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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva studiem acidobazického a elektrolytického chovani roztokt
hyaluronanu pii ruzné iontové sile. Acidobazické chovani hyaluronanu bylo studovano
pomoci acidobazickych titraci, které byly provadény dvéma riznymi zpusoby, kyselou
a zasaditou acidobazickou titraci. Z vysledki acidobazickych titraci byly vyhodnocovany
disocia¢ni konstanty pii ruzné iontové sile pii nulovém stupni disociace a pri 50% stupni
disociace. Vysledné disociac¢ni konstanty ziskané z kyselych acidobazickych titraci se pohy-
bovaly mezi hodnotami 3,0 a 3,6. Disocia¢ni konstanty, které byly ziskdny ze zasaditych
acidobazickych titraci, nemaji velkou vypovidaci hodnotu, protoze jejich hodnoty jsou
daleko vyssi, nez byly oc¢ekdvané hodnoty. Aby bylo acidobazické chovani roztoku hyalu-
ronanu kompletni, byla provedena studie degradace hyaluronanu pii acidobazické titraci.
Elektrolytické chovani roztokti hyaluronanu bylo studovano pomoci konduktometrickych

titraci ve tfech riaznych prostredich.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with acid-base and electrolytic behavior of hyaluronan solutions
at different ionic strength. Acid-base behavior of hyaluronan was investigated by acid-base
titrations which were carried out with two different methods, acid and alkaline acid-base
titration. Dissociation constants at different ionic strength at zero degree of dissociation
and at 50% degree of dissociation were evaluated from the results of acid-base titrations.
Dissociation constants obtained from acid acid-base titrations have values between 3,0
and 3,6. Dissociation constants obtained from alkaline acid-base titrations are not very
informative because their values are much higher than the expected values. The study of
degradation of hyaluronan during acid-base titration was performed to complete study
of acid-base behavior. Electrolytic behavior of hyaluronan solution was performed by

conductometric titrations in three different environments.
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1 UVOD

V roce 1934 Karl Mayer a John Palmer objevili polysacharid, ktery pojmenovali kyselina
hyaluronova. Dalsim studiem bylo zjisténo, ze kyselina hyaluronova se v lidském organismu
bézné vyskytuje, predevsim v kuzi, pojivovych tkénich, o¢nim sklivci nebo v synovidlni
tekutiné. Je to tedy pro lidsky organismus znamd latka a lidské télo ji umi odboura-
vat. Kyselina hyaluronova ma neobvyklé vlastnosti a diky nim si nasla siroké uplatnéni
v mnoha odvétvich. Jeji hydrofilni schopnost je vyuzivana v organismu na hydrataci tkani,
ale lze ji vyuzit v kosmetice nebo napriklad pfi o¢nich operacich, kdy zabranuje vysuseni
oka. Relativné novou metodou, kde se kyselina hyaluronova vyuziva, je takzvané mokré
hojeni. Kyseliha hyaluronova zde nejen udrzuje vlhké prostredi diky své hydrofilnosti, ale
také prispiva k hojeni rany, protoze je schopnéd vyvolat imunitni reakci. Dalsi zajima-
vou vlastnosti je viskoelasticita, diky které kyselina hyaluronova obsazend v synovialni
tekutiné tlumi narazy pri chuzi a zabranuje tak opotrebeni kloubu. Z tohoto duvodu se
kyselina hyaluronova hojné vyuziva v 1écbé osteopordzy. Studiemi bylo také prokazano,
ze se kyselina hyaluronova vyskytuje v okoli rakovinotvornych bunék. Tohoto faktu by se
mohlo vyuzit pri vyvoji lé¢iva na rakovinu, kde by se kyselina hyaluronova mohla vyuzit
jako cileny distributor cytostatik.

Kyselina hyaluronova ve své strukture obsahuje kromé zaporné nabité karboxylové
skupiny také hydrofobni oblast o délce oktanové kyseliny, coz ji dava jedineéné chovani
ve vodném roztoku. Cilem této prace je tedy prozkoumat acidobazické a elektrolytické
chovani kyseliny hyaluronové ve vodnych roztocich pii riznych iontovych silach. Protoze
se kyselina hyaluronova fadi mezi slabé polyelektrolyty, bude se tato prace také zabyvat
stanovenim disocia¢ni konstanty kyseliny hyaluronové a vlivem iontové sily na disociac¢ni

konstantu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Kyselina hyaluronova
2.1.1 Uvod

Kyselina hyaluronové je v pifrodé se vyskytujici linedrni polysacharid. Radi se mezi gly-
kosaminoglykany a v této skupiné patii mezi strukturné nejjednodussi. Jako jediné z gly-
kosaminoglykanti neni kovalentné vazana s proteinem, neni vyrabéna v Golgiho aparatu
a neni sulfatovana. [1] Poprvé byla popsana Karlem Mayerem a Johnem Palmerem v roce
1934, kteri ji izolovali z o¢niho sklivce skotu. Dvacet let po tomto objevu byla uréena jeji
presna struktura. Zakladni stavebni jednotku tohoto polymeru tvori opakujici se disa-
charidova jednotka slozena z D-glukuronové kyseliny a D-N-acetylglukosaminu spojenych
stiidajici se f(1—4) a f(1—3) glykosidickou vazbou. [2, 3] Pocet opakujicich se disacha-
ridovych jednotek v molekule kyseliny hyaluronové mtze byt az 10000 a vice. Pramérné
délka jedné disacharidové jednotky je 1 nm a molekularni hmotnost 400 g-mol !, takze mo-
lekula kyseliny hyaluronové obsahujici 10000 disacharidovych jednotek by v natazeném
stavu méla 10 ym a molekulovou hmotnost 4 miliony g-mol . [2] Za fyziologickych pod-
minek nesou vsechny glukuronové jednotky v disociovaném stavu zaporny naboj, ktery
byvéa kompenzovan kationty, nejéastéji Nat, Kt, Ca™ a Mg?". [4]

COOH CH,OH ]
0 0
OH O 0
NO
OH NHCCH,
0
L 4N

Obrdzek 1: Struktura kyseliny hyaluronové

2.1.2 Sekundarni a terciarni struktura a struktura v roztoku

Retézec kyseliny hyaluronové obsahuje dva druhy spoji. Prvnim jsou monosacharidové
jednotky, které jsou relativné tvarové stabilni. Druhym druhem spojeni jsou glykosidické
vazby mezi témito glukézovymi jednotkami, které jsou tvoreny atomem kysliku pripoje-
nym ke dvéma glykosidickym jednotkam. Tato vazba pripomina tvar pismene V. Drivejsi
vypocty a modely, které dokazaly, ze glykosidické substituenty nemohou dosdhnout vsech
moznych konfiguraci, byly potvrzeny nuklearni magnetickou rezonanci. [4] Ve studiich
bylo pomoci rentgenové difrakce dokazano, ze struktura kyseliny hyaluronové zavisi na
prostiedi, zejména na protiiontech, vlhkosti vldken a pH. Levotoc¢iva trojita a ctyrikrat
zatoCend Sroubovice byla pozorovana v pritomnosti draselnych, sodnych a vapenatych

protiiontid. V pritomnosti rubidnych a cesiovych protiiontt byla objevena ¢tyinasobné
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dvousroubovice a ptri pH rovno 2 dvojita sroubovice. V novéjsich studiich, pri kterych
byla pouzita ke studiu struktury kyseliny hyaluronové nukledrni magnetickd rezonance
a pocitacem vytvorené modely, bylo zjisténo, ze kyselina hyaluronova ma tvar zkracené
¢tyFnésobné sroubovice. [6]

