic

o monodisperzni (uniformni) — Castice stejné velikosti,
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o paucidisperzni — systémy obsahujici n¢kolik diskrétnich velikostnich frakci
¢astic,

o polydisperzni (neuniformni) — obsahuje ¢astice mnoha riznych velikosti.

Koloidni disperze

Jedna se o heterogenni disperzni soustavu obsahujici disperzni podil o velikosti koloidnich
¢astic (1 —500 nm). Pod pojmem heterogenni disperze se skryva systém, v némz disperzni
podil a disperzni prostredi predstavuji dveé rizné faze, vzdjemné nemisitelné. Disperzni podil i
disperzni prosttedi jsou od sebe odd€leny mezifazovym rozhranim, které vyrazné ovliviiuje
finalni vlastnosti dané koloidni soustavy. Jsou pfipravovany bud’ z velkych ¢astic dispergaci
nebo z pravych roztoki kondenzaci. Disperzni soustavy jsou termodynamicky nestabilni,
samovoln¢ zanikaji. Slozenim a pfipravou se podobaji hrubym disperzim, 1isi se vSak
rozmérem castic.

Koloidni disperze jsou disperzni soustavy s velikosti dispergovanych ¢astic viditelnych
ultramikroskopem (Ize pozorovat Browniiv pohyb) nebo elektronovym mikroskopem. Jejich
linedrni rozmér je natolik maly, Ze prakticky nesedimentuji. Co se tyce difuze, tak prochazeji
béznymi filtry, ovSem neprochdzeji béZnymi semipermeabilnimi membranami, na to je jejich
polomér moc velky. Jednou z dal$ich unikatnich vlastnosti je, Ze rozptyluji prochazejici svétlo,
pokud paprsek prochdzi prostiedim, které malo absorbuje mikroskopické castecky, které
odklan¢ji prochazejici svétlo, ¢imzZ se paprsky stavaji viditelnymi v podobé kuZzele.

Koloidni soustavy lze rozdélit dle vztahu disperznich €astic k disperznimu prostfedi na
lyofilni a lyofobni. Lyofilni soustavy jsou charakteristické tim, ze disperzni Castice vykazuji
urcitou afinitu k Casticim disperzniho prostfedi. Lze tedy fici, Ze disperzni Castice jsou
solvatovany na svém povrchu molekulami disperzniho prostfedi. VétSinou se jedna o
reverzibilni (vratné) disperzni soustavy. Jako ptiklad l1ze uvést bilkoviny, polysacharidy ¢i
mydla. Naopak tzv. lofobni koloidni disperze nevykazuji afinitu vi¢i molekulam disperzniho
prostiedi, jsou tedy v daném disperznim prostfedi nerozpustné. Jsou pfipravovany uméle.
Jednd se o ireverzibilni (nevratné) soustavy, které jsou velmi citlivé na jakékoliv vné&jsi
zasahy, napiiklad pfidanim malého mnozstvi elektrolytu dochéazi ke koagulaci a vzniku
vlockovitych agregatii.

3.4.2 Vyuziti gelu

S pojmem gel se setkavame dnes a denné, aniz bychom o tom vibec védéli. Gel, konkrétné
hydrogel se vyskytuje také ve velké mife v lidském téle (pojivové tkané, oko ...),
pravdépodobné z tohoto diivodu je lidské t¢lo tvoieno ze dvou tietin vodou.

Gely jsou disperze pevnych latek v kapalném prostiedi. Dispergované latky jsou v tomto
pfipadé tuhé latky, jejich spojovanim vznikd sitovana struktura obvykle koloidni velikosti
(1 —500 nm). Gely jsou z velké ¢asti tvotfeny disperznim prostiedim, v ptipad¢ hydrogelt se
jedné o vodu. Tvorbou souvislé struktury dojde k omezeni pohyblivosti disperzniho podilu,
ktery mize vykonavat pouze vibracni pohyb [42]. Lze je tedy povazovat za jakousi nadrz na
vodu ¢i vodny roztok. I pfesto, ze jsou tvoreny prakticky vétSinovym podilem disperzniho
prostiedi, vynikaji nékterymi unikatnimi vlastnostmi.. Z tohoto diivodu hraji hydrogely velmi
dilezitou roli v oblasti hospodafeni s vodou v zivych organismech, stejn¢ tak v oblastech
nezivé ptirody. Se studiem a vyuziti gell se 1ze setkat v mnohych oborech lidské ¢innosti. Na
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bazi hydrogelli je zaloZeno spousty primyslovych a environmentalnich aplikaci, pocinaje
kontrolovanym uvolnovanim vody v zemédélskych aplikacich ptes lékaiské a zdravotnické
vyuziti v podobé rliznych suprasorbenti coby zdravotnickych textilii. Dobré review o
aplika¢nich formach hydrogelll nabizi reference [43]

3.4.3 Vznik gelovych systému

Gel je z hlediska struktury trojrozmérna nekoncend sit’, ktera vytvaii souvislou strukturu
prostupujici celym disperznim prostiedim. Spojité je nejen disperzni prostfedi, ale také
disperzni podil. Jak jiz bylo zminéno vySe, disperzni Castice jsou upevnény v disperznim
prostiedi a jsou schopny vykonavat pouze vibra¢ni pohyby, nejsou schopny se samovolné
pohybovat mezi molekulami disperzniho prostfedi (odliSnost od kapaliny). Sily poutajici
disperzni ¢astice mezi molekulami disperzniho prostredi se nazyvaji adhezni sily a maji ptiivod
bud’ ve fyzikalni ¢i chemické podstate.

Gely vznikaji procesem zvanym gelace. Jednd se o proces, pfi némz se spojovanim
koloidnich ¢astic disperzniho podilu v souvislou strukturu vytvaii a postupné zpeviluje
prostorova sit’ — vznika gel [39]. Proces gelace muze byt zplisoben jednim z nasledujicich
procest: zménou fyzikalniho stavu roztok, timto zpiisobem vznikaji fyzikaln¢ sitované gely;
chemickou reakci, ¢imz lze pfipravit gely kovalentni; bobtnanim xerogelu, coz lze realizovat
pouze u hydrogelti reverzibilnich pfidanim disperzniho prostfedi, v ptipadé hydrogelu,
pfidanim vody.

Proces gelace je charakterizovan tzv. bodem gelace [44]. Bodem gelace je nazyvéan
pomérné kratky casovy usek, pfi némz je vytvofena nekone¢na trojrozmérnd sit’, coz lze
charakterizovat tim, ze nov¢ vytvofend trojrozmérna sit ma rozméry totozné
s makroskopickou gelovou fazi.

3.4.4 Klasifikace gelovych systémi

Nejbéznéjsi déleni gelti je dle jejich chovani ¢i charakteru ve vysuSeném stavu [43].
Odstranénim disperzniho prostfedi vznikad z pavodniho lyogelu tzv. xerogel, coz piedstavuje
pouze pevny zbytek z piivodniho gelu (susina). Podle charakteru chovani zminéného xerogelu
1ze tedy gely rozd¢lit nasledovné:

o reverzibilni gely — tento typ gell pfi vysouseni zmensuje svilj objem, az dojde k Gplnému
odstranéni volného disperzniho prostfedi a vzniku kompaktniho xerogelu. Tyto kompaktni
xerogely jsou poté schopny prechdzet do pivodniho stavu lyogelu procesem zvanym
bobtnéni, v podstate se jedna o pfijimani disperzniho prosttedi do struktury xerogelu.

e ireverzibilni gely — tento typ gell je charakteristicky tim, Ze si pfi vysouSeni si udrzuje
prakticky stejny objem jako ptivodni lyogel. Tento typ gelt ve vétSiné ptipadid vznika
gelatinizaci lyofobnich sold. Pfi styku s disperznim prostiedim je sice schopen xerogel
z ireverzibilnitho gelu ¢aste¢né nabobtnat a nasorbovat ur€ité mnoZstvi disperzniho
prostfedi, ovSem do ptvodniho stavu lyogelu se jiZ nevraci.

3.4.5 Vlastnosti gelovych disperznich soustav

Mechanické vlastnosti
Jak jiz bylo zminéno vyse, gel je disperze pevnych cCastic (disperzni Castice) v kapalném
disperznim prostiedi. I pfes tento fakt maji gelové systémy nekteré vlastnosti typické pro tuhy

21



stav. Jednémi ztéchto vlastnosti jsou mechanické vlastnosti. Gelové systémy odolavaji
ur¢itému mechanickému napéti az do urCité hodnoty tecného napéti (hodnota kritického
napéti) a pod touto hodnotou se tedy chovaji jako tuha elasticka télesa. Po piekroceni hodnoty
kritického te¢ného napéti dojde k nevratné deformaci vnitini struktury gelu a gel se tedy poté
chova jako viskézni kapalina. Proto lze fici, Ze gelové systémy vykazuji typické chovani
viskoelastického charakteru.

Pfi nizkych smykovych rychlostech se gel chova jako modelové kapalné téleso, €ili jeho
viskozita je prakticky konstantni (neméni se s proménnou smykovou rychlosti), ovSem pfii
vysSich smykovych rychlostech dojde ke zméné¢ chovani gelového systému, takovy systém se
zatne chovat jako tuhé elastické téleso, coz potvrzuje pokles viskozity se stoupajici
smykovou rychlosti.

Kritickd hodnota te¢né¢ho napéti se liSi vzorek od vzorku. Hlavnimi faktory, které ji
ovliviiuji, je predev§im koncentrace vzorku a také pevnost uzli daného materidlu. Gely
obsahujici ve své struktufe mensi pocet vazeb jsou obvykle zna¢né elastického charakteru.
Nekteré plastické a pseudoplastické gely se pti smykovém namahéani vyznacuji tixotropnimi
vilastnostmi [44]. Smykovym naméahanim je rozuméno tfepani, michani, odstted’ovani apod.
Zpocatku jsou gely s tixotropnimi vlastnostmi charakteristické vysokou zdéanlivou viskozitou,
ktera se postupné s pusobicim smykovym namahanim snizuje. Pokud je gel ponechéan v klidu,
ptvodni struktury se opét obnovuji a zdanlivda viskozita takového gelu se zvySuje a
asymptoticky se piiblizuje hodnoté zdanlivé viskozity ptivodniho gelu. Tixotropni vlastnosti
vykazuji gely s riznou pevnosti uzli ve své struktute, jelikoz pfi mechanickém namahéni se
zacnou nejprve porusovat nejméné pevné vazby a soustava se tim padem rozpada na velké
celky, které se jiz nejsou schopny spojit do piivodni struktury a vytvofit tak gel s pivodnimi
vlastnostmi. U nékterych geli nastdva opacny jev zvany reopexie, mechanické namahani
podporuje vznik gelu [45]. Tixotropni chovani n¢kterych gelovych systému je naznaceno na
obrazku nize (viz obrazek 7).

sol
T xy = konst. Ty ()

-
(8L
&
[72]

Obrazek 7: Tixotropické viastnosti gelovych systémii [46].

Na tokové kiivce téchto systému se objevuje hysterezni smycka — prubéh naméiené kiivky
pfi pravidelném zvySovani napéti se neshoduje s pribéhem naméefenym pti jeho snizovani, jak
je zfejmé z [45].
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Obrazek 8: Pritbeh tokové kifivky pro tixotropni a newtonovskou kapalinu [46].

Zietelné tixotropni vlastnosti lze pozorovat u nékterych reverzibilnich a nereverzibilnich
gelii poutanych fyzikalnimi spoji. Jsou-li sily poutajici plivodni disperzni ¢astice do sitované
struktury velmi slabé, je mozno gel vice ¢i méné prudkym protfepavanim pievést opét
do stavu sol, mechanickymi G¢inky se rusi slabé vazby mezi ¢asticemi. Zistane-li tekuty sol
stat v klidu, vazby mezi ¢asticemi se opét zacnou obnovovat, dochdzi opét ke zgelovaténi
takového systému a viskozita postupné nabyva piivodni hodnoty.

Anizotropie gelii

Vétsina gell prirozené se vyskytujicich v rostlinach a zivocisném téle vykazuje anizotropii,
ktera vychazi z podminek tvorby téchto gelt. Pfi¢inou anizotropie uméle piipravenych gelu je
obvykle jejich nerovhomérnd deformace pii tvorbé nebo nerovnomérnd objemova kontrakce
pii vysouseni. U téchto gelli jsou vlastnosti jako roztaznost pifi bobtnani, smrStovani pii
suseni a také optické ¢i mechanické vlastnosti riizné v riiznych smérech [21].

Synereze

U cerstvych gell, reverzibilnich i nereverzibilnich, dochazi k fadé¢ samovolnych jevi,
nebot’ tyto systémy nejsou v termodynamické rovnovéaze. Pii tomto dé&ji, ktery se nazyva
synereze neboli starnuti, rosté pocet sty¢nych bodi, sitovita struktura se smrstuje a s ni 1 cely
gel. Cast disperzniho prostiedi je vytlatovana a vyméSovana ze struktury gelu [47]. Dgj
synereze je podporovan zvySenim teploty a u mnohych gel, at’ uz reverzibilnich ¢i
ireverzibilnich také ptidavkem elektrolytu.

Elektrickad vodivost a difuzivita

Elektricka vodivost gelovych systému, jejichz disperzni prostiedi obsahuje disociované
nizkomolekularni elektrolyty, zlstava témet vzdy stejné vysoka jako v solu, vzhledem k tomu,
ze malé molekuly a ionty rozpusténych latek se pohybuji v disperznim prostiedi v prostorach
mezi disperznim podilem témét stejné rychle jako v odpovidajicim solu.

Taktéz difuzivita nizkomolekularnich latek v gelu je jen o néco malo mens$i, nez
v pivodnim solu, z né¢hoz gel vznikl. Tento fakt je dodrzen i1 piesto, ze pii gelaci prudce
vzrista viskozita soustavy. Diky sitovité struktufe neni difuzivita nizkomolekularnich iontii
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v gelech témét ovliviiovana proudénim ani tepelnymi konvekcemi. NeruSend difuze v gelech
umoznuje vznik tzv. Liesegangovych obrazcu. Jestlize do gelu, ktery obsahuje néjakou
nizkomolekularni latku, difunduje dalsi latka, ktera s ni miize tvofit nerozpustnou slouceninu,
probiha srazeci reakce jen v urcitych zénach soustavy, které se stiidaji se zonami, v nichz se
srazenina netvoii [39].

3.5 Difazni procesy

3.5.1 Obecné principy difuze

Difuzi lze povazovat za proces samovolného vyrovnavani koncentraci v prostiedi
obsahujicim koncentra¢ni gradient. V podstaté se jednd o samovolny pohyb molekul ¢i Castic
z jednoho mista na druhé v navenek nehybném prostiedi. Tento mikroskopicky transport
¢astic je zpusoben tzv. Brownovym pohybem [48]. Lze tvrdit, ze pohyb kazdé¢ molekuly je
zcela nahodily, €ili ¢astice se nepohybuji po pfedem presné danych trajektoriich. Toto tvrzeni
l1ze akceptovat pouze z pohledu mikroskopického métitka. V pohledu makroskopickém Ize
pozorovat pouze pohyb Castic (molekul) z prostiedi s nizsi koncentraci do prostiedi s vyssi
koncentraci [49].

Hlavni hnaci silou difuznich procesi je rozdil koncentraci transportované slozky ve dvou
mistech. Spojenim prvnich dvou zakladnich termodynamickych zakont vyplyva, ze pfi
konstantnim tlaku a teploté je zména Gibbsovy energie je rovna maximalni préci (jiny typ
prace nez objemova) [49], kterou mize vykonat jeden mol latky pfi transportu z mista
s chemickym potencidlem ¢zdo mista schemickym potencidlem gtdp V piipade, ze
uvazujeme systém, ve kterém je chemicky potencial zavisly na x (prostorova soutadnice),
poté dostavame rovnici (1) dle [50]:

dw=(a—”j dx, (1)
ox o7

pokud poté porovname vyse uvedenou rovnici (1) s teoretickym predpokladem vyjadieni
prace:

dw = —Fdx, (2)

kde symbol F ptredstavuje silu, ptsobici v opaéném sméru. Spojenim dvou vyse uvedenych
rovnic (1) a (2) lze tvrdit, ze gradient chemického potencialu pfi konstantnim tlaku a teplot¢,
1ze interpretovat jako silu ptisobici v opaéném sméru na 1 mol ¢astic. JelikoZ plati rovnice (3).

__[om
F= (ax ljdx 3)

Tato sila vyjadfuje spontanni tendenci €astic k rozptyleni. Jeji podstata je podle druhého
termodynamického zdkona v tom, ze chemicky systém vzdy zvySuje svou entropii neboli

v

Samotna rychlost difuznich procesii je piimo imérna velikosti ¢astic a naopak nepifimo
zavisla na odporu prostiedi, ve kterém difuze probiha. Dal§imi aspekty, které ovlivituji priabch
difuze, jsou samoziejmé tlak a teplota a v neposledni fadé také velikost transportovanych
Castic a viskozita. Obecné Ize ale fici, ze difuze je v porovnani s jinymi molekularnimi
procesy méné¢ teplotné zavisla [17].
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3.5.2 Fickovy zakony

Diftzni procesy jsou zplisobeny neuspofadanym pohybem molekul, jak jiz bylo zminéno
vyse. Stejné tak transport tepla kondukci ma zéklad ve stejném principu jako difuze.
Souvislosti mezi témito dvéma dé&ji si poprvé v§imnul némecky fyzik Adolf Eugene Fick,
ktery jako prvni poloZil zéklad a popsal elementarné princip difuze. Teoretické pfedpoklady
difuze v isotropnich mediich vychéazi z toho, ze celkovy jednorozmérny difuzni tok skrz
jednotkovou plochu je pfimo umérny koncentracnimu gradientu dle rovnice (4) [49].

Ji=Aj =40 % @)
ox

symbol A4 ptedstavuje velikost plochy, pies kterou dana latka difunduje, symbol j
charakterizuje difuzni tok ptes jednotkovou plochu, ¢; pfedstavuje molarni koncentraci dané
latky a konecné symbol x je vzdalenost. Koeficient D, charakterizuje miru mobility molekul
v dané latce, Casto je oznacovan jako difiizni koeficient nebo také difuzivita. Jedna se o velmi
dalezity parametr v porovnavani diftznich procesti. Rozmérové se jednd o veli¢inu
s jednotkou m*s ™.

Pokud chceme mluvit o difiznich procesech, musime si uvédomit, ze pti diftizi nedochazi
pouze k difuizi jedné latky (z koncentrovanéjsiho prostfedi do méné koncentrovaného). Difuze
se tyka vSech latek v systému, které se v daném systému mohou pohybovat. V tomto textu
budou vzdy uvedeny pouze rovnice pro jednu difundujici latku, ovSem je potieba si uvédomit,
Ze tyto rovnice nepopisuji cely systém. V piipad¢, ze uvazujeme systém s dvéma latkami, pro
popis systému jsou tedy nezbytné dvé€ rovnice popisujici diftizni tok, z nichz kazda z nich
popisuje diftzni tok jedné latky. Je nutné si uvédomit, ze difuzni toky obou latek jsou
vzajemné sprazené. Pokud existuje difuzni tok slozky 1, zpiisobeny jejim koncentra¢nim
gradientem, musi existovat i stejné¢ velky difuzni tok slozky 2, zpisobeny opacnym
koncentracnim gradientem slozky 2 oproti slozce 1 [51]. Z tohoto divodu je jedna rovnice
popisujici difuzni tok jedné latky v systému dostacujici.

Difuzni procesy jsou popsany a charakterizovany zakladnimi difiznimi zakony — Fickovy
zékony. Prvni Ficktiv zdkon (FZ) Ize popsat nize uvedenou rovnici:

Ji==D, -gradc,. ()

Difuizni tok ma v této rovnic charakter vektorové veliCiny a odpovidd mnozstvi difundované
latky pfes jednotkovou plochu systému za jednotkovy cas. Jednotkou difuzniho toku je
mol-m~ -s™'. Diflize probiha proti sméru koncentraéniho gradientu, z tohoto dfivodu se na
prave stran€ rovnice (5) vyskytuje znaménko minus.

V piipadé difuze, ktera probihd ve sméru jedné osy (stacionarni diftze), lze rovnici (5)
upravit do jednodussiho tvaru:
oc,

Ji=-D; L,

(6)

hnaci silou v ptipad¢ stacionarni difize, kterou popisuje rovnice (6) je koncentracni gradient
pouze ve sméru osy X.

K popisu nestacionarni difuze velmi dobte poslouzi Druhy Fickitv zakon. Narozdil od vySe
uveden¢ho Prvniho Fickova zdkona bere Druhy Ficklv zakon v ivahu zménu koncentrace
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v pribehu ¢asu [45]. V ptipad€ platnosti nezavislosti difizniho koeficientu na koncentraci, ma
Druhy Fickliv zakon pro nestacionarni difiizi tvar rovnice (7).

% =div(D, - grad c,)= D, -div grad c, . (7)

Jako v pfipad€ rovnice (5), Ize 1 vySe uvedenou rovnici pro Druhy Fickliv zakon
zjednodusit v tom smyslu, ze difize probiha pouze ve sméru osy x.
oc o’c
_l = D . 21 5 (8)
ot ox
vyse uvedend rovnice (8) je analogicka k rovnici vedeni tepla viz reference [52]. Proto pfii
feSeni velké vétsiny difuznich experimentti 1ze hledat analogii s problematikou vedeni tepla,
v piipad¢, ze jsou zadany pocatecni a okrajové podminky celého experimentu.

3.5.3 Jednoduché difuzni modely
Konkrétni teSeni jednotlivych difuznich problémi je ve vétSin€ pripadi znacné
komplikované. Proto byla vytvofena databdze diftiznich modelii feSicich problematiku

difaznich experimentt. Valnou vétSinu téchto modela publikoval fyzik a matematik britského
ptvodu John Crank [53].

Jedny z nejjednodussich teSeni diftzni problematiky se velmi Casto dva modely: model
difuze skrz tenky film a model volné difiize. Zminéné dva modely stoji na okrajich Sirokého
spektra vSech zakladnich difiznich modelt.

