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ABSTRAKT

Tato bakaladiskd prace se zabyva studiem polyelektrolytovych komplexti na bazi chitosanu
a huminovych kyselin. Tato prace je motivovana prozkouméanim novych materialt, které
mohou mit v budoucnu potenciél napiiklad v zemédélskych a medicinskych aplikacich.
Pomoci metod izotermické titra¢ni kalorimetrie a dynamického rozptylu svétla byla studovana
mira a charakter interakci. Kalorimetrickd méteni prokdzala, Ze se snizujici se koncentraci
vzorkl klesaji 1 vysledné hodnoty entalpie reakce. Dale bylo ovéfeno, Ze ziskané teplotni
zmeény pii titraci nejsou ovlivnény pritomnosti vody jako prostiedi, ale pfedevsim interakcemi
mezi reaktivnimi skupinami chitosanu a huminovych kyselin. Méfenim intenzity rozptylené¢ho
svétla a Z-priméru velikosti ¢astic u vSech vzorktll byl ovéfen vyrazny nartst velikosti ¢astic
pii titraci zpisobeny vznikem polyelektrolytovych komplexi.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with a study of the polyelectrolyte complexes made by chitosan and
humic acids. The work was motivated by the research in the field of new materials which can
be potentially useful for agricultural and medical applications.

A degree and a character of the interactions were studied by isothermal titration calorimetry
and dynamic light scattering method. The calorimetric experiments proved that decreasing
concentration of samples causes decreasing of reaction enthalpy. Moreover, the temperature
changes during the titration are not influenced by water molecules as environment but mostly
by the interactions between the functional groups of chitosan and humic acids. The formation
of polyelectrolyte complexes was proved also by measurements of intensity of scattered light
and Z-average of particle size.

Kli¢ova slova:
izotermicka titra¢ni kalorimetrie, dynamicky rozptyl svétla, huminové Kyseliny, chitosan,
polyelektrolytové komplexy

Key words:
isothermal titration calorimetry, dynamic light scattering, humic acids, chitosan,
polyelectrolyte complexes
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1 UVOD

Huminové kyseliny jsou jednou ze tii frakci huminovych latek. Jedna se o skupinu latek
piirodniho pavodu, které jsou jednim znejvyznamnéjSich zdroji organického uhliku
na planeté. Jedna se o dostupnou a pomérné levnou surovinu. Nevyhodou je rozdilné
sloZzeni huminovych latek z riznych zdroji. Vyzkum v oblasti vyuziti huminovych latek je
rozsiren po celém svété. Nejveétsi potencidl maji aplikace v zemé&délstvi a problematice
ochrany zivotniho prostiedi. Neméné dulezité jsou i poznatky Vv medicinskych
a veterinarnich oborech.

Chitosan je po celuléze druhym nejrozsifenéjsim biopolymerem na Zemi. Jeho
ziskavani je ekonomicky vyhodné a jeho zdroje jsou v podstaté nevycerpatelné. Zaroven
jsou nékdy chitosanu pfipisovany az zazracné vlastnosti. Vyjimecnost chitosanu spociva
piedevsim v tom, Ze se jedna o kationovy biopolymer a je tedy nasnadé studovat tvorbu
polyelektrolytovych komplexi s anionovymi partnery. Téchto sitovacich ¢inidel jiz bylo
popsano mnoho a vétSina z nich je pfirodniho piivodu. U mnohych z nich se spekuluje
0 potencialu v biomedicinskych aplikacich.

Huminové kyseliny a chitosan se tedy jevi jako vhodni ,partnetfi pro tvorbu
polyelektrolytového komplexu gelovité struktury. Vizualnég jiz bylo né€kolikrat potvrzeno,
ze se smisenim slozek gely tvofi, je vSak dulezité popsat jejich vznik a optimalizovat jejich
pripravu.

Pro studium interakci mezi huminovymi kyselinami a chitosanem byly zvoleny dvé
metody. Prvni z nich je izotermicka titra¢ni kalorimetrie, kterd umoziuje sledovat zmény
ve vzorku z termodynamického hlediska. Druha metoda je opticka, zalozena na méteni
intenzity rozptyleného svétla. Touto metodou byly charakterizovdny vzniklé agregaty
z hlediska jejich velikosti. Pfesto, Zze se jednd o standardni metody, bylo nutné
experimentalni podminky optimalizovat pro dany systém, ktery ma sva specifika.



2 CIL PRACE

Cilem této bakalarské prace je otestovat vhodné metody termické a strukturni analyzy pro
studium polyelektrolytovych komplext pfipravenych kombinaci chitosanu a huminovych
kyselin. Optimalizovat postupy méfeni a posoudit miru interakci mezi modelovymi
komplexy na zakladé¢ ziskanych dat.



3 TEORETICKA CAST
3.1 Huminové latky

Huminové latky (HL) jsou zcela bézné latky ptfirodniho plvodu. Jednd se o smeés
organickych, cyklickych a aromatickych struktur. Huminové latky jsou nedilnou soucasti pad
a vod, ve strukturach HL je vazano vyznamné mnozstvi organického uhliku. HL jsou
spolecné s proteiny, polysacharidy, aminokyselinami, sacharidy sou¢éasti humusu. Huminové
latky vznikaji v pfirodé procesem chemického a biologického rozkladu organickych zbytki
v pudach, cCasto také za piitomnosti mikroorganismi.[1] Huminové latky se piirozené
vyskytuji v mensi mife (stopova mnozstvi, jednotky procent) v piscich, jilech i v béznych
pudach. Pomérn¢ velky obsah je pfitomen v hnédém uhli. Nejvice HL (az 85 %) je vsak
obsazeno v kaustobiolitech — raselina, lignit a oxyhumolit.[2]

3.1.1 Vznik huminovych latek

Proces vzniku huminovych latek se nazyva humifikace a existuje nékolik teorii,
jak probiha.
Teorie nejsou jednotné a zatim nedokéazaly jasn€ vysvétlit proces vzniku huminovych latek
v riznych typech prostiedi. Nasledujici schéma nazorné ukazuje rizné predpokladané drahy
vzniku huminovych latek.

: Modifikované
Rostlinné zhvtky ° lilg;i;:;me

v

Transformace pomoci mikroorganismi —l

’ ' .

Sacharidy Polyfencly | Aminosloueniny | Ligninové
produkty
ozkladu

Chinony, Chinony

= ]
- J

4 . . 1 1
Huminové latky |«

Y

Obr. 1 Mechanismus vzniku huminovych latek podle Stevensona [1]

Ligninova teorie (draha 1) pfedpoklada, ze huminové latky jsou odvozeny z ligninu. Pro
tuto teorii existuje mnoho podporujicich argumentt. Jednim z nich je, Ze zna¢né mnozstvi
ligninu je zpracovavano mikroorganismy a zbytek se stava sloZkou humusu. Déle tuto teorii
podporuji podobné vlastnosti a sloZzeni HL a ligninu. Proti této teorii vSak hovoii studie,
kterd vyvratila vyskyt hub rozkladajicich lignin ve vlhkych sedimentech. Ligninova teorie
vysvétluje podil modifikovanych ligninit v humusu raSeliny, jezernich sedimentt a vlhkych
pudach.

Polyfenolova teorie (drdha 2 a 3) stidle zahrnuje lignin. Funkéni skupiny (fenolické
aldehydy a kyseliny) jsou vSak enzymaticky pomoci mikroorganismi pfeménény na chinony.
Draha 2 a 3 se lisi ve zdroji chinonti. Polyfenoly mohou byt syntetizovany i z jinych zdroja,



nez je lignin (napf. celuldza). Dale jsou enzymaticky oxidovany na chinony. Z obou zdrojt
pak tyto tvoti zdkladni kameny huminovych latek.

Kondenzace sacharid-amin (draha 4) je podstatou nejstar$i myslenky vzniku humusu.
Podle této teorie kondenzuji, jako vedlejsi produkty metabolismu mikrobti, redukujici cukry
s aminokyselinami za vzniku N-glykosylamint. Poté tyto jednotky pomalu polymerizuji
vpiudé a vznikaji hnédé¢ produkty. Vykyvy teplot a vlhkosti celému procesu ziejme
napomahaji. [1]

Existuje cela fada dal$ich teorii objasiiujici vznik huminovych latek. Jednou z abiotickych
teorii vzniku HL je melanoidinova teorie, kde je melanoidin produktem Maillardovy reakce
(vznik Schiffovy baze mezi karbonylem sacharidu a dusikem aminoskupiny v aminokyselin¢
¢i amoniaku). Melanoidiny jsou pak hnédé latky podobné huminovym.

Vzniku huminovych latek (¢i podobnych) pomahaji také zivé organismy (bakterie, houby,
kyanobakterie, fasy, mechorosty, liSejniky, cévnaté rostliny). Za prekurzory HL jsou
povazovany kromé ligninu a polyfenolti také melanoidiny, mikrobialni melaniny, fenoly
mikrobi a nizsich rostlin, algaenan, sporopolenin, kutan a rizné polutanty.[3]

3.1.2 Rozdéleni huminovych latek

Huminové latky se konvencéné déli na frakce podle rozpustnosti v kyselém/bazickém
prostiedi.

= Humin je ¢ernou frakci, ktera je nerozpustna ve vodé, kyselinach i zasadach.

» Fulvinové kyseliny (FK) jsou rozpustné ve vod¢ pii vSech hodnotach pH. Zustavaji
Vv roztoku po odstranéni huminovych kyselin. Jedna se o svétle zlutou aZ zluto hnédou
frakci.

* Huminové kyseliny (HK) jsou latky nerozpustné v kyselinach (pH<2), a rozpustné
v zasadach. Jedna se o nejvice extrahovanou frakei, kterd je zbarvena tmavé hnédé¢ az
do cerna. Rozdil mezi FK a HK je pfedev§im v molekulové hmotnosti, poctu
funk¢nich skupin a velikosti molekul.[4]

Huminové latky a jejich preparaty pro komeréni ti€ely mizeme déle délit podle zdroje,
zZ kterého jsou ziskavany/vyrabény.

= HL 1. generace jsou latky ziskdvané do preparati t€Zzbou leonarditu, oxyhumolitu
nebo kapucinu. Ménit vlastnosti a slozeni téchto latek je velmi t€zké, protoze vznikaly
ve velkych hloubkdch miliony let. Za tak dlouhou dobu na sebe miize surovina
navazat mnoho znecist'ujicich latek, které ji znehodnocuji a komplikuji vyrobu ¢istého
produktu.