Hlavni Tetézec kyseliny hyaluronové je tvoren glukézovymi jednotkami, na které jsou
navazany ruzné skupiny atomi, napr. karboxylové nebo hydroxylové. Tyto skupiny jsou
usporadany tak, ze prostorové objemnéjsi a zaroven polarni skupiny uprednostnuji ekva-
toridlni pozici, zatimco prostorové malé atomy vodiku obsazuji axialni pozici, kterd je
stericky méné vyhodna. Celé toto usporadani je energeticky velmi stabilni. [2] Dusled-
kem tohoto usporadani atomti vodiku je vznik hydrofobni ¢asti Tetézce, jehoz délka je
priblizné stejné délky jako oktanova kyselina. Kyselina hyaluronovd mé amfifilni vlast-
nosti, protoze v retézci obsahuje jak hydrofobni, tak hydrofilni ¢asti. Ve vodném prostredi
dochazi ke shluknuti hydrofobnich c¢asti fetézce, aby doslo k omezeni stycéné plochy s roz-
poustédlem, a toto shluknuti prispiva ke stabilizaci dvojité sroubovice. [4] Axidlni atomy
vodiku, které tvori nepolarni ¢ast, jsou tedy uvnitt sSroubovice a na povrchu ve styku s vo-
dou nalezneme polarni skupiny. Molekula kyseliny hyaluronové tvori v roztoku rozlehlou
spirdlovitou strukturu a zaujima velkou oblast. [2] Celd struktura kyseliny hyaluronové
je stabilizovana vodikovymi mistky. Vodikové mistky vznikaji mezi acetylamidovou sku-
pinou a karboxylovou skupinou. V nevodném prostredi tato vazba vede primo, ale ve
vodném se ji icastni i molekula vody. Dale mohou vznikat vodikové vazby mezi hydroxy-

lovymi skupinami a acetylamidovou skupinou nebo kyslikem v glukuronové jednotce. [4]

2.1.3 Vyskyt, tloha v organismu a metabolismus

V lidském téle a télech obratlovet je kyselina hyaluronova vsudypritomna, i kdyz jen
v relativné malém mnozstvi. Déle se vyskytuje v kapsulich nékterych bakterii, ale naopak
uplné chybi v houbach, rostlindch a hmyzu.

V lidském téle je nejvice kyseliny hyaluronové obsazeno v synoviadlni tekutiné, pu-
pecni sniife a ocnim sklivei. Priblizné polovina kyseliny hyaluronové, ktera se vyskytuje
v lidském téle, je v kiizi, prevazné v mezibunééném prostoru, kde jeji koncentrace muze
doséhnout az 2,5g-dm®. Kyselina hyaluronova méa schopnost zadrzovat vodu ve tkénich
a tim ménit kozni objem a stlacitelnost. Kyselina hyaluronova obsazena v kiizi je schopna
zachycovat volné radikaly vytvorené ultrafialovym sluneénim zarenim. V synovidlni te-
kutiné vysoka koncentrace vysokomolekulové kyseliny hyaluronové poskytuje potfebnou
lubrikaci pro klouby, absorbuje nérazy, omezuje treni zptisobené pohybem kosti a minima-
lizuje opottebeni kloubt. Tuto funkci muze plnit diky svym viskoelastickym vlastnostem.

Poznatek z roku 1981, ze se kyselina hyaluronova vyskytuje v malém mnozstvi v krev-
nim obéhu, vyvolal vinu otazek po jejim ptuvodu. Nedlouho poté bylo zjisténo, ze do krve
prichazi z perifernich tkani pomoci lymfy. Pro zjisténi, jak se kyselina hyaluronova z krve
odbourava, byly kralikiim, krysam a lidem intravenézné podany vzorky, u kterych byly

acetylové skupiny oznaceny tritiovym vodikem. Bylo zjisténo, ze velka ¢ast byla odbou-



rana jatry a oznaceni se v obéhu objevilo po dvaceti minutach od podani jako tritiova
voda. [2]

2.1.4 Vyroba a pouziti

Vyskyt kyseliny hyaluronové v mnoha tkanich obratlovet byl diivodem pro vyuziti téchto
tkani jako jejiho zdroje. Protoze se ale casto vyskytuje ve formé komplexu spolu s dal-
simi biopolymery, musela byt dikladné precisténa. Ze zvitecich tkani se nejcastéji vyuziva
kohouti hrebinek kvili vysokému obsahu kyseliny hyaluronové. Dalsim zptisobem ziska-
vani kyseliny hyaluronové je vyuziti urcitych kment streptokokti, naptiklad Streptococcus
zooepidemicus a Streptococcus equi. Dalsim z nadéjnych kandidati na vyrobu kyseliny
hyaluronové je geneticky modifikovany bakterialni kmen Bacillus subtilis. Tento kmen
obsahuje gen ze Streptococcus equisimilis, ktery kdduje enzym pro syntézu kyseliny hya-
luronové. Vyhodou pouziti Bacillus subtilis je schopnost vyrobit kyselinu hyaluronovou
s molekularni hmotnosti v rozmezi 1100-1200kg-mol *, d4 se snadno kultivovat a pro-
dukty vyrobené timto mikroorganismem jsou bezpecné, protoze ziskaly oznaceni GRAS
(generally recognized as safe). [1] Dalsi vyhodou Bacillus subtilis proti kmentum Strepto-
kok1 je, ze kyselinu hyaluronovou vylucuji ptimo do okolniho prosttedi, takze neni vazana
s bunkou.