Difuze skrz tenky film

Tento model predpokladd jednosmémou difizi ve sméru osy x mezi dvéma dobie
michanymi roztoky o riznych koncentraci ¢; a ¢, skrz tenkou diftzni bariéru. Pfedpokladem
pro tento model je fakt, ze difuze probiha dostatecn¢ dlouhou dobu. Pokud jsou splnény vyse
uvedené podminky pro tento model, Ize tvrdit, Ze nedochazi k akumulaci latky na fazovém
rozhrani (tenkd difuzni bariéra), lze tedy tvrdit, Ze nedochazi v tenké diftzni bariéie
k akumulaci difundované latky, tok latky do bariéry je tedy stejny, jako tok latky z bariéry.
V tomto piipad¢ se tedy jednd o difuzi ustdlenou. Druhy Fickav zakon poté piejde do tvaru
rovnice (9).
o’c,

0=D-—5, )

difizni koeficient D je v tomto piipad€¢ konstantni. Naslednymi Upravami vySe uvedené
rovnice a zavedenim okrajovych podminek ¢, =¢,, pro x=0a ¢, =¢, pro x =1 ziskdvame

modifikovany Druhy FZ ve tvaru (viz rovnice 10):

S27% 2 (10)
¢y —¢o |
Z rovnice (10) je patrné, ze koncentracni profil ve filmu je linedrni a zavisi pouze na
okrajovych koncentracich a podminkach a na tloust'ce filmu /. Protoze difiizni tok neni casové
zéavisly, celkové mnozstvi latky, transportované skrz tenkou vrstvu, roste s ¢asem linearné
[55]. Rovnici (10) Ize poté upravit do tvaru pro difuzni tok latky 1 tenkou diftizni bariérou.
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Tato rovnice ma poté tvar (11):

oc, D,
le—Dl-a—xl:Tl-(cm—c”). (11)

Volna difuze

V tomto difiznim modelu lze ptedpokladat difuzni proces, ktery zac¢ind na rozhrani a
castice difunduji do ,,nekone¢ného* prostoru. Difuzni prostor je tak dlouhy, Ze castice
nedosahnou jeho konce v méfeném case.

Na pocatku obsahuje médium konstantni koncentraci substance 1. Nahlym zvysSenim jeji
koncentrace na rozhrani dojde k vytvoteni lokdlniho koncentra¢niho gradientu a latka zapoc¢ne
difazi hloubéji do média. Zména koncentrace na rozhrani tedy zplsobi vznik casoveé
proménného koncentracniho profilu latky 1 v médiu. Cilem feSeni problému je zjistit, jak se
meéni koncentracni profil difundujici latky se zménou jeji koncentrace na rozhrani a s Casem

[55].
Reseni volné difuze lze ziskat z diferencialni rovnice (8) pro okrajové podminky, uvedené
nize: t=0 vSechna x ¢ =,
t>0 x=0 ¢ =¢,
X=00 ¢ =q

00

Matematickou upravou Fickovych zakont Ize poté ziskat nasledujici rovnice (12) a (13) [53]

L R S (12)

1o ~ €10 NA4Dt

1/ (CIO €1 exp( 4-D, tJ (13)

Z rovnice (13) je patrné, ze difuzni tok charakterizujici volnou diftizi je funkci plochy a casu.
Narozdil od difaze vtenkém filmu, kde zdvojndsobenim hodnoty difuzniho koeficientu
vzroste difuzni tok dvakrat, v pfipad¢ volné difize dojde pifi zdvojndsobeni difuzni
koeficientu ke vzristu difizniho toku pouze na hodnotu V2 nésobku.

o ¢as
C’ T e, > t= oo
*o‘ t...' --.-.......--.. , — 3
10 | L 'H. '.IJ"""ar.-...,I f-h“'“'""-l-.

| ... ..".:_ .-.w--- LT
| - Tay o - o
: ’i - - T ., SN Emmmgaa
Cp —+ o0 o

Obrazek 9: Koncentracni profil pro pripad volné difiize [8].
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Difuze s chemickou reakci

Ve vSech vySe zminénych ptipadech bylo ptfedpoklddano, Ze substance difundujici do
prostiedi je vtomto prostfedi chemicky inertni. Casto oviem dochazi pfi difiznich
experimentech k chemické reakci mezi difundujici latkou a okolim. V ptipad¢ difuze

s chemickou reakci je nutnosti vyjadiit casovou zménu koncentrace difundujici latky 1 (14)
[52].

ac, 9
—=——r. 14
o ox ! (14
Dosazenim difuzniho toku do rovnice (6) dostavame tvar rovnice (15):
oc, o’c
—L =D -—t+r, 15
ot G S (13)

kde r; predstavuje rychlost zaniku substance 1 (nebo vzniku latky 2) zplsobenym
chemickymi reakcemi v daném systému, pokud uvazujeme jednotkovy objem a proces trvajici
jednotku ¢asu. Zminéna rychlost vzniku latky 2 ¢i rychlost zaniku latky 1 lze vyjadfit reakei
prvniho fadu (napt. vznik komplext v gelech huminovych kyselin) rovnici (16).
oc, Oc,
p=——Ll="2cf.c, 16

=T T i (16)
kde k ptedstavuje rychlostni konstantu reakce prvniho fadu. Dosazenim za vyraz r; do rovnice
(14) ziskdvame nésledujici rovnici (17)
d’c, _0cy 0’

oc c
a_rl_ Vot o :D"ale_k'cl' 17

Za ptedpokladu, Ze reakce, v jejimz disledku dochazi k imobilizaci difundujici latky,
probihé velmi rychle v porovnani s rychlosti difuze, 1ze predpokladat vznik lokalni rovnovahy
mezi volnymi a imobilizovany frakcemi difundujici latky

c,=K-c. (18)
Za tohoto ptedpokladu poté rovnice (17) ptechdzi do nasledujiciho tvaru

% _p 0 g 0

-D. - , 19
ot ox’ ot (19
2
O, __ D 0 il ’ (20)
o0 K+1 ox
coz je obdoba rovnice druhého Fickového zdkona pro difuzi. Substituci za vyraz vl
+

ziskavame vztah pro efektivni hodnotu difizniho koeficientu. Pod timto pojmem se skryva
hodnota zdanlivého difizniho koeficientu, pod nimz je zahrnuta chemicka reakce a jiné vlivy.
Chemicka reakce vtomto pfipadé nemeéni matematicky popis difuznich procesii, pouze
upravuje velikost difuzniho koeficientu.
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3.5.5 Difuzni koeficient

I pfes fakt, ze stanoveni piesné hodnoty diftzniho koeficientu je pomérné naro¢né, co se
tyCe presnosti, 1ze pomoci nékterych vybranych difuznich technik stanovit difizni koeficient
s odchylkou od skute¢né hodnoty v rozmezi 5 — 10 %. V této kapitole budou zminény nékteré
z nenaro¢nych a lehce realizovatelnych difuznich technik, pomoci nichz Ize stanovit difuzni
koeficient. Budou zminény pfedev§im ty metody, které se vyznacuji néjakou specifickou
vlastnosti ¢i nékterymi specifickymi vyhodami.

Co se tyce analytické metody pouzité ke stanoveni zmény koncentrace, z které 1ze nasledné
vypocitat rychlost difuze, difuzni koeficient aj. a timto zpisobem charakterizovat cely difuzni
proces, tak jako nejvhodnéjsi a nejelegantnéjsi se jevi klasické spektrometrické ¢i optické
metody. S oblibou jsou tedy pro difuzni procesy pouzivany substance, které jsou schopny
absorbovat urcitou ¢ast spektra. Pfehledné review tykajici se analytickych metod pouzivanych
pro difizni experimenty piinasi reference [61] a [62].

Stanoveni difiizniho koeficientu metodou Stokesovy diafragmové cely

Zminéna metoda se vyznaCuje pomérné velkou ptesnosti, v urCitych ptipadech se da
doséhnout snizeni relativni chyby az na hodnotu 0,2 %. Bezesporu dalsi vyhodou této metody
je fakt, ze se jednd o pomérné levnou metodu pro studium difaznich procest, predevsim
z tohoto diivodu se jevi stanoveni difizniho koeficientu metodou Stokesovy diafragmové cely
jako bézna startovni metoda pro nastielové experimenty tykajici se at’ jiz diftize kapalin ¢i
diftize plynt. Pravdépodobné nejvétsi nevyhodou této techniky se pomérné velkd spotieba
difundujicich roztoki skrz porézni prepazku.

Obrazek 10: Diafragmova difuizni cela (PermeGear, Inc.).

Jak je patrné z vySe uvedeného obrazku 10, diafragmova difuzni cela obsahuje dvé
oddélené komory, horizontdln¢ uspotadané, které jsou bézné oddéleny sklenénou fritou ¢i
porézni prepazkou s poZadovanym vzorkem, pies ktery probiha difuze kapalné ¢i plynné latky.
Kazda z komor difuzni cely je naplnéna roztoky o rizné koncentraci (bézné se jedna komora
plni koncentrovanym roztokem a druh4 komora destilovanou vodou, aby gradient koncentraci
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byl co nejvyssi). Vybranou analytickou metodou lze poté méfit zménu koncentrace
v pfijimaci komote (pavodné destilovand voda) v urCitém c¢asovém horizontu. Difuzni
koeficient Ize poté vypocitat z nasledujiciho vztahu (viz rovnice 21)

1 (Cl ’zdrojové_cl ? pifijimac )0

D=
IB -l (C] ’zdrojové_cl ? pifijimac )t

: 21)

kde symbol /3 piedstavuje konstantu aparatury, jednotky jsou cm * a lze vypo&itat pomoci nize
uvedeného vztahu (rovnice 22) [8]

ﬁ:Al'gln[ b1 ] 22)

zdrojova pifijimaci

kde A predstavuje plochu, ptes kterou latka difunduje, & znaci rozdélovaci koeficient na
rozhrani, / je efektivni tloustka membrany a V je celkovy objem difizni cely. Tato konstanta
musi byt stanovena experimentalné, protoze vyrazné zavisi na vlastnostech membrany, jako je
velikost porti aj. Velmi vhodné se jevi pouziti mensich pori, jelikoz pii pouziti mensich port
se snizuje riziko konvekéniho michédni v membrané. Na druhou stranu pouziti mensich pora
sebou nese také neékolik nevyhodu, pravdépodobné nejvétsi nevyhodou je doba experimentu.
S pouzitim takto uspotadané difuzni cely se lze setkat naptiklad v referencich kolektivu
autort vedenych A. Lakatosem [63] a [64].

Metoda nekonecného paru

Tato metoda stanoveni difizniho koeficientu je pouzitelnd pouze pro pevné substance.
Vzorek se skldda ze dvou ¢asti, o rizné koncentraci difundujici latky. Velmi dalezitym
faktorem je teplota, kterd vyraznym zptisobem ovliviiuje rychlost difize a z tohoto divodu
musi byt udrzovana na konstantni hodnoté, stejn¢ tak jako vzorek musi byt co nejrychle;ji
zahfan na teplotu experimentu. Na zacatku experimentu jsou ob¢ ¢asti spojeny tak, aby mohli
probihat samovolna difize. Po nami zvoleném case jsou kyvety (vyroben¢ z plastu ¢i skla), ve
kterych je umistén vzorek rozpojeny a nasledné¢ je zméfen ubytek respektive nartst
koncentrace latky v raznych polohdch méfici aparatury. Z tvaru koncentracniho profilu
numericky a z celkového mnozstvi tranposrtovaného skrz rozhrani mezi vzorky analyticky je
mozné urc¢it hodnotu difizniho koeficientu a tim padem charakterizovat cely difizni systém.
Pro stanoveni hodnoty difuzniho koeficientu jsou zapotiebi nasledujici vztahy:

B Ry S (23)

¢, —¢ Ja-D-t’
J4-D-t,
=

(e, —c,., ) , (24)
T

n, =
kde symbol ¢, predstavuje pivodni koncentraci v pfijimaci ¢asti diftzni aparatury, c, je

kone¢nd koncentrace na rozhrani (danad aritmetickym prumérem c¢; — ¢»), n; je celkové
mnozstvi transportované latky skrz rozhrani za urcity cas .
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Obrazek 11: Metoda nekonecnych difiiznich pari

Metoda konstantniho zdroje

Tato metoda stanoveni difuzniho koeficientu ptfedpoklada, ze dostatecné velké diftzni
medium je v kontaktu se zdrojem difundujici latky o neménné (nevycerpatelné) koncentraci c.
Jedna se o hojné vyuzivanou metodu v praktickych a technickych tlohach. V praxi je princip
nemeénné koncentrace zajiStén napiiklad pravidelnym ptidavanim difundujici latky do
zdrojového roztoku. Naptiklad ptidavek pevné latky do nasyceného roztoku elegantné zajisti
fakt, ze koncentrace zlstane vzdy stejnd (koncentrace nasyceného roztoku). Dal§im
predpokladem pro pouziti metody konstantniho zdroje je fakt, ze difundujici latka v pribéhu
experimentu nedosahne konce difuzniho media.

Pro tuto difizni metodu plati né€kolik predpokladii a okrajovych podminek, které jsou
uvedeny nize (viz tabulka 5).

Tabulka 5: Okrajové podminky pro metodu konstantniho zdroje

t=0 x>0 c1=0
t=0 x=0 c1 = Cio
t>0 x=0 c1=Co

Nésledné feseni druhého FZ ma v tomto ptipad¢ nasledujici tvar, ktery je uveden v rovnici
(29).

R BV S i S S (25)

X
Cro J4. Dt 4.D-t

Celkové mnozZstvi latky proSlé rozhranim za urcity cas ¢ jednotkovou plochou lze poté

vyjadtit rovnici (26) jako
n=2cq- 2L (26)
T
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Metoda okamZitého ploSného zdroje

Pouziti této metody je nasledujici: tenky film namoceny v difiznim roztoku je nanesen na
rovny povrch mezi dvé stejna difuzni prostredi. Pfikladem této metody miize byt namoceny
filtrani papir v difuznim roztoku, ktery je vlozen mezi dvé sklenéné trubicky naplnéné
difaznim prostfedim. V takovém ptipadé€ je Sitka pocatecniho pulzu velmi mald a proto ma
charakter Diracovy funkce [8]. PoCate¢ni podminky jsou tedy nasledujici (viz tabulka 6):

Tabulka 6: Pocatecni podminky pro metodu okamzitého plosného zdroje

(=0 x=0 n,,
c =—°—
5(x)- A4

t=0 —oo<xy<ow C1 = Clo

Symbol . pfedstavuje celkové latkové mnozstvi difundujici latky ve zdroji na pocatku
experimentu, nejedna se tedy vtomto piipadé o difizni tok. Po urcité dobé ¢ bude
koncentra¢ni profil dan pfi diftizi pouze v jednom sméru nasledujicim vztahem (viz rovnice

27):
- 27)
' Az-Dt 4-D-t

Pfi experimentalné stanoveném rozdé¢leni koncentrace v €ase ¢ je moZné vyhodnotit difuzni
koeficient zlogaritmovanim vztahu (27)

C

2

n X
In¢, =In ot . (28)
! A.,,[;Z'.D.t 4.D.t
. . . 2 , S .., D-t
Vynesenim In ¢; v zavislosti na x~ Ize ziskat linearni zavislost se smérnici tgo = 7 Aby

bylo mozné pouzit feseni pro nekonecny systém, musi byt délka vzorku dostatecna na to, aby
bylo mnozstvi difundujici latky, které by se dostalo za konecny rozmér systému zanedbatelné
vici celkovému mnozstvi. Pokud jako zanedbatelné mnozstvi uvazujeme 0,1 % celkového
mnozstvi, poté je nutné volit délku vzorku dle nasledujici zavislosti (viz rovnice 29)

xX~4-Dt. (29)
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

4.1 Interakce biopolymerii s polutanty

Rostouci koncentrace polutanti — pfedevSim iontd tézkych kovii—ve vodé a v pudé
predstavuje zasadni riziko pro Zivotni prostfedi. Pravé ptipravky na bazi HL mohou v blizké
budoucnosti piedstavovat feseni, jak zmirnit nasledky znecistovani zivotniho prostiedi témito
polutanty. HL, konkrétn€ pak HK jako jedna z jejich frakci, disponuji vysokou afinitou viici
iontiim tézkych kovi a celé fad¢ dalSich toxickych latek, ¢imz umoziuji interakci s témito
polutanty a omezovani jejich biologické aktivity.

Autofti prace [10] se ve své praci zabyvali testovanim sorp¢nich charakteristik téi materiala
na bazi oxidu kiemicitého ptipravenych imobilizaci karboxylovych respektive hydroxylovych
skupin. Sorp¢ni charakteristiky téchto materiali byly srovnavany taktéz s materidlem na bazi
oxidu kfemicitého s imobilizovanymi HK. Sorp¢ni schopnosti takto pfipravenych materialt
byly zkoumény na zakladé¢ sorpéni kapacity vici béznym vicemocnym iontim kovi,
konkrétng se jednalo o nasledujici ionty: Pb*", Cd*", Cu®’, Zn*" a Mg*". Kovalentni
imobilizace HK na skupiny oxidu kiemicitého probihala formovanim amidovych vazeb mezi
aminovymi skupinami (aminopropyl oxidu kiemicitého) a karboxylovymi skupinami
pfitomnymi v HK.
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Obréazek 12: (A) Nasorbované mnozstvi iontii tezkych kovii (mmollkg) na riizné modifikované
materialy na bazi oxidu kremicitého pri pH=17. (B) Maximalni mnozstvi ionti tezkych kovit (mmol/kg
HK) sorbovanych na oxid kiremicity s imobilizovanymi HK pri pH=T7. Horizontdlni sloupce predstavuji
srovnani v podobé vysledkii experimentii uvedenych v citované literature. [11].

Data prezentovana v tomto ¢lanku potvrzuji vyznamny vliv HK na sorp¢ni charakteristiky
zkoumanych materialdi vici iontim tézkych kovii. Sorp¢ni charakteristiky materidlu na bazi
oxidu kiemicitého s imobilizovanymi huminovymi kyselinami vykazovaly né€kolikandsobné
vy$$i sorpéni kapacitu nez v ptipad¢ jinych material.

Jind prace kolektivu autori v Cele se Singhem [14] se zabyvala studiem sorp¢nich
schopnosti aluminosilikatl v rizném prostedi vii¢i kovovym iontim. Sorpéni experimenty
byly provedeny pfi absenci a v pfitomnosti HK (Aldrich) pti rdznych hodnotach pH. Sérii
experimentll byl zjiStovan vliv iontové sily, vliv iontd vépniku, jeho koncentrace a
v neposledni fad¢ také vliv teploty na sorp¢ni charakteristiku aluminosilikatti. Experimentalné
bylo ovéteno, ze obsah HK i charakter prostiedi (experimenty provadény pfi riizném pH) hraji
vyznamnou roli pi sorpci kovovych ionti (Pb*", Zn*" a Hg’") na modifikované
aluminosilikaty. Pti nizsim pH (pH < 6) byl pozorovan nartist sorpcni kapacity zkoumaného
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materidlu v pfitomnosti huminovych kyselin. Sorp¢ni charakteristiky zkoumanych materiala
byly stanovovany a porovnavany UV-VIS spektrometrii.

Uvedena studie deklaruje vyznamny vliv HK na sorpci toxickych kovi (naptiklad olovnaté
nebo rtutnaté ionty), coz je patrné z nize uvedenych grafickych zavislosti. Obrazek 13
zobrazujici procento nasorbovaného mnoZstvi rtutnatych iontll v zavislosti na hodnoté pH
roztoku, ze kterych byly tyto ionty sorbovény, nejlépe vystihuje vliv HK. Pfi nizkém pH
disponuje vzorek s ptidavkem HK vysokou sorpéni kapacitou na rozdil od vzorku bez HK.
V ptipadé tohoto vzorku poté dochazi k nartstu sorpéni kapacity s rostoucim pH (do urcité
hodnoty pH) ,na rozdil od vzorku s pfidavkem HK, u kterého se stoupajici hodnotou pH
dochazi k pomérné vyraznému poklesu nasorbovaného mnozstvi rtutnatych iontii. Posledni
grafickd zavislost zobrazuje vliv sorp¢ni kapacity zkoumaného materidlu na iontové sile
roztoku, ze kterého byly ionty sorbovany. Jak je patrné z tohoto grafu (viz obrazek 14), se
stoupajici hodnotou iontové sily, kterd byla regulovdna chloristanem sodnym, dochazi
k vyraznému poklesu nasorbovaného mnozstvi olovnatych iontd. Naopak v piipadé
rtutnatych iontd prakticky nedochdzi k ovlivnéni sorp¢ni kapacity zkoumaného materialu
vlivem iontové sily [14].

90 T T T T T T 90 T T T
85 E 80 - o
80 - ) B o)
oy e 70 - .
1 i o ‘_,G-*-"’& / \U .
75 o B c / B
-4
2 1 <t % 80 - 3/ \ J
2 70 ¥ E 5
& | / » <
2 / —o—Pb%*+ Na-AS @2 5049 O B
. 65 1 / 2" 1 O
] / Pb™ + Na-AS + HA 2
/ 40 - —0—Hg“"+ Na-AS i
60 + / T 2+
/ Hg '+ Na-AS + HA
9 !
O]
554 ~ E 30 4
50 T T T T T T T T T T T T T

3 4 5 6 7 B8 ] 10 11 3.0 4.5 6.0 7.5 9.0 10.5
pH pH

Obrazek 13: Sorpce olovnatych iontii (vlevo) a rtutnatych iontu (vpravo) na vzorky aluminosilikatu pri
absenci a v pritomnosti huminovych kyselin [14].
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Obrazek 14: Viiv iontové sily na sorpcni charakteristiku aluminosilikatii [14].
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Autofi Lin, Zhan a Zhu se ve své praci [15] vénovali studiu sorpce médnatych iontl
z vodnych roztokli na HK imobilizované na zeolity. Dospéli k zavéru, Ze HK imobilizované
na zeolity disponuji vyssi sorpcni kapacitou viici méd’natym iontim nez samotné zeolity (viz
obrazek 15). Efektivita adsorpce Cu®" iontd se zvySuje s rostoucim pH v rozmezi od 3 do 7.
MnozZstvi nasorbovanych iontll na zkoumané materialy bylo stanovovano AAS.

5

100 A 53

a0 5.0+ —8 = —— ;  —)
- P,u(f/ &
£ 804 45 f 2 o a
g E-‘D/ / o
il S - S
o = 4.0 | /)’
E 604 E Erf —o— 298K
s = = =
c 3: J‘S - |III F _c}_jng l\
-_E S0 4 | —3—318K
- P
g 40 4 30 |
-
<

30 4 26 7

|
20 4 &
2.0
10 4
T T T T T T T T T 1.5 14 T T T T T T T T T
30 35 40 45 S50 55 60 65 70 0 40 80 120 160 200 240 280 320 360
Initial solution pH Contact time {min)

Obrazek 15: Viiv pH roztoku na efektivitu adsorpce médnatych iontii na zeolity s imobilizovanymi
huminovymi kyselinami (vlevo), viiv teploty na sorpci médnatych iontii na zeolity s imobilizovanymi
huminovymi kyselinami (vpravo) [15].