= HL 2. generace jsou humaty vyrabéné z raseliny a jezernich sapropelti. Dodavaji se
jako roztoky saz 8 % HK a stopovym mnozstvim FK. Stejné jako u ptedchozi
kategorie je slozité kontrolovat stejnou kvalitu vysledného produktu.

= 3. generace HL - lignohumaty jsou smési vysokomolekularnich
i nizkomolekularnich HL. Jsou pIn¢ rozpustné. Fakulta chemicka se dlouhodobé
zabyva vyzkumem huminovych latek spolu s komer¢nimi partnery. Jednim z nich je
firma Amagro, ktera vyrabi lignohumat metodou umélé humifikace lignosulfonatu
(odpad z dfevni hmoty pii vyrobé celulozy). Piirozeny proces je urychlovan a vznika
produkt obsahujici az 90 % soli HK.[5]
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3.1.3 Struktura a sloZeni huminovych latek

Znalosti o slozeni a struktufe HL jsou i pies nékolik desetileti vyzkumi omezené.
Makromolekuly huminovych latek jsou velké a komplexni. Obsahuji nejvice organicky uhlik,
dale také heteroatomy — pfedevsim kyslik, dusik, vodik a siru. Vyskyt jednotlivych prvkl
a jejich poméry v HL (ve vod¢) ukazuje nasledujici tabulka.

Tabulka 1 Slozeni HL ve voddch [7]

Prvek | FK(hm. %) | HK (hm. %)
C 46,0 57,0

0 48,6 371

N 4,0 4,4

H 1,2 2,0

0:C 1,056 0,651
H:C 0,087 0,077
N:C 0,026 0,035

Obsah a pomér funkénich skupin, ve kterych je obsazen rozpusStény organicky uhlik
(DOC), se lisi v huminovych latkach ziskanych zriznych zdroji a prostiedi. Piehled
funk¢nich skupin uvadi Tabulka 1. Také struktura molekul HL (a piedevs§im HK) je
predmétem zajmu jiz dlouhou dobu. Je zde snaha vytvofit model primérné molekuly,
coz ovSem neni jednoduchy ukol také zjiz zminéného divodu, a to ze HL se lisi podle
puvodu.[2] Vytvofeny model pak samoziejmé nevyhovuje vSem existujicim huminovym
latkam.

Huminové latky miizeme popsat jako heterogenni smés organickych molekul. Vytvotené
modely molekul huminovych latek vychazi ze znalosti elementarniho slozeni, obsaZeni
funkénich skupin, z degradacnich produktii a v neposledni fad¢ také z vysledkl riznych
strukturnich analyz. Mezi nejmoderné€jsi metody pouzivané v pochopeni slozité struktury HL
patii napiiklad nuklearni magneticka rezonance. [9]
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Tabulka 2 Funkcni skupiny v riiznych formach DOC podle [8]

Funkéni skupina struktura vyskyt

kyselé skupiny

karboxylova (Ar-)R-COOH 90 % veskerého DOC

fenolicka Ar-OH vodni huminové latky, fenoly

s enolickym (Ar-)R-CH=CH-OH vodni huminové latky

vodikem

chinonové Ar=0 vodni huminové latky, chinony

bazické skupiny

aminova (Ar-)R—-CH,—NH; aminokyseliny

amidova (Ar-)R-C=0O(-NH-R) peptidy

iminova CH,=NH (nestabilni) huminové latky

neutralni skupiny

alkoholova (Ar-)R-CH,—OH vodni huminové latky, cukry

etherova (Ar-)R-CH,—O- CH,-R vodni huminové latky

ketonicka (Ar-)R-CH,=0(-R) vodni HL, tékavé latky,
ketokyseliny

aldehydicka (Ar-)R—CH,=0(-H) cukry

esterova (laktonova) (Ar-)R-CH,=0(-OR) vodni HL, hydroxykyseliny,

taniny

cyklickd imidova

(R-)O=C-NH-C=0(-R)

vodni huminové latky

NejtypictéjsSim piikladem je struktura podle Stevensona (z roku 1982), ktera ukazuje
molekulu HK jako velkou molekulu obsahujici skelet z aromatickych struktur, volné a vazané
fenolické OH skupiny, chinonové struktury, dusik a siru jako mtistkové atomy a karboxylové
skupiny vazané na aromatickych kruzich. Dale vystihuje i sacharidovou a aminokyselinovou
jednotku a vyskyt peptidickych vazeb.[10]

S vyvojem metod strukturni analyzy vznikly i novéjsi modely molekul HL. Pokroc¢ilymi
metodami, jako je analyticka pyrolyza, hmotnostni spektrometrie, plynova chromatografie

a pocitacové modelovani,

zdroji.[11]

@;ij

He=0
(H-OH)y - o)
HC=0

CH CH,
Q i)}

(|:_O (peptide)
MNH

v

Obr. 2 Model huminové kyseliny podie [10]

byly vytvofeny trojrozmérné modely molekul HL z riiznych

CooH
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3.1.4 Vlastnosti a vyuziti huminovych latek

Jak jiz bylo popsdno, huminové kyseliny jsou nerozpustné v kyselindch a rozpustné
v zésadach. Velké mnozstvi karboxylovych a fenolickych skupin ve struktute HK umoziiuje
nahrazeni vodiku jinym kationtem nebo radikalem. HK jsou tedy schopné vazat kovové prvky
Z kapalnych 1 pevnych smési. Chinolinové struktury v HK vysvétluji schopnost vazat
aminokyseliny. VSechny tyto sorpcni a transportni schopnosti davaji potencial k Sirokému
vyuziti HK v praxi. Nesmime také opomenout zminit velice dilezitou roli huminovych
kyselin ovliviiovat pfiznivé fyziologii rostlin.[12]

Huminové (i fulvinové) kyseliny se chovaji jako slabé kyselé polyelektrolyty, mohou tedy
byt aplikovany metody zaloZzené na ionizaci kyselych funk¢nich skupin. Negativni néboje
mohou vzniknout z karboxylovych, fenolickych, enolickych a imidovych funkénich skupin.
HK maji vyznamnou pufracni schopnost, kterd dovoluje rust rostlin v Siroké skale pH. Sit
negativnich nabojii v HL vykazuje mobilitu v elektrickém poli. Elektronegativni skupiny se
také participuji v oxida¢né-redukénich reakcich.[13]

HK maji vyuziti v nejriznéjsich oborech. V zeméd¢lstvi hraji dulezity vliv na kvalitu
pudy, zlepsuji jeji fyzikalni vlastnosti a udrzeni vlhkosti. HK zlepSuji strukturu pudy, jeji
schopnost udrzet optimalni prostfedi a také zabranuji erozi. Huminové kyseliny jsou dnes
béznou soucasti hnojiv v podob& humati (soli HK) vépenatych, sodnych ¢i amonnych. Dalsi
vlastnosti HK je schopnost chelatovat ionty Zeleza, které se stanou pfistupnéjsimi pro rostliny.
HK prospivaji rostlindm v né€kolika urovnich. Zvysuji produkei rostlinnych enzymi a hraji
roli jako katalyzatory v biologickych procesech. HK také pomahaji ristu rostlin, zlepsuji
tvorbu kofenovych systémi a pfijimani zivin. [12], [14]

Az ptekvapiveé Siroké je vyuziti huminovych latek v primyslu. Ve stavebnictvi jsou HL
pouzivany jako ptidavek do betonti. V kozed€lném primyslu se HL pouzivaji jako barvivo,
¢inidlo k vydélavani kizi a nakonec jako pfisada pti findlni upravé produkti.
V dievozpracujicim a papirenském primyslu se HL vyskytuji jako barviva pro lepenku, papir
i nabytek. V keramickém prumyslu naSly HL uplatnéni jako aditiva, ktera zlepSuji
mechanickou pevnost. Huminové latky se dokonce vyuZzivaji i pii produkci plastd jako
barviva Nylonu 6 nebo PVC. Také zpeviuji polyurethanové pény.[15]

Zivotnimu prostiedi HL pomahaji svymi aplikacemi v zemédélstvi. HL maji schopnost
odstranovat toxické kovy z odpadnich vod. Pfi €iSténi odpadnich vod flotaci rozpuSténym
vzduchem mohou HK poméhat odstrafiovat stopovd mnoZzstvi mastnoty, ropy, tekutych
organickych a nerozpusténych latek. Ptridavek HK zlepSuje proces precipitace kovi
prostfednictvim hydroxidl vapenatého a sodného. Huminové kyseliny dokdzou ve stopovych
mnozstvich odstranit z vod t&zké kovy jako olovo, rtut, kadmium, méd’, zinek, nikl a chrom.
HK pomahaji také odstranovani hliniku.[16]
od starovéku. Indikaci byly pfedevsim gynekologické poruchy (chronické zanéty, neplodnost,
hormonalni nerovnovaha, klimakterické potize), revmatickd onemocnéni (artroza, dna,
rehabilitace po Grazech) a kozni problémy (chronické ekzémy, psoriaza). Jako kontraindikacni
dochazi k ptiznivé hypertermii, ktera podporuje krevni ob€h a nastartuje hojivé procesy
postizenych tkani.

I pfes vSechny znamé pozitivni ucinky na pacienty, nasSe znalosti o fyziologickych
a farmaceutickych principech HL jsou zna¢né omezené. V poslednich desetiletich se
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vyzkumy zabyvaji piedev§im interakcemi HL s izolovanymi enzymy, efekty na krevni
srazlivost, estrogenovou aktivitu a také na interakce s latkami, které jsou pro télo Skodlivé.

Byly prokazany antivirové ucinky napiiklad proti slintavce a kulhavce, viru chiipky
A a viru herpes simplex typu 1. Zajimavy je také zkoumany vliv proti viru HIV. HK byly také
studovany v oblasti prevence gynekologickych poopera¢nich sristd. Byl prokdzan vliv
na aktivaci fibrinu. Dale bylo studovano peroralni podavani HK jako prevence proti
intoxikaci organismu. Vyznamnou roli hraji také studie zamétené na pouziti HK jako ochrany
proti ionizujicimu zafeni. Ve veterinarnim 1ékatstvi se HL usp€sné pouzivaji jako 1éky proti
gastrointestinalnim chorobam a jsou vyuzivany také jako antidotum zabrafujici
intoxikaci.[17]

3.2 Chitosan

Chitosan je pfirodni polysacharid odvozeny od chitinu, ktery je po celuldze
nejrozsirenéjSim polysacharidem na svété. Chitin byl poprvé izolovan z hub na zacatku
19. stoleti. Pozdé&ji byl izolovan i z kutikul hmyzu. V roce 1859 Charles Rouget zkoumal
prevedeni chitinu do roztoku. Po alkalizaci ziskal substanci rozpustnou v kyselinach,
a tim poprvé popsal chitosan. Chitin je strukturné podobny celuldze, oba polysacharidy maji
B-(1,4) glykosidové vazby. Chitin se, krom¢ hub a kutikul hmyzu, dale nachazi naptiklad
ve schrankach mékkysu a rozsivek a v bunéénych sténach plisni a kvasinek. [18]

3.2.1 Struktura chitosanu

Chitin je slozen z monosacharidovych jednotek 2-acetylamin-2-deoxy-p-D-glukopyranézy
(nebo N-acetylglukosaminu). Pokud dojde k deacetylaci acetamidové skupiny, vznikne 2-
amino-2-deoxy-B-D-glukopyranéza (také D-glukosamin). Jednotlivé monosacharidové
jednotky jsou vazany B-(1,4) glykosidovymi vazbami.[19] Strukturu chitinu, chitosanu a jeho
protonované formy ukazuje Obr. 3.