Typické viskoelastické vlastnosti spolu s nedostatkem imunogenicity a toxicity vedly
k sirokému pouzivani kyseliny hyaluronové v kosmetice, farmaceutickém priumyslu, k hyd-

rataci kuze, 1é¢bé osteoartritidy, v oéni chirurgii a hojeni ran. [5]

2.2 Polyelektrolyty
2.2.1 Uvod

Jako polyelektrolyt je oznacovan polymerni systém sklddajici se z makroiont. Je to
vlastné makromolekula, ktera obsahuje kovalentné vazané aniontové nebo kationtové sku-
piny a nekovalentné vazané nizkomolekularni protiionty. [7] Za urcitych podminek mize
dojit k disociaci kationtovych nebo aniontovych skupin, kterda ma za nasledek vysoky na-
boj této makromolekuly, a tato molekula je nazyvana jako polyiont. Ke kazdé disociované
skupiné musi byt prifazen jeden protiiont opa¢ného naboje, nez ma polyiont. Pokud je
naboj polyiontu @)= Z- e kde e je elementarni naboj, pak je kazdy polyiont doprovazen
Z protiionty. Polyelektrolyty s vyjimkou proteinti jsou charakterizovany velmi kompakt-
nim usporadanim ionizovatelnych skupin, kdy kazdy monomer méa obvykle pouze jednu io-
nizovatelnou skupinu. Diisledkem toho mohou molekuly polyelektrolytu vykazovat znacné
elektrostatické interakce v roztoku. VSechny makromolekuldrni elektrolyty jsou rozpust-
nejsi v polarnich rozpoustédlech nez v nepolarnich, protoze makromolekuly interaguji

s polarnimi rozpoustédly daleko silnéji nez s nepolarnimi diky ionogennim skupindm. [8]
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Bodovy elektricky naboj ¢ vyvola podle Coulombova zakona ve svém okoli elektricky

potencial ¢:

p=—"3I (1)

- A -eqg-€p -1
kde r je vzdalenost od naboje, g permitivita vakua a e, relativni permitivita prostredi.
V roztoku elektrolytu je jakykoli iont, ktery zvolime za centralni, obklopen jinymi ionty.
Usporadani iontti udava rovnovaha mezi elektrostatickymi silami a tc¢inek tepelného po-
hybu iontti. V blizkém okoli centralniho iontu se vyskytuje vice ionti s opa¢nym nabojem
nez se souhlasnym. Toto rozlozeni iontl se nazyva iontova atmosféra. Ta neni elektricky
neutralni, ale vyznacuje se urcitou prostorovou hustotou opa¢ného naboje. Tato hustota
se s rostouci vzdalenosti od centralniho iontu blizi k nule a strmost jejiho poklesu je dana

parametrem r, ktery lze z Debye-Hiickelovy teorie vyjadrit jako

2N, -e2- 1\
(e L R RV 2
" (80'5r'R'T) \/_ ()

Elektrostaticky potenciél je v okoli centralniho iontu nizsi, nez by mél byt podle rovnice 1,
coz je zpusobeno opac¢né nabitou iontovou atmosférou, ktera odstinuje naboj centralniho
iontu.

Ve vodném prostiedi disociuje pouze urcity podil ionizovatelnych skupin, a pokud
neni polyelektrolyt amfoterni, jedna se o naboje stejného druhu, které se odpuzuji. Pri
velkém zredéni jsou polyionty navzajem izolovany velkymi oblastmi prostredi, ve kterém
se mohou vyskytovat protiionty. Rozptylenim protiiontt v roztoku dojde ke snizeni jejich
odstinujiciho uc¢inku a projevi se odpudivy efekt polyiontu jeho expanzi, tj. natazenim
jeho vlastnich Tetézcl. Se zvysSovanim koncentrace polyelektrolytu dochéazi ke zvySovani
koncentrace protiiont1, které odstinuji odpudivé interakce mezi naboji polyiontu, a fe-
tézce polyelektrolytu se zacnou smrstovat. Pokud do roztoku pridame nizkomolekularni
elektrolyt, zvysime tak iontovou silu roztoku a také odstinujici uc¢inek odpudivych elek-

trostatickych interakel mezi stejné nabitymi skupinami polyiontu. [9]

oo'o'o
oO8Ce0 @
e Ce_e0
aoe_~0e
Cg

Polymer Eleldtrolyt

Polyel eletrolyt

Obrazek 2: Schematické zndzorneni rozdilu mezi polymerem, elektrolytem a polyelektrolytem [8]
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2.2.2 Déleni polylektrolyti

Podle rozdilného stupné disociace polyelektrolytu ve vodném roztoku muzeme polyelekt-
rolyty délit na slabé a silné. Tonizovatelné skupiny silnych polyelektrolyt jsou ve vodném
roztoku plné disociované, zatimco u slabych jsou disociovany pouze ¢astecné.

Nabité polymery mohou byt rozdéleny do dvou skupin, na polyelektrolyty a polyam-
folyty. Polyelektrolyty obsahuji naboje pouze jednoho druhu a byvaji obklopeny mrac¢nem
protiiontii. Polyelektrolyty nabyvaji v roztocich bez pridavku soli nebo s nizkou koncen-
traci soli prodlouzené konformace diky odpudivym silam. Polyamfolyty jsou latky, které
obsahuji jak kyselé tak zasadité skupiny a mohou byt nabity bud negativné, nebo pozi-
tivné. [8] Pri vysokych hodnotach pH dochézi u polyamfolyti k disociaci kyselych skupin,
proto se polyiont chova jako polyaniont. Pti nizkych hodnotach pH se protonizuji zasa-
dité skupiny a z polyamfolytu se stava polykationt. Pii stfednich hodnotach pH dochézi
k disociaci jak kyselych tak zasaditych skupin a chovani polyiontu zavisi na tom, kterych
skupin je disociovanych vice. Pii urc¢itém pH dojde k vyrovnani naboju, takze se molekula
jevi jako neutralni. Tento stav se nazyva izoelektricky stav a pH, pti kterém k tomuto
jevu doslo, izoelektricky bod. V roztocich, jejichz pH je odlehlé od izoelektrického bodu,
polyamfolyty expanduji, protoze na fetézci dochazi k odpuzovani vlivem disociovanych
skupin se stejnym ndbojem. Pokud je pH roztoku rovno izoelektrickému bodu, dochézi
k pritahovani skupin s opaénym nédbojem a Tetézec se sbali. [9]

Polyelektrolyty mohou byt dale déleny podle podstaty ionogennich skupin na anionické
a kationické. Anionické polyelektrolyty obsahuji kyselé skupiny, naptiklad karboxylovou,
kterd je obsazena napiiklad v arabské gumé nebo v alginové kyseliné. Kationické polye-
lektrolyty maji ve struktufe zasaditou skupinu jako tfeba amino skupinu. Latky s amino
skupinou v protonizované formeé se volné v prirodé nevyskytuji, ale mohou byt syntetizo-
vany nebo mohou vzniknout z latky pri jiném pH. Prikladem muze byt chitosan, ktery se

pfi nizsi hodnoté pH protonizuje a ziskava tak kladny naboj. [8]

2.3 Potenciometrie
2.3.1 Uvod

Potenciometrie je elektroanalytickd metoda zalozena na elektrodovém déji, kterym miize
byt napiiklad oxidacné redukc¢ni reakce. Tento elektrodovy déj je v rovnovaze a fara-
daicky proud je nulovy. Potenciometrii miizeme zjistit mnozstvi sledované latky mérenim

potencialového rozdilu mezi indikacni a mérnou elektrodou.
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2.3.2 Sklenéna elektroda