Dalsi publikace kolektivu autorti v ¢ele s Kwok [16] se zabyvala sorpci arsenitych
sloucenin na chitosan. Chitosan se jevi jako vhodny nizkondkladovy sorbent pro tyto
slouceniny. Hlavnim cilem této publikace bylo zjisténi vlivu pfipravy roztoku chitosanu na
sorp¢ni charakteristiky tohoto materialu. Studovan byl pifedevsim vliv pH roztoku chitosanu a
v neposledni fad¢ také vliv teploty sorpce.

4.2 Difuze v gelovych fazich

Gel ptedstavuje vhodné médium pro studium reaktivity riznych latek, at’ uz ptirodniho ¢i
syntetického charakteru pomoci difiznich procesu. Velkou vyhodou gelovych disperznich
soustav je fakt, ze modifikaci ptipravy lze dosdhnout materialu s pfesné definovanym tvarem
a velikosti, coz je nezbytné pro matematicky popis difize a vybér vhodného modelu pro
vyhodnoceni difuznich experimentt.

Podrobnéjsi popis diftznich experiment v gelovych fazich lze najit v celé fad¢ referenci
[56] — [60]. V referenci [56] se autor zabyva studiem difiznich procest, kde jako difundujici
médium bylo pouzito glukézy ¢i maltézy v rtizn€ koncentrovanych polyakrylamidovych
gelech (PAAG). Pro studium téchto difuznich procest byla pouzita metoda nestacionarni
diftize z kone¢ného zdroje. Experimentaln¢ bylo dokézano, ze hodnoty difuznich koeficient
v polyakrylamidovych gelech poklesly oproti Cisté vodé v rozmezi 15— 85 hm. %. Autor
tohoto ¢lanku také ovéfoval vliv ménicich se parametri méfeni, jednalo se predevSim o
koncentraci monomeru, teplotu, iontovou silu, koncentraci difundujici substance, aj.
Dosazené vysledky jsou shrnuty v nasledujicich grafickych zavislostech.

Z nize uvedenych grafli (viz obrazek 16) je patrné, Ze hodnota difizniho koeficientu klesa
s rostoucim obsahem monomeru v gelové fazi. Tento fakt mize byt vysvétlovan tim, ze
s rostouci koncentraci monomeru v gelové fazi dochézi ke snizovani velikosti porti ve
findlnim gelu, stejn¢ tak jako poklesem volného objemu v gelové fazi. Vliv sitovaciho
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poméru na hodnotu diftzniho koeficientu byl studovan v gelech o koncentraci 20 hm. %
akrylamidu a sitovaci pomeéry byly vrozmezi 1,0—-10%. VIliv na pomér difuznich
koeficientl je patrny z vySe uvedené grafické zavislosti (vpravo), kde hodnota Dy reprezentuje
difuzni koeficient naméteny ve vodé pii teploté 60 °C. Jak je ziejmé z tohoto grafu (viz
obrazek 16), diftzni koeficient pomérné prudce klesa s rostouci hustotou sitovani.
Zajimavych vysledki bylo dosazeno pii porovnani difuznich koeficientli v zavislosti na
sitovacim poméru pro maltéozu a glukozu, pokles poméru D/Dy byl pro obé zkoumané latky
prakticky totozny.

1.0

06
\ ¢
- N\ —— Mackie 3nd Meares '.II
1
I|
1
08 05 \ ® Glucoss
| O Maltose
07 \".
o o 0.4 1 I|II'.
il o
g 06 g \".
l\l
05
0.3 +
04
03 024 ~
02 T T T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 025 0 2 4 6 8 10 12

Polymer volume fraction,¢ Cl%l]

Obrazek 16: Viiv procentualniho obsahu polymerni frakce (p) (vlevo) resp. sitovaciho poméru (vpravo)
na difuzni koeficient [56].

Dalsim aspektem, ktefi autofi tohoto ¢lanku zkoumali byl vliv koncentrace glukézy c¢i
maltoézy na hodnoty difizniho koeficientu. Z nize uvedeného grafu (obrazek 17) je patrné, ze
hodnota difuzniho koeficientu je nezavisla na koncentraci glukézy ¢i maltdzy. Samoziejmé je
nutné podotknout, ze difuzni koeficient je nezavisly na koncentraci uvedenych sacharidi
pouze v méfeném rozsahu. Ovéfovani vlivu iontové sily na hodnotu difizniho koeficientu
bylo provadéno pii teploté¢ 25 °C. Dalsi parametry méfeni byly nasledujici; koncentrace
monomeru byla ustanovena na hodnoté 20 hm. % a pom¢ér sitovani mél hodnotu 1 %. Zména
iontové sily jednotlivych roztokli byla stanovovdna zménou pH roztokil pouZzitim riznych
pufrii v rozmezi 3,0 — 7,0. Experimentalné dosazené vysledky jsou patrné z grafické zavislosti
na obrazku nize (viz obrdzek 17). Se vzrustajici iontovou silou dochazi k poklesu hodnot
difazniho koeficientu. Tento pokles ma linedrni tendenci. Autor tohoto ¢lanku dosahl

nasledujicich zavéri; hodnoty diftizniho koeficientu jsou zna¢né proménné s ménicimi se
vlastnostmi piipraven¢ho vzorku.
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Obrazek 17: Viiv koncentrace glukozy a maltozy v gelové fazi na difuzni koeficient (vievo) a viiv zmeény
iontové sily na hodnotu difuizniho koeficientu (vpravo) [56].

V dalsi zminované publikaci [57] se autofi zaméfili na studium efektivni hodnoty difuzniho
koeficientu proteini. Studium efektivni hodnoty difizniho koeficientu bylo realizovano
metodou diftizni cely pro vzorky lysozomu a BSA pfi rizném pH a iontové sile. Jako nosné
medium pro studium difuzivity proteinii byla zvolena agardza.

Tabulka 7: Efektivni hodnota difiizniho koeficientu (m*s™') pro lysozom a BSA pri riizném pH a riizné

iontove sile

diftizni koeficient (10'") (m*s™)

protein
pH=4 pH=15,6 pH=11
lysozom (nizké iontova sila)
experiment 1 223 22,4 9,1
experiment 2 20,6 20,9 8,0
lysozom s 0,1 M chloridem sodnym
experiment 1 10,4 10,4 9,6
experiment 2 10,4 12,8 10,4
BSA (nizké iontova sila)
experiment 1 4.8 6.5 4,7
experiment 2 5,0 6,1 6,4
BSA s 0,1 M chloridem sodnym
experiment 1 2,5 3,3 2,6
experiment 2 2,4 3.4 2.3

Jak je patrné z vySe uvedené tabulky (viz tabulka 7), hodnoty difuznich koeficientii se
znacn¢ lisi s ménicimi se parametry méieni. Difuzni procesy skrz agar6zové gely s piidavkem
bilkovin (lysozom a BSA) jsou ovlivnény jak iontovou silou, tak také pH prostiedi, ve kterém
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diftize probihd. Autor publikace [57] také poukazuje na n€které nevyhody stanoveni difizniho
koeficientu pomoci metody difuzni cely, pfedev§im se pozastavuje nad tim, Ze experimenty
s proteiny v diftznich celdch jsou pomérné¢ casové narocné, jako feSeni navrhuje
zautomatizovani procesu.

DalSim kolektivem autorti, ktery se zabyva studiem difiznich procesii v agar6zovych
gelech je kolektiv autort v Cele s I. Sebti [58]. V této publikaci se autoii zaméiuji na studium
difuzniho koeficientu pro nisin, coz je polypeptid skladajici se z 34 aminokyselin. Tato latka
je produkovana bakteriemi mlééného kvaseni. DalSimi parametry, které byly studovany jsou
piedevsim vliv teploty (v rozsahu 5,4 — 22,3 °C) a vliv koncentrace nisinu na probihajici
difuzni procesy. Dosazené vysledky jsou sumarizovany v tabulce 8, z niz je predevsim patrné,
ze s rostouci teplotou dochézi k vyraznému naristu difizniho koeficientu.

Tabulka 8: Vypoctené hodnoty difuzniho koeficientu pro nisin pri riznych teplotich ve 3 hm. %
agarozovéem gelu.

experimentalni podminky
teplota cas koncentrace diftzni koeficient S R’

(°C) (dny) | (ugml) (m*s ')

5.4 5,92 256 1,92-10°" 0,998 0,994
9,9 6,11 252 3,52:10" 0,994 0,987
9,8 6,91 372 327-107" 0,987 0,960
10,2 11,60 336 3,74:10°" 1,000 0,970
22,3 5,93 376 8,14-107" 0,990 0,980

Symbol § predstavuje sklon experimentdlné¢ ziskané koncentrace oproti teoretické
koncentraci, symbol R” symbolizuje koeficient spolehlivosti. Odlisnosti v hodnotéach difaznich
koeficient mohou byt jednoduse vysvétleny riznou velikosti difundujicich molekul a také
odliSnostmi ve struktufe gelové matrix. Jak jiz bylo zminéno vyse, autofi tohoto ¢lanku se
zam¢étili také na studium teplotni zavislosti difiznich procesii, coz naznacuje nize uvedena
graficka zavislost (viz obrazek 18).
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Obrazek 18: Teplotni zavislost difuze nisinu v 3 hm. % agarozovém gelu (doba difiize 6 dnii)
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Japonsti autofi F. Tsunomori a H. Ushiki se ve své publikaci [60] zamétili na studium
difaznich procest v zavislosti na velikosti porit difuzniho media. Autofi v této publikaci
uvadéji, ze snizovanim velikosti pord dochdzi k poklesu difuzniho koeficientu. V této praci
byl také studovan vliv teploty na difizni procesy. Diftizni koeficienty byly vypocitdvany
z ¢asové zavislosti koncentracnich profilli pro rizné teploty. Experimentalné bylo dokazéno,
ze hodnota difizniho koeficientu klesala surcitou tendenci v zavislosti na smrs$tovacim
pom¢éru , ktery je funkci teploty. Jako difundujici barvivo v téchto experimentech byl pouzit
Rhodamin B, ktery je pomérné lehce rozpustny ve vodném prostiedi, ale tvoii hydrofobni
chromofor. Grafickd zavislost (viz obrazek 19) zobrazuje teplotni zavislost diftizniho
koeficientu zkoumaného materidlu, kde jako barvivo byl pouzit Rhodamin B. Jak je patrné
z tohoto grafu (viz obrazek 19), difuzni koeficienty linearné klesaji s rostouci teplotou, coz je
zpusobeno jedinym ménicim se parametrem experimentl (viskozita).

Pokles difuzniho koeficientu se stoupajici teplotou je tedy v tomto piipadé zpiisoben prave
zmeénou viskozity zkoumaného materidlu, ovSem dle Einstein-Stokova zdkona by ov§em m¢lo
dochazet k linedrnimu nartstu difuzniho koeficientu s rostouci teplotou, coz ale u tohoto
experimentu splnéno neni.
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Obrazek 19: Teplotni zavislost difuzniho koeficientu pro Rhodamin B [60].
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie

hydroxid sodny, p.a., Penta Chrudim

kyselina chlorovodikova, 35 %, p.a., Lach—Ner s.r.o.
kyselina chlorovodikova PENTA I Nc=1M
huminové kyseliny — popel 28,92 %, 2008
chitosan, Sigma Aldrich Inc.

agarosa, Sigma Aldrich Co., for routine use
methyloranz, Lachema

methylenova modf, Lachema

bromid draselny, Sigma Aldrich

silikonovy ole;j

destilovana voda

Huminové kyseliny byly izolovany metodou alkalické extrakce z jihomoravského lignitu
(dal Mirov, lokalita Mikul€ice). Jednd se o mirn€ upravenou proceduru, publikovanou
Piccolem a Contem [71]; tato metoda extrakce byla pouzita v celé fadé predchazejicich
experimentl v rdmci studia fyzikalné-chemickych vlastnosti HK [8], [21], [46] a [72].

5.2  Pouzité pristroje a zarizeni

Reometr AR-G2 Ta Instruments

FT-IR spektrometr Nicolet Impact 400

UV-VIS spektrometr Hitachi U-3300

UV-VIS spektrometr Varian Cary50

vpichova elektroda

diftizni cela PermeGear Inc.

suSarna Venticell

analyzator vlhkosti Denver Instrument IR 35

analytické vahy Sealtec SBC 31

spektrofotometrické sondy, detektory, zdroje svétla, software od spolecnosti Ocean Optics
magnetické michacky Variomag Poly a Heidolph MR HEI-Standard

ptenosny teplomér GMM 175 Greisinger

pH metr WTW pH 330

regulator teploty Julabo a Haake DC5

ultrazvuk UCC 1 Ultrasonic Compaq Cleaner powersonic

automaticky titrator Titroline Alpha plus Schott

kombinovany altimetr Metler Toleto SevenMulti s pH elektrodou a vodivostni sondou

5.3 Charakterizace pouZivanych materialu

5.3.1 Charakterizace biopolymeri

Nasledujici kapitola je vénovana zékladni charakterizaci hlavnich materidl, se kterymi
bylo pracovano, jednalo se ptfedevSim o biopolymerni slouc¢eniny (huminové kyseliny,
chitosan a agaroza). Tyto biopolymery byly charakterizovany nasledujicimi metodami:
elementarni analyzou, nasledné bylo provedeno né¢kolik typu titraci, v neposledni fad¢ byly
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také biopolymery podrobeny méfeni infraervenych spekter. Posledni metodou, ktera byla
aplikovana pouze na huminové kyseliny byla UV-VIS spektrometrie.

Elementdrni analyza biopolymerii

Vsechny zminéné biopolymerni slouceniny, se kterymi bylo pracovano byly analyzovany
zakladnimi analytickymi metodami, mezi nez patii také elementarni analyza. Elementarni
analyza huminovych kyselin, chitosanu a agarézy byla provedena na CHNSO
Mikroanalyzatoru Flash 1112, coz je pfistroj vyrobeny firmou Carlo Erba. Méfeni bylo
realizovano na Ustavu struktury a mechaniky hornin Akademie véd Ceské republiky V Praze
(USMH AVCR).

Stanoveni kyselosti biopolymeri

Titrace huminovych kyselin byla jednou z dalSich zakladnich charakterizaci vzorkd, se
kterymi bylo pracovano, jelikoz hlavnim cilem tohoto experimentu bylo stanoveni nejen
celkové kyselosti vzorki huminovych kyselin, ale také zdanlivé disociacni konstanty a obsahu
karboxylatovych skupin. Kazda z titraci HK byla realizovana pomoci automatického titratoru.
Automatricky titrator byl propojen spole¢né s kombinovanym multimetrem s pocitacem, kde
pomoci softwaru Hyperterminal a SevenMulti byly zaznamenavany namétené hodnoty pH a
vodivosti v urcitych ¢asovych intervalech.

Prvni titraci, které byl vzorek huminovych kyselin podroben, byla titrace zpétna za pouziti
0,05 M kyseliny chlorovodikové [70]. Vzorky HK byly pfipraveny nasledujicim zplsobem:
pozadovand navazka (100 mg) HK izolovanych z jihomoravského lignitu byla rozpusténa
v piredem piipraveném 0,01 M hydroxidu sodném o objemu 100 ml. Kvili dokonalému
rozpusténi HK v hydroxidu sodném byla dana smés ponechana na vicemistné michacce po
dobu minimalné 24 hodin. Nasledn¢ byl roztok HK rozpustény v hydroxidu sodném titrovan
0,05 M kyselinou chlorovodikovou s konstantnim piidavkem 0,05 ml v intervalu 30 s do
findlnitho objemu kyseliny chlorovodikové, ktery c¢inil 30 ml. Kazdych 5 sekund byla
zaznamenavana zména pH a vodivosti. Celkovou kyselost HK Ize urcit ze spotieby titracniho
¢inidla pro titraci prebytku hydroxidu sodného a celkové spotieby pfi vytitrovani kyselych
skupin HK.

Druhou titraci, kterou HK podstoupily, byla titrace pfima, kde jako titra¢ni €inidlo byl
pouzit 0,05 M hydroxid sodny. Pozadovana navazka huminovych kyselin (100 mg) byla
suspendovana ve 100 ml Cisté destilované vody a nésledn€ umisténa na michacku, kde byla
michana po dobu minimaln¢ 24 hodin. Nasledujici den byl roztok HK titrovan 0,05 M
hydroxidem sodnym s konstantnim ptidavkem 0,05 ml, s intervalem ptikapavani 2,5 minut.
Celkovy objem titracniho ¢inidla ¢inil 30 ml. Opét byla pomoci kombinovaného multimetru,
v Casovém intervalu 30 vtefin zaznamenavana zména pH a vodivosti.

Posledni titraci, kterd byla provedena na vzorcich huminovych kyselin, byla titrace
karboxylatova [16] za pouziti 0,5 M octanu véapenatého. Navazka HK, ktera cinila jako pfi
kazdé titraci 100 mg byla pievedena do Erlenmayerovy baiky a nasledné bylo ptfidano 10 ml
0,5M octanu vapenatého a 40 ml Cisté destilované vody. Zéaroven se vzorkem HK byl
ptipraven slepy vzorek, coz pfedstavovala smés 10 ml 0,5 M octanu vapenatého a 40 ml
destilované vody. Oba piipravené vzorky byly stejné jako v predeslych ptipadech umistény na
vicemistnou michacku, kde byly michany po dobu 24 hodin. Nasledn¢ byly oba roztoky
prefiltrovany pfes filtracni ndlevku a promyty destilovanou vodou. Uvolnéna kyselina octova
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byla poté stanovovana 0,1 M hydroxidem sodnym s konstantnim ptfidavkem hydroxidu
0,05 ml v ¢asovém intervalu 30 vtefin. Zména vodivosti a pH byla sniméana kazdych 30 vtefin.
Karboxylatova kyselost je pomérmné lehce zjistitelna z rozdilu uvolnéného mnozstvi kyseliny
octové ve vzorku huminovych kyselin a ve slepém vzorku (mnozstvi kyseliny v obou
vzorcich odpovida inflexnimu bodu na kiivce pH nebo je jednoduSe zjistitelné ze spotieby
odpovidajici hodnoté pH = 9,8).

Obdobnym zpiisobem byl ztitrovan také chitosan. Chitosan byl podroben titraci pfimé,
navazka chitosanu (100 mg) byla michdna po dobu 24 hodin na vicemistné michacce
Variomag Poly ve 100 ml destilované vody a po 24 hodinovém michani byla tato suspenze
titrovana roztokem kyseliny chlorovodikové o koncentraci 0,05 M. Experimentalni nastaveni
bylo stejné jako v piipadé piimé titrace huminovych kyselin. Nasledn¢ byl prasek chitosanu
podroben také titraci zpétné, kde jako titracni ¢inidlo piebytku chlorovodikové kyseliny byl
pouzit 0,05 M roztok hydroxidu sodného. Vzorek pro titraci byl pfipraven nasledujicim
zpusobem, navazka chitosanu (100 mg) byla rozpusténa v 0,01 M kyseliné chlorovodikové.
Vzorek chitosanu v kyseliné chlorovodikové byl michdn po dobu 24 hodin na vicemistné
michacce.

Zpracované vysledky titraci jsou uvedeny a diskutovany v kapitole 6.1.2.

Spektralni charakterizace

Vibracni spektra praskovych zbytka geld, ziskanych vysuSenim v horkovzdusné suSarné pii
50 °C po dobu tii dntli, byla méfena na FT-IR spektrometru Nicolet Impact 400 v tableté,
lisované ze smési s Cistym vyzihanym bromidem draslenym. V pfedchozich métenich bylo
ovéieno, ze tento zpusob Upravy vzorkl nezpusobuje takové nevratné chemické modifikace
HK (dekarboxylace apod.), které by se mohly projevit zménou absorpce IC zafeni.

Vyse uvedenym zplisobem byly pfipraveny vzorky agarézovych geli s ptidavkem
biopolymeru, nasledné byly tyto vzorky umistény do susarny pii vyse uvedenych podminkach.
Po tfidennim suSeni byla suSina nadrcena nasledné smichana s vyzihanym bromidem
draselnym a poté méfena na pristroji Nicolet Impact 400, kde bylo nejprve vytvoreno pozadi
pomoci zcela vyzihaného bromidu draselného. Nasledné byla vytvofena smés bromidu
draselného spolecné se zbytky suSiny vzorki huminovych kyselin v poméru 3:1 a pomoci lisu
byla vylisovana transparentni tableta, kterd byla umisténa do pfistroje, a nasledné bylo
zmeteno infraervené spektrum pozadovaného vzorku. Obdobnym zptisobem byly pfipraveny
1 tablety pro ostatni vzorky, jednalo se o nasledujici: 1 hm. % agar6zovy gel s rliznym
piidavkem biopolymeru (HK a chitosan). Nasledn¢ byly také piipraveny koncentrovanéjsi
agarozové gely bez piidavku biopolymeru, konkrétné se jednalo o koncentrace 2 hm. % a
4 hm. %. Promé&feny byly také praskové vzorky biopolymerti (huminové kyseliny, chitosan a
agaroza). Namétend infraCervend spektra, odliSnosti pro rizné vzorky jsou sumarizovany a
diskutovany v kapitole 6.1.3.

Jednou z dalSich charakterizaci HK je méteni jejich UV-VIS spekter. Priprava vzorkl pro
meéteni UV-VIS spekter probihala dle nasledujiciho postupu: navazka 5 mg HK izolovanych
z jihomoravského lignitu byla rozpusténa v 50 ml hydroxidu sodné¢ho o koncentraci 0,1 M.
Nutnosti pii ptipravé tohoto vzorku bylo, aby HK byly dokonale rozpustény v hydroxidu
sodném, proto byl dany vzorek michan po dobu 24 hodin na vicemistné micha¢ce Variomag
Poly. Po dokonalém rozpusténi bylo zméfeno UV-VIS spektrum v rozsahu 900 — 200 nm na
UV-VIS spektrometru Hitachi U-3300, kde jako pozadi byl pouzit roztok, ve kterém byly
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huminové kyseliny rozpustény, €ili 0,1 M hydroxid sodny. Namé&fena spektra jsou zobrazena
a vysledky jsou diskutovany v kapitole 6.1.7. Charakterizace HK pomoci UV-VIS
spektroskopie je jednou z mnoha metod, pomoci niZ mohou byt HK analyzovany. Jako dalsi
vhodné metody charakterizace se jevi napfiklad FT-IR, elementdrni analyza ...),
vice o zékladni charakterizaci huminovych kyselin nabizeji nasledujici dvé reference [68] a
[69].