Chitosan je ve skuteCnosti kopolymerem slozenym z jednotek acetylovanych
i deacetylovanych. Jejich pomér ovliviiuje vlastnosti vyslednych polymert. Tento pomér
vyjadiuje stupen deacetylace (DD) nebo acetylace (DA). Firma Sigma-Aldrich dodava
neékolik typa chitosanu. Jednou moznosti rozdéleni je podle molekulovych hmotnosti.
Chitosan LMW (low molecular weight) je charakteristicky stupném deacetylace > 75 %
a molekulovou hmotnosti 20 — 190 kDa. U chitosanu HMW (high molecular weight) je
udavana molekulova hmotnost v rozmezi 190 — 375 kDa a DD > 45 %. Firma dodava i MMW
(medium molecular weight) chitosan, u kterého udava stupenn deacetylace 75 — 85 %. [20],
[21]
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Obr. 3 Struktura chitinu, chitosanu a protonovaného chitosanu [22]

Chitin existuje ve tfech variantach podle uspofadani fetézci jako o, B, y-chitin.
Nejrozsifengj$im je a-chitin, ktery je tvofen anti-paralelnimi fetézci. Nejvice se vyskytuje
v buné¢nych sténach hub a v kutikulach ¢lenoveu. B-chitin, ktery je v pfirodé méné rozsiten,
se vyskytuje pfedevsim u olihni a rozsivek. Sacharidové fetézce jsou V paralelnim postaveni
a nejsou zpevnény vodikovymi mistky tolik jako o forma. Tteti forma y-chitin je tvofena
dvéma vlakny paralelnimi a jednim anti-paralelnim.[18]

3.2.2 Vyskyt chitinu/chitosanu

Chitin byl poprvé objeven izolaci z hub roku 1811 profesorem Henri Braconnotem.
Pozdé&ji byl chitin objeven v kutikulach hmyzu. Vyskyt chitinu je kromé téchto dvou zdroji
velky a zahrnuje nejriznéjsi organismy. Chitin se nachazi v riznych protistech ¢i houbovcich.
Dale také ve schrankach vaji¢ek vifnikti a hlistic. Chitin je obsaZen v oocytech, kokonech
a peritrofické matrix hmyzu, ostnu olihni, kosti sépii a schranek ramenonozci a mékkysu
(také v radule). Chitin u strunatcti byl nalezen naptiklad u plasténci. Chitin obsahuji také
hrudni ploutve soucasnych ryb. Bakterie rodu Rhizobium a Agrobacterium jsou schopné
produkovat chito-oligosacharidy. Chitin se vyskytuje v nepieberném mnozstvi organismd,

[18]

3.2.3 Vyroba chitosanu

Chitin se tradi¢n¢ vyrabi z odpadu vzniklého po zpracovani motskych korysa. Jejich
schranky ovSem obsahuji také uhliCitan vapenaty a proteiny, které je nutno odstranit. Ziskany
chitin je poté deproteinovan ziedénym roztokem HCI a deacetylovan 40% roztokem
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hydroxidu sodného pii 120 °C po dobu 1 — 3 h. Po dokonceni tohoto procesu ziskame
chitosan deacetylovany ze 70 %. Ve schrankach kory$i se vyskytuje také karotenoid
astaxanthin, ktery zatim nebyl syntetizovan, a je tedy dalSim ekonomickym piinosem pfii
zpracovani odpadu. Dal§im zdrojem pro vyrobu chitosanu je chitin z mycelii hub.[19]
Je snahou prumyslové ziskavat chitosan z jinych zdroji. Bylo prokazano, ze chitin a chitosan
jsou soucasti buné¢nych stén nékterych kvasinek a vlaknitych hub, napfiklad Candida
albicans, Saccharomyces cerevisiae, ¢i Mucor rouxii, aj. [23] Mnoho studii se zabyva
produkci chitinu a chitosanu pfimo z téchto zdroju. Studie [24] se zabyva produkci chitosanu
bakterii Citrobacter. Ve studii [25] byl chitosan uspésné izolovan z riiznych plisni (Rhizopus
sp, Mucor sp a Aspergillus niger).

Neméné zajimava je piiprava LMW chitosanu depolymeraci. V praci [26] byla
diskutovana optimalizace piipravy LMW chitosanu pomoci kyseliny fosforeéné. Studovana
byla i depolymerace chitosanu pomoci kyseliny chlorovodikové. [27] Obecné se vsak
u chemickych fragmentaci chitosanu vyskytuji komplikace v podobé nizkych vytézki ¢i
vzniku nezadoucich modifikaci. Jako feseni se jevi pouziti enzymu, které funguji pii mirnych
podminkach a také jsou specifické. Casto se pouzivaji enzymy chitinasa a chitosanasa.
Zkoumaji se ovSsem i jiné enzymy, napiiklad neutrdlni proteasa z Bacillus subtilis
nebo papain.[28],[29]

3.2.4 Vlastnosti a reaktivita chitosanu

Na rozdil od vétSiny ptirodnich polysacharidii (celuldza, pektin, agar, aj.), které jsou kyselé
povahy, jsou chitin a chitosan piikladem bazického polysacharidu. Chitin je velmi hydrofobni
a nerozpustny ve vod¢ a vétSiné organickych rozpoustédel. Chitin je rozpustny napiiklad
Vv hexafluoroisopropanolu, hexafluoroacetonu a chloroalkoholech ve spojeni s vodnymi
roztoky minerdlnich kyselin a dimethylacetamidu s ptidavkem chloridu lithného. Chitosan
je také nerozpustny ve vodg, je vsak rozpustny ve ziedénych kyselinach (octova, mravenci,
mineralni kyseliny).

Chitosan je z chemického hlediska linearni polyamin s reaktivnimi amino a hydroxylovymi
skupinami. Obecné lze fici, ze chitosan je vSestrannéjsi nez chitin diky amino skupiné v C-2
poloze. Typické jsou pro chitosan reakce amind, tedy N-acylace a Schiffovy reakce. N-acylaci
acetanhydridem lze ziskat pIné acetylovany chitin. Chitosan s aldehydy a ketony tvofi
aldiminy a ketiminy. N-alkylované chitosany obsahuji objemné substituenty, které oslabuji
vodikové mustky, a tim umoznuji rozpustnost ve vod¢ i ptes vysokou hydrofobicitu ptivodni
molekuly chitosanu. [30] Esterifikacim a etherifikacim podléhaji —OH skupiny.

Reaktivita chitosanu umoznuje pfipravu mnoha derivati. K nejvice prozkoumanym patii
O- a N-karboxymethylchitosany (CM-chitosan). Podle podminek pii reakci s kyselinou
chloroctovou v pritomnosti NaOH ziskame piislusny O- nebo N-derivat. DalSimi derivaty
jsou naptiklad: chitosan-6-O-sulfat, trimethylchitosan amonium, alkylované -chitosany,
chitosany s navazanymi disacharidy ¢i rtizné roubované kopolymery.[31]

Chitosan ma vyznamnou schopnost chelatace. Pfi téméf neutralnim pH dokaze vazat ionty
médnaté, rtutnaté, nikelnaté ¢i zineCnaté. Tato schopnost je vyznamnd piedevSim
pro poznatky v oblasti upravy odpadnich vod.[19] Dale se zkoumaji moznosti pouZiti
chitosanu jako prostiedku pro imobilizaci enzymu. [30]
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3.2.5 Vyuziti chitosanu v riiznych odvétvich

Biologické vlastnosti jako biokompatibilita, biodegradabilita a netoxicita pfedurcuji hlavni
smér vyuziti chitosanu v biomedicing, kosmetice a potravinafstvi. K dal§im patii oSetieni
odpadnich vod nebo papirensky priamysl.

= Potravinarsky primysl

Byly prokazany vyznamné baktericidni a fungicidni vlastnosti chitosanu. U¢inkuje proti
riznym bakteriim (E. Coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, aj.) Bylo prokazano
zastaveni rustu Botrytis cinerea a Rhizopus stolonifer vjahodach po sklizni pii pouziti
chitosanu. Nabizi se tedy moznost jeho pouziti jako antimikrobialniho ¢inidla ~ ve spojitosti
s trendem opoustét chemické konzervanty.

Filmotvorné vlastnosti chitosanu jsou uzite¢né pro zlepSeni kvality a délky trvanlivosti
cerstvych, mrazenych i vyrobenych potravin. Filmy vytvofené na bazi chitosanu pomahaji
kontrolovat vlhkost proudici mezi potravinou a okolnim prostfedim, dale uvolfovani
antimikrobidlnich latek, Zivin a chuti. Brani také hnédnuti ovoce. Filmy z chitosanu maji
dobré mechanické vlastnosti a zkoumaji se jejich pouziti jako membran pro reverzni osmézu.

Pti vyrobé ovocnych dzusii vznika nezadouci zakaleni, které byva odstranovano pomoci
Zelatiny, bentonitu, silica gelu ¢i tannini. Soli chitosanti vnasi silny pozitivni naboj a Gspésné
Cisti tekutinu a také upravuje jeji kyselost. Jako aditivum se pouzivd chitosan
ve stabilizatorech barvy, emulgatorech ¢i zlepSovadlech chuti.

Chitosan se ptfidava do krmiv pro zvitata, ktera prokazatelné 1épe prospivaji. Byl prokazan
vliv chitosanu na snizovani hladiny cholesterolu v krvi. Chitosan vytvati v zaludku s tuky
emulzi. V tenkém stievé se olejové kapi¢ky zachytavaji v fetézcich polysacharidu a jsou
vylouéeny s téla. V Japonsku jsou bézné k dostani potraviny s chitosanem. V dnesni dobé
jsou potravinové doplilky na bazi chitosanu bézn¢ prodejné. Mély by byt uzitecné pro lidi
trpici nadvahou.