Sklenénd elekroda je jedna z nejcastéji vyuzivanych elektrod pro méreni pH, protoze ji
lze pouzit v roztocich silné kyselych i zasaditych i v pritomnosti oxidac¢nich nebo redukc-
nich latek. Sklenéné elektroda se radi mezi iontové selektivni elektrody, protoze vznikly
potencial je dusledkem vyménnych déju. [10]

Sklenéna smésna elekroda obsahuje jak sklenénou tak i referencéni elektrodu a je zob-
razena na obrazku 3. Césti, kterd je citlivd na pH, je tenkd sklenénd membrana ve tvaru
kulicky na spodni ¢asti elektrody. [11]

draty k pH metru

. ploici otvor
L/

 AglhgCl referentni
| eleltroda

vnitini roztok
" referefd elektrody
- filtr
A stitbroy drat
polayty AgCl
~ writfni roztol
skleneéné elektrody

Obrazek 3: Schéma sklenéné smésné elektrody [12]

P1i ponoreni sklenéné elektrody do roztoku zacnou na jejim povrchu probihat vyménné
reakce a napriklad ionty sodiku obsazené ve skle se budou vyménovat za protony z roztoku

podle rovnice:
Na™(sklo) + H,O" (roztok) = H* (sklo) + Na* (roztok) + H,O (3)

V rovnovaze potom plati

*
A+ * ONat

K, = (4)

ay,+ ° ou+

kde Ky je konstanta selektivity elektrody na jeden nebo druhy iont. Symbol * znaéi fazi
skla.

Potencial sklenéné elektrody je definovan vztahem
RT
Eg = Eg + ?Z’I’L (GH30+ + KsaNaJr) (5)

kde R je molarni plynova konstanta, F' Faradayova teplota, T termodynamicka teplota
a a aktivita.
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U sklenénych elektrod z jednoduchych sodnovapenatych skel je méteni v alkalickych
roztocich zatizené tak zvanou alkalickou chybou, ktera se projevi tim, ze namérena hod-
nota pH je ve skutecnosti mensi nez teoreticka a korekci je treba pricist. V silné kyselych

roztocich se projevi kyseld chyba, u které se korekce odecitd. [10]

2.4 Volumetricka analyza

2.4.1 Uvod

Volumetrickd analyza je analyza, pomoci které miizeme ucit neznamé mnozstvi stanovo-
vané latky. K roztoku dané latky pridavame odmérny roztok, kterym je titrac¢ni c¢inidlo
se znamou koncentraci uc¢inné latky. Odmérny roztok pridavame nejcastéji pomoci by-
rety az do dosazeni bodu ekvivalence, coz je okamzik, kdy je mnozstvi pridané uc¢inné
latky rovno chemicky ekvivalentnimu mnozstvi stanovované latky. V bodé ekvivalence je
zména pH maximalni. Bod ekvivalence je nutné urc¢it co nejpresnéji, bud vizualné, pomoci
indikatort, nebo s vyuzitim instrumentalni metody, naptiklad potenciometrické, ampe-
rometrické, konduktometrické nebo fotometrické metody. Grafickou podobou zavislosti
zmény pH na mnozstvi pridaného titra¢niho ¢inidla je titracni krivka.

Podle druhu reakce, ktera probiha mezi stanovovanou a tuc¢innou latkou, lze volume-
trickou analyzu rozdélit na metody zalozené na kombinaci iontit a na metody zalozené
na prenosu elektroni. Mezi metody zalozené na kombinaci iontt patii acidobazické, sra-
zeci a komplexotvorné metody. Reakce uskutecnujici se pri volumetrické analyze by méla
probihat dostatecné rychle a jeji prubéh by se mél dat vyjadrit rovnici s definovanymi

stechiometrickymi koeficienty. [10]

2.4.2 Titrace polyelektrolyta

Hodnota pH slabych polykyselin je ddna rovnici:

pH = pK, + log <L> = pKy+ ApK + log <L> (6)
-« -«

kde « je podil disociovanych kyselych skupin (stupen ionizace), pK, zadporné vzaty loga-
ritmus efektivni disociac¢ni konstanty, ktera je zavisla na stupni ionizace, a pKy zaporné
vzaty logaritmus skutecné disociacni konstanty, ktera je rovna pK,, kdyz o = 0. Hodnota
ApK predstavuje zvyseni disocia¢ni konstanty, které je zptusobeno zménou volné elek-

trostatické energie G, polykyselin v zavislosti na po¢tu negativné nabitych skupin n. [§]

0,4343 (G,
ap =2 (). ")

V roce 1978 R. Kohn a P. Kovac¢ publikovali praci, jejiz cilem bylo stanovit disocia¢ni
konstantu D-galakturonové a D-glukuronové kyseliny a jejich kyslikatych derivati po-

moci potenciometrickych titraci. Roztok kyseliny o koncentraci 3 mmol-dm ® byl titrovan
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0,05mol - dm ™ hydroxidem sodnym. Iontov4 sila roztoku nebyla béhem titrace udrzovana

konstantni. Disocia¢ni konstanta byla vypoctena podle nasledujicich rovnic:

= ol 1 [RCOOf} 8
PR =pH —log poom (8)
RCOO] = [B] + [11°] — [O11] o)

kde [B] je koncentrace soli, kterd vznikla pfiddnim hydroxidu sodného. Koncentrace pro-
tont [H*] byla zjisténa z hodnot pH a pro zjednoduseni vypocti byly roztoky povazovany
za velmi zfedéné. Za predpokladu téchto podminek experimentu mohl byt ¢len [OH™]
zanedban. Disocia¢ni konstanta pK byla zjisténa pro deset rtiznych stupni ionizace a.
Hodnoty pK ziskané podle rovnic 8 a 9 byly vyneseny v zavislosti na stupni ionizace a.
Tato zavislost je zobrazena na obrazku 4. Je zirejmé, ze v relativné sirokém rozmezi stupné
ionizace « zustava pK prakticky konstantni. Ziskané disocia¢ni konstanty pti stupni diso-
ciace rovném 0,5 byly pro D-galakturonovou kyselinu 3,51 + 0,01 a pro D-glukuronovou
3,28 +0,01. [13]

pK T T T
36 -
W
M —l P R ¢ O
34 | -

3.0 L | L
0.2 0.4 0.6 0.8 o

Obrazek 4: Zdvislost disociacni konstanty pK v zdvislosti na stupni ionizace «o pro
D-galakturonovou kyselinu (1) a jeji derivaty (2, 3, 4) [13]

Ve studii z roku 2001 se Carmen Rueda a kol. vénovali vlivu iontové sily na titracni
krivky mukopolysacharidi, konkrétné kyseliny hyaluronové, chondroitin 4-sulfatu a chon-
droitin 6-sulfatu. Nejprve byly pripraveny dvé fady roztokii kazdého z mukopolysacharid
o koncentracich 2- 1074, 2- 1073, 2- 1072 % w/v. Jedna fada byla okyselena 0,1mol -dm
kyselinou chlorovodikovou, dokud nebylo dosazeno pH 2, kdy jsou karboxylové skupiny
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prakticky nedisociované. K druhé fadé byl piidavan 0,1mol - dm™* roztok hydroxidu sod-
ného do dosazeni pH 11. Iontova sila ve vsech roztocich byla upravovana pomoci chloridu
sodného. Titrace byly provadény v dusikaté atmosfére, aby se zabranilo pristupu oxidu
uhli¢itého, a pri konstantni teploté. Ze zavislosti pK na stupni disociace, jejiz priklad je
zobrazen na obrazku 5, byla extrapolaci urc¢ena vnitini disocia¢ni konstanta pKj. Ziskané

hodnoty pro kyselinu hyaluronovou jsou uvedeny v tabulce 1. [14]