5.3.2 Charakterizace biopolymernich hydrogeli

Nasledujici kapitola vénovana charakterizaci samotnych hydrogelii na bazi agardzy. Tyto
hydrogely, stejné¢ tak jako jejich suSiny byly charakterizovany bézné dostupnymi
analytickymi metodami, jako jsou napiiklad infracervend spektroskopie viz kapitola 6.1.3 ¢i
stanoveni suSicich kfivek jednotlivych hydrogelii s riznou koncentraci biopolymeru (HK ¢i
chitosan) vit kapitola 6.1.6. Nasledné byla zjistovana velikost pérti v rizné koncentrovanych
agardzovych gelech viz kapitola 6.1.5. Porovndvany byly také mechanické vlastnosti
jednotlivych hydrogelii pomoci oscilacnich testli, coz jsou testy spadajici do oboru reometrie
viz kapitola 6.1.4.

Infracervena spektrometrie hydrogelui na bazi agarozy

Ptiprava vzorkli pouzZitych pro méfeni infracervenych spekter na infracerveném
spektrometru s Fourierovou transformaci je diskutovéana v kapitole 5.3.1. InfraCervena spektra
byla prométena také u praskovych biopolymert, se kterymi bylo pracovano, konkrétné se
jedna o HK, chitosan a agar6zu.

Stanoveni velikosti porii v agarozovych gelech

Dalsim typem charakterizace materidlu, s kterym bylo pracovano bylo stanoveni velikosti
port v agarozovych gelech. Motivaci ktomuto experimentu byl c¢lanek kolektivu
singapurskych autori v ¢ele s J. Narayanan [65], ktefi se zabyvali taktéz studiem velikosti
portt v rizné koncentrovanych agar6zovych gelech. Cely experiment probihal nésledovné:
klasickym zptsobem byly pfipraveny agarézové gely o riznych koncentraci, konkrétné se
jednalo o 1 hm.%, 2 hm.% a 4 hm.%. Tyto vzorky byly pfipraveny v plastovych kyvetach.
Nasledné byla zméfena jejich absorpéni spektra na pfistroji UV-VIS spektrofotometru typu
Hitachi v rozmezi 800 — 700 nm. Z naméienych absorbanci byla pomoci nasledujiciho vzorce
T(\) = 2,3AM\)/L turbidita, jejiz logaritmus byl vynesen v zavislosti na dekadickém logaritmu
vlnové délky. Ze smérnice této piimky byl urcen vinovy exponent, ktery je dle [66] zavisly na
korelacni délce podle nésledujici grafické zavislosti (viz obrazek 20).

Korelacni délka je poté ptimo umeérna velikosti pora. Naméfené a porovnané hodnoty jsou
uvedeny diskutovany v kapitole 6.1.7.
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Obrazek 20: Zavislost vinového exponentu na dekadickém logaritmu korelacni délky [66].

Studium viskoelastickych vlastnosti agarozovych geli

Nezbytnou charakterizaci polotuhych hydrogelovych forem, agar6zovych geli nevyjimaje,
jsou reometrickd méteni. VSechny zkoumané vzorky, koncentracni fada ¢istého agar6zového
gelu, tak také 1 hm. % agar6zovy gel s pfidavkem rtizného mnozstvi daného biopolymeru
byly charakterizovany na reometru typu AR-G2 TA Instrument pomoci jednoduchych
oscilacnich testd. Pro studium mechanickych vlastnosti agarézovych gelti byly pouzity dva
typy oscilacnich testli, konkrétné se jednalo o oscila¢ni test s konstantni frekvenci a ménici se
amplitudou napéti, tento test slouzil pfedevsim pro urceni oblasti linearni viskoelasticity
(LVO). Druhym pouzitym testem byl test s konstantni amplitudou napéti (tato amplituda
napéti musela byt volena velmi obezietn€, vzhledem k tomu, aby nedoslo k uplné deformaci
vzorku, musela amplituda napéti lezet v LVO) a ménici se frekvenci oscilaci. Pouzitou
geometrii pro studium viskoelastickych vlastnosti agarézovych gelti byl senzor typu
deska/deska o priiméru 40 mm.

Parametry pro prvni z fady jednoduchych oscilacnich testd, pro test s konstantni frekvenci a
meénici se amplitudou napéti byly nasledujici: prvnim krokem pfed méfenim byla temperace a
ekvilibrace vzorku po dobu 5 minut, nasledné byl spuStén samotny test, jehoz nastaveni bylo:
frekvence oscilaci =1 Hz, rozsah amplitudy deformace y=0,1 % ... 100 %. Normalova sila
stlacovani byla udrZzovana pod hodnotou 2 N. VSechny experimenty byly provadény pfi
konstantni teplot¢ 7'=25 °C. Cela aparatura byla chlazena pratokovym termostatem typu
Haake DCS5.

Oscilacni testy s konstantni amplitudou napéti a meénici se frekvenci oscilaci byly
provadény pii amplitudé napéti 0,1 %, vzhledem ktomu, Ze tato amplituda napéti lezi
v oblasti linearni viskoelasticity, jak je patrné z nize uvedené grafické zavislosti. Frekvenéni
oscilacni test pro vzorky sriznou koncentraci biopolymeru mél nasledujici parametry,
amplituda napéti y=0,1 %, rozsah frekvenci f=0,1 Hz ... 20 Hz (méfeno se sestupnou
tendenci). Maximalni hodnota normalové sily pii stlacovani vzorku F =2 N a teplota méfeni,
pii které byly experimenty provadény opét 7 =25°C (temperace zajiSténa prutokovym
termostatem typu Haake DCS5).
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VSechny zkoumané vzorky agarézovych geli byly charakterizovany pamétovym
(elastickym) modulem G'(w) , ztratovym (viskoznim) modulem G"(w) , komplexni

viskozitou 7" (w) a v neposledni fadé také ztratovym thlem & , ktery lze spocitat dle

nasledujici matematické rovnice (30):

Suseni agarozovych hydrogelit

Nasledujici experiment se tykal pfedevSim susicich charakteristik agar6zovych hydrogela,
se kterymi bylo pracovano. Hlavnim studovanym aspektem bylo, zda ptidavek HK respektive
chitosanu k1 hm. % agar6zovému gelu vyvoldna markantni zménu v suSicich
charakteristikdch (v sile hydratace gelu). Experiment byl provadén nésledovné: do Petriho
misky bylo dle klasického zplsobu ptipravy agar6zovych gelt piipraveno po 10 ml od
kazdého vzorku s lisici se koncentraci biopolymeru. Petriho miska byla ptikryta hodinovym
sklickem a gel tuhl po dobu 45 minut. Po dokonalém ztuhnuti byl gel opatrné¢ vyjmut
z Petriho misky a umistén na hlinikovou formu do analyzétoru vlhkosti. Analyzator vlhkosti
byl propojen s pocitacem a aktualni ubytek hmotnosti vzorku byl automaticky ukladan ve
vhodné zvolenych ¢asovych intervalech pomoci softwaru Hyperterminal. SuSici parametry
byly nasledujici: teplota suSeni 105 °C, automaticky konec suSeni pifi dosazeni konstantni
hmotnosti po dobu 2 minut, interval ukladani: 30 vtefin. Experiment byl pro kazdy vzorek
provadeén tiikrat a vyslednad data jsou prumérnou hodnotou z naméfenych experimentalnich
dat. Ziskana data byla poté néasledné¢ vyhodnocovana pomoci MS Excel, sumarizované
vysledky jsou diskutovany v kapitole 6.1.6.

5.4 Priprava hydrogelovych vzorku pro difiizni experimenty

5.4.1 Piiprava agarézovych geli s pridavkem biopolymeru

Cilem ptipravy agarézovych gell s pifidavkem huminovych kyselin bylo ziskat vhodné
medium pro studium reaktivity biopolymert, v tomto ptipadé huminovych kyselin. Vzhledem
k tomu, Ze agardza disponuje termoreverzibilni schopnosti gelace a soucasné ma charakter
neionogenniho, chemicky téméf inertniho materidlu (z hlediska afinity k iontovym
slouceninam), byla zvolena jako nosna polotuha matrice pro inkorporaci huminovych kyselin,
které¢ by dle teoretickych studii mély vyraznym zplsobem ovliviiovat rychlost difaznich
procest.

Diilezitou etapou experimentalni Casti prace byla optimalizace pfipravy agarézovych gelt.
Samotna piiprava agar6zovych gelli pouZitych pro difizni experimenty v diftiznich celach
byla realizovana dle nésledujiciho postupu: Diftizni experimenty s riznym piidavkem
huminovych kyselin byly realizovany v 1 hm. % agar6zovém gelu. Potfebné mnozZstvi
praskové agardzy (0,1 g) bylo kvantitativné pievedeno do kadinky s 10 ml destilované vody.
Nasledné byl cely systém zahfivan na teplotu 85 °C aZ do uplného rozpusSténi agardzy.
Nasledné byl horky roztok vlozen do ultrazvukové lazné na dobu jedné minuty. Tato
procedura byla provddéna z toho diivodu, aby vysledna gelova faze obsahovala co nejméné
vzduchovych bublin. Poté byl jesté horky roztok nalit do pfedem predehtaté plastové formy,
ktera byla opatfena sklicky, aby nedoslo ke zbyte¢nému odparovani roztoku a tim padem
zakoncentrovavani agarézového gelu a také z toho divodu, aby se vytvofil hladky povrch
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gelu, cozZ je nezbytné pro experimentu. Nasledné byl gel ponechén k tuhnuti na vzduchu po
minimalni dobu 45 minut.

V ptipad¢ ptipravy agardzovych gelii s riiznou koncentraci HK pro difazi v kyvetach byla
ptiprava gelti obdobnd jen s nepatrnymi modifikace. Stejné jako v ptipad¢ vzorkl pro diftzni
celu, potfebné mnozstvi agarézy bylo rozpusténo v pfesné¢ definovaném mnoZstvi vody,
nasledné byla agardza rozpusténa pii teplot¢ 85 °C a kadinka se vzorkem umisténa do
ultrazvuku. Poté byl horky roztok pfeveden do plastovych kyvet a tuhnuti probihalo opét
voln¢ na vzduchu bez prikryti sklicky. Po tuhnuti gelu, které trvalo minimaln¢ 45 minut bylo
skalpelem vytvoieno hladké, ostré rozhrani gelu, zarovnané s hranou kyvety.

Pro ptipravu agar6zovych geli s ptidavkem HK musel byt taktéz pripraven zasobni roztok
HK (huméat sodny). Roztok humadatu sodného byl pfipraven dle nasledujiciho postupu.
Potiebné mnozstvi HK bylo rozpusténo v 0,5 M hydroxidu sodném. Pozadovana koncentrace
humatu sodného byla 1 gl'. 1g HK byl rozpuitén v 0,5M hydroxidu sodném a po
kompletnim rozpusténi huminovych kyselin bylo pA humdatu sodného upraveno 0,5M
kyselinou chlorovodikovou na kone¢nou hodnotu pH=7. Roztok supravenym pH byl
nasledné doplnén destilovanou vodou na finalni objem 1 litru. Tento roztok humatu sodného
byl poté pouzivan na ptipravu agaréozovych gelll s riznou koncentraci HK.

Obdobnym zptsobem byly ptipraveny také hydrogely s ptfidavkem druhého zkoumaného
biopolymeru (chitosan).

5.4.2 Piiprava difiznich experimenti v diafragmové difuzni cele

Tato kapitola ptipravy difiznich experimentl v diafragmové diftizni cele plynule navazuje
na kapitolu 5.4.1. Po dokonalém zgelovaténi roztoku agardzy (piiblizné 45 minut), byl gel ve
form¢ umistén mezi dvé komory diftzni cely. Sty¢né plochy hydrogelu a formy byly pecliveé
namazany specialnim vakuovym tukem na zabrusy, ktery slouzil k tomu, aby difuze probihala
pouze skrz difuzni prostiedi (hydrogel) a dané barvivo neprotékalo nékterou z neutésnénych
dér. Nasledné¢ byly obé difuzni komory opatrné¢ spojeny tak, aby nedoslo k vypadnuti
agarozového gelu z formy a spoj mezi témito komorami byl omotan dvéma vrstvami
parafilmu, opét z divodu utésnéni celé¢ soustavy. Do kazdé z komor difuzni cely byly
umistény magnetické michadla a poté tato cela byla umisténa na vicemistnou michacku typu,
rychlost michani byla nastavena na hodnotu 400 RPM. K vnéjsSimu plasti diftzni cely byl
pomoci gumovych hadic pfipojen zdroj proudici vody z chladice, ktery byl nastaven na
pozadovanou teplotu (30, 40 ¢i 50 °C). Teplota musela byt striktné dodrZzovana, vzhledem
k tomu, ze difuzni procesy jsou pomérné¢ znacné zavislé na teploté, pii které dana diftize
probiha.

Jesté pred zapocetim celého experimentu byly pfipraveny zasobni roztoky pouzivanych
barviv. V ptfipad¢ studia reaktivity a difuzivity skrz agar6zové hydrogely s pifidavkem HK
bylo jako difundujici medium pouzito barvivo methylenova modi a to z toho divodu, ze HK
coby anionaktivni biopolymer a methylenovd modi coby kationaktivni barvivo jsou schopny
spolu interagovat, coz tim padem ovliviiovat i rychlost difiznich procesti a z namétenych
rozdilti v hodnotach difuznich koeficientll 1ze usuzovat o reaktivit¢ HK. Zasobni roztok MB
byl pfipraven nasledujicim zptisobem: navazka 1 g methylenové modii (vazeno pfesnosti na
4 desetinna mista) byla kvantitativné pievedena do odmérné baiikky o objemu 1 litru, ktera
byla naplnéna 500 ml destilované vody. Nésledné byla odmérné baiika spolecné s navazkou
MB umisténa na magnetickou michacku, kde byl roztok michan az do uplného rozpusténi
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methylenové modfi. Nasledné byl roztok MB doplnén destilovanou vodou na finalni objem 1
litru, &imZ byl ziskan pozadovany zasobni roztok methylenové modii o koncentraci 1 g1
V experimentech probihajicich v difuzni cele byla vSak koncentrace barviva MB pouze
0,01 g'1"". Proto viechny roztoky o pozadovanych koncentracich byly pfipravovany fedénim
ze zésobniho roztoku MB o koncentraci 1 g1

Pro difuzni experimenty s druhym zkoumanym biopolymerem, s chitosanem, coz je
kationaktivni biopolymer, bylo zvoleno jako vhodné difundujici latka skrz difizni medium
methylenova oranz. Opét nejprve musel byt pfipraven zasobni roztok MO, koncentrace byla
totozna jako v pripadé MB a to ¢=1 gl'. Ptiprava zasobniho roztoku methyloranzi se
nepatrné lisila od pfipravy methylenové modii, vzhledem ktomu, ze MO se pomérné
neochotné rozpousti ve studené vode, musela byt nejprve navazka (1 g) rozpusténa ve vodé
zahtaté na 60 °C. Po absolutnim rozpusténi MO v horké vodé byl objem roztoku doplnén na
pozadovany findlni objem v odmérné bance. Roztok methylenové oranzi musel byt zfiltrovan
ptes skladany papirovy filtr, vzhledem k tomu, Ze praskova methyloranz neobsahuje pouze
Cisté barvivo, ale obsahuje také nékteré necistoty nerozpustné ve vodé, z tohoto diivodu byl
tedy roztok MO zfiltrovan a poté ndsledné doplnén objem destilovanou vodou na hodnotu 1 1.

Po ptipravé zasobniho roztokl obou barviv mohl byt zapocat experiment v difazni cele. Do
jedné z komor difizni cely bylo nalito pfesné definované mnozstvi roztoku barviva (60 ml) a
soucasn¢ s roztokem barviva byl do druhé komory nalit ekvivalentni objem destilované vody.
Oba roztoky musi byt do obou komor diftizni cely lity soucasné vzhledem k hydrostatickému
tlaku kapaliny, ktery by mohl zplsobit vypadnuti agar6zového gelu ze své formy. Nasledné
byla do komory s destilovanou vodou umisténa spektrometrickd sonda napojend optickymi
vlakny na zdroj svétla a detektor (vSe od firmy Ocean Optics) a detektor byl spojen USB
kabelem s pocitacem. Komunikace s detektorem a pievod dat do meéfitelné podoby byla
zajisténa programem Spectra Suite opét od firmy Ocean Optics. Pfed zapocetim experimentu
musel byt zdroj svétla zapnut ptiblizné hodinu pied samotnym experimentem, aby intenzita
paprsku dosahla maximalni hodnoty. Po ponofeni spektrometrické sondy do komory
s destilovanou vodou byl pomoci zminéného softwaru vybran vhodny integracni ¢as (vétSinou
se integracni Cas pohyboval vrozmezi 3000 — 6000 ms) ztoho divodu, aby v méfeném
spektru byly idealné vidét vSechny piky. Nasledné bylo zméfeno spektrum cisté destilované
vody (baselina) a poté spektrum s odpojenym detektorem, coz by v idedlnim piipadé mélo
regulovat a celkové odstranit Sum. Timto zpGsobem bylo dokoneno prvotni nastaveni
experimentu. Pomoci zminéného softwaru byly jednotlivé spektra ukladany v ptilhodinovych
casovych intervalech automaticky v textovych souborech.

V nastavenych ¢asovych intervalech (30 minut) byla uklddana spektra v rozsahu vinovych
delek 200 — 1000 nm. Z naristu absorbance pii1 maximu byl poté vypocitan difuzni koeficient,
na stanoveni a porovnani diftznich koeficientli pro jednotlivé zkoumané agar6zové vzorky
s riznou koncentraci HK ¢i chitosanu ve struktufe se zamétuje kapitola 6.2. Textové soubory,
ve kterych byla jednotliva spektra v asovém intervalu ukladana byly pfevedeny do jednoho
Excelu pomoci vytvofeného makra. Pro zpracovani namétenych dat byly pouzity programy
MS Excel a Origin.

5.4.3 Piiprava diftiznich experimenti v kyvetach
Agardzové gely s pridavkem biopolymeru byly pfipraveny totoznym zpisobem jako vysSe
uvedené hydrogely. Po ukonceni procesu tuhnuti bylo pomoci skalpelu vytvoieno rovng, ostré
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rozhrani na hranach vsSech kyvet. Toto rozhrani bylo vytvoreno z toho diivodu, aby vSechny
difazni procesy probihaly do kazdé z kyvet stejnym zptsobem. Po vytvofeni rozhrani byly
kyvety s riznou koncentraci chitosanu respektive HK ponofeny do roztoku MO respektive
MM. Koncentrace barviva byla volena tak, aby finalni absorbance dosahovala hodnoty A =1,
¢ili v ptipadé MO byla jako vhodnd koncentrace zvolena 0,0264 g1 a v ptipadé MB byla
koncentrace tohoto barviva ustanovena na hodnoté 0,01 g-1. 500 ml barviva o vyse uvedené
koncentraci bylo nalito do sklenéné nadoby, nasledné byly do roztoku barviva umistény
kyvety s agarozovymi gely a sklenénd nadoba byla opatfena vikem ztoho divodu, aby
nedochézelo k odparovani barviva a tim 1 zméné koncentraci daného barviva. Sklenéné viko
nadoby bylo omotano parafinem z divodu utésnéni celé soustavy. Takto pfipraveny difuzni
systém byl umistén do pifedem piedehfaté suSarny na danou teplotu. Diflizni experimenty
v kyvetach byly provadény pfi tfech riiznych teplotach, konkrétné 30, 40 a 50 °C. Rychlost
difaznich procesti byla stanovovana UV-VIS spektrometricky na pfistroji Varian. V rtizné
vysce kyvety byla prométena spektra v rozsahu vinovych délek 300 — 900 nm.

Kyvety srtiznym obsahem biopolymeru byly proméieny v rtiznych polohach pomoci
polohovatelného nastavce (viz ptiloha). Nasledné byla absorbance pomoci kalibracnich
piimek pfevedena na koncentraci a byl vynesen graf zavislosti koncentrace na vzdalenosti od
rozhrani, ve kterém dochazelo k difuzi.

'.,1 e ; a SRSy Yerley

Obrazek 21: Kyvety s agarozovym gelem po difuizi methylenové modri v ¢ase 48 hodin.
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6  DISKUZE A VYSLEDKY
6.1 Charakterizace biopolymernich materiali a agaré6zovych hydrogeli

6.1.1 Elementarni analyza

Jak je patrné jiZ ze strukturnich vzorct vSech sloucenin, nejvétsi pozornost v elementarni
analyze musi byt vénovana predevsim biogennim prvkam: kyslik, uhlik, vodik, vzhledem
k tomu, Ze tyto prvky jsou nejvice zastoupeny ve vSech zkoumanych biopolymernich latkach.

Prvnim vzorkem, ktery byl podroben elementarni analyze, byl vzorek praskové agarozy,
také od spole¢nosti Sigma Aldrich. Vlhkost méfeného vzorku agardzy dosahovala hodnoty
2,58 hm. % a mnozstvi popela bylo 1,78 hm. %. Namétené hodnoty zastoupeni v atomovych
procentech pro jednotlivé prvky jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Procentualni prvkové zastoupeni ve vzorku agarozy v suchém bezpopelovém stavu.
prvek kyslik | uhlik | vodik | sira | dusik
zastoupeni [atom. %] 234 27,7 48,7 0,1 0,0

Meéteny vzorek HK vykazuje typické prvkové sloZeni pro HK izolované z jihomoravského
lignitu [8], jak je patrné z pfiloZené tabulky 10. Vyssi zastoupeni vodiku na ukor uhliku ve
struktufe huminovych kyselin ve srovnani s jinymi HK lignitického pivodu [16] indikuje
mensi aromacitu huminovych kyselin z jthomoravského lignitu. Huminové kyseliny byly také
charakterizovany mnozstvim popela, ktery byl pomémé hojné zastoupen, vzhledem k tomu,
ze pouzivané huminové kyseliny nebyly proc¢istovany vodou. Konkrétni hodnota zastoupeni
popela ¢inila 28,92 hm. % a vlhkost huminovych kyselin dosahovala hodnoty 6,98 hm. %.
Nameétené prvkové zastoupeni pro huminové kyseliny izolované z jihomoravského lignitu je
uvedeno v ptilozené tabulce (viz tabulka 10).