=  Kosmetika

V kosmetickém pramyslu se chitosan ujal v pé¢i o vlasy, plet’ a ustni dutinu. Je béznou
soucasti Sampont, ¢inidel pro trvalou, barev na vlasy, riznych spreju a tvarujicich ptipravk.
Chitosan vlas obali a dodava mu jemnost, hladkost a mechanickou pevnost. Vyborné piisobi
jako antistaticky ptipravek. Molekulova hmotnost chitosanu nedovoluje vniknuti do ktze,
proto je bezpecny v kosmetickych pripravcich jako jsou laky na nehty, li¢idla, Cistici emulze
¢1 koupele. Chitosan i chitin se pouZivaji vV zubnich pastach, ustnich vodach a Zvykackach.
Osvézuji dech a potlacuji tvorbu plaku a zubniho kazu. Soli chitosanu maskuji neptijemnou
chut’ oxidu kiemiku a pomahaji zachovat granulovou podstatu Cisticich praskia v pastach.[30]

= Biomedicina a farmacie

-----

cileného transportu 1é¢iv se molekule chitosanu uplatiiuje sekundarni hydroxyskupina, ktery
byva substituovand spojovacim CElankem ,,spacerem®, kterym je navadzana aktivni slozka.
Cileni 1é¢iv se hodné zaméfuje na 1é¢bu rakoviny. Kombinace chitosan-spacer-polypeptid
(inhibitor metastdz) jiz byla testovana na zvifatech. Kombinace chitosanu a alginatu
V tabletdch pomdha prodlouzit uvoliiovani 1éCivych latek. V téchto tabletach by mohly byt do
téla pacienta dopravovany latky, které jinak musi pfijimat injek¢éné. [19],[34]
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Kromé tablet je chitosan jako pomocné latka vyuzivan ve form¢ geld, filml, emulzi,
zvlh¢ovacich a krycich prostiedkti a jako mikrokapsle. Jiz pomérné¢ dlouho je znama
schopnost filmti obsahujicich chitosan podporovat hojeni ran. V tomto odvétvi mediciny ma
uplatnéni i chitin, jehoz jednotka N-acetylglukosamin se vyskytuje i v kyselin¢ hyaluronové,
ktera je pii procesu hojeni ran velice dllezitd. Na trhu existuji kryci materialy, které pomahaji
regenerovat poskozenou kazi, ranu udrzuji vlhkou a d{istou. Pouzivaji se 1 chitinové
chirurgické nité, které maji také podpirny ucinek a samy se vstiebaji. [31],[32]

Tkanové inzenyrstvi, které je experimentdlnim a pomérné¢ novym odveétvim mediciny,
nabizi dal$i uplatnéni chitinu a chitosanu a to v poréznich matricich (scaffold), které se
piipravuji bud’ lyofilizaci hydrogeli ¢i pfimou pfipravou rtiznych kompozitnich matric
(s zelatinou, hydroxyapatitem, aj.) Sulfatovy ¢i karboxymethylovany chitosan vykazuje
aktivitu antikoagulantu. Daéle je chitosan v kombinaci Sjinymi materidly pouZivan
pro kontaktni Co¢ky ¢i rizné nahrady. [30],[33],[34]

= Ostatni odvétvi

Jak jiz bylo uvedeno vyse u vlastnosti chitosanu, ma schopnost chelatovat ionty tézkych
kovli. Smés chitosanu s chitinem vSak dokdze z vody odstranovat arsen, ropu a ropné
produkty. Zkoumaji se moznosti Cisténi pitné vody. V papirenském primyslu
se biodegradabilni chitin i1 chitosan pouziva jako zpeviiova¢ recyklovaného papiru. Derivaty
chitinu dodévaji textiliim antistatické a repelentni vlastnosti. V textilnim pramyslu se také
vyuziva vlastnosti chitosanu odstrafiovat barviva z odpadni barvici lazné€. V zemé&délstvi se
chitinem oSetiuji semena, ktera pak 1épe a rychleji rostou a navic jsou odolngjsi. V chemické
oblasti je zajimavé vyuziti chitinu a chitosanu v tenkovrstevné nebo vysoce u¢inné kapalinové
chromatografie. V této praci samoziejmé nelze, a ani to neni jejim cilem, postihnout vSechny
aplikace a moZznosti vyuziti. Obrovsky zdjem odborné i laické vetejnosti o chitosan jen pobizi
k dal$imu badani o moznostech reaktivity a naslednych aplikaci.[30],[36]

3.3 Polyelektrolytové komplexy

Polyelektrolyty jsou vysokomolekuldrni latky obsahujici postranni funkéni skupiny
schopné elektrolytické disociace. Disociaci vznikaji makromolekula s velkym poctem
elementarnich ndboju a ptisluSné ionty opacného naboje. V roztocich nesou polyelektrolyty
elektricky naboj. Podle typu disociujicich skupiny délime polyelektrolyty na:

= kyselé, obsahuji skupiny naptiklad karboxylatové ¢i sulfatove,
= Dbazické, které jsou typické zasaditymi skupinami (amoniova),
= amfoterni, které v fetézcich obsahuji kysel¢é i1 bazické skupiny.

Siln¢ kyselé skupiny disociuji témét Gplné, zatimco slabé kyselé a slabé bazické skupiny
disociuji jen do urCitého stupné. Ve zfedénych roztocich se polyelektrolyty vyskytuji spiSe
ve form¢ natazeného fetézce z divodu vyskytu velkych odpudivych sil mezi souhlasné
nabitymi skupinami. [37] Polyelektrolytové komplexy (PEC) wvznikaji, pokud reaguji
ve vodném roztoku dva opacné nabité polyelektrolyty.

3.3.1 Huminové latky jako polyelektrolytové komplexy

Pojem huminové latky je souhrnny néazev pro skupinu latek nejednotné struktury, ktera
zavisi na vzniku, pivodu a umisténi nalezisté¢. Diive byla struktura HL povazovéana
za polymerni, nebyly vSak nalezeny opakujici se monomery. Odbornéa vetejnost se tedy vice
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priklani k polyelektrolytové a makromolekularni povaze HL.[38] Bylo zjisténo, ze agregace
HL je dynamicka a velmi zavisi na pH prostfedi.[39] HL obsahuji velké mnozstvi skupin,
které mohou byt ionizovany. Pfedev§im se jedna o fenolické, hydroxylové a karboxylové
skupiny. Dokazou vazat kovové ionty a organické molekuly.[8],[40]

3.3.2 Chitosan jako polyelektrolytovy komplex

Aminové skupiny a dlouhé heteropolysacharidové fetézce tvoii z chitosanu vyjimecny
kationicky polyelektrolyt. Elektrostatické interakce chitosanu s polyelektrolytem jsou jiné
povahy nez iontové, jsou siln€js$i nez jiné typy slabych interakci (napf. vodikové mustky).
Takové typy komplext nepotiebuji zddné organické prekurzory, katalyzatory nebo reakéni
Cinidla, nabizi se tedy moznost zkoumani rGznych PEC hydrogelti pro medicinu. Byly
pfipraveny PEC na bazi chitosanu s anionickymi polysacharidy jako alginat,
glukosaminglykany, chondroitin sulfat, hyaluronova kyselina, heparin, karboxymethyl
celuldza, pektin, dextran sulfat, xanthan. Dale také s proteiny (Zelatina, albumin, fibroin,
keratin a kolagen) a syntetickymi aniontovymi polymery (polyakrylova kyselina).
PEC chitosanu a jiného polyaniontu se vétSinou tvoii ochotné pfi fyziologickych podminkéch,
piiprava novych komplext muze tedy byt uzite¢na v medicing. [41]

3.4 Metody analyzy polyelektrolytovych komplexi

3.4.1 Termicka analyza — kalorimetrie

Jednoduse feceno metody termické analyzy studuji zmény vlastnosti vzorku, ke kterym
dochazi pii jeho zahtivani nebo ochlazovani. Kalorimetrie je disciplina, ktera se zaméfuje
na sledovani tepelnych zmén v pribéhu meéfeni. Kalorimetrické experimenty probihaji
za fizenych podminek (konstantni objem ¢i teplota). Kalorimetrické studie mohou byt rizné
uspotradany jako titrace, pratok, reakce ¢i sorpce. VSechny tyto metody mizeme délit podle
principu méfeni (tepelnd kompenzace, akumulace), metod operace (statické, pratokové,
skenovaci) nebo podle konstrukce (pocet cel). [41] Tato bakalaiska prace je zaméiena
na vyuziti konkrétni kalorimetrické metody izotermicka titracni kalorimetrie (ITC).

3.4.1.1 Princip izotermické titracni kalorimetrie

Izotermicka titracni kalorimetrie je kvantitativni metoda studujici termodynamické
parametry interakci v roztoku. Od 70. let minulého stoleti, kdy zacal rozvoj této techniky,
doSlo k mnoha pokrokim. Metoda ITC pomdha porozumét piedevsim biologickym
strukturdm a procesim na molekuldrni Grovni. Zjistuje energetické poméry pii (pfedevsim)
biologickych reakcich (vazani ligandi, interakce mezi enzymem a substratem a interakce
mezi slozkami multimolekularnich komplexit).

Obecné¢ ITC meti teplo, které je bud pohlcovano, nebo uvolhovano. Pomoci
kalorimetrickych méfeni mohou byt studovany konstanty stability, stechiometrie, interakce
entalpii a entropii, Gibbsovy volné energie ¢i zména tepelné kapacity. Velkou vyhodou je
meéfitko experimentt, sta¢i mnozstvi vzorkl v fadu stovek mikrolitra.

Technika ITC vychazi z predpokladu, ze spolu reaguje makromolekula M s ligandy X
souhrnné takto:

M+nX —>MX,, 1)
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Pomoci izotermické titraéni kalorimetrie l1ze stanovit rovnovaznou konstantu K (binding
constant), zménu enthalpie syst¢ému AFH° (heat of binding) a parametr n, ktery vyjadiuje
stechiometrii sledovaného procesu. Poté je mozno vyhodnotit standardni reakéni Gibbsovu
energii AG® a standardni reak¢éni zménu entropie AS°:

AG°=-RThhK, )
Ago = AH°-AG" @3)
T

Hodnota standardni reakéni Gibbsovy energie AG°poskytuje informaci o ,,ochoté*
probihajici reakce. Pokud je tato hodnota AG° zaporna, reakce probihd samovolné zleva
doprava a zvySuje se i hodnota K. Pokud jsou hodnoty AG® kladné, pak reakce samovolné
neprobihd, probihala by zprava doleva.