I
0 01 02 03 04 05 08 07 08 09 10

a

Obrdzek 5: Zdwislost disociacni konstanty pK na stupni disociace o pro 21074 %w/v chondroitin

4-sulfat pri riznygch iontovych sildch [14]

Tabulka 1: Vnitrni disociacni konstanty kyseliny hyaluronové [14]

¢ [% w/v] I pK,
0,10 3.02

2-1074 0,15 3,10
0,60 3,10

0,1 3,10

2-1073 0,15 3,20
0,20 3.10

0,10 3,10

2.10-2 0,15 3,00
0,20 3,08

Kristoffer Tommeraas a Per-Olof Wahlund v roce 2009 zverejnili ¢lanek, ktery se za-
byva vlastnostmi kyseliny hyaluronové studované titraci. Pti studii pouzili potenciometric-

kou a 'H NMR titraci a enzymaticky upraveny vzorek kyseliny hyaluronové o hmotnostnim
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pH

0.5 0.3 0.1 0.1 0.3 05
log ((1-c)/or)

Obrizek 6: Zdvislost pH na log[(1—«)/a] v pritomnosti 0,1mol- dm™° NaCl (®) a 0,1mol- dm™°
NaNO, (O) [15]

stiedu molekulové hmotnosti 4830 g - mol ™. Potenciometrické titrace byly provadény ve
dvou riznych prostiedich, a to v 0,1mol-dm ™ chloridu sodném a 0,1mol-dm™ dusi¢nanu
sodném. P1i samotnych potenciometrickych titracich autori nejprve upravili pH roztoku
kyseliny hyaluronové na hodnotu 8,99 pomoci 0,1mol-dm™ hydroxidu sodného. Poté vzo-
rek titrovali 0,1mol-dm™? kyselinou chlorovodikovou. Po kazdém 1004l p¥idavku kyseliny
chlorovodikové byla zmérena hodnota pH. Titrace byla ukoncena ve chvili, kdy pH titro-
vaného roztoku dosdhlo hodnoty 1,50. Jak je zfejmé z popisu postupu potenciometrické
titrace, iontova sila roztoku byla konstantni béhem celé titrace. Na zdkladé Katchalského
teorie slabych polykyselin pouzili autori pro zjisténi zdanlivé disocia¢ni konstanty tento

vztah:

a
pKa a = pH — log (1 — a> (10)

Ze zavislosti pH na vyrazu log[a/(1 — a)], ktera je zobrazena na obrazku 6, autofi ziskali
hodnotu disociacni konstanty pri 50% stupni disociace jako hodnotu pH, kdyz je vyraz
logar/(1— )] roven nule. Ze zavislosti pK, na stupni disociace «, zobrazené na obrazku 7,
ziskali autori extrapolaci na nulovy stupen disociace hodnotu vnitini pK,. Vnitini diso-
ciacni konstanta odpovida disocia¢ni konstanté jedné kyselé skupiny za podminky, zZe
vSechny okolni skupiny jsou bez naboje. V obou studovanych prostredich potenciomet-

ricky stanovend vnitini disocia¢ni konstanta byla rovna 2,99 a disociacni konstanta pri
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50% disociaci 3,37. P¥i 'H NMR titracich byly vzorky rozpustény v D,O s 0,05 % 3-tri-
methylsilyl propionatu sodného jako vnitiniho standardu a rtznou koncentraci chloridu
sodného. Hodnoty pH* roztoku byly upravovany pomoci DCI nebo NaOD o stejné kon-
centraci, jakou meél v roztoku chlorid sodny, aby ziistala zachovana iontova sila. Vsechny
chemické posuny byly sledovany na H-1 glukuronové kyseliny a stanovovany relativné
k vnitinimu standardu. Vyhodnoceni disocia¢ni konstanty bylo provedeno stejnym zpi-
sobem jako u potenciometrickych titraci a ziskané hodnoty pro jednotlivé iontové sily
jsou uvedeny v tabulce 2. Pfi srovnavani hodnot disociac¢nich konstant ziskanych po-
tenciometrickou a 'H NMR titraci autofi pozorovali odchylku, ke které dochézelo kviili
rozdilné schopnosti deuteriovych iont asociovat se zapornym nabojem proti vodikovému
iontu. [15]

4.5 1

23 T T T T 1

Obrazek 7: Zdvislost pK, ,, na o v pritomnosti 0,1mol- dm™® NaCl (@) a 0,1mol- dm™° NaNO,
(O) [15]
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Tabulka 2: Disociacni konstanty ziskané z ' H NMR titraci [15]

I [mmol - dmfg] pKa, vnitin pKa, =05
10 3,05 3,14
50 2,82 3,16
100 2,81 3,15

2.5 Konduktometrie
2.5.1 Uvod

Konduktometrie je metoda zabyvajici se méfenim vodivosti roztoki elektrolyt ve vodé
nebo v jiném rozdpoustédle, kde elektrolyty mohou disociovat na ionty. Patti mezi elektro-
analytické metody, u nichz neni tfeba prihlizet k elektrodové reakci. Elektrické vlastnosti
clanku tedy zavisi na vlastnostech systému, ktery je mezi elektrodami, a ne na specific-
kych jevech na rozhrani mezi elektrodou a systémem. Podminkou pro konduktometricka
meéreni je schopnost roztoku vést elektricky proud. Konduktometricky ¢lanek tvori dvé
kovové elektrody, které jsou ponoreny do analyzovaného roztoku.
Elektricky odpor dlouhého vodice je primo iimérny jeho délce [ a nepiimo imérny jeho
prifezu A: l
R=p-~ (11)
kde p je mérny odpor vodice. Vodivost G ziskame prevracenim hodnoty mérného odporu
vodice a jeji jednotkou je Siemens. Mérna vodivost neboli konduktivita charakterizuje

vodivost roztoku elektrolytu a je ddna vztahem

11 1
=—-=—— 12
OSSR (12)
Pokud konduktivitu elektrolytu podélime molarni koncentraci ¢ elektrolytu, ziskame ve-

licinu zvanou molarni vodivost elektrolytu:
K
A=— 13
: (13)

Na zakladé této rovnice by konduktivita méla byt timérna koncentraci za podminky, ze
molarni vodivost je nezavisla na koncentraci elektrolytu. Ve skute¢nosti molarni vodivost
je zavisla na koncentraci. S klesajici koncentraci molarni vodivost roste a maximélni hod-
notu ma pfi nekonecném zredéni. Molarni vodivost pii nekonecném zredéni se oznacuje
symbolem A,. Pti nekonecném zredéni, kdy se jednotlivé ionty pohybuji nezavisle na

ostatnich, plati tzv. Kohlrauschuv zakon nezavislého putovani iontu:

Ao =3 N (14)

kde \° je iontova vodivost konkrétniho iontu pii nekoneéném ziedéni. Kohlrauschiiv zdkon

vztah plati pro silné i slabé elektrolyty, protoze pti nekoneéném zredéni dochézi k disociaci
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vsech elektrolyti. [10, 16] U slabych elektrolyti ma na zavislost molarni vodivosti na

koncentraci vliv stupen disociace a:

A=)w-a (15)
C — Cpedisoc
= — ]-
o= (16)

kde cpedisoc je molarni koncentrace nedisociovanych molekul a ¢ molarni koncentrace vsech

molekul.