Tabulka 10: Procentualni prvkové zastoupeni ve vzorku HK v suchém bezpopelovém stavu.
prvek kyslik | uhlik | vodik | sira | dusik
zastoupeni [atom. %] 24,0 27,6 48,0 0,2 0,2

Nasledn¢ byl elementarni analyze podroben také vzorek chitosanu, experimentalni
provedeni bylo prakticky totozné, jako v pfipadé HK. Vlhkost pouzivaného chitosanu od
spole¢nosti Sigma Aldrich dosahovala hodnoty 5,89 hm. % a mnozstvi popela piepoctené na
hmotnostni procenta bylo 3,04 hm. %. Nejvétsi prvkové zastoupeni v chitosanu ma vodik, coz
je celkem logické, vzhledem k tomu, ze chitosan ve své struktufe obsahuje velké mnozstvi
amidovych skupin. Konkrétni naméfené hodnoty atomovych procent jsou uvedeny v tabulce
11.

Tabulka 11: Procentualni prvkové zastoupeni ve vzorku chitosanu v suchém bezpopelovém stavu.
prvek kyslik | uhlik | vodik | sira | dusik
zastoupeni [atom. %] 16,8 26,9 52,1 0,00 4,2
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6.1.2 Stanoveni kyselosti biopolymeri

Na niZe uvedenych grafech je zobrazena vypoctena hodnota kyselosti pouzivanych HK
stanovovana ruznymi titracemi dle vySe uvedenych postupl. Pokud lze srovnat hodnotu
celkové kyselosti s kyselosti karboxylatovou, 1ze tvrdit, Ze karboxylové skupiny ve struktuie
HK jsou hlavnimi striijci celkové kyselosti HK. Jelikoz kyselost vypoctena z karboxylatové
titrace dosahovala hodnoty 2,12 mmol H' na gram HK, zatimco celkova kyselost stanovena
piimou titraci disponovala hodnotou 2,64 mmol H' na gram HK. Lze tedy tvrdit, Ze pfiblizné
80 % celkové kyselosti HK je zplsobeno pfitomnosti COOH skupin v huminovych
kyselinach.

B celkova kyselost - zpétna titrace M celkova kyselost - pifma titrace O karboxylatova titrace

6,0

5,28

5,0 -
4,0 -

3,0

[mmol(}f )/guk ]

2,0 1

1,0

0,0 -
ligniticka huminova kyselina

Obrazek 22: Vypoctena kyselost lignitickych huminovych kyselin.

Srovnani celkové kyselosti vypoctené ze zpétné titrace a celkové kyselosti ziskané piimou
titraci je nasledujici: celkova kyselost ziskana zpétnou titraci dosahuje hodnoty 5,28 mmol H"
na gram HK, zatimco jak jiz bylo zminéno vyse, celkova kyselost ziskana piimou titraci
dosahuje pouze hodnoty 2,64 mmol H' na gram HK. Jak je patrné z uvedenych hodnot,
celkova kyselost ziskana zpétnou titraci je pfiblizn€ dvakrat vétsi, nez v pfipadé celkové
kyselosti ziskané piimou titraci, coz lze vysvétlit tim, ze pfi zpétné titraci dochéazi vlivem
hydroxidu sodného k disociaci veSkerych funkénich skupin (fetézce HK v alkalickém roztoku
jsou natazené), zatimco v piipadé pfimé titrace, kdy huminové kyseliny byly dispergovany
pouze ve vodé vpodobé sbalenych klubek, jsou nékteré funkéni skupiny nepiistupné
titracnimu ¢inidlu (skryté v polymernim klubku) a nelze je tedy stanovit pfimou titraci.

V piipadé piimé titrace ma klicovy vliv na vyslednou kyselost rychlost pfidavku ¢inidla. Pii
pomalé titraci dochazi v disledku postupné disociace kyselych skupin k napfimovani fetézcii
HK. Pfi dostate¢né¢ pomalé titraci by se takto stanovend vyslednd kyselost méla piiblizit
hodnoté celkové kyselosti stanovené nepiimou metodou. Naopak pii rychlejsim ptidavku
titraéniho Cinidla jsou u piimé titrace pfednostné disociovany kyselé skupiny na povrchu
polymerniho klubka. Rozdil mezi vysledky ptimé a neptimé titrace poté poskytuje zajimavou
informaci o tvaru polymerniho klubka HK ve vodné suspenzi. Pro podrobnéjsi charakterizaci
distribuce kyselych funkénich skupin mezi povrchem a vnitinim objemem klubka pouzitého
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vzorku by proto bylo vhodné pfimou titraci zopakovat pro vice riiznych rychlosti ptidavki
titracniho ¢inidla.

B celkova kyselost - zpétna titrace B celkova kyselost - pfima titrace

0 4,76
is - 421
40 A
= 3,5
& 3,0
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chitosan

Obrazek 23: Vypoctena celkova kyselost chitosanu ziskana zpétnou a primou titraci.

Na vySe uvedeném grafu (obrdzek 23) jsou zobrazeny vypoctené hodnoty kyselosti pro
dalsi pouzivany biopolymer — chitosan. Celkova kyselost chitosanu byla opét stanovovéana
pomoci zpétné respektive ptimé titrace. Rozdily ve vypoctenych hodnotach celkové kyselosti
nejsou tak markantni jako v ptipadé HK, v obou piipadech se celkové kyselosti liSily
ptiblizn€ o 10 %. Tento rozdil je pravdépodobné zptsoben tim, Ze u chitosanu neni tak slozita
konformace jako v piipadé HK, lze tedy tvrdit, ze vSechny amidové skupiny jsou pfistupné i
pii pfimé titraci. Nabizi se také dals$i vysvétleni, tento rozdil mize byt zplisoben zna¢nymi
odliSnostmi v hodnotach izoelektrickych bodi chitosanu a huminovych kyselin. Pokud
bychom méli srovnat celkovou kyselost HK a chitosanu pomoci zpétné titrace, tak je patrné,
ze HK disponuji vyssi kyselosti, nez v pfipadé chitosanu.

Dale byla pomoci titratnich metod zjisténa také hodnota zdanlivé disocia¢ni konstanty
(rovnice 31 a 32) pro jednotlivé biopolymery, coz zobrazuje nize uvedeny graf (viz
obrazek 24). Jak je patrné z tohoto grafu, HK disponuji vyssi hodnotou pK, konstanty. coz je
ocekavany vysledek. V ptipadé HK dosahovalo pK, hodnoty 7,2, zatimco u chitosanu méla
hodnotu pouze 4,8. Pouzit¢é HK se chovaji jako slaba kyseliny, disociace nastava pii pH
v neutralni a zasadité oblasti. Naproti tomu bazické skupiny chitosanu disociuji pii pH niz§im
neZ cca 4. Tabelovana hodnota pK, pro chitosan je 6,5.

pH=pKapp—nloglf (31)
o= Cnaorr * Vaon + [H+] (Vsusp + VNaOH) (32)
b, g4
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Obrazek 24: Vypoctene hodnoty zdanlivé disociacni konstanty pro ligniticke HK a chitosan.

6.1.3 Infracervena spektroskopie biopolymeri a susin agarézovych gela
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Obrazek 25: Infracervenda spektra pro pouzivané biopolymerni slouceniny.

Vyse uvedeny graf (viz obrazek 25) zobrazuje infracervena spektra pro vSechny zkoumané
biopolymery (agardza, huminové kyseliny, chitosanu). Zobrazené infracervené spektrum pro
chitosan lze popsat nasledovng. Siroky pit vrozmezi 3 600 az 3100 cm™' je indikuje
pritomnost —OH skupin, néasledn& pik vrozmezi vlnovych délek 3 000 az 2 850 cm '
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charakterizuje piitomnost alifatickych skupin C—H. Pik pii vinoétu 1 650 cm ' reprezentuje
acetylované amino skupin pochézejici z chitinu, z ¢ehoZ lze usuzovat, ze zkoumany vzorek
chitosanu neni zcela deacetylovan. Jeden z poslednich reprodukovatelnych pika je v rozsahu
vinodt 1 200 az 1 000 cm ™', ktery je charakteristicky pro primarni aminové skupiny.

Dalsi infracervené spektrum HK (viz obrazek 25) vykazuje typicky prabéh pro lignitické
HK. Ostré uzké pasy nad 3500 cm ' odpovidaji absorpci anorganickych —OH skupin,
vazanych v jilové slozce popela. Siroky obly pas v oblasti 3500 az 3000 cm ' je
charakteristicky pro materialy s vysokym obsahem —OH skupin. Ve spektralni oblasti kolem
2900 cm ' se nachazi typicky dublet, ktery odpovida valenénim vibracim alifatickych skupin
—CH,— a —CHj, které v HK charakterizuji pfedev§im obsah lipidickych struktur. Siroky slaby
pas kolem 2530 cm™' charakterizuje absorpci vodiku v karboxylovych skupinach siln&
poutanych H— mustky a je jednim z dilezitych voditek pii posuzovani disociace téchto skupin.
Ve spektru HK je v této oblasti patrny dublet past pii 1 710 a 1 600 cm™'; pas pii 1 710 cm™
odpovida absorpci —C=0 nedisociovanych karboxylovych skupin, absorpce kolem 1 600 cm !
nalezi konjugovanym ketoniim, fenolovym —OH skupindm a disociovanym karboxylatiim.
V oblasti pod 1 500 cm™" se nachézi slabsi pasy absorpce alifatickych a ligninovych struktur.
Dalsi pas okolo 1280 cm™' opét odpovida nedisociovanym —COOH skupinam a ostry pik
okolo 1050 cm ' nalezi -C—O—C— etherovym a esterovym mustkiim a sacharidovym —OH
skupinam. V této oblasti absorbuji také hydroxidové skupiny mineralnich necistot (popele).
Poslednimi dvéma interpretovatelnymi pasy jsou uzky pik okolo 910 cm™ (zde absorbuiji
jednak dimery nedisociovanych karboxylovych skupin, ale také —OH skupiny mineralnich
slozek — jilt) a pik okolo 670 cm ™', ktery odpovida absorpci aromatickych benzenovych jader.

Poslednim zobrazenym spektrem je infraervené spektrum praskové agardzy (viz obrazek
25). Siroky obly pas kolem 3 500 cm ' je opé&t typicky pro —OH skupiny. Pik p¥i 2 900 cm™
predstavuje vibrace alifatickych skupin —CH,— a —CHj. Pik pfi 2400 cm ' nepredstavuje
zadné relevantni skupiny, jelikoz se jedna o pik charakterizujici plynny oxid uhli¢ity. DalSim
reprodukovatelnym pikem je spektrélni oblast pii vinoétu 1100 cm', kterd predstavuje
vibrace skupiny C—O. Poslednim reprodukovatelnym pikem je pik pod 1 000 cm™, ktery
charakterizuje pfitomnost 3,6-anhydrogalaktézy.

Dalsi naméfend infraCervend spektra agardézovych geli s pfidavkem biopolymeru jsou
shrnuta na grafickych zavislostech uvedenych nize (viz obrazek 26 a 27). Ze srovnéni téchto
spekter je patrné, Ze s rostouci koncentraci biopolymeru (HK) dochazi k rozSifovani pasu ve
spektralni oblasti okolo 3 500 cm ', ktery je charakteristicky pro —OH. Zadné jiné zietelné
odliSnosti v jednotlivych spektrech nejsou pozorovany, coz je pravdépodobné zptsobeno tim,
ze pridavek huminovych kyselin k 1 hm. % agar6zovému gelu byl velmi maly, vzhledem
k tomu, Ze maximalni koncentrace HK v agar6zovém gelu byla pouze 0,01 hm. %.

Ani v ptipadé ptidavku dal§iho biopolymeru (chitosan) nebyl pozorovan zadny markantni
rozdil v namétenych infraCervenych spektrech. Jediny rozdil je stejné jako v ptipadé

huminovych kyselin pozorovatelny ve spektralni oblasti kolem 3 500 cm ', kde dochézi
k rozsifeni tohoto spektralniho pasu charakteristického pro —OH.
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Obrazek 26: Infracervend spektra pro 1 hm. % agarozovy gel s pridavkem HK.
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Obrazek 27: Infracervend spektra pro 1 hm. % agarozovy gel s pridavkem chitosanu.
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6.1.4 Studium viskoelastickych vlastnosti agar6zovych hydrogelu

Hlavnim cilem tohoto experimentu bylo zjistit a porovnat viskoelastické vlastnosti
agardzovych hydrogeld pomoci jednoduchych oscilacnich testi, konkrétné se jednalo o testy
s konstantni frekvenci oscilaci a ménénou amplitudou napéti, kdy tento test slouzil pfedevSim
k ur€eni linedrni oblasti viskoelasticity (LVO), kterou je nezbytné znat pro dalsi oscilacni test
s konstantni amplitudou napéti a proménnou frekvenci oscilaci. Nize uvedeny graf (viz
obrazek 28) zobrazuje jednoduchy oscila¢ni test pro 1 hm. % a 4 hm. % agar6zové hydrogely.
Z tohoto grafu je patrné, ze oba zkoumané systémy se chovaji obdobn¢ s tim rozdilem, ze
hydrogel s vyssi koncentraci agarozy v gelu disponoval vyssimi hodnotami viskoleastickych
modulti v obou pfipadech, at’ jiz modulu ztratového ¢i modulu elastického. Z toho lze
usuzovat, ze gel s vysSi koncentraci agardzy v gelu disponoval rigidnéjsi strukturou, nez
v piipadé¢ 1 hm. % agardézového gelu. Pro pirehlednost grafické zavislosti byly vynechany
viskoelastické charakteristiky 2 hm. % agar6ézového gelu, jehoz moduly lezely pfiblizné
uprostied mezi charakteristikami 1 hm. % a 4 hm. % agar6zového gelu. Jak jiz bylo zminéno
vyse, tento jednoduchy oscilacni test s konstantni frekvenci oscilaci slouzil pfedev§im pro
urc¢eni LVO, nutné pro dalsi experimenty. Ve vSech pfipadech byla jako vhodna amplituda
napéti zvolena hodnota 0,1 %, vzhledem k tomu, Ze pti vys$Sich amplitudach napéti dochdzelo
k nevratné deformaci zkoumaného vzorku, coz je potvrzeno rapidnim poklesem obou
viskoelastickych modult. V obou zobrazenych ptipadech, tedy jak v ptipadé¢ 1 hm. % gelu,
tak také v ptipadé 4 hm. % gelu dochazelo k nevratné poruseni struktury prakticky pii stejné
amplitudé napéti, konkrétni hodnota byla pfiblizné¢ 0,25 % deformace. Obdobna hodnota
amplitudy napéti nutna pro deformaci vzorku svéd¢i o stejném mechanismu vzniku gelu, 1ze
tedy fici, ze koncentrace agardézy v gelu nemd vyraznéjsi vliv na zplisob vzniku téchto
materiald.
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Obrazek 28: Jednoduchy oscilacni test s konstantni frekvenci oscilaci a ménénou amplitudou napéti
pro 1 hm.% a4 hm. % agarozovy gel.
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Dalsim testem, kterému byly agardzové gely bez ptidavku biopolymeru podrobeny, byl
oscilacni test s riznou frekvenci oscilaci a vhodnou konstantni amplitudou napéti. Vystupy
z téchto experimentll jsou zobrazeny v ndsledujicich grafickych zavislostech. Z nize
uvedenych grafti je patrné, ze 1 pres vysoké procento vody v hydrogelu disponuji vSechny
zkoumané materidly (hydrogely sriznou koncentraci agarézy v gelu) pln¢ sitovanou
strukturou, coz lze usuzovat z toho, ze elasticky modul prevySuje pomérné vyrazné modul
viskozni. OdliSnosti ve struktufe hydrogelu lze popsat grafickou zavislosti na grafu (viz
obrazek 29), ktery vyjadiuje zavislost komplexniho modulu na frekvenci oscilaci. Komplexni
modul pruznosti se sklada z redlné a imaginarni slozky. Reédlna slozka charakterizuje elastické
vlastnosti zkoumanych materidli, imagindrni slozka charakterizuje viskdzni vlastnosti
materidlti. OdliSnosti jednotlivych agarézovych vzorkii o rizné koncentraci jsou jesté vice
zietelné z priloZzené tabulky 12, ve které jsou zobrazeny hodnoty komplexniho modulu
v zavislosti na koncentraci agardézy v hydrogelu. Z této tabulky (viz tabulka 12) a
z ptilozeného grafu (viz obrazek 29) lze usuzovat, ze hodnota komplexniho modulu roste
piimo timérné se stoupajici koncentraci agardzy v hydrogelu. Lze tedy tvrdit, Ze se stoupajici
koncentraci dochéazi ke vzniku pevnéjsi vzorka s rigidnéjsi strukturou, coz bylo patrné jiz pti
samotné manipulaci se vzorkem. Experimentaln¢ bylo tedy ovéfeno, ze koncentrace agarozy
v gelu ma vyrazny vliv na finalni mechanické vlastnosti pfipravenych hydrogelt. Co se tyce
rozdilti v hodnotach elastického a visk6zniho modulu, pro jednotlivé vzorky, tak lze fici, Ze
zde nejsou pozorovany markantnéj$i odchylky, jelikoz ani v jednom piipadé nedosahoval
rozdil mezi G"a G'" vétsi nez dva tady.

1LOE+06 ¢ BG 1%®G" 1% B G 2% ®G" 2% B G'_4% © G" 4%
1 OE+05 ...IIIIIIIIIIIIIIIIIIII
’ ; .'...IIIIIIIIIIIIIIIIIII
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frekvence oscilaci [Hz]

Obrazek 29: Oscilacni test s proménnou frekvenci oscilaci a konstantni amplitudou napéeti pro
agarozoveé gely riiznych koncentraci.

Jak je patrné z nize uvedené grafické zavislosti (viz obrazek 30), a tabulky 12, zména
mechanickych vlastnosti (nariist komplexniho modulu) koreluje s ndristem koncentrace
agarozy v gelu. Z tohoto grafu lze usuzovat, jakych mechanickych vlastnosti by dosahovaly
agarozove gely o vyssich, respektive nizSich koncentracich.
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Tabulka 12: Vypoctené hodnoty komplexniho modulu pro riizné koncentrované hydrogely

koncentrace agarézy [hm. %]

komplexni modul [Pa]

1 14 894
2 64 597
4 157 479

2,0E+05 -
1,6E+05 -
1, 2E+05 -
8,0E+04 -

4,0E+04

komplexni modul [Pa]

y =47373x - 31547

R*=0,9997

0,0E+00 . . .

0,0 0,5 1,0 L5

2,0

25

3,0 3,5 4,0

koncentrace agar6zy v gelu [hm. %]

Obrazek 30: Zavislost komplexniho modulu na hmotnostni koncentraci agarozy v gelu.

Viskoelastické charakteristiky byly studovany také u agarézovych gela

s riznym

pfidavkem biopolymeru. Vystupy z téchto polymerti jsou zndzornény na nize uvedenych

grafech.

Obrazek 31 charakterizuje mechanické vlastnosti 1 hm. % agarézového gelu s pridavkem
HK. Pro ptehlednost jsou v grafu (viz obrazek 31) uvedeny pouze vzorky s nejvétsi diferenci
obsahu HK. Jak je patrné z této grafické zavislosti, pfidavek HK nema vyrazngjsi vliv na
vysledné viskoelastické charakteristiky zkoumanych materidlti, coz je pravdépodobné
zpisobeno tim, Ze maximalni pfidavek huminovych kyselin se pohyboval v setinach procenta.
Zcela odlisny trend byl pozorovan v pfipadé agarézovych gelit s pfidavkem chitosanu,
zmeétené viskoelastické charakteristiky pomoci frekvenénich testll jsou uvedeny na grafu nize

(viz obrazek 32).
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Obrazek 31: Frekvencni zavislost viskoelastickych modulii pro gely s riiznou koncentraci HK
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Obrazek 32: Frekvencni zavislost viskoelastickych modulii pro gely s riiznou koncentraci chitosanu

Jak je patrné z frekvencni zavislosti pro agar6zové gely s chitosanem (viz obrazek 32),
piidavek chitosanu ovliviiuje pomérné markantné finalni mechanické vlastnosti piipravenych
vzorkd, jelikoz pokles v modulech, pfedevs§im pak v elastickém modulu byl pomérné zietelny.
Lze tedy tvrdit, ze ptidavek chitosanu do struktury agar6zového gelu vede k tomu, Ze rigidita
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a pevnost uzli termoreverzibilnich agarézovych gelti klesa, coz je pomérné zajimavy fakt.
Jednim z vysvétleni miize byt vliv aminovych skupin ve struktufe chitosanu. Chitosan
pravdépodobné interaguje s agar6zou mnohem siln¢ji, nez v piipadé¢ HK a z tohoto ditvodu
poté dochazi ke zhorSeni mechanickych vlastnosti pfipravenych vzorki.

Pro shrnuti lze tedy fici, ze vysSi obsah agardzy v gelovém systému vede k tomu, Ze tyto
vzorky disponuji rigidnéjsi strukturou, nez v ptipadé vzorki s nizsi koncentraci agarozy. Déle
lze tvrdit, Ze HK alesponn v méfeném rozsahu nemaji vyznamnéj$i vliv na vysledné
viskoelastické vlastnosti hydrogeli na bazi agar6zy. Pevnost uzlii ve strukture gelu je tedy
dana pouze termoreverzibilni agar6zou. Opacny trend je nastolen v agar6zovych gelech
s piidavkem chitosanu, v tomto pfipad¢ dochédzelo ke snizovani rigidity pfipravenych vzorki
s rostouci koncentraci chitosanu v hyrogelech. Jednoduché viskoelastické testy slouzily
predevsim k volbé vhodné koncentrace agardzy v gelu pro difuzni experimenty, jako vhodna
koncentrace se jevila 1 hm. %, jelikoZ rigidita a pevnost vzorku dosahovala pozadovanych
vlastnosti a difuze nebyla tak ¢asové narocna jako v ptipade¢, kdyby byl zvolen gel s vysSim
obsahem agardzy.