Pro konstantni teplotu miizeme rovnici Gibbsovy energie zapsat ve tvaru:

AG° = AH° —TAS®, 4
z kterého plyne, ze se hodnota AG®° sklada ze ¢lenu entalpického AH®° a entropického TAS®.
Pokud se teplo uvoliuje, je hodnota reakéni energie zaporna. To ukazuje na uvolnéni energie
z vazeb v produktu. Kladna hodnota entalpického ¢lenu (spotiebovavani tepla) ukazuje na
energii spotiebovanou na Stépeni vazeb. Entropicky c¢len souvisi s neusporadanosti déje.
Aby vznikaly stabilni slou¢eniny MX,, musi byt kladnd hodnota entropického c¢lenu

prevazena dostate¢nou hodnotou entalpie AH°. [43]

3.4.1.2 Instrumentace

Zakladem ITC jsou dvé cely umisténé v obalu (kalorimetru), ktery je schopen udrzet stalou
teplotu. Jedna cela je referentni, obsahuje vodu nebo rozpoustédlo. Druha cela je mérnd, v ni
je umistén roztok vzorku. Obé cely by mély byt chemicky inertni a mély by dobie vést teplo.
Do mérné¢ cely je ptivedena kapiléra se sttikackou, ze které je ddvkovan roztok do titrovaného
vzorku. Citlivé termoelektrické obvody zajistuji detekci teplotnich rozdilt mezi celami. Musi
byt zachovany piisn€¢ izotermické podminky. Zakladni wuspofadani kalorimetru je
vidét na Obr. 4. [44]

(Referenéni cela s o A
rozpoustédlem t g Stiikacka
i e Michaci
& hidel
|
| Méma cela
| se
/ R \5 vzorkem
\ ) ( Signal -
4 \ rozdil teplot
- v | : :
. A AT —_"_.g - mezi celami
9 J

Obr. 4 — zdkladni schéma izotermického kalorimetru podle [44]

20



3.4.1.3 Pritbéh méieni a ziskana data

Béhem experimentu je v méfici cele zaznamenavan signal, ktery se samoziejm¢ meéni
artuzné¢ vychyluje podle konkrétné¢ probihajici reakce. Kalorimetr méfi energii potfebnou
k udrzeni izotermickych podminek mezi celami. Vystupem z méfeni jsou data teplotniho toku
Vv pribéhu casu. Podle sméfovani pulzti mizeme okamzité posoudit, zda se jedna o reakci
exotermni nebo endotermni. Smér pulzl je dan nastavenim a konvenci jednotlivych pracovist’.
Plochy pikti udavaji zménu entalpie AH°. Mozny vystup ITC je ukazan na Obr. 5.
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Currant Opinion in Structural Biology

Obr. 5 — ukdzka vystupu z méreni metodou izotermické titracni kalorimetrie z [45]

3.4.2 Strukturni analyza — dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS), také znam jako kvazi-elasticky rozptyl svétla nebo
fotonova korelaéni spektroskopie, je technika pro méfeni predevsim velikosti ¢astic koloidni
povahy. Dovoluje provadét méteni s pomérné malymi objemy a koncentracemi vzorku.

Vysledky méteni jsou srovnatelnd s vysledky elektronového mikroskopu. Urcité odchylky
mohou byt zptisobeny rozdilem hydrodynamickych polomérti (miizou zahrnovat solvatacni
obaly ¢i naadsorbované vrstvy na povrchu ¢astic), skuteCnych poloméri, nebo zménami
velikosti ¢astic pfi pfipravé vzorki pro elektronovou mikroskopii. Ziskana primérné velikost
koloidnich c¢astic je vazena podle pat¢ mocniny (tzv. Z-average). Velké castice jsou
nadhodnoceny, a tak se mohou frakce malych Castic ztratit ve velké intenzité¢ zafeni
rozptylené¢ho na vétsich Casticich.[46]

3.4.2.1 Principy DLS

Hlavnim principem DLS je méteni svétla, které rozptyluji molekuly ve vzorku, v prib&hu
casu. Pokud by se molekuly ve vzorku vlibec nepohybovaly, rozptyl svétla by byl konstantni
a pro nas tedy neuzitecny. K rozptylu svétla dochazi v disledku Brownova pohybu. To je
pohyb castic zplisobeny narazy molekul disperzniho prostfedi do koloidnich ¢&astic diky
tepelnému pohybu. Browniiv pohyb se projevuje v difuzi, sedimentaci a ovliviiuje stabilitu
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koloidnich soustav. Pohyb &astic je ovlivnén nékolika faktory. Cim vyssi je teplota, tim
rychleji se molekuly pohybuji. Se zvysujici se viskozitou rozpoustédla klesa rychlost pohybu.
A nakonec ¢im vétsi molekuly vzorku jsou, tim pomaleji se pohybuji.

Pokud zname viskozitu prostfedi a zajistime Kkonstantni teplotu, stava se intenzita
rozptyleného svétla pfimo tmérnou hydrodynamickému poloméru c¢astice dy. Rychlost
Brownova pohybu je definovana pomoci difizniho koeficientu D. Tento koeficient potom

muzeme pievést na velikost ¢astic pomoci Stokes — Einsteinovy rovnice:
dy =, ©)
67D
kde k je Boltzmannova konstanta, T je teplota a # je viskozita.

Nahodny vzor intenzity svétla se pievede na méfeni hydrodynamického poloméru
pozorovanim zmén v prubéhu Casu. Ze stejnych dat jsou ziskavany dva grafy s malou ¢asovou
prodlevou. Zaznamenava se korelace mezi témito grafy. Korelace se vypocitava tak dlouho,
az je dosahnuto nulové korelace (zmény intenzity jsou zcela nahodné). Cim rychleji se
molekuly pohybuji, tim rychleji se korelace ptiblizi k nule. Zmétena korelacni funkce se poté
muze pouzit pro vypocet distribuce velikosti.[47],[48]

3.4.2.2 Instrumentace

Typicky systém DLS se sklada z n€kolika komponent, které jsou znazornény na Obr. 6.
Zakladem je laser, ktery osvétluje castice vzorku v cele. Laserovy paprsek prochazi bud’
ptimo skrz vzorek, nebo je rozptylen ¢asticemi ve vzorku. Detektor zajiStuje méfeni intenzity
rozptyleného svétla. Piistroj Zetasizer Nano ZS ma detektor umistény v uhlu 173°.
Pro ochranu detektoru pted pietizenim je instalovan zeslabovac (attenuator), ktery snizuje
intenzitu rozptylu.[49]

Laser
Zeslabovaé
Detektor
173"
¥
Digitalni procesor
signalu
Korelator
¥
Poéitac

Obr. 6 Schéma pristroje Zetasizer Nano ZS

Podobné jako u méfeni ITC je mozno vyuzit méfeni velikosti ¢astic v titratnim modu.
Zakladni piistroj Zetasizer je mozno doplnit titratorem, ktery umoziuje sledovat rtizné zmény
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intenzity rozptylené¢ho svétla pti miseni dvou latek. Do nadobky s titrovanym roztokem je ze
zasobni nddoby pomoci malého Cerpadla piidavan titracni roztok. Po promiseni obou slozek
je roztok nasavan do prutocné kyvety a probiha samotné méfeni.[50]

4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Luo a Wang [51] se ve své studii zabyvaji nedavnymi objevy a pokroky v oblasti ptipravy
polyelektrolyti na bazi chitosanu s pfedevSim piirodnimi polysacharidy. Tyto smésné
materidly jsou pfipravovany jako nanocastice, mikrocastice, tablety, gely, membrany a filmy.
Jako polyanionty byly zkoumany: alginat, hyaluronova kyselina, pektin, karagenan, xanthan,
gellan, arabskd guma, guma ze stromu ledvinovniku zapadniho (zdroj kesu ofechi),
karboxymethylceluloza a exudaty zrostlin Amorphophallus konjac a Cochlospermum
gossyptum. Studie zavérem shrnuje moznosti vyuziti polyelektrolyti na béazi chitosanu
piredevsim v medicin€ pii cileném transportu 1éCiv.

Fredheim a Christensen v ¢lanku [52] studovali interakce mezi lignosulfonatem
a chitosanem. Oba reaktanty smichali pti pH 4,5 (0,1M NaCl) a nasledné zkoumali stabilitu
vzniklych komplext.

Vétsina nasledujicich praci se zabyva studiem adsorpce huminovych latek, i s navazanymi
polutanty, na chitosan ¢i jeho soli nebo derivaty. Tyto studie si vétSinou kladou za cil vyuZiti
ekonomicky dostupnych surovin pro ¢isténi vody ¢i dokonce pro piipravu vody pitné.

Zhang a Bai publikovali vroce 2003 studii [53], ve které zkoumali mechanismus
akinetiku  adsorpce  huminovych  kyselin na  chitosanem obalené  granule
z polyethylentereftalatu. Prob&hla studie zeta potencialu. Dale prokézali, ze se vzristem pH
prostiedi klesd adsorpcni kapacita. Za pouziti rentgenové fotoelektronové spektroskopie
(XPS) byla prokazana protonace aminoskupin chitosanové vrstvy a vznik organického
komplexu s HK.

Yan a Bai Vv praci [54] zkoumali adsorpci olova a HK na hydrogelové perly chitosanu.
Experimenty provadéli za laboratorni teploty pii pH 5 — 7,5. Zkoumali adsorpci kazdého
modelového materialu zvlast, poté postupnou adsorpci a adsorpci obou materialii soucasné.
Bylo prokdzano, ze dochazi ke komplexaci mezi adsorbatem a funkénimi skupinami
na povrchu perel. Adsorpce vice latek najednou muze byt ovlivnéna interakcemi mezi
adsorbenty.

Bratskaya a spol. se zabyvali srovnanim flokulace HK s chitosan hydrochloridem
a chitosan glutamatem.[55] Studovali elektricky naboj vzniklych polyelektrolytovych
komplext a efektivitu odstraiiovani barviva pfi flokulaci. Obé€ soli chitosanu se ukazaly jako
velmi G¢inné, ve srovnani se vSak jako ucinnéjsi ukéazal chitosan hydrochlorid.

Zhao a spol. vpraci [56] studovali adsorpci HK z vodného roztoku na sitovany
karboxymethylchitosan. Systém maximalné adsorboval HK pfti pH 3,5. Pomoci metody XPS
bylo zjisténo, ze aminoskupiny karboxymethylovaného chitosanu jsou protonované a vznika
organicky komplex mezi chitosanem a HK.