2.5.2 Stanoveni disociacni konstanty slabé kyseliny

Slaba kyselina ve vodném prostiedi disociuje podle rovnice
HA +H,0 = H,0" + A~ (17)

Tato rovnovaha je charakterizovana disociacni konstantou K,:

Ay, 0+ * AA—
K,=—"——— (18)

agaA - 4m,o
Ve velmi zfedénych roztocich miizeme aktivitu nedisociovanych molekul vody povazovat za
jednotkovou. Pokud pro ionty a nedisociované molekuly zvolime standardni koncentrac¢ni

stav (co = 1 mol - m?), miZzeme disocia¢ni konstantu vyjadrit jako

CH,0+ " CA- fH3o+ - fa-

K, = (19)

CHA f HA

kde f; jsou aktivitni koeficienty. Hodnotu aktivitniho koeficientu nedisociovanych molekul

lze také povazovat za jednotkovou. Pokud zanedbame ionty vzniklé disociaci vody, plati:

CA- = CH,0+; CHA = Co — CH,O+ (20)

kde ¢y je pocatecni koncentrace kyseliny a stupen disociace kyseliny 1ze vyjadrit jako

CA-
= — 21
o="2 (21)

Potom
o

Ko =co i (22)

kde fi je stfedni aktivitn{ koeficient ionttt H;O" a A™. Za pouzit{ vztahu 15 lze predchozi

11—«

rovnici upravit:

o/t (23)
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Pro dalsi vypocty pouzijeme oznaceni koncentra¢ni konstanty

)\2
K, =c—>—— 24
X e — V) (24)
a z Debye-Hiickelovy teorie vyjadiime stfedni aktivitni koeficient jako
log fi = —Adlzrz_|V/I (25)

kde z jsou naboje elektrolytu, A. je konstanta zavisla na rozpoustédle a iontova sila pro
1-1 elektrolyt je rovna
I.=cy- = ¢ (26)

Po upraveni rovnic 23 a 24 ziskame
log K, = log K. + 2log f+ (27)
coz lze s pouzitim rovnice 25 upravit na

log K. =log K, + 2A.\/a - ¢ (28)

Pokud vyneseme zavislost log K. na /a - ¢y a prolozime linearni regresni primkou, bude

tsek na ose y roven log K,. [17]

2.5.3 Vodivost polyelektrolyta

Vyhovujici teorie, kterd by popisovala vodivostni chovani polyelektrolyti, zatim neexis-
tuje. Problémy branici vzniku vhodné teorie, ktera popisuje vodivostni chovani, jsou zpi-
sobeny asymetrii polyelektrolytu. Prostorny a vysoce nabity polyiont je obklopen malymi
protiionty, které stini jeden nebo jen nékolik malo ndboji. Proto vSechny teoretické pri-
stupy jsou zalozeny na zjednoduseni tohoto predpokladu.

Obecné je molarni vodivost roztoku polyelektrolytu dana rovnici
A= fo (A + A (29)

kde A je molarni vodivost protiiontu v nekonecné ziedéném roztoku za nepiftomnosti po-
lyiontt, A, je moldrni vodivost polyiontu a f. je koeficient, ktery zahrnuje elektrostatické
interakce mezi polyiontem a protiionty, stupen ionizace a vnitini tfeni. Molarni vodivost

A polyelektrolytu s jednomocnym protiiontem muze byt vyjadrena jako

K — Ko

=

= Ao + @ (cp) (30)
Cp

kde x je mérna elektricka vodivost roztoku, k¢ je mérna elektricka vodivost rozpoustédla,

Moo molarni vodivost pii nekonecném zedéni a @ (¢,) udava vnitini interakce. V disledku

silnych vnitinich interakci neni zavislost mérné elektrické vodivosti na koncentraci poly-

elektrolytu ve vodném prostiedi linearni. [§]
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Christine Wandrey v roce 1999 publikovala studii elektrické vodivosti roztokt sodné
soli polystyrensulfonatu a polydiallylmethylamonium chloridu v roztocich s riiznou ionto-
vou silou. Vodivostni méreni byla provadéna konduktometrem pri 20 °C v dusikaté atmo-
sfére. Aby bylo mozné pokryt cely koncentracni rozsah, byla méreni rozdélena na casti.
Pridavanim zasobniho roztoku polymeru o rtznych koncentracich nebyl celkovy objem
zvySen o vice nez 10 %. Byla vypoctena molarni vodivost podle rovnice 30 a vynesena jeji
zavislost na koncentraci polyelektrolytu. Priklady téchto zavislosti znazornuji obrazky 8
a 9. Pro oba polyelektrolyty v roztocich bez pridavku soli roste molarni vodivost s kle-
sajici molekulovou hmotnosti a klesajici koncentraci polyelektrolytu. S rostouci iontovou
silou je molarni vodivost zmensend v oblastech vyssiho zfedéni pro vSechny molekulové
hmotnosti. Maximéalni hodnota molarni vodivosti klesa a zplostuje se s pridavkem chloridu
sodného. [18]
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Obrazek 8: Koncentracni zdvislost moldrni vodivosti a vlivu iontové sily na roztok sodné soli
polystyrensulfondtu pro molekulovou hmotnost 8000 g-mol~! bez soli (O), 1-10°°
(A), 2.107° (@), 41076 (0, 1.10-° (W), 5.107° (A), 11074 () mol-dm™% NaCl
(18]

V roce 2000 zverejnili Ch. Wandrey a kol. ¢lanek, ve kterém se zabyvaji studiem slou-
¢enin odvozenych od polyvinylbenzyltrialkylamonium chloridu o riizném stupni polyme-
rizace. Molarni vodivost byla vypoctena podle rovnice 30. Obrazek 10 zobrazuje kon-
centracni zavislost molarni vodivosti pro polyvinylbenzyltrialkylamonium chlorid, jehoz
substituenty byl n-butyl a dva methyly. [19]
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Obrdazek 9: Koncentracni zdvislost moldrni vodivosti a vlivu iontové sily na roztok sodné soli
polystyrensulfondtu pro molekulovou hmotnost 46400 g-mol~! bez soli (O), 21079
(@), 41070 (L), 51070 (A), 1-107° (W), 510°° (A) mol-dm=? NaCl[18]
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Obrazek 10: Koncentracni zdvislost moldrni vodivosti pro ruzné délky retézce polyvinylbenzyltri-
alkylamonium chloridu P,: 27 (W), 56 (1), 181 (@), 407 (O) [19]