6.1.5 Stanoveni velikosti pori hydrogelii na bazi agarézy

Ptedpokladem pro nasledujici experiment zabyvajici se stanovenim velikosti pori
v agarozovych hydrogelech byla domnénka, Ze velikost pdéra piipravenych materidlt je
znacné z4avisld na zvolené koncentraci agardzy v gelu. Vysledky jsou sumarizovany v tabulce
13. Vypoctené¢ hodnoty vinového koeficientu byly zprimérovany ze tfi méfeni a tyto
zprumérované hodnoty byly vyneseny do grafu dle Aymarda [66] a ztohoto grafu byla
nasledné odecCtena velikost port, kterd je pifimo umérna korelaéni délce udavané
v mikrometrech. Z nize uvede tabulky a grafické zdvislosti je patrné, Ze se stoupajici
koncentraci dochazi k vyraznému poklesu velikosti pord. Zajimavym faktem je také
exponencialni pokles velikosti port, coz je ziejmé z grafu. Lze tedy tvrdit, Ze nejveétsi rozdil
ve velikosti pord je pozorovatelny pii nizkych koncentracich, konkrétné rozdil mezi
0,5 hm. % a 1 hm. % agar6zovym gelem. Z grafické zavislosti (viz obrdzek 33) a pfilozené
rovnice regrese lze tedy usuzovat o velikosti porti i pro rizné jiné koncentrace agardzy
v hydrogelu. Velikost porii agar6zovych gelt klesa s rostouci koncentraci agardzy v gelu a to
exponencialn¢, vzhledem ktomu, Ze pifi vySSich koncentracich dochazi k pfiblizeni
agardzovych fetézci a vzajemné interakci. Z tohoto divodu lze vysvétlit 1 fakt, ze difuze
v gelech svy$$i koncentraci je mnohem pomalejsi, nez v pfipadé hydrogeld s nizsi
koncentraci.

Tabulka 13: Hodnoty vinového exponentu a velikosti porii pro agarozové gely s riiznou koncentraci.

koncentrace vinovy exponent (VE) primér VE velikost pori
agarozy [hm. %] [pm]
0,5 2,47 -2,34 -2,40 0,80
1,0 -2,59 -2,59 -2,59 0,38
2,0 -3,06 -3,06 -3,06 0,16
4,0 -2,81 -2,84 -2,82 0,09
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Obr. 33: Zavislost velikosti porit na koncentraci agarozy v daném hydrogelu.

6.1.6 SuSici charakteristiky agarézovych hydrogeli

Nasledujici experiment byl zaméfen na stanoveni suSicich charakteristik a sestrojent
susicich kfivek pro agardzové gely s riznou koncentraci biopolymeru. Zména hmotnosti pfi
suSeni hydrogelll byla zaznamenavana pomoci analyzatoru vlhkosti s obsluznym PC. Vsechny
vzorky byly suseny pii 105 °C az do ustdleni konstantni hmotnosti. Do grafickych zavislosti
byla pro piehlednost vynesena pouze linearni ¢ast a to v casovém intervalu 20 az 40 minut.
Hlavni motivaci k realizovani tohoto experimentu byla hypotéza, ze ptidavkem biopolymeru
muze dojit k markantnimu ovlivnéni zptsobu vazby vody ve findlnim hydrogelu. Namétena
data jsou sumarizovana v nasledujicich grafickych zéavislostech (viz obrazek 34), které
zobrazuji ubytek hmotnosti jednotlivych hydrogeli v ¢asovém intervalu 20 az 40 minut. Ze
smérnic uvedenych linedrnich zavislosti (které charakterizuji rychlost suseni) Ize usuzovat o
charakteru ptipravenych hydrogelii a odlisnostech v suSeni pro jednotlivé vzorky. Prvni graf
zobrazuje suSici kiivky pro agardézové gely s pfidavkem huminovych kyselin. Z téchto
susicich ktivek (viz obrazek 34) Ize usuzovat, ze pridavek HK k 1 hm. % agardézovému gelu
vyvolava pomalejsi suSeni daného vzorku. Nejmarkantnéjsi rozdil je pozorovan mezi ¢istym
1 hm. % agar6ézovym gelem bez ptfidavku biopolymeru a 1 hm. % agar6zovym gelem
s nejvétsim piidavkem huminovych kyselin, ¢ili 0,010 hm. %. Rozdil ve smérnici pro tyto dva
vzorky ptedstavuje hodnota 0,271, lze tedy tvrdit, Ze suSeni agar6zovych geli s ptidavkem
huminovych kyselin probiha pfiblizné o 15 % rychleji.

Zajimavym faktem a motivaci k dalSimu vyzkumu této problematiky je také teplotni
zavislost na velikost port agar6zovych hydrogelli, vzhledem k tomu, ze v piipadé vysSich
teplot bude dochazet k poruSovani slabych agar6zovych fetézcli uvnitf struktury téchto
materidlti a velikost porti by teoreticky méla riist s rostouci teplotou gelu. Jiné aplikovatelné
metody na stanoveni velikosti portt v agarozovych gelech jevici se jako vhodné jsou
dynamicky rozptyl svétla (DLS) ¢i mikroskopické metody (SEM, AFM, aj.).
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Obrazek 34: Susici krivky pro agarozoveé gely s pridavkem HK v intervalu suseni 20 az 40 minut.

V piipadé, porovnani vlivu koncentrace biopolymeru (huminové kyseliny) na rychlost
suSeni, lze tvrdit, ze pfidavek vyssi koncentrace huminovych kyselin neovliviiuje suSici
charakteristiky tak vyrazné. Lze tedy tvrdit, Ze sebemensi ptidavek HK ovliviiuje suSici
charakteristiky pfipravenych vzorkl, ovSem piidavek vyssi koncentrace HK nema tak
markantni vliv. Smérnice, které charakterizuji susici charakteristiky jednotlivych vzorkd, jsou
uvedeny v tabulce 14.

Tabulka 14: Experimentadlné ziskané smérnice suSicich kifivek pro agarozové gely s pridavkem
biopolymerii

koncentrace HK v gelu [hm. %] smérnice primky smérnice primky
(HK) (chitosan)
0,000 -1,513 -1,513
0,002 -1,716 -1,819
0,005 -1,777 -1,845
0,010 -1,784 -1,854
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Obrazek 35: Zavislost smérnice susicich kiivek na koncentraci huminovych kyselin v gelu.
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Obrazek 36: Zavislost smérnice susicich kifivek na koncentraci chitosanu v gelu.
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Obrazek 37: Susici krivky pro gely s pridavkem chitosanu v ¢asovém intervalu 20 — 40 minut.



Na obrazku 37 jsou zobrazeny suSici charakteristiky agar6zovych geli s ptidavkem
chitosanu, opét v Casovém intervalu 20 az 40 minut. Opét bylo prokazano, ze ptidavek
biopolymeru do struktury agar6zového gelu vyrazné zvySuje rychlost suseni, coZ potvrzuji
vyse uvedené grafické zavislosti. Dle smérnic linearnich zavislosti 1ze usuzovat, Ze s vySSim
ptidavkem chitosanu do struktury agarézovych gelt dochazi k postupnému rychlej$imu suSen.
Tento fakt je splnén prakticky pro kazdou koncentraci chitosanu v gelu, s vyjimkou nejvyssi
koncentrace 0,1 hm. %. Pravdépodobné se jedna o chybu méfeni, i kdyZ byl tento vzorek
stejn¢ jako ostatni méfen trikrat. DalSim vysvétlenim mize byt to, ze rozdily v koncentraci
chitosanu jsou natolik malé, ze nejsou schopny ovlivnit rychlost suseni, popiipad¢ chitosan
nemusi mit prakticky zadny vliv na susici charakteristiky agarézovych geld. Dle pivodnich
piedpokladii nebyl pozorovan zadny markantni rozdil ve finalnich hmotnostech suSin
jednotlivych vzorkd.

6.1.7 UV-VIS spektrometrie roztoku huminovych kyselin

UV-VIS spektrometrie slouzi jako univerzalni nastroj pro charakterizaci HL. Z naméteného
UV-VIS spektra 1ze vypocitat standardni optické charakteristiky. Ty jsou velmi uzitecné pro
urceni disperzity vzorku, slouzi také k jakémusi ndhledu na chemickou strukturu HK, 1ze jimi
také zjistit moldrni hmotnost métenych vzorkl. Absorpéni pomeér Ajgy/ Ases odpovida
poméru mezi odolnymi ligninovymi strukturami a mladymi frakcemi s nizkym stupném
humifikace. Tento pomé&r dosahuje hodnoty 4,3. Dalsi pomér predstavuje tzv. humifikacni
index, jedna se o pomér absorbanci pii vinovych délkach 465 nm ku absorbanci pfi vinové
délce 665 nm. HK jsou charakteristické tim, Ze s rostouci molekulovou hmotnosti nebo
stupném disperzity tento humifika¢ni index klesd. Humifika¢ni index dosahuje hodnoty 3,9,
coz je pomérné€ nizkd hodnota, coz svéd¢i o tom, Ze pouzité HK disponuji pomérné vysokou
molekulovou hmotnosti.

Nemén¢ dulezitou spektralni charakteristikou v souvislosti s chemii HK pfedstavuje
koeficient AlogK =log A(400nm) — log 4(600nm). Skupina japonskych autori v cele
s Kumada [67] definovala souvislost mezi AlogK a stupném humifikace, vyssi hodnota Alogk
reprezentuje vyS$i humifikace materialu. Pouzité huminové kyseliny maji AlogK = 0,6382,
tim padem spadaji do kategorie typu B (viz. [67]), coz naznacuje vysoky stupen humifikace.
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Obrazek 38: Absorpcni spektrum v oblasti UV-VIS pro ligniticke HK.
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6.2 Difizni experimenty

Nasledujici experimenty byly hlavni naplni této diplomové prace. Jednalo se piedevSim
o studium reaktivity vybranych biopolymert formou difiznich procesi. Konkrétné byla
reaktivita huminovych kyselin a chitosanu studovana ustidlenou diftzi v diftzni cele a
neustalenou difuzi v kyvetach. Zahrnut byl také vliv teploty na difuzni procesy skrz polotuhé
agarozové gely s pridavkem biopolymeru.

6.2.1 Stanoveni diftizniho koeficientu pouzitych barviv ve vodném roztoku

Jako prvni byly provedeny difizni experimenty vybranych organickych barviv (MM a MO)
skrz membrany SPI PORE vyrobené z polykarbondtu s velikosti pérti 0,2 um. Na prvnim
grafu (viz obrdzek 39) je patrnd Casova zavislost zmény koncentrace methylenové modfi
v pfijimaci komofe diftizni cely. Na druhém grafu je zobrazena zavislost funkce LN na cCase.
Funkce LN je definovana podle nize uvedené rovnice (33). Ze smérnice této zavislosti Ize
poté vypocitat difizni koeficient vybranych barviv ve vodnych roztocich.

ﬁl}t:—m@—ZE&]:LN (33)

CZO

Konstanta f, kterd charakterizuje pouzitou membranu, byla stanovena kalibraci cely za
pouziti materidlu o zndmé hodnoté difuzniho koeficientu (KCl, viz [74]). Z uvedenych grafii
(viz obrazek 41) je patrné, Ze srostouci teplotou dochdzi k linearnimu nértstu difizniho
koeficientu organického barviva (MM) ve vodnych roztocich. Bylo tedy experimentalné
ovéfeno, ze teplota ma vyrazny vliv na rychlost diftznich procest ve vodnych roztocich.
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Obréazek 39: Casova zavislost zmény koncentrace MM pro difiizi barviva skrz membrdanu pii riznych
teplotach.
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Obrazek 40: Casova zavislost funkce LN vypocitané dle rovnice (33) pro difiizi skrz membrdnu pri
riiznych teplotach.
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Obrazek 41: Difiizni koeficient pro barviva ve vodnych roztocich v zavislosti na teploté experimentu.
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Obrazek 42: Strukturni vzorec organického barviva — methylenova oranz.

Stejnym zpiisobem byl vyhodnocen také diftzni koeficient ve vodném roztoku v ptipadé
pouziti methylenové oranzi coby difuzniho média. Difuzni koeficient pro methylenovou oranz
byl stanoven pouze pii jedné teploté, konkrétn¢ 30 °C. Vypoctené hodnoty diftizniho
koeficientu pro methylenovou modf a methylenovou oranz jsou sumarizovany v nésledujici
tabulce 15.

Vysledné hodnoty difuzniho koeficientu budou ovlivnény nejen teplotou, pfi které diftize
probihala. Hodnoty difuzniho koeficientu budou také znacné zéavislé na molarni hmotnosti
daného barviva.

Tabulka 15: Vypoctené difiizni koeficienty pro difuzi barviva ve vodé pri riznych teplotach.

teplota difuzni koeficient D, [mz-s_l]

[°C] MM MO
30 8,44-107"° 9,66:107"°
40 1,29-10”

50 1,69-10°°

6.2.2 Stanoveni diftizniho koeficientu v agarézovych gelech metodou diftizni cely

Hlavnim cilem tohoto experimentu bylo ovéieni vlivu koncentrace agardzy v agar6zovém
gelu na rychlost difuze a hodnotu difuzniho koeficientu studovanych barviv. Naméfend data
jsou sumarizovana Vv nasledujicich grafickych zavislostech a tabulkdch. V ptipadé
methylenové oranzi byly experimenty provadény pii teploté 30 °C, v pfipadé methylenové
modii pfi teplotach 30, 40 a 50 °C. Teplota byla regulovana pratokovym termostatem.

Na prvni grafické zavislosti (viz obrazek 43) je zobrazena zavislost zmény koncentrace
methylenové modii (MM) v pfijimaci komote diftzni cely pii teploté 30 °C Jak je patrné
ztohoto grafu, srostouci koncentraci agardzy v piipravenych hydrogelech dochazi
k vyraznému zpomalovani difize. Nejmarkantnéj$i rozdil je pozorovan mezi koncentracemi
2hm. % a 4 hm. % agardzy v gelu. Z tohoto grafu lze také usuzovat, po jaké dobé barvivo
penetrovalo skrz gelovou bariéru, lze tvrdit, ze methylenova modf je poprvé detekovana
v pfijimaci cele v ¢asovém horizontu 6 — 8 hodin, dle posuzovaného vzorku. Linearni ¢asti
casové zmeény koncentrace methylenové modfi v pfijimaci komoie difuzni cely byly
prolozeny ptimkou, ze smérnice téchto linearnich ¢asti Ize poté vypocitat kone¢nou hodnotu
difuzniho koeficientu (viz rovnice 22) a tim padem charakterizovat diftizni procesy.
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Obrazek 43: Casova zavislost zmény koncentrace MM v prijimaci komore difuzni cely pro rizné

koncentrované agarozové gely pri teploté 30 °C.

Nize uvedeny graf (viz obrazek 44) zobrazuje zavislost zmény koncentrace methylenové
oranzi v Case. Linearni ¢asti zmény koncentrace methylenové oranzi byly prolozeny pfimkami,
ze smérnic téchto linedrnich zavislosti byly vypocteny difuzni koeficienty.
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Obrazek 44: Casova zavislost zmeény koncentrace MO v prijimaci komore difuzni cely pro rizné

koncentrované agarozové gely pri teplote 30 °C.
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Tabulka 16: Vypoctené hodnoty difiizniho koeficientu, casu priichodu a absorbovaného mnozZstvi
methylenové modri a methylenové oranzi pro riizné koncertované agarozove gely.

methylenova modr methylenova oranz
teplota | agaréza v gelu D torichod | Mvim V gelu D torichod | Mmo V gelu
[°C] [hm. %] [m*s™'] [hod] [mol] [m*s™'] | [hod] [mol]
1 713107 | 6,4 | 487107 |3,4410°| 0,30 | 1,76:107
30 2 588107 | 6,5 | 9,47-107 |3,8310°| 0,81 | 1,54-107
4 2,66:10° | 7,8 | 1,33:10° | 5,61-10° | 1,36 | 2,64:10°
1 1L,11-10” | 1,6 | 2,89:107
40 2 1,03-10° | 3,1 | 6,06:107
4 8,76:10° | 2,6 | 1,07:10°
1 1,23-10° | 1,7 | 3,25107
50 2 1,12107 | 1,9 | 58510
4 93410 | 1,5 | 8,68:10"

Ptredpokladame-li, Ze koncentrace na fazovém rozhrani neni stejné ze strany gelu 1 roztoku,
ale Ze pomér koncentraci v gelu a roztoku v blizkosti rozhrani popisuje rozdé€lovaci koeficient
& je mozné vztah (11) pro teoreticky koncentracni profil upravit do jednoduché formy (34)

oc, D-¢g
J1:_D'5'6_)::T'(clo_cu) (34)

€ je poté znamkou afinity gelu k difundujici latce (pfedstavuje pomér koncentraci v gelu a
v roztoku pfi ustdleni rovnovahy, a tedy silu, jakou gel ,,vyCerpava™ difundujici ionty z
roztoku). Za ptredpokladu, ze po ustaleni difuze je az do konce experimentu koncentracni
profil neménny, je mozné pii znalosti kone¢nych koncentraci difundujici latky v obou
roztocich hodnotu ¢z tohoto vztahu jednoduse vypocist.

Tabulka 17: Vypoctené hodnoty rozdélovaciho koeficientu & pro riizné koncentrované agarozové gely.

teplota [°C] | agaréza v gelu [hm. %] EMM &Mo
1 6,8 0,63
30 2 18,0 0,73
4 40,6 1,11
1 3,3
40 2 8,6
4 23,3
1 2,8
50 2 3,2
4 15,3
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Vyse uvedend tabulka 17 sumarizuje rozdélovaci koeficient gpro rlizné koncentrované
agardzove gely pii raznych teplotach. Jak je patrné z uvedené tabulky, s rostouci koncentraci
agardzy v gelu dochdzi k naristu rozdélovaciho koeficientu, coZ je jeden z diivodu, pro¢
difaze probihd pomaleji v koncentrovangjSich agar6zovych gelech. Tento nartst je témét
dokonale linearni. S rostouci teplotou naopak dochdzi ke snizovani hodnot rozdélovaciho
koeficientu, coz ma za nasledek urychleni difuznich procesi. Afinita gelu k barvivu tedy
s rostouci teplotou linearn¢ klesa.

Nize uvedené grafické zavislosti zobrazuji efektivni hodnoty diftizniho koeficientu (viz
obrazek 45), Cas pruchodu (viz obrazek 47) a rozd€lovaci koeficient ¢ (viz obrazek 49)
v pfipadé pouziti mehtlyenové modifi coby difizniho media. Jak je patrné z téchto grafi,
efektivni hodnota difizniho koeficientu klesa s rostouci koncentraci agardzy v gelu linearné.
Cas priichodu dle o¢ekavani linedrné rostl s rostouci koncentraci agardzy v gelu, coz je ziejmé
dle ptfedpokladt, vzhledem k tomu, jak jiz bylo ovéieno diive, s rostouci koncentraci agarozy
v gelu dochéazi ke zmenSovani velikosti port a z tohoto diivodu je rychlost difuze v gelech
s vy$Sim obsahem agar6zy pomalejsi. Pomérné zajimavym faktem je skuteCnost, Ze Cas
priachodu se ménil jen ve velmi malém rozmezi, konkrétné v asovém horizontu 6,4 — 7,8
hodiny, zatimco efektivni hodnoty difuzniho koeficientu se lisily fadové.

S rostouci koncentraci agardzy gelu dochazi k linearnimu poklesu efektivniho difizniho
koeficientu. Se zvySujici se teplotou experimentu dochédzi k pozvolnému nartistu efektivnich
difiznich koeficientll, nejmarkantnéjsi rozdil je pozorovatelny pii difizi pfes membranu.
Naopak pii nejvyssi koncentraci agarozy v gelu je vliv teploty prakticky zanedbatelny. Jako
difizni médium byl pouzit roztok MO. Za nulovou koncentraci agarézy v gelu byla
povazovana difuze vybraného organického barviva skrz membranu a to v obou piipadech, jak
v ptipad¢ pouziti MM, tak také v piipadé pouziti MO, coby difizniho média.

Diftizni experimenty spojené s difuzni celou ptes porézni piepazku v podobé rtzné
koncentrovanych agardzovych gela byly provadény také pti vyssich teplotach. Hlavnim cilem
tohoto experimentu bylo objasnéni vlivu teploty na rychlost diftize ptes agardzové gely.

2,0E-09 @30 °C A 40 °C O50°C
1,6E-09
= = .9.87E-09x + 1,33E-09
‘v 12E-09 - | ’
~ E R® = 9,98E-01
S 80E-109
Q y=-7,74E-09x + 1,18E-09
4.0E-10 - R’ = 1,00E+00
y=-1,51E-08x + 8,74E-10
2 _
0,0E+00 . . . .R _9’9.6E'01 . . . .

0,0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% 2,5% 3,0% 3,5% 4,0% 4,5%
koncentrace agardzy v gelu [hm. %]

Obrazek 45: Zavislost D.yna w agarozy v gelech, v pripadé pouziti MM coby difiizniho média.
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Nize uvedend graficka zavislost (viz obrazek 46) zobrazuje stejné jako v predeslém piipade
efektivni difuzni koeficient v zavislosti na koncentraci agardzy v gelu v ptipadé pouziti MO
coby difuzniho média pii teploté¢ 30 °C. Jak je patrné z tohoto grafu, s rostouci koncentraci
agardzy v gelu dochazi pouze k malému ovlivnéni efektivnich hodnot difiznich koeficientt,
z ¢ehoz Ize usuzovat, Ze vybrané organické barvivo (MO) neinteraguje s agaré6zovymi gely a
1ze také tvrdit, ze pory i v agar6zovém gelu s nejvyssi koncentraci jsou natolik velké, ze MO
muze prochézet skrz tyto porézni piekazky pouze bez sebemensich problémd.

1,2E-09 -
A30°C
1LOE-09 2 y=7,47E-09% + 2,55E-10
<. 8,0E-10 - R? =9,73E-01
£ 6,0E-10 -
Q  4,0E-10 - /
2,0E-10 -
0,0E+00 . . . . .
0,0% 1,0% 2,0% 3,0% 4,0% 5,0%

koncentrace agar6ozy v gelu [hm. %]

Obrazek 46: Zavislost efektivniho difuzniho koeficientu na koncentraci agarozy v hydrogelech
v pripadé pouziti MO coby difuzniho média..

1 hm. % agar6zovy gel vykazoval nejvyssi hodnotu difuzniho koeficientu a nejnizsi dobu
pruchodu barviva skrz tento gel, navic jeho konzistence a mechanické vlastnosti byly
dostacujici pro manipulaci s timto vzorkem a proto bylo rozhodnuto, ze dal§i experimenty
v podobé studia reaktivity biopolymert budou provadény formou tohoto hydrogelu.

@ 30°C
. O
8 - o igog y=10,493x+ 5,750
%‘ 7 m—’ R’ = 0,929
= 61
=] 5 4
3 y=0,464x + 1,350
S 44 2
oS R*=0,862
g 37 ®
2 2 = o y=0,1286x+ 1,400
>Q Cr 2
1 - T T T T T [ R™ = 0,9643
1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

koncentrace agarozy v gelu [hm. %]

Obrazek 47: Cas priichodu MM pro jednotlivé agarézové gely lisici se koncentraci agarézy v gelu.
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Na dalsim grafu (viz obrazek 48) je uveden ¢as prichodu barviva (methylenova oranz) skrz
ruzné koncentrované agardzové gely. Jak je vidno ztohoto grafu, srostouci koncentraci
agarozy v gelu dochazelo pouze k nepatrnému ovliviiovani ¢asu prichodu methylenové
oranzi. Casy prichodu byly pro methylenovou oranz ve srovnani s methylenovou modii
mnohem nizsi.