Liu a spol. se ve ¢lanku [57] zabyvali vznikem superabsorbentu chitosan-g-poly(akrylové
kyseliny)/ humat sodny. Tento komplex pfipravili roubovanou polymeraci z chitosanu,
akrylové kyseliny a humatu sodného ve vodném roztoku. Jako sitovaci ¢inidlo byl pouzit
N,N ~-methylenbisakrylamid a jako iniciator ammonium persulfat. Dale zkoumali absorpci
vody a botndni pii riznych hodnotich pH. Pfidavek humatu sodného oboje vlastnosti
prokazatelné zlepsuje.
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Wan Ngah a spol. v roce 2011 publikovali izotermickou a kinetickou studii zabyvajici se
teploty a vychozi koncentrace HK. Bylo prok4zano, Ze se jednd o endotermicky proces.
Chemisorpci nejlépe vyhovoval model pseudo kinetiky druhého fadu. Dale byly prokazany
elektrostatické interakce mezi protonovanou amino skupinou a karboxyladtovymi
a alkoholatovymi skupinami v huminovych kyselinach. Dale vSak uvadi, Zze nezanedbatelny
vliv maji i van der Waalsovy interakce a povrchova adsorpce.

Havelcova a spol. zkoumali sorbenty na bazi huminovych latek a chitosanu.[59]
Rovnovdznymi sorpCnimi experimenty byla studovdna sorpcni ucinnost pfipravenych
sorbenti s kovy Cu, Co a Cd v zavislosti na pH roztoku a koncentraci kovu. Doslo také
k srovnani riznych huminovych latek (lignit a oxihumolit.) Potvrdil se synergicky efekt
pouziti dvou dobrych sorbentti v jednom kombinovaném.

Dong, Chen a Liu ve své nejnovejsi studii [60] publikovali pfipravu novych magnetickych
nanocastic chitosanu a jejich aplikaci pfi odstranniovani HK z vodnych roztokii. Magnetické
nanocastice byly ptipraveny in situ koprecipitaci nasledovanou sitovanim epichlorhydrinem.
Vznikly material je vyhodny pro svou moznost recyklace. Pti studiu adsorpce bylo zjisténo,
ze vyhovuje Langmuirv adsorpéni model.

Ptipravou smésnych hydrogelt se na Fakulté¢ chemické ve své dizertaéni praci zabyval
Sedlacek. Pripravoval také hydrogely na bazi chitosanu a HK. Zkoumal vliv riznych ¢inidel
na gelaci, vliv pH, vliv iontové sily.[61]

Kalorimetrickymi studiemi huminovych latek se ve své diplomové praci veénovala
Tiirkeova. [62] Studovala interakce huminovych latek s mé&d’natymi ionty. Casové naro&nou
byla ¢ast optimalizace postupu méfeni metodou izotermické titracni kalorimetrie. Ziskanym
optimalizovanym postupem poté prob&éhla méfeni jednoduchych organickych sloucenin, ktera
poslouzila jako modely funkénich skupin HL. Byly porovnany ziskané hodnoty AH
Z kalorimetrickych méfeni a ze semiempirické INDO metody.

Meéfenim velikosti ¢astic riznych systémd s huminovymi kyselinami ¢i s chitosanem
se zabyvalo jiz n€kolik vyzkumnych skupin na riznych védeckych pracovistich. Kjoniksen
a spol. zkoumali pomoci DLS modifikované a nemodifikované chitosany.[63] Pa a Yu zase
studovali vliv koncentrace kyseliny octové, v které je chitosan rozpustny, na koncentraci
amoniovych skupin chitosanu.[64] V roce 2001 Palmer a Wandruszka publikovali studii,
kde méfenim DLS pozorovali zménu agregacnich velikosti ¢astic ve vodnych roztocich
huminovych a fulvinovych kyselin v zavislosti na zménach teploty, pH ¢i piidavku
elektrolytu.[65]

Studiemi dynamického rozptylu svétla byly zkoumany komplexy DNA-chitosan. Byly
pouzity chitosany o riznych molekulovych hmotnostech. Zkoumané komplexy byly shledany
stabilnimi a byl prokazan vliv molekulové hmotnosti na hydrodynamicky polomér
komplexu.[66] Tan, Koopal a Norde v roce 2008 publikovali ¢lanek, ve kterém popisuji
zkoumani interakci mezi huminovymi kyselinami a proteinem lysozymem pomoci DLS
aITC. Vznik komplexti probihd do dosazeni izoelektrického bodu. Zkoumali interakce
Vv riznych pomérech slozek. Vysledkem byly kvalitni a reprodukovatelné vysledky z obou
metod.[67]
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5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Pouzité chemikalie

Lignohumat draselny, Amagro Humic Substances s.r.o., CR
Chitosan (low molecular weight), Sigma-Aldrich®, USA

Voda ¢isténa piistrojem PURELAB-flex, ELGA-LabWater, USA
Kyselina chlorovodikova (Normanal ®), Lach-Ner, s.r.0., CR

5.2 Pouzité pristroje

Magneticka michacka Heidolph MR 300, Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, SRN
Centrifuga MiniSpin, Eppendorf AG, SRN

Kalorimetr TAM 111, TA Instruments, USA

Koloidni analyzator Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments Ltd, Velka Britanie
Autotitrator MPT-2, Malvern Instruments Ltd, Velka Britanie

5.3 Priprava zasobnich roztoki a vzorki

5.3.1 Priprava zasobniho roztoku 0,1 M HCI

Mnozstvi kyseliny odpovidajici zvolené koncentraci bylo pfevedeno do odmérné banky
0 objemu 1 dm®. Nasledng byla ptecisténou vodou doplnéna po rysku. Tento roztok byl
pouzivan pro piipravu roztoku chitosanu.

5.3.2 Priprava vzorku lignohumatu

Navazka lignohumatu byla kvantitativné pifevedena do odmémé banky a doplnéna
pre¢isténou vodou po rysku. 2% roztok lignohumatu odpovida hmotnostni koncentraci

20g-dm™.

5.3.3 Priprava vzorkua chitosanu

Navazka chitosanu (low molecular weight) byla kvantitativné pievedena do odmérné
bariky a rozpusténa ptipravenym 0,1 M roztokem HCI. Roztok se pfes noc michal a nasledujici
den byl stejnym roztokem HCI doplnén po rysku. Koncentrace se piipravovaly vzdy stejné
jako pro lignohumat.

Pro méteni kalorimetrie i dynamického rozptylu svétla byly roztoky vzorkl pfipravovany
stejnym zptisobem.

5.4 Meéreni na kalorimetru TAM 111

5.4.1 Postup a nastaveni méreni
= Do ampule referentni ocelové cely byla pievedena piecisténa voda, ampule byla

uzaviena a postupn¢ zasouvana do pristroje.
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= Vzorky lignohumatu a chitosanu byly zbaveny bublinek vzduchu centrifugaci v

odstiedivce MiniSpin. Centrifugace vzdy probihala 5 minut pii 3000 ot - min .

= Do ampule mérné cely bylo napipetovano pozadované mnozstvi chitosanu. Bylo
upevnéno zlaté michadlo. Ampule byla uzaviena, cela byla zvenci o€isténa od
otiski prstd a ptipadnych jinych necistot a postupné zasouvana do piistroje.

= Bylo nastaveno michani vzorku chitosanu na 90 ot-min " ..

= Stfikacka (Hamilton) s ocelovou kapilarou byla peclivé naplnéna roztokem
lignohumatu tak, aby neobsahoval bubliny.

= Stiikacka byla umisténa do davkovaci pumpy a kapilara byla zasunuta celou az
do ampule s roztokem chitosanu.
Nastaveni:

= pocet pridavki: 50

= piidavek 5 ul, doba ptidavku 5 s

» interval mezi ptidavky: 30 min.; celkova doba méteni: 25 hodin

= celkovy objem titra¢niho roztoku: 250 pl

= teplota 25 °C

5.4.2 Realizace kalorimetrickych méfeni

Vzhledem k tomu, Ze v literatufe dosud nebyla popsana kalorimetricka méfeni interakci
huminovych kyselin a chitosanu, bylo nutné velkou ¢ast experimentli vénovat ¢asové narocné
optimalizaci podminek titraci vzhledem k moZnostem kalorimetru (maximalni objem
stiikacky, maximalni objem mérné cely, objem jednotlivych pfidavkl, interval mezi
pridavky.)

Postup titrace byl tedy zvolen sohledem na instrumentaci kalorimetru. Jako titrovany
roztok byl pouzit chitosan, ktery je, pfedevsim ve vyssich koncentracich, viskozni. Pii titraci
chitosanem by mohlo dochazet k nepfesnostem a navic by se kapilara mohla ucpat. Cilem
téchto méfeni bylo provést kalorimetrické experimenty v co nejvétsim koncentraénim rozpéti.
Cely experimentalni postup by mohl byt rozdélen do nésledujicich tyt Casti:

= titrace roztokti o koncentracich 5 %, 4 %, 2 % — titrace 500 ul roztoku chitosanu
250 pl lignohumatu, tedy titrace v poméru 2:1

= titrace roztokd o koncentracich 1,5 %, 1%, 0,5%, 0,25 % a 0,1 % — titrace 250 pl
roztoku chitosanu 250 pl lignohumatu, tedy titrace v poméru 1:1

= titrace roztokl o koncentracich 0,05 % a 0,01 % — titrace v poméru 1:1, roztoky byly
piipravovany fedénim z roztokti o koncentraci 0,1 %

= titrace roztoki chitosanu a lignohumatu vodou v koncentracich 4 %, 2 %, 1 %, 0,5 %
a 0,1 % — titrace v poméru 1:1.

Vsechna méfeni byla provedena dvakrat.
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5.5 Méreni na analyzatoru Zetasizer Nano ZS

5.5.1 Postup a nastaveni méreni

= Do systému autotitratoru MPT-2 byl nasat roztok chitosanu.

= 10ml roztoku lignohumatu bylo pievedeno do zkumavky se zavitem
a magnetickym michadélkem. Pfes systém autotitratoru byl roztok lignohumaétu
nasavan do prito¢né cely, ktera byla zasunuta do pfistroje Zetasizer.

= Pfes software pfistroje byl nastaven pribéh meéfeni vcetné poctu piidavki.
Po kazdém pridavku byla tfikrat méfena intenzita rozptyleného svétla.