2.6 Reologie
2.6.1 Uvod

Reologie je védni obor, ktery se zabyva studiem deformace a tokem hmoty. Tento termin
zavedl americky fyzik E. C. Bingham a definice byla prijata spolu se zalozenim American
Society of Rheology v roce 1929. [20, 21] Matematickym vyjadienim tokovych vlastnosti
kapalin jsou vétsinou vztahy mezi deformac¢nim smykovym napétim a deformaci kapaliny.
Grafickym vyjadienim téchto vztahi jsou tokové kiivky. [22]

Idealni pevné latky se deformuji elasticky. To znamend, ze energie potirebna k defor-

maci je zpatky uvolnéna ve chvili, kdy je namahéni odstranéno. Idedlni tekutiny jsou
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deformovany ireverzibilné, to znamena, ze tecou. Energie, kterou spotiebujeme na defor-
maci idealni tekutiny, je disipovana ve formé tepla. Redlnd hmota neni ani idealni pevna

latka, ani idedlni tekutina. [23]

2.6.2 Newtonské a nenewtonské kapaliny

Newtonskymi kapalinami mtzeme nazvat takové materidly, které se 1idi Newtonovym

zakonem:

duy .
Txy =1 dy =ny (31)

Predpokladejme dvé paralelni desky o plose A, které jsou od sebe vzdalené o hodnotu y

a prostor mezi témito deskami je vyplnén tekutinou. Spodni deska je nepohybliva a na

vrchni desku pusobi sila F, takze se deska pohybuje ve sméru z. Sila zptsobujici pohyb

vztazena na jednotku plochy desky je rovna tecnému napéti 7.,. Tecné napéti je dle New-
duy

tonova zakona timérné rychlostnimu gradientu 4o a koeficientem timérnosti je dynamicka

viskozita 1. Dynamicka viskozita je ovlivnéna teplotou, tlakem a slozenim tekutiny:.

y / A 4
[newm s j.._rw-_“(.f "-‘-{*-?
-
=
-3 =
=4 /
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Obrdzek 11: Prosty smyk [24]

Nenewtonské kapaliny vykazuji odchylky od Newtonova zakona, ale je mozné pro né

uvést obdobny vztah:
TxyZT]—ZTW (32)

kde 7' je zdanliva viskozita. Zdanliva viskozita neni latkovou konstantou, protoze zavisi
na rychlosti deformace a te¢ném napéti.

Nenewtonské kapaliny lze rozdélit na tyto druhy: pseudoplastické, dilatantni a bingham-
ské. Srovnéani tokovych ktivek téchto druhi kapalin je na obrazku 12. U pseudoplastickych
kapalin se zdanliva viskozita zmensuje s rostoucim gradientem rychlosti, zatimco u dila-
tantnich kapalin zdanliva viskozita roste. Za binghamské kapaliny mtizeme povazovat
vsechny kapaliny s elastickou slozkou deformace, ktera se uplatnuje pod mezi toku. Jejich
spoleénym znakem je, Ze zacinaji téci az po prekroceni urcité hodnoty tec¢ného napéti
meze toku 7 . [20, 22]
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Obrdzek 12: Srovndni tokovijch krivek pro newtonské a nenewtonské kapaliny [25]

2.6.3 Meéreni viskozity

K meéreni viskozity se nejcastéji vyuzivaji tii druhy viskozimetri: padové, pritokové a ro-
tacni.

Padovy viskozimetr je zalozen na méreni ¢asu pruchodu kulicky mezi dvéma ryskami
ve sklenéném valci naplnéném tekutinou, jejiz viskozitu zjistujeme. Sklenény valec byva
obalen plastém, aby byla teplota béhem méreni konstantni.

Principem prutokového viskozimetru je méreni casu, za ktery dany objem kapaliny
protece kapilarou vlivem vlastni vahy. [23]

Rotacni viskozimetry lze rozdélit do tii skupin podle druhu pouzité geometrie: dva
soustredné valce, systém kuzel-deska a systém deska-deska. Princip je u vsech druhu
stejny. Jedna ¢ast sestavy se otaci konstantni thlovou rychlosti. Toto otaceni se vnitinim
tfenim kapaliny prenasi na druhou c¢ast sestavy, ktera je upevnéna na torznim vlakné. Po
ustaveni rovnovahy se méif thel otoceni druhé ¢asti sestavy ¢ od ptvodni polohy. Uhel

otocCeni ¢ je imérny thlové rychlosti vnéjsiho valce w a viskozité kapaliny 7:
p=k-n-w (33)

kde k je konstanta pristroje. [25]

2.6.4 Reologie polyelektrolyta

[uliana Gatej a kol. zkoumali v ¢élanku z roku 2005 vliv pH na hyaluronan. Pro svou stu-
dii pouzili hyaluronan o hmotnostnim stfedu molekulové hmotnosti 1,334 - 106g - mol™*
a indexu polydisperzity 1,49. Pro reologickd méreni pouzili roztok kyseliny hyaluronové
o koncentraci 10g-dm ® v 0,15mol - dm ® chloridu sodném. pH roztoku bylo upravovano
pridavky kyseliny chlorovodikové pro kyselé prostiedi nebo hydroxidu sodného pro ba-
zické prostfedi. Méfeni probihalo pri 20 °C za pouziti geometrie kuzel-deska. Komplexni
viskozita byla urcovana pti nizké frekvenci, kterd odpovidd Newtonské oblasti. Pokud
Newtonska oblast neexistovala, byla uréovana pii frekvenci 0,1 rad -s . Obrazek 13 zobra-

zuje komplexni viskozitu jako funkci pH v kyselé oblasti. Z grafu je zfejmé, ze pri hodnoté
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pH 2,4 dosahuje komplexni viskozita maxima, které je zptsobeno gelovitym chovanim
roztoku hyaluronanu pri této hodnoté pH. V rozmezi hodnot pH od 2,86 do 6,05 a pti
pH 1,5 je komplexni viskozita jen mirné modifikovand zménou iontové sily roztoku. Na
obrazku 14 je zobrazena zavislost komplexni viskozity na pH pro zasaditou oblast. Zde je
mozné pozorovat pokles viskozity do pH 11,58, kterd odpovida pK hydroxylovych skupin.
Existuji dvé teorie, kterymi by bylo mozné vysvétlit tento pokles viskozity. Prvni teorii
je pokles rozmért molekuly zptsobeny poklesem tuhosti polymeru a druhou je degradace
hlavniho fetézce polymeru s poklesem molekulové hmotnosti. Aby si autori ovérili moz-
nost druhé teorie, provedli SEC charakterizaci nékterych vzorki a zjistili, Ze molekulova
hmotnost se méni pouze nepatrné. Zavérem lze tedy Tict, ze chovani kyseliny hyaluronové
zavisi na pH a ze v docela Sirokém rozmezi hodnot (2,8-12) ztistava reologické chovani

roztoki nezménéno. [206]