1,6
1,4 - A 30°C
1,2

1 .
0,8 A
0,6
0,4

y=0,3421x + 0,025
R?=0,9719
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>
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(e}
—

kocentrace agardzy v gelu [hm. %]

Obrazek 48: Vypoctené hodnoty casu priichodu MO pro riizné koncentrované agarozové gely.

Na nésledujicim grafu (viz obrazek 49 a 50) je uvedena zavislost rozdélovaciho koeficientu
& na koncentraci agarozy v gelu. Jak je patrné z téch zavislosti, s rostouci koncentraci agardzy
v gelu dochazi k linedrnimu nardstu rozdélovaciho koeficientu. Pfi nizSich teplotach je
smérnice tohoto nartistu vétsi, nez v pripad€ vyssich teplot, z ¢ehoz I1ze usuzovat, pti nizsich
teplotach méa zména koncentrace agardzy v gelu vétsi vyznam, nez v piipadé€ vyssich teplot.

45 7 y=11271x-45
40 - ® 30°C R*=1

3(5) @ 40°C

)5 0 50°C y=6,7643x - 4,05

2 _
20 4 R’ =0,9944

15
y=4,4357x - 3,25

10
5 R* = 0,9096
O T T T T T T T 1

1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

koncentrace agar6zy v gelu [hm. %]

Obrazek 49: Zavislost rozdélovaciho koeficientu & na hmotnostni koncentraci agarozy v gelu pri

riiznych teplotach v pripadeé pouziti MM coby difuzniho média.
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Obrazek 50: Zavislost rozdelovaciho koeficientu & na hmotnostni koncentraci agarozy v gelu pri
teplote 30 °C v pripade pouziti MO coby difiizniho média.

Experimentalné bylo tedy ovéfeno, ze teplota ma vyrazny vliv na rychlost diftze
v agar6zovém gelu, coz bylo teoreticky predpoklddano. Namétend data jsou sumarizovana
v uvedenych grafech. Jak je patrné z uvedenych grafti a tabulek, se stoupajici koncentraci
agardzy v piipravenych gelech klesa efektivni hodnota difiizni koeficientu linearné. Rychlost
diftze v koncentrovangjSich agar6zovych gelech je tedy nizS8i a to ztoho divodu, zZe
koncentrovanéjsi gely disponuji mensimi pory, coz bylo experimentalné dokazano v kapitole
Stanoveni velikosti pora.

Zajimavy je také vliv teploty na rychlost difuize, coZ bylo hlavni néplni tohoto experimentu.
Srovnani vypoctenych efektivnich hodnot difuznich koeficientd nabizi vySe uvedené grafické
zavislosti. S rostouci teplotou dochazi ke zrychlovani celého difizniho procesu, teplota ma
tedy pozitivni vliv na rychlost difiznich experimenti, coz bylo teoreticky predpokladano.

Experimentalné bylo tedy ovéieno, ze v pripad¢ pouziti methylenové modii coby difizniho
média, koncentrace agardzy v gelu i teplota maji pomérné vyrazny vliv na rychlost difiznich
procest. Dalsi experiment, ktery byl proveden pouze s tim rozdilem, ze jako difizni médium
bylo pouzito jiné barvivo, konkrétn¢ methyloranz, se kterou bylo dale pracovano v souvislosti
a agar6zovymi gely a chitosanem. Tento experiment byl provadén pouze pfi jedné teploté,
konkrétné¢ 30 °C a to ztoho dlivodu, Ze rozdily v difuznich koeficientech s rostoucim
koncentraci agar6zy v gelu byly v pfipad¢€ pouZiti methyloranz coby difizniho média pouze
minimalni, jak je diskutovano niZe.

PredevSim z grafu zavislosti doby priichodu prvniho barviva skrz rizné koncentrované
agarozové gely na koncentraci agardzy v gelu (viz obrazek 50) je patrné, Ze zména
koncentrace agardzy v gelu nema vyraznéjsi vliv na zménu difizniho koeficientu, v piipadé
pouziti methylenové oranZi coby difizniho média, coZ je pomérn¢ zajimave, jelikoz jak bylo
vysSe ovéreno, zménou koncentrace agardzy v gelu dochazi ke zméné velikost port a dle
tohoto faktu bylo pfedpokladdno, Ze zménou koncentrace agardzy lze docilit difiznich
procest raznych rychlosti. Coz je zajimavy fakt, vzhledem k tomu, Ze methylenova oranz i
methylenova modf disponuji podobnymi molarnimi hmotnostmi, z ¢ehoz lze predpokladat, ze
rychlost difize methylenové oranzi skrz agar6zové gely bude také vyrazné ovlivnéna stejné
jako v pfipadé methylenové modfi. Tento fakt lze vysvétlovat pravdépodobné tim, ze
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methylenova oranz pfi méfeném pH tvoii natazené fetézce, které mohou prochazet skrz pory
agardzového gelu, zatimco methylenova modi mize tvotit globularni fetézce ve forme klubka
a ztohoto divodu muze byt rychlost difuze zpomalovédna. Z tohoto divodu jsou poté
ovlivnény vSechny zkoumané parametry v ¢ele s efektivnim difiznim koeficientem.

Nepatrné rozdily v difuznich koeficientech pro rtzné koncentrované gely mohou byt
vysvétleny napt. rozdily v turtuozité (ktivolakosti pohybu) v piipadé jednotlivych geli.
Diftizni koeficient je nepiimo umérny turtuozit¢ a je mozné uvazovat, Ze v piipade
koncentrovanéj$ich gelll nabyva turtuozita nizSich hodnot, pokud se méni charakter (tvar)
portt gelu — mizeme napt. uvazovat usporadani mensich pora gelu v urcité kanalky, kterymi
muze transport latky probihat rychleji. Tuto hypotézu by ovSem samoziejmé bylo tfeba
experimentalné overit, coz se jevi jako zajimava inspirace pro navazujici vyzkum.

6.2.3 Stanoveni difuzniho koeficientu gelti s biopolymerem metodou diftizni cely

Nasledujici experimenty plynule navazuji na piedeslou kapitolu 6.2.2. Hlavnim cilem
tohoto experimentu bylo porovnat reaktivitu jednotlivych biopolymert, konkrétné se jednalo
o HK a chitosan a objasnit tak, jakym zptsobem a do jaké miry ovliviiuji rychlost difuze
vybraného organického barviva skrz porézni ptepazku v podobé 1 hm. % agarézového gelu.

Na nize uvedeném grafu (viz obrazek 51) je zobrazena zmeéna koncentrace pouzitého
organického barviva (methylenova modi) v zavislosti na ¢ase pro agarézové gely s riznou
koncentraci biopolymeru pii teplot¢ 30 °C. Ztohoto grafu lze usuzovat, ze piidavek
huminovych kyselin k agar6zovym geliim vyrazné€ ovlivituje difiznich charakteristiky téchto
materiali. Konkrétni vysledky a zavéry jsou diskutovany niZe. Stejny graf byl sestrojen také
pro druhé organické barvivo (MO) respektive pro druhy zkoumany biopolymer (chitosan).
Vzhledem k tomu, ze se jednalo o stejnou zavislost, tak tento graf neni uveden. Ze smérnic
jednotlivych linedrnich casti zmény koncentrace vybraného barviva v Case lze vypocitat
nasledujici parametry charakterizujici difizni procesy. Parametry jsou sumarizovany v nize
uvedené tabulce 18, konkrétné se jedna o efektivni difizni koeficient, ¢as prichodu barviva
skrz agar6zové gely a mnozstvi difizniho média absorbovaného v gelech.

0 0% HK © 0.002% HK © 0.005% HK © 0.01% HK

1,AE-03 - y = 1,00E-04x - 7,57E-04
12E-03 - R2 = 9,96E-0
’ y = 1,06E-04x - 6,80E-04 P vy = 6,63E-05x - 7,45E-04
1,0E-03 - R? = 9.98E-01 R? = 9.98E-01
Eﬂ R OE-04 -
S 6.0B-04 -
[&)
4,0E-04 -
y = 4,06E-05x - 8,11E-04
2,0E-04 -
DE-0 R? = 9.89E-01
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Obréazek 51: Casovd zavislost zmény koncentrace MM pro gely s pridavkem HK pri T = 30 °C.
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e .

huminové kyseliny chitosan
teplota w D t, Ny w D t, Nyo
[°C] biopolymer [m%s7'] [hod] v gelu biopolymer [m%s™'] [hod] v gelu
[hm. %] [mol] [hm. %] [mol]
0 7,13:10"° | 6,4 | 4,76:1077 0 35410 | 0,6 | 1,81:1077
0,002 |632:10"°| 7,5 | 6,41-107 0,01 38010 | 1,4 | 1,58107
30 0,005 | 446107 | 11,2 | 745107 0,05 4,0510"° | 2,1 | 8,50-10°°
0,010 |2,53:10"° | 20,2 | 1,03:10° 0,10 42310 | 46 |34510°
0 1,08:10° | 1,5 | 2,89-10”
0,002 | 8,67-10"| 3.6 | 56610
40 0,005 |831:10"°| 4,8 | 7,93:107
0,010 | 44210 | 83 | 9,57:10"
0 1,29-10° | 2,0 | 2,89-10”
0,002 [9,99-10" | 2.2 | 574107
50 0,005 1,0610° | 3,7 | 8,59-10”
0,010 1,07-10° | 48 | 1,05:10°

V ptipadé huminovych kyselin byly experimenty provadény i pfi vyssich teplotach, jelikoz
pii nejnizsi teploté experimentu (30 °C) byl potvrzen vliv koncentrace huminovych kyselin na
difuzni charakteristiky systému.

Zatimco v pfipadé huminovych kyselin dochdzelo srostouci koncentraci tohoto
biopolymeru k poklesu efektivnich hodnot diftiznich koeficientli (viz. obrazek 50), v ptipadé
druhého zkoumaného biopolymeru (chitosan) naopak dochdzelo k nartstu efektivnich
difuznich koeficientli (viz obrazek 51). Vyse uvedend tabulka 18 zobrazuje také ¢as prichodu
organického barviva skrz porézni piekazku, jak je patrné z uvedené tabulky, s rostouci
koncentraci biopolymeru (HK i chitosan) dochazi k nariistu ¢asu prichodu, €ili zpomalovani
difazniho procesu. Z tohoto faktu lze usuzovat, Ze v systému s pfidavkem biopolymeru
dochazi k né¢jaké interakci mezi difuznim médiem (organické barvivo) a difiznim systémem
(agarozovy gel s pridavkem biopolymeru). Konkrétni zavéry jsou soucasti této kapitoly.

Soucasti této tabulky je taktéz absorbované mnozstvi zvoleného barviva do struktury
agarozového gelu. Opét lze tvrdit, ze srostouci koncentraci biopolymeru dochézi
k linearnimu narGstu naabsorbovaného mnozstvi barviva. CoZe bylo také piedpokladano,
jelikoz anionaktivni biopolymer (HK) je schopen interagovat s kationaktivnim barvivem (MM)
a vytvaret tak agregaty. Stejny princip je pozorovan také v ptipadé druhého biopolymeru
(chitosan) spole¢né s MO, ovSem v opaéném gardu.

74




Tabulka 19: Vypoctené hodnoty rozdélovaciho koeficientu & pro agardzové gely s pridavkem

biopolymeru pri riiznych teplotach.

teplota koncentrace HK EHK koncentrace chitosanu | &cpitosan
[°C] [hm. %] [hm. %]
0 6,8 0 0,7
0,002 9.6 0,01 0,6
30 0,005 13,3 0,05 0,3
0,010 20,0 0,10 0,1
0 33
0,002 7,8
40 0,005 13,1
0,010 18,4
0 3,5
0,002 8,0
50 0,005 15,0
0,010 22,1
1,4E-09 1 y=-2,10E-06x + 1,26E-09
2 — -
L2E-09 R® = 8,77E-01
C
1,0E-09 -
_ o) — 1R
o g0E10 - y=-6E-06x + 1E-09
g ¢ R® = 0,485
5 6,0E-10
Q
4,0E-10 0 30 °C
@) °© _
2,0E-10 - 40 OC y=-5E-06x + 7E-10
® 50 °C R* =0,9899
0,0E+OO T T T T 1

0,000% 0,002% 0,004% 0,006% 0,008% 0,010%
koncentrace HK v gelu [hm. %]

Obrazek 52: Zavislost efektivniho difuzniho koeficientu na koncentraci HK v agarézovém gelu pri

riuznych teplotach.
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Na vySe uvedeném grafu (viz obrazek 52) je zobrazena zavislost efektivni hodnoty
difazniho koeficientu na obsahu HK v agar6zovém gelu. Jak jiz bylo zminéno vyse, teplota
vyraznym zpusobem ovliviiuje rychlost difiznich procesti. Vliv teploty byl studovan také
v ptipad¢ agardzovych geli s ptidavkem biopolymeru, a to v ptipadé HK. Jak je patrné
z nasledujicich grafickych zavislosti, se zvySujici se koncentraci HK v agar6zovém gelu
dochazi k drastickému poklesu efektivni hodnoty difizniho koeficientu, ktery probiha
linearné. Z toho lze tedy usuzovat, Ze ptidavek HK vyraznym zplsobem ovliviiuje rychlost
difuze. Lze predpokladat, ze HK jsou schopny interagovat s difiznim médiem (MM), coz
bylo také predpokladano, jelikoz HK ve své struktuife obsahuji spoustu kyselych funkc¢nich
skupin, které jsou schopny disociovat a elektrostaticky interagovat s bazickou molekulou MM.
Z tohoto diivodu je cely difuzni proces zpomalovan a na to tim vice, ¢im vyssi koncentrace
HK je zvolena.

5,0B-10 -
y = 6,24E-08x + 3,66E-10
_ A30°C R* = 8,92E-01
£ 4,0E-10 - A
& A
Q A
3,0E-10 : : : : .

0,00% 0,02% 0,04% 0,06% 0,08% 0,10%

koncentrace chitosanu v gelu [hm. %]

Obrazek 53: Zavislost efektivniho difiizniho koeficientu na koncentraci chitosanu v agarézovém gelu
pFi riiznych teplotach.

Stanoveni diftizniho koeficientu metodou difiznich cel bylo provedeno i ulhm. %
agardzového gelu s ptidavkem rizného mnozstvi chitosanu. Hlavni zfetel byl bran predevsim
na stanoveni reaktivity chitosanu, jak jiz bylo ovéfeno dfive, koncentrace agardzy v gelu
nema vyraznéjsi vliv na hodnoty difuznich koeficienti v ptipade, Ze je pouzita MO coby
difizni médium. V tomto byl studovan vliv koncentrace chitosanu na difizni koeficienty, zda
tento vliv bude vyraznéjSim zptisobem ovliviiovat rychlost difize, navzdory vyse uvedenym
faktim. Namétené a vypoctené hodnoty difuznich koeficientli a ¢asu priichodu pro jednotlivé
vzorky jsou sumarizovany a diskutovany v nasledujicich grafech a tabulkach.

Z uveden¢ho grafu (viz obrazek 53) je patrné, Ze srostouci koncentraci chitosanu
v agarozovému gelu dochazi k pozvolnému nartstu efektivniho difuzniho koeficientu, coz je
zajimavym faktem, jelikoz z toho vyplyva, ze pfidavek chitosanu do diftizni matrix v podobé
agar6zového gelu urychluje celou difuzi. Protoze se neda predpokladat, ze by nedochazelo
k zadné interakci mezi chitosanem a MO (afinita chitosanu k MO je dobfe znama a popsana
viz naptiklad [73]), nabizi se hypotéza, ze mechanismus vlivu interakce mezi ptidanym
biopolymerem a difundujici latkou na jeji transport je v tomto piipad¢ naprosto odlisny.
V piipadé, Ze je interakce reverzibilni, mohla by vazebnd mista fungovat jako tzv.
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»prenasece” MO, které si molekuly MO vzdjemné preddvaji a urychluji tak jejich transport
skrz gel — tento mechanismus by v ptipadé rovnovaznych sorpcnich experimenti, které jsou
pro systém chitosan/MO tradi¢né aplikovany, nebylo mozné zaznamenat. Jednodussi
vysvétleni uvedeného jevu by ovSem mohlo byt zalozeno na zméné mechanickych vlastnosti
gelu pfidavkem chitosanu, jak bylo diskutovéno v kapitole 6.1.4. Ovéfeni obou hypotéz
vyzaduje podrobnéjsi experimentalni studium.

Na nésledujicich grafech (viz obrazek 54) je vynesena zdvislost efektivniho difuzniho
koeficientu na komplexnim modulu. Hlavnim tcéelem téchto grafii melo byt zjisténi, zda
mirny vzestup efektivni hodnoty difizniho koeficientu souvisi se zménou mechanickych
vlastnosti pripravenych agar6ézovych geld. Jak je patrné z téchto graft, efektivni diftzni
koeficient klesd srostouci hodnotou komplexniho modulu (se stoupajici koncentraci
chitosanu v agardzovém gelu) linearné se smérnici —2,76-107",

8,0E-10 -
y=-2,76E-14x + 7,83E-10
R* = 9,80E-01

4,0E-10 - ‘N"\"\“N“\hx\““““‘*-~£~\.

@ agardzoveé gely s chitosanem 30 °C

Desr[m’.s']

0,0E+00 T |
8,0E+03 1,2E+04 1,5E+04

G * [Pa]

Obrazek 54: Zavislost komplexniho modulu agarozovych gelii s pridavkem chitosanu na efektivni
hodnoté difuzniho koeficientu.

1,0E-09 -
@ Cisté agarozové gely 30 °C

Q; 5,0E-10 -
= y=-3,18E-15x + 7,73E-10
Q R* =9,94E-01

0,0E+OO T T T T T T T

1,OE+04 3,0E+04 5,0E+04 7,0E+04 9,0E+04 1,1E+05 1,3E+05 1,5E+05
G * [Pa]

Obrazek 55: Zavislost komplexniho modulu rizné koncentrovanych agarozovych gelii na efektivni

hodnoté difuzniho koeficientu.
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Pokud srovndme tento pokles (viz obrazek 54) s druhou grafickou zavislosti (viz obrazek
55), kterd taktéz zobrazuje zavislost efektivniho difizniho koeficientu na komplexnim
modulu, ov§em tentokrat pro rtizn¢ koncentrované agardézové gely. Zde je patrny také linearni
pokles efektivniho difuzniho koeficientu s klesajici koncentraci agardzy v gelu (s rostoucim
komplexnim modulem) se smérnici ~3,18:10""°. Srovnani smérnici t&chto linearnich zavislosti
tedy vede ktomu, ze pravdépodobnéj$i je prvni zminovand hypotéza, ze chitosan
v agar6zovych gelech funguje coby ,,pfenasec* MO.

Volbou koncentrace HK se neméni pouze zédkladni veli¢ina charakterizujici diftizni
procesy — efektivni difuzni koeficient, ale také naptiklad Cas prichodu diftzniho média (viz
obrazek 56). Zavislost ¢asu prichodu na koncentraci HK jsou zobrazeny na nize uvedeném
grafu. Jak je patrné ztohoto grafu, srostouci koncentraci HK ve vzorku roste také cCas
priachodu prvniho barviva skrz porézni piekdzku v podobé agar6zového gelu. Rist Casu
pruchodu je témét dokonale linearni, alespon v rozsahu métenych koncentraci HK. To jen
potvrzuje fakt, ze HK jsou schopny interagovat s MM, vytvafet s ni agregaty a tim padem
zpomalovat cely diftzni proces.

030°C @40°C @50°C

25 7 y=1412,8x+5,3173

§ 20 - R*=0,9701 o)
= = 646.41x+ 1
FRTE y 626, X+ 1,7659
g R>=0,9815
§ 10 -
5 y=299,95x + 1,8846
2 R*=0,958
QO

0 T T T T T 1

0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010

koncentrace HK v gelu [hm. %]

Obrazek 56: Zavislost casu prichodu pouzitého barviva pro agarozové gely s pridavkem HK na

koncentraci HK pri ruznych teplotach.

S rostouci teplotou naopak dochazi k poklesu casu prichodu prvniho barviva skrz porézni
piekazku. Hodnoty smérnic pro linedrni regresni pfimky s rostouci teplotou pomérné vyrazné
klesaji, z ¢ehoz lze usuzovat, Ze s rostouct teplotou dochazi k tomu, ze vliv koncentrace HK je
pomérn¢ vyrazn¢ eliminovan (rozdily v ¢asu prichodu pro agarézové gely s riznou
koncentraci HK jsou mensi, nez v ptipad¢ nizsich teplot pii které byl experiment provadén),
z ¢ehoz lze usuzovat, zZe teplota ma mnohem vétsi vliv na rychlost diftize, nez na interakci HK
a MM. Vliv interakce na diftizni procesy se tedy pii vySsi teploté snizuje. Nasledujici tabulka
shrnuje namétené a vypoctené hodnoty diftizniho koeficientu pro rtizné koncentrace HK pii

ruznych teplotach.
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Obrézek 57: Zavislost ¢asu priichodu pouzitého barviva pro agarézové gely s pridavkem chitosanu

na koncentraci HK pri teplote 30 °C.

Ze zavislosti Casu prichodu na koncentraci chitosanu v agar6zovém gelu, 1ze usuzovat, ze
s rostouci koncentraci chitosanu v agar6zovém gelu dochazi ke zpomalovani rychlosti difuze,
coz je v kontrastu s vySe uvedenym grafem zavislosti efektivni hodnoty difuzniho koeficientu
na koncentraci chitosanu v agar6zovém gelu. Rozdil mezi jednotlivymi ¢asy priachodu je
natolik maly, Ze se maze pohybovat na hranici citlivosti métent.

®30°C @50°C

y=1854,4x+4,2625 y=1312,9x+6,8826

S R® = 0,083 R® =0,9996
0 T T T T 1
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010

koncentrace HK v gelu [hm. %]

Obrazek 58: Zavislost rozdelovaciho koeficient & na koncentraci HK v gelu pri teploté 30 °C a 50 °C.