5.5.2 Realizovana méreni

Postup méfeni byl aplikovan opét s ohledem na zafizeni pfistroje. Po prvnim pilotnim
méteni, kdy byl do vzorku chitosanu pfidavan roztok lignohumatu, bylo zjisténo, Ze tento
postup neni idedlni, protoze nedochazelo k dostate¢nému promiseni vzorkd. VSechna méfeni
tedy byla poté realizovana jako piidavky roztoku chitosanu do roztoku lignohumatu
od niz8ich koncentraci. Byly proméfeny roztoky o hmotnostnich koncentracich: 0,01 %,
0,05 %, 0,1 %, 0,25 %, 0,5 %, 1 % a 2 %. Béhem méfeni byla v roztoku ponofena elektroda,
kterd v pribé¢hu méfeni zaznamendvala zmény hodnot pH. Koncentrace pouzitych roztokt
byly pouzity shodné se vzorky pro kalorimetricka méteni, abychom mohli alespont ¢aste¢né
porovnat miru zaznamenanych interakci.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE
6.1 Kalorimetricka méreni

Vystupem z méfeni na kalorimetru TAM III je zdznam zavislosti tepelného toku (W)
na Case (s). Jiz tento zdznam mtize mnohé napovédét o pribéhu méfeni. Pokud pik pridavku
sméfuje od osy X nahoru, jedna se o exotermni pochod. Pokud pik sméfuje naopak doli, jedna
se o endotermni proces. Kalorimetrické studie interakci chitosanu s lignohumatem jesté
nebyly provadény. Nejpodobnéj§im systémem se zabyvali v praci [62], kde ovSem byly
zkoumany interakce mezi huminovymi kyselinami a méd’natymi ionty.

Z nepublikovanych vysledki provedenych méfeni byl urcen experimentdlni model
nastaveni titrace. Bylo vSak tieba prozkoumat limity metody obzvlast' z hlediska nejvyssi
mozné koncentrace chitosanu, ktery tvofi viskozni a velmi husté roztoky.

Dalsi vyhodnoceni titrace spoc¢iva v integraci pikt softwarem a je mozno vynést zavislost
zmény enthalpie AH na koncentraci nebo objemu titra¢niho roztoku.

6.1.1 Titrace chitosanu lignohumatem o koncentracich 5 %, 4 % a 2 %

Jako horni koncentratni hranice byla vybrana hmotnostni koncentrace 5 %
(odpovida 50 g-dm ™). Roztoky lignohumatu byly pfipravovany bez problémi s rozpustnosti.
Vyrazné problémy se objevovaly s roztoky chitosanu, kdy i po nékolika dnech intenzivniho
michani zlstavaly v odmérné baice nerozpuSténé Casti navazky. A poté se jiz roztoky
chitosanu nemohly povazovat za Cerstvé piipravené. Titrace probihala v poméru 2:1 pro
chitosan. Priibéh titraci ukazuji nasledujici tii grafy.
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Obr. 7 Prubeh titrace 5% chitosanu 5% lignohumdtem
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Obr. 9 Priibeh titrace 2% chitosanu 2% lignohumdtem

Ptedevsim na prvnich dvou grafech je zfetelné, ze neni stald baseline a piky jsou spise
chaotické. Tento efekt ziejmé souvisi s viskozitou chitosanu, diky které byl vzorek v cele
Spatn¢ promichavan. U 2% vzorku pozorujeme stalejsi baseline. Doslo také k zajimavému
jevu, kdy zhruba v poloviné méfeni doslo ke zméné sméfovani piki z exotermniho déje na
endotermni. Tento jev je pifisuzovan vzniku gelovitych komplext (viz fotografie v piiloze).
Signal se pohyboval v oblasti jednotek pW.
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6.1.2 Optimalizované titrace v rozmezi koncentraci 1 % — 0,01 %

Pro titrace od koncentrace 1,5 % nize byl optimalizovan titraéni pomér na 1:1 (tedy
250 pl:250 pl). PGvodni pomér 2:1 jiz niz§im zkoumanym koncentracim nevyhovoval.
A pfedtim provadéné vizualni titrace potvrdily vznik komplexii v pravé zvoleném

poméru 1:1.
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Obr. 10 Srovnani titraci chitosanu lignohumdtem o koncentracich 1 %, 0,5 % a 0,1 %

Na Obr. 10 jsou srovnany zmény entalpii pfi titraci 1%, 0,5 a 0,1% roztoki. Pozorujeme
nejvetsi zmeénu enthalpie ze zacatku méfteni. Je také patrné, Ze nejvétsi signdl (a tedy zménu
enthalpie) poskytl 1% vzorek. Intenzita signalu tedy klesala s koncentraci pouzitych vzorkd.
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Obr. 11 Srovnani titraci chitosanu lignohumatem o koncentracich 0,05 % a 0,01 %

Obr. 11 zobrazuje srovnani titraci roztokt o koncentracich 0,05 % a 0,01 %, tedy roztoky
ze spektra nejnizsich zkoumanych koncentraci. Opét se zde opakuje trend klesajici zmény
entalpie s klesajici koncentraci. Také mizeme fici, ze tato méfeni nebyla ziejmé provedena
naprosto spravn¢, protoze odezva v podobé zmén enthalpie je pomérné chaotickéd (stfidani
sméru pikli nahoru a dolti.) Mizeme vSak usuzovat tvorbu komplexil u vSech vzorki. Pribéhy
meéieni vSech koncentraci jsou pro piehlednost uvedeny v piiloze.

6.1.3 Srovnani titraci chitosanu lignohumatem s titracemi vodou pro roztoky
0 vybranych koncentracich

V dalsi fazi provadéni experimentli byly zkoumany interakce jednotlivych slozek titraci
s vodou. Cilem bylo vyvratit vliv vody jako prostfedi na vznik signalu pfi kalorimetrickych
meéfenich a tedy potvrdit, Zze hlavnim divodem vzniku charakteristickych pikl pfi titracich
jsou interakce mezi funk¢énimi skupinami lignohumdtu a chitosanu. Byly vybrany vzorky
reprezentujici zkoumanou koncentra¢ni fadu pocinaje 4% roztoky a konce 0,1% roztoky.
Nizsi koncentrace pro nds v tomto sméru nejsou uziteéné, protoze jiz samotné titrace roztokd
(0,05 % a 0,01 %) vykazuji tak nizkou odezvu, Ze by nebylo mozné prokazat puvod interakci.
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12 Koncentrace 4 %, srovnani interakci pri titracich chitosanu lignohumdtem

a chitosanu (lignohumatu) vodou. Pro lepsi meritko grafu byly u titrace LH do CH zanedbany
hodnoty AH vyssi nez 10 mJ-mol™.
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Obr. 14 Koncentrace 1 %, srovnani interakci pri titracich chitosanu lignohumdtem
a chitosanu (lignohumdatu) vodou.

U porovnani interakci pro 4 %, 2 % a 1 % vidime, Ze jasn¢ prevazuji interakce pfi titraci
LH do CH. Interakce slozek s vodou jsou naprosto zanedbatelné predevsim u 4% vzorkd.
U 2% roztoku je zajimavé, ze titrace lignohumatu vodou vykazuje vétsi zménu entalpie nez
titrace chitosanu vodou. Toto pfipisujeme tvorbé slabych vazebnych interakci fenolatovych
a karboxylatovych skupin s vodou. U 1% roztoku je situace na prvni pohled jiz chaoti¢téjsi
neZ u vysSich koncentraci. OvSem stale vétsi zménu entalpie vykazuje chitosan titrovany
lignohumétem, 1 kdyz ke konci titrace jiz pfevlada spiSe zména entalpie pfipisovana titraci
lignohumatu vodou.
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Obr. 16 Koncentrace 0,1 %,
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srovnani interakci pri titracich chitosanu lignohumatem

a chitosanu (lignohumatu) vodou.

Dva grafy vyse ukazuji na srovnani interakci pro koncentrace 0,5 % a 0,1 %. Jak jiz bylo
diskutovano vySe, vystup titrace roztoku o koncentraci 0,5 % je pomérné chaoticky. Také
doslo k zajimavému jevu, zména entalpie pro 0,5% vzorek dosahuje vysSich hodnot nez 1%
vzorek. U 0,5% vzorkd pozorujeme vyrazné niz$i zmény entalpie u interakci slozek s vodou
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nez u samotné titrace. U vzorku o koncentraci 0,1 % vypada vystup opét poné¢kud chaoticky,
nicméné¢ nejvetsi zmeény entalpie opét vykazuje titrace chitosanu lignohumatem. Ke konci
meéfeni ovSem dominance téchto interakci mizi, zfejmé jiz nedochédzelo k tvorbé Zadnych
komplex, proto jsou vyssi entalpie u titraci lignohumatu (chitosanu) vodou. Obecné miiZzeme
usoudit, ze voda ma zanedbatelny vliv na kalorimetrickd méteni a vystupy z méfeni skute¢né
odpovidaji interakcim mezi lignohuméatem a chitosanem.

6.2 Meéreni intenzity rozptyleného svétla a velikosti ¢astic

Bylo provedeno meéfeni intenzity rozptyleného svétla a velikosti Castic pomoci
dynamického rozptylu svétla. Méfeni 2% vzorkd neukazuje na vyrazny vzestup velikosti
¢astic €1 poklesu intenzity rozptyleného svétla. Ztejmée u takto koncentrovaného vzorku doslo
k agregaci ihned ze zacatku titrace a vzniklé komplexy ,,stinily* dal$i vznikajici pfi prosviceni
vzorku a detekci.
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Obr. 17 Koncentrace 2 %, zavislost velikosti castic a intenzity rozptyleného svétla na
pridavku chitosanu
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Obr. 18 Koncentrace 1 %, zavislost velikosti castic a intenzity rozptyleného svétla na
pridavku chitosanu

U vzorku o koncentraci 1 % jiz vidime vyrazny vzestup Z-pruméru velikosti ¢astic pii
objemu ptidaného chitosanu 2,5 ml (na 10 ml lignohumatu). S hodnotami Z-priméru zhruba
koreluje 1 intenzita rozptyleného svétla. MliZeme usoudit, Ze pii 2 ml objemu ptidaného
chitosanu zacalo dochdzet k vyrazngjsi komplexaci a vzniku agregatd.
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Obr. 19 Koncentrace 0,5 %, zavislost velikosti cdstic a intenzity rozptyleného svétla na
pridavku chitosanu
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Na Obr. 19 je graf Z-priméru velikosti ¢astic a intenzity rozptyleného svétla v zavislosti
na objemu ptidané¢ho chitosanu pro koncentraci 0,5 %. Zhruba u 1 ml ptidaného chitosanu
zacina prudky vzrist Z-priméru velikosti ¢astic az na hodnotu okolo 40 000 nm. Pfi tomto
narastu velikosti ¢astic logicky klesa intenzita rozptyleného svétla.
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Obr. 20 Koncentrace 0,25 %, zavislost velikosti castic a intenzity rozptyleného svétla na
pridavku chitosanu

Pfi titraci roztoku lignohumatu chitosanem o koncentraci 0,25 % vidime vznik agregatii pii
objemu pfidaného chitosanu zhruba 1 ml. Pfedpokladame, Ze je prudky pokles Z-priméru
castic zplsoben sedimentaci ve zkumavce. Také vidime, Ze pii vzrlstu intenzity rozptyleného
svétla a Z-priméru velikosti ¢astic dochazi i1 ke zvétSovani smérodatné odchylky.
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Obr. 21 Koncentrace 0,1 %, zavislost velikosti castic a intenzity rozptyleného svétla na
pridavku chitosanu

Meéfeni 0,1% vzorka ukazalo na obdobny trend jako u pfedchozich méteni. V prvni tietiné
meéfeni opét doslo k prudkému vzristu Z-priméru velikosti Castic a mirnému poklesu
intenzity rozptylené¢ho svétla. Toto méfeni vykazuje nejvyssi hodnoty intenzity rozptyleného
svétla. U nejvyssi hodnoty Z-primeéru velikosti ¢astic vidime nejvétsi smérodatnou odchylku.
Toto by mohlo byt zplsobeno postupnym zvétSovanim komplexii mezi jednotlivymi
meéfenimi (vzorek byl mezi méfenimi promichan a znovu nasan do pritocné kyvety.)