50 T !
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Obrdzek 13: Zavislost komplexni viskozity na pH v kyselé oblasti [26]

2.7 SEC-MALLS

2.7.1 Rozmérové vylucovaci chromatografie

Chromatografie je separac¢ni proces, ktery vyuziva schopnosti sloucenin délit se mezi dvé
navzajem nemisitelné faze, mobilni a stacionarni fazi. Délena smés latek prochazi pres
kolonu, kde jsou tyto dvé faze umistény. Stacionarni faze je pevné ukotvena v koloné,
zatimco mobilni faze se pohybuje kolonou a byva nejcastéji tvorena kapalnou nebo plynnou
fazi. Podle druhu mobilni faze délime chromatografické metody na kapalnou nebo plynnou
chromatografii. Tekutina, ktera do kolony vstupuje, se nazyva eluent a tekutina z kolony

vystupujici eluat.
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Obrdzek 1/: Zavislost komplexni viskozity na pH v zdsadité oblasti [26]

Chromatografické metody mohou byt déleny podle druhu interakce mezi rozpusténymi
latkami a stacionarni fazi. Rozmérove vylucovaci chromatografie déli molekuly podle veli-
kosti. Stacionarni faze je tvorena poréznim materidlem, do kterého mohou pronikat pouze
molekuly o urcité velikosti. Molekuly, které jsou vétsi nez péry ve stacionarni fazi, projdou
kolonou nejrychleji, protoze nemohou vstupovat do péra. Molekuly, které jsou mensi nez
pory, budou kolonou prochazet delsi dobu, protoze pti priichodu kolonou budou vstu-
povat do péri. [11] Primarnim tcéelem vylucovaci chromatografie bylo ziskat distribuci
molekularnich hmotnosti daného polymerniho materialu.

Pro zjisténi molekulové hmotnosti zkoumaného vzorku lze vyuzit dvou postupti. Bud
muzeme kolonu kalibrovat, ¢imz ziskdme vztah mezi eluénim objemem a molekulovou
hmotnosti, nebo pouzit detektor, ktery bude citlivy na molekulovou hmotnost. Problémem
kalibrace kolony je, ze na kalibraci musime pouzit stejnou chemickou entitu, kterou poté
budeme analyzovat, a ze rozsah molekulovych hmotnosti pti kalibraci musi byt vétsi nez
rozsah, ktery budeme mérit. Provedend kalibrace je také pouzitelnda pouze pro stejny
systém polymer-rozpoustédlo. Dalsi komplikaci kalibrace muze byt dostupnost standarda
a pro vétvené polymery a kopolymery neexistuje jedna kalibrac¢ni kiivka, ktera by udavala
vztah mezi eluénim objemem a molekulovou hmotnosti.

Mezi nejpouzivanéjsi metody detekce molekulové hmotnosti patti viskozimetrie a roz-
ptyl svétla. PTi méreni viskozimetrie mize byt molekulova hmotnost vypocitana z Mark-

-Houwinkovy rovnice

(] = KM* (34)

kde [n] je vnitini viskozita a K a a jsou koeficienty pro dany systém polymer-rozpoustédlo
pii dané teploté. [27]
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2.7.2 Multi-angle laser light scattering

Ackoli jsou koloidni soustavy proti svétlu prihledné, rozptyluji ¢ast prochazejiciho svétla,
coz zpusobi, ze primarni paprsek ma po pruchodu roztokem nizsi intenzitu nez pred pru-
chodem. Intenzita rozptyleného svétla roste s velikosti ¢astic, proto neni tolik vyraznd
u pravych roztokl. Pokud jsou c¢astice dostatecné velké, da se rozptyl pozorovat okem.
Naptiklad pri boénim osvétlenim tzkym paprskem svétla muzeme u koloidnich roztokt
pozorovat tzv. Tyndalliv jev, kdy se nam paprsek jevi jako kuzel.

Rovnici pro rozptyl svétla odvodil Lord Rayleigh. Tato rovnice plati pouze pro rozptyl
ve velmi zfedénych soustavach na izotropnich c¢asticich, které nejsou vétsi nez dvacetina
vinové délky pouzitého zafeni, a mohou tudiz byt povazovany za bodové zdroje rozpty-
leného svétla, a jejichz polarizovatelnost je ve vSech smérech stejna. Rovnice pro rozptyl
svétla ma tvar

in(0) 7 ozf) - F(0)

= 35
I, g3 -\t r2 (35)

kde i (¢) je intenzita svétla rozptyleného jednou ¢éstici pod tihlem 6, I celkovd intenzita

dopadajicicho zafeni, a, polarizovatelnost castice, 6 rozptylovy thel (dhel pozorovani),
£, permitivita vakua, A vlnova délka dopadajiciho i rozptyleného svétla a r vzdalenost od
detektoru. F(0) je funkce, kterou je definovan vliv geometrie usporadani, protoze rozpty-
lené svétlo nemusi mit ve vSech smérech stejnou intenzitu. Ve vétsiné métreni se pouziva
vertikalné polarizované svétlo, protoze kdyz se dopadajici paprsek Siti ve sméru z a roz-
ptylené svétlo sledujeme v roviné zy pod proménnym thlem 6, Siti se rozptylené svétlo
ve vSech smérech v roviné zy se stejnou intenzitou a funkce F(#) nabyva hodnoty 1 pro
vSechny thly 6. Aby bylo mozné vliv geometrického usporadani zanedbat, byl zaveden
Rayleightiv polomér

r? iy(0)
FO) I

Timto vztahem je mozné prepocitat namérenou intenzitu na jednotkovou intenzitu pri-

R(6) = (36)

marniho svétla, jednotkovou vzdalenost detektoru od kyvety a thel § =0, kdy bez ohledu
na polarizaci plati F(6)=0. [9]
Vztah intenzity svétla rozptyleného roztokem polymeru a molekulové hmotnosti poly-
meru muze byt vyjadien jako
K*c 1
R(O)  M,F(0)

+ QAQC (37)

kde c je koncentrace polymeru, M, hmotnostné stfedni molekuldrni hmotnost polymeru,
A, druhy virialni koeficient systému polymer-rozpoustédlo a K* optickd konstanta pro
dany systém. Tato konstanta je vyjadirena vztahem

_4m*ng(dn/dc)?

K*
ANy

(38)

kde n, je index lomu rozpoustédla, dn/d ¢ inkrement indexu lomu roztoku, A\, vlnova délka

dopadajiciho svétla ve vakuu a N, Avogadrova konstanta. [27]
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Obrdzek 15: SEC-MALLS chromatogramy kyseliny