Z vyse uvedeného grafu (obrazek 58) zavislosti rozdélovaciho koeficientu na koncentraci
huminovych kyselin v agar6zovém gelu je patrné, Ze s rostouci koncentraci HK dochazi ke
zvySovani rozdélovaciho koeficientu. Pii nizsi teploté¢ experimentu (30 °C) je tento narist
méné strmy (smeérnice linearni zavislosti dosahuje vyrazné nizsich hodnot), nez v ptipadé¢
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experimentu pii nejvyssi teploté (50 °C), kde smérnice linearni zavislost dosahuje vyrazné
vysSich hodnot.

0,8 l

0,7 5
@30°C
0,6 -

0,5 4

w 04 -
@
0,3
02 - y = -6,26E+02x + 7,00E-01

R” = 9,84E-01
0,1 -

O I I I I !
0,000% 0,020% 0,040% 0,060% 0,080% 0,100%

koncentrace chitosanu v gelu [hm. %]

Obrazek 59: Zavislost rozdélovaciho koeficient & na koncentraci chitosanu v gelu pri teploté 30 °C.

Agardzové gely s pridavkem chitosanu tedy vykazuji diametralné odlisny trend ve srovnani
s agarozovym gely s HK, zatimco HK rychlost difize snizuji a tim padem snizuji i diftzni
koeficient vzhledem k vySe zminénym skute¢nostem, rostouci koncentrace chitosanu ve
struktuie agar6zového gelu naopak rychlost difize zvysuje, ¢imz roste také efektivni hodnota
diftznich koeficientd.

6.2.4 Stanoveni difizniho koeficientu geli s biopolymerem pro ,,diftizi v kyvetach*

Dal$im experimentem, kterému byly agar6zové gely s piidavkem biopolymeru vystaveny
byla neustalena difuze barviva v gelu. Na rozdil od diftze realizované formou diftizni cely je
v tomto ptipad¢ predpokladano, ze objem zdrojového roztoku je natolik velky, ze v ném
vlivem diftize nedochazi ke znatelné zméné koncentrace difundujici latky. Difuzni koeficient
je poté stanoven z koncentracnich profild difundujici latky v gelu. Nasledujici grafické
zavislosti a tabulky shrnuji difuzni charakteristiky pfipravenych vzorki, jejimZ srovnanim lze
usuzovat o reaktivité¢ biopolymerda.

Na niZe uvedeném grafu (viz obrazek 60) je zobrazena vypoctena koncentrace methylenové
modii v raznych polohach kyvety s agar6ézovymi gely s rtiznou koncentraci biopolymeru
(huminovych kyselin). Z téchto koncentra¢nich profilt 1ze poté vypocitat zdkladni parametry
charakterizujici difuzni procesy (efektivni difizni koeficient).

Experimentalni koncentracni data byla prolozena nelinedrni regresi (rovnice 12) a
parametry Deg a koncentrace na rozhrani byly stanoveny iteraéné metodou nejmensich
&tverctl pomoci nastroje Resitel programu Microsoft Excel. Pomoci MS Excel funkce Regitel
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byla vypoctena také teoretickd koncentrace v riznych Casech a pro rizné teploty, ktera by
méla korelovat s naméfenymi daty, coz ve vétsing piipadl bylo splnéno.

0,06
—— 24 hod. - teor.
0,05
—— 43 hod. - teor.
0,04 —— 97 hod. - teor.
= @® 24 hod. - exp.
200,03 - P
© @ 43 hod. - exp.
0,02 1 @ 97 hod. - exp.
0,01 A
0 T T — T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Obrazek 60: Vypoctené hodnoty koncentrace MO v 1 hm. % agarozovém gelu v riiznych polohdach
kyvety.

Na nasledujicim grafu (viz obrazek 61) je zobrazena zavislost efektivni hodnoty difuzniho
koeficientu na obsahu HK v agar6zovém gelu. Zarovenn byla studovana také zavislost
difuznich koeficientd na teploté, stejné jako v piipade difuznich cel (opét pouze pro HK). Na
rozdil od diftznich cel, efektivni hodnota difizniho koeficientu klesa s rostouci koncentraci
HK v gelu exponencialn€. Tento fakt je zptsoben tim, ze princip difuze je diametralné odlisny,
nez v ptipad¢ difuze v difuznich celach. Stejné jako pomoci diftiznich cel, tak také pomoci
diftize v kyvetach byl ovétovan vliv biopolymeru (HK) na rychlost difize. Ze zobrazeného
grafu lze usuzovat, ze HK coby anionkativni biopolymer jsou schopny interagovat s MM a
tim padem zpomalovat cely difuzni proces. Z tohoto grafu lze usuzovat o difuizi barviva skrz
agardzovy gel s ptidavkem HK, vliv HK je ziejmy. Na druhou stranu koncentrace barviva na
rozhrani roste spolecné s rostouci koncentraci HK, coz potvrzuje druhd grafickd zavislost.
Nejmarkantngj$i narlst je pozorovan pii nejvyssi zkoumané teploté experimentu, pii 50 °C.
Lze tedy tvrdit, Ze huminové kyseliny maji pomérné velkou afinitu vzhledem k pouzitému
barvivu, mnohem vétsi, nez v piipad¢ dalSiho studovaného biopolymeru (chitosan). Vysledky
pro kationativni chitosan jsou také soucasti této kapitoly a jsou uvedeny nize.
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Obrazek 61: Zavislost efektivniho difuzniho koeficientu na hmotnostni koncentraci HK v gelu.

Nasledujici graf (viz obrazek 62) zobrazuje zavislost koncentrace methylenové modii na
rozhrani gel - roztok na obsahu HK ve vzorku. Jak je patrné ztohoto grafu, s rostouci
koncentraci HK v agar6zovém gelu dochazi ke zvySovani koncentrace na rozhrani. Takto byla
experimentalné¢ ovéiena afinita HK k MM, zminovana v ptedchozi kapitole v souvislosti
s rozdélovacim koeficientem na rozhrani & ZvySovani koncentrace na rozhrani vede
k vy$§imu koncentracnimu gradientu MM, coz by mélo piispivat ke zrychlovani diftze
barviva do struktury agarézovych gelii. Tento proces je ovSsem kompenzovan HK, které jsou
schopny interagovat s methylenovou modii a tim padem celou diftizi zpomalovat. Zminéné
dva procesy tedy piasobi protichiidng, stim rozdilem, ze interakce mezi huminovymi
kyselinami a MM mé mnohem vétsi vliv, nez v piipadé zvySovani koncentrace na rozhrani.

Na nize uvedeném grafu (viz obrazek 62) je zobrazena zavislost nasorbovaného mnozstvi
methylenové modii na obsahu huminovych kyselin v hydrogelu. Jak je patrné z této grafické
zavislosti, s rostouci koncentraci huminovych kyselin v agar6zovém hydrogelu dochazi pfi
nizkych koncentracich huminovych kyselin k pomérné razantnimu narlstu nasorbované¢ho
mnozstvi methylenové modfi, tento nariist je ovSem neménny v ptipadé vyssich koncentraci
huminovych kyselin v gelu. Tento fakt je pravdépodobné zplsoben tim, ze pii nizkych
koncentracich huminovych kyselin se vycerpa veskera sorpcni kapacita agar6zového gelu
vici methylenové modii a vyssi koncentrace HK tedy jiz nemaji Sanci zvysit tuto kapacitu.
Pravdépodobné z tohoto diivodu je poté nasorbované mnozstvi MM neménné.
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Obrazek 62: Zavislost koncentrace MM na rozhrani roztok - gel na obsahu HK v agarozovém gelu.

Experimentalné byl také ovéten vliv teploty na diftizi vybraného organického barviva (MM)
skrz agar6zoveé gely s ptidavkem HK. Jak je patrné z tohoto grafu, se zvySujici se teplotou
dochazi k pomérn¢ rapidnimu narGstu diftzniho koeficientu pii vSech koncentracich
huminovych kyselin, stejné tak také dochazi k nartistu nasorbovaného mnozstvi methylenové
modii do struktury agar6zovych geli s rostouci teplotou. Lze tedy tvrdit, Ze teplota ma
pozitivni vliv na sorpéni kapacitu zkoumanych material.

Obdobny experiment, Cili difize barviva do agar6zovych geli s pfidavkem biopolymeru
byl proveden také u gelt s ptidavkem chitosanu. Jako difuzni médium bylo pouzito barvivo
methylenova oranz (MO). Vypoctené hodnoty difuznich koeficienti jsou zobrazeny na
nasledujicich grafickych zavislostech. Difizni experiment z nekone¢ného zdroje byl provadén
stejné jako v pfipadé huminovych kyselin pfi ruznych teplotach. Velka pozornost byla
vénovana piedev§im vlivu teploty na rychlost difiznich procesti a samoziejmé také vlivu
pfidavku biopolymeru k 1 hm. % agar6ézovému gelu.

Metodou diftize z nekone¢ného zdroje byla zkouména také reaktivita chitosanu. Naméfené
vysledky jsou sumarizovany v tabulkach a grafech uvedenych nize.

Prvni graf (viz obrazek 63) zobrazuje zavislost efektivni hodnoty difizniho koeficientu pro
agarozové gely s riznym piidavkem chitosanu v zavislosti na teploté. Jak je patrné z tohoto
grafu, s rostouci teplotou roste také difuzni koeficient, nejmarkantnéj$i rozdil je pozorovan
v rozmezi teplot 30 °C az 40 °C, piedev§im u cistého agardézového gelu bez ptidavku
chitosanu. Dal§im aspektem, ktery byl bedlivé sledovan, je zména hodnoty difiznich
koeficientd v zavislosti na rostouci koncentraci chitosanu v gelu. S rostouci koncentraci
chitosanu dochazi k nartistu difizniho koeficientu prakticky linedrné€, jedind odchylka je
pozorovana pouze u koncentrace 0,005 hm. % chitosanu v gelu u teploty 40 °C. V tomto
piipadé¢ se jedna pravdépodobné o chybu méieni.
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Obrazek 63: Zavislost efektivniho difuzniho koeficientu na hmotnostni koncentraci chitosanu

v agarozovém gelu pro riizné teploty experimentu.

Zajimavym faktem je srovndni nastoleného trendu v riistu respektive poklesu hodnot
difuzniho koeficientu pro chitosan a huminové kyseliny. Zatimco v ptipadé¢ huminovych
kyselin klesd efektivni hodnota difuzniho koeficientu exponencidlng, jelikoz dochazi
k interakci huminovych kyselin s difiznim médiem — methylenovou modfi. V piipadé
chitosanu dochézi k pozvolnému linearnimu nartstu efektivnich hodnot difiznich koeficientt.
To potvrzuje vysledky stanovené metodou difuznich cel. Pro vysvétleni tohoto jevu by bylo
zapotfebni experimentalné ovetit hypotézy, piedlozené v piredchozi kapitole.

Dalsi graf (viz obrazek 64) zobrazuje zavislost koncentrace pouzité¢ho difizniho média na
rozhrani kyvety. Jak je patrné z tohoto grafu, s rostouci koncentraci chitosanu v agar6zovém
teploty (30 °C) se tato koncentrace zvySuje srostouci koncentraci chitosanu v gelu
s nejstrméj$i smérnici, zatimco v ptipadé nejvyssi teploty 50 °C se smérnici s nejmensim
sklonem. Z toho lze usuzovat, ze teplota ma nejvyssi vliv na diftzni procesy v Cistych
agardzovych gelech, zatimco v gelech s pfidavkem chitosanu je vliv teploty mnohem mensi.
Rostouci trend koncentrace na rozhrani odporuje naméfenym hodnotam v piipadé studia
reaktivity chitosanu formou difuzni cely, jelikoZ v ptipadé¢ diftznich cel byla ovéfena zaporna
afinita vi¢i methylenové oranzi, takze dle teoretickych piredpokladii by s nartstajici
koncentraci chitosanu v agar6zovém gelu mélo dochézet k poklesu koncentrace methylenové
oranZ na rozhrani kyvety. Zobrazena grafickd zavislost ma vSak stoupajici tendenci. Tento
fakt je pravdépodobné zptlisoben tim, zZe ,,difuze v kyvetach® probihd jinym mechanismem,
nez v pripadé difuznich procesti probihajicich v difuzni cele.

84



SRy = 319,74x + 0,0436
R?=0,9558

0,08 -
0,07
2
S

0,06

A30°C
A 40 °C

0,05
A50°C
0,04 T T T T T l
0,000% 0,002% 0,004% 0,006% 0,008% 0,010%

obsah chitosanu v gelu

Obrazek 64: Zavislost vypoctené koncentrace difuzniho média na rozhrani roztok - gel na hmotnostni

koncentraci chitosanu v agarozovém gelu pro rizné teploty experimentu.
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7  ZAVER

Tato diplomova prace je zaméfena na studium a porovndni reaktivity ptirodnich
biopolymerti formou difiznich procesti. Klicovou néplni pfiloZzené prace je laboratorni
optimalizaci difiznich technik a objasnéni metodiky v ¢ele s difiznimi procesy probihajicimi
v difuzni cele a diftize z nekone¢ného zdroje probihajici v kyvetach.

Difuzni procesy byly charakterizovany ur¢ovanim difiznich koeficientii jako univerzalniho
hodnoticiho parametru reaktivity biopolymert, vcetné¢ ovéieni platnosti matematického
aparatu pouzitého pro relevantni vyhodnoceni namétenych dat. Hlavni pozornost je vénovana
interakci vybranych biopolymernich latek s difuznim médiem v podobé organického barviva.
Kli¢ovymi parametry, jejichz vliv na difizni procesy byl studovan, byly pfedev§im teplota,
pii které dané diftizni procesy probihaly a také koncentrace dané¢ho biopolymeru.

Obecné lze fici, ze jeden z vybranych biopolymert, konkrétné HK, vykazoval vysokou
afinitu vzhledem k organickému barvivu (MM), vzhledem k tomu, Ze huminové kyseliny
coby anionaktivni biopolymer jsou schopny interagovat s MM coby katioaktivnim barvivem.
Predpoklad interakce HK s MM byl dosvédcen obéma pouzitymi metodami, jak studiem
difuznich procesii v difuzni cele, tak také studiem difiznich procesti z nekone¢ného zdroje
v kyvetach. V ptipadé¢ chitosanu je mechanismus transportu v pfipravenych gelech slozitéjsi,
jelikoZz nartst efektivniho difuzniho koeficientu s rostouci koncentraci CHIT v agar6zovém
gelu nebyl tak rapidni, jako v pfipadé¢ poklesu difuzniho koeficientu u HK. Nepatrny
stoupajici trend u chitosanu sice pozorovatelny je, ovSem je nutno ovéfit jeSté jinymi
metodami studia reaktivity biopolymer(, zda se skute¢né¢ jedna o dasledek interakce CHIT
s vybranym organickym barvivem. Vzhledem k tomu, Ze existuje velké mnozstvi publikaci
prokazujicich interakci chitosanu s MO, tak lze ptedpokladat, ze k interakci dochazi. Malé
rozdily v efektivnich hodnotach diftizniho koeficientu mohou byt zplsobeny bud velmi
nizkou koncentraci chitosanu, poptipadé¢ nevhodné zvolenym pH roztoku chitosanu (fetézce
methylenové oranzi mohou pii nevhodné zvoleném pH vytvaret natahnuté fetézce a z tohoto
divodu by mohly agar6zovymi gely prochazet velmi hladce bez jakékoliv interakce s CHIT).

Difaizni procesy se jevi jako vhodné metoda pro studium reaktivity vybranych biopolymerd,
vzhledem k tomu, ze stanoveni diftizniho koeficientu metodou difuzni cely je elegantni a
nenarocna metoda charakterizace gelovych systémi s pridavkem biopolymeru. Jak jiz
naznacuji naméfend experimentalni data, difizni experimenty s vhodné zvolenou a
pfipravenou gelovou formou s piidavkem biopolymeru nabizi zcela nové moznosti studia,
modelovani transportu a interakce nizkomolekularnich latek s gelovymi matricemi
obsahujicimi zkoumané biopolymery. Tuto metodiku je také mozno pouzit jako inovativni
nastroj pro studium a porovnani reaktivity jednotlivych biopolymert.

Hlavnim pfinosem této diplomové prace je predevSim optimalizace difuzni technik a
objasnéni metodiky, vzhledem k tomu, Ze difuzni technicky by mély slouzit jako univerzalni
nastroj pro studium a charakterizaci jednotlivych biopolymerti. Dal§i parametry, které by
meély byt studovany a plynule by mély navazovat na ptiloZzenou praci, jsou piedevsim vliv pH
iontové sily na difizni procesy. Déle by méla byt studovana a porovnavana reaktivita jinych
biopolymerti, nejen zde zminénymi metodami, ale také jinymi inovativnimi metodami jako
napiiklad DLS. Experimentadlné¢ ziskand data by méla byt korelovdna také s paralelné
probihajicimi pocitaCovymi simulacemi za pouziti vhodného softwaru (napt. program
COMSOL Multiphysics).
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

9.1 Pouzité zkratky

zkratka vyznam zkratky

DOM rozpus$téna organickd hmota

HL huminové latky

HK huminové kyseliny

FK fulvinové kyseliny

HU huminy

AAS atomova absorpéni spektroskopie

FT-IR infraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
[HSS mezinarodni spolecnost pro huminové slouceniny

(international humic substances society)

UV-VIS ultrafialovd a viditelna oblast spektra
GPC gelova permeacéni chromatografie
DNA deoxyribonukleonova kyselina

FzZ Ficktiv zakon

PAAG polyakrylamidovy gel

BSA bis-trimyhetlsilyl acetamid

RPM pocet otacek za minutu

MO methyloranz (methylenové oranz)
MM methylenova modt

LVO oblast linearni viskoelasticity

IB izoelektricky bod

DLS dynamicky rozptyl svétla

AFM mikroskopie atomarnich sil

SEM skenovaci elektronova mikroskopie
VE vlnovy exponent

CHIT chitosan
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9.2 Pouzité symboly

symbol
w

U

WI\)

< ®» ™ =

Clwo

Htot

vyznam
prace vykonana systémem
chemicky potencial
prostorova soufadnice, vzdalenost
tlak
teplota
sila
jednosmérny diftizni tok
plocha
molarni koncentrace
difuzni koeficient
efektivni difuzni koeficient
difuzni koeficient ve vodé
frekvence
amplituda napéti
normalova sila
elasticky modul
viskdzni modul
ztratovy uhel
komplexni viskozita
rychlostni konstanta
rovnovazna konstanta
objemovy zlomek
smérnice piimky
koeficient spolehlivosti
hmotnostni koncentrace
konstanta aparatury
rozdé&lovaci koeficient na rozhrani
objem
puvodni koncentrace v difizni cele
konec¢na koncentrace na rozhrani

latkové mnozstvi difundujici latky

jednotka
joule [J]
[J-mol ']
metr [m]
pascal [Pa]
kelvin [K]
newton [N]
[kgm s ']
[m’]
[mol'm ]
[m*s™']
[m*s ']
[m*s ']
hertz [Hz]
[70]
newton [N]
pascal [Pa]
pascal [Pa]
stupeni [°]
[Pa-s]

[s]

[-]

[-]

[-]

[-]

[hm. %]
[m™]

[-]

[m’]
[mol'm ]
[mol'm ]

[mol]
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11 SEZNAM PRILOH

PRILOHA 1 Navazky agar6zy, objem vody a humatu k ptipravé diftznich vzorkd.

PRILOHA 2 Navazky agardzy, objem vody a chitosanu k piipravé difuznich vzorki.

PRILOHA 3 Poc¢itatova simulace difuzni formy v programu Autocad.

PRILOHA 4 Prace se softwarem SpectraSuite.

PRILOHA 5 Sestavena difuzni cela. Probihajici difuize MM v agar6zovém gelu.

PRILOHA 6 Nastaveni softwaru CaryWin pro méfeni difuznich procest v kyvetach.

PRILOHA 7 Kalibra¢ni ptimky organickych barviv (MO a MM).

PRILOHA 8 Analyzator vlhkosti Denver Instrument IR 35.

PRILOHA 9 Automaticky titrator Titroline Alpha plus a kombinovany multimetrem
Metler Toleto SevenMulti s pH a vodivostni elektrodou.

PRILOHA 10 Schéma difazni cely.

PRILOHA 11 Nastavec pro méfeni na spektrometru Varian pro diftizi v kyvetéach.
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PRILOHA 1

navazka agardzy | objem vody obsah HK v gelu objem humatu sodného
(] [ml] [%] (0,1 g1 [ml]
0,1 10,0 0% 0,0
0,1 9,8 0,002 % 0,2
0,1 9,5 0,005 % 0,5
0,1 9,0 0,010 % 1,0
PRILOHA 2
navazka agardzy | objem vody obsah chitosanu v gelu objem roztoku chitosanu
[g] [ml] [70] (1gT") [m]
0,1 10,0 0 % 0,0
0,1 9,8 0,01 % 0,2
0,1 9,5 0,05 % 0,5
0,1 9,0 0,10 % 1,0
PRILOHA 3
@ 75
o 41
t=5




PRILOHA 4

BE absorbance Measurement

Parameters wizard Mex

 Integration Time

Integration =
iy nnzsa microsec... v]

Last peak value: 56486,49
Recommended peak value: 55704,00

Store Reference Spectrum wizard (Absorb:

w0 w0

Wavelength (nm)
Advanced settings. ; Spectr e
New reference spectrum stored.
|
ciack |[Nemt> | rren | camcel | b | <gack [ Net> | o | cance | v |
AT A
-Spettr
# Source Processing
I0 IUSB2+H03245 [No Pre-processor, Scope Mode
15B2+F05323 |No Pre-processor, Scope Mode
| Save Options - File Options
T " Save every scan:
Wavelength (nm) " Save afterevery: [ 10— scans
Load Dark: & Between saved scans, wait at least:
'ﬁ FIeTwaITabDelmted No Header *I
‘ Spectrum File: Browse . . . ' ‘ 30 _3 !
N " Save the first available scan every: Santowmé:l'm I
New dark spectrum stored. —s===
. BasaFlmmn:Fave
I~ “Start at the beginning of the next: m
Padding Digits: | 3=
; T~ Add Reference Monitor 7
d I Pause unti started by user preview: [ravedtz it
u I~ Stop after this many scans: | =
I~ Stop after this amount of time:
<Back [[Fmsh | concel | ne | I T | e |

PRILOHA 5




PRILOHA 6

PRILOHA 7

20 r y = 33,680x

1,5

< 10

0,5

0,0 1 1 1 1 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

c (¢



1,6 r
1.4 F
12 F
1,0 F

< 0,8 |
0,6 F
04 |
02 }
0,0

0,000 0,002 0,004 0006 0008 0,010

c [¢]

y = 141,634x
R* =0,999

PRILOHA 8




PRILOHA 9
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PRILOHA 10




PRILOHA 11
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