Grafy poslednich dvou méfeni (0,05 % a 0,01 %) naznacuji, ze méfeni jiz probihalo
titrace dochazi k nejvétsimu nartstu velikosti ¢astic. U titrace 0,05 % roztoku ziejmé zacala
agregace hned druhym ptidavkem chitosanu. Poté dochézelo k mirnému poklesu Z-priméru
velikosti a mirnému nardstu intenzity rozptyleného svétla.  Titrace 0,01 % vzorku
lignohumatu chitosanem také ukazuje narast velikosti ¢astic u prvnich ptidavka. Toto méfeni
je zajimavé tim, ze hodnoty intenzity rozptyleného svétla siln€ kolisaji. To by mohlo byt
zpisobeno velkou polydisperzitou systému.
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Obr. 22 Koncentrace 0,05 %, zavislost velikosti castic a intenzity rozptyleného svétla na
pridavku chitosanu

120 000 160 000
100 000 - - 140 000
z - 120 000g
= N
£ 80000 - o © 2
2 ¢ - 100 0002
3] o) S
S o =
= o S
2 40000 1 @ - ° T o - 60000 S
5 o ® S
£ 0o ® - 40000 §
‘gzooooQ“\O 89 o (¢} 5
T =
N Q \ & - 20000 =

. 8“ l oo O § ® g o0 0 @ o ®
1 -0
-20 000 T T T T T T T -20 000
0 1 2 3 4 5 6 7 8
V chitosanu (ml) @ Z-primér  @intenzita

Obr. 23 Koncentrace 0,01 %, zavislost velikosti castic a intenzity rozptyleného svétla na
pridavku chitosanu

Vysledky méfeni Z-priméru vizualné vykazuji trend tvorby komplext pfi prvnich
ptidavcich chitosanu do lignohumatu. Pro ndzorné porovnani byly vypocitdny poméry objemu
piidavku chitosanu pfi tvorbé nejvétsich ¢astic k celkovému objemu. Byly ziskany podobné
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pomeéry v rozmezi 0,8 — 0,9. Vysledky shrnuje Tabulka 3 . Obdobny trend u méieni ITC nebyl
zjisteén. Bylo prokazano, ze vznik komplexa se lisi vlivem sméru piidavku (viz fotografie
v ptiloze) a méfeni obéma metodami probihala presné opacnym smérem pridavku.

Tabulka 3

koncentrace 2% 1% 05% | 025% | 0,1% | 0,05% | 0,01 %
1%
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Obr. 24 Priibéh zmeny pH pri titracich lignohumatu chitosanem o ruznych koncentracich

Béhem méfeni Z-priméru velikosti Castic a intenzity rozptyleného svétla byly
zaznamenavany také hodnoty pH. Vzorky chitosanu byly pfipravovany v kyselém prosttedi,
takze je logické, ze béhem meéteni dochazelo k poklesu pH. To shrnuje graf na Obr. 24.
Z grafu také miizeme vycist, Ze roztoky lignohumatu byly zésadité. Roztok o nejvyssi
koncentraci m¢l na zac¢atku méfeni nejvyssi pH, a to se méni po celou dobu experimentu.
Ostatni vzorky vykazuji daleko rychlejsi pokles pH v prvni poloviné experimentu a pak jsou
hodnoty pH témét konstantni.
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7 ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo otestovat vhodné metody termické a strukturni analyzy pro
studium polyelektrolytovych komplexti pfipravenych kombinaci chitosanu a huminovych
kyselin. Jako metoda termické analyzy byla zvolena izotermicka titra¢ni kalorimetrie a jako
metoda strukturni analyzy byla zvolena metoda dynamického rozptylu svétla. Zaklad prace
tvoti teoreticka ¢ast, kterd shrnuje vlastnosti a vyuziti huminovych kyselin a chitosanu a tim
poukazuje na vyjimecné schopnosti obou latek. Dale shrnuje principy zvolenych metod
a predevsim se zabyva reSerSni Casti, ktera ukazuje na poznatky z oblasti ¢im dal vice
roz§ifenych polyelektrolytovych komplexii na bazi huminovych kyselin a chitosanu.

Roztoky lignohumatu byly piipraveny rozpusSténim navazky v precisténé vodé. Roztoky
chitosanu byly pfipraveny rozpusténim navazky v 0,1M roztoku kyseliny chlorovodikové.

Méfeni zmeén entalpie pomoci izotermické titracni kalorimetrie ukazalo, ze mira interakci
klesa spolu s koncentraci pouzitych vzorkl. Pro vzorky vyssich koncentraci (5 %, 4 % a 2 %)
byl zvolen titrani pomér chitosanu k lignohumatu 2:1. Od koncentrace 1,5 % nize byl titracni
pomeér upraven na 1:1.

Pomoci titraci lignohumatu nebo chitosanu vodou byl docela spolehlivé vyloucen vliv
vody jako rozpoustédla na tvorbu signélu pii kalorimetrickém méteni. Signal téchto ,,blank*
titraci byl vzdy vyznamné mensi nez u titraci chitosanu lignohumatem.

Meéfeni intenzity rozptyleného svétla a Z-priméru velikosti Castic probehlo pfi titraci
lignohumétu chitosanem. Mé&feni po kazdém piidavku probéhlo tfikrat. U vSech titraci
jednoznaéné doslo ke komplexaci a tvorbé agregati polyelektrolytovych komplext, vétSinou
se tak délo v prvni poloving méfeni. Cim mensi koncentrace byla zkoumana, tim diive
k prudkému nardstu Z-priméru velikosti ¢astic doslo.

Z vysledkli obou metod bylo usouzeno, Ze k tvorbé komplexti opravdu dochazi a interakce
se d¢ji mezi chitosanem a lignohumatem. Optimalnimi koncentracemi pro ITC méteni se jevi
koncentrace kolem 1 %. Vyssi koncentrace jsou z divodu vysoké viskozity problémové
Z hlediska michani vzorku, u nizSich koncentraci zase zifejm¢ dochazi k interakcim
nepravidelné a signdl je siln€ rozkolisany. Diivodem je piedevsim velké mnozstvi reaktivnich
skupin lignohumatu, coz vytvaii velmi slozity systém nejen z termodynamického hlediska.
Pii praci s takovymi latkami je tfeba mit na paméti, Ze v méfici cele dochazi pfi experimentu
k velkému mnozstvi interakci, které neustale méni vysledné chovani vzorku — vznik a zanik
novych vazeb, hydratace, elektrostatické interakce, diftize, agregace, rozpousténi, atd.
U metody DLS jsou také pro zkoumani vhodné roztoky o koncentraci okolo 1 %. Tato metoda
pozbyva na presnosti, pokud vznikaji pfili§ velké agregaty, které brani zaznamenani menSich
na detektoru. Tento problém by mohl byt do budoucna vyfeSen vhodnym prefiltrovanim
vzorku chitosanu.

Zkoumani interakci mezi lignohumatem a chitosanem bylo V této praci provadéno vibec
poprvé a je tedy nutné metody dale optimalizovat. Je nutné vypracovat vhodny postup pro
piipravu roztokl chitosanu (napf. zahtati, aby se roztok nemusel michat ptes noc a mohlo byt
provedeno méteni s naprosto Cerstvym vzorkem).

Aby bylo mozné dale rozvijet vyzkum vzniku polyelektrolytového komplexu na bézi
lignohumatu a chitosanu, bude nutné dalsimi experimentalnimi metodami zjistit molekulovou
hmotnost obou slozek (napf. pomoci chromatografickych metod.) Znalost molekulovych
hmotnosti a ptipadné viskozity vzorki hodné usnadni dalsi badani.
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Dale by bylo vhodné zkoumat miru interakci, pokud se zméni neékteré parametry — napf.
molekulova hmotnost chitosanu, pH, iontova sila ¢i ptidavek dalSich sitovacich Cinidel. Tato
prace splnila své cile a polozila zdklad dalSimu dlouhodobému vyzkumu novych smésnych
materidli zalozenych na lignohumadtu a chitosanu.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HL  huminové latky

FK  fulvinové kyseliny

HK  huminové kyseliny

DOC rozpustény organicky uhlik
LMW nizkad molekulova hmotnost
MMW stfedni molekulova hmotnost
HMW vysoka molekulovd hmotnost
PEC polyelektrolytovy komplex

ITC izotermicka titracni kalorimetrie
DLS dynamicky rozptyl svétla

XPS rentgenova fotoelektronova spektroskopie
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10 PRILOHY

E.
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4

Obr. 25 Gely vzniklé z lignohumdtu a chitosanu, koncentrace 2 %. LH do CH (horni rada),
CH do LH (spodni rada)

Obr. 26 Ukdzka vzniklych komplexit LH a CH 0 riiznych koncentracich
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Obr. 27 Pribéh titrace chitosanu lignohumdtem o koncentraci 1,5 % (pomer 1:1)
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Obr. 28 Priibeh titrace chitosanu lignohumdatem o koncentraci 1 %

49



@
250 3 @ 350 400 @ 450 500

Vcelk (H')

Obr. 29 Pribeh titrace chitosanu lignohumdatem o koncentraci 0,5 %
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Obr. 30 Pribéh titrace chitosanu lignohumdtem o koncentraci 0,25 %
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Obr. 31 Priibeh titrace chitosanu lignohumdatem o koncentraci 0,1 %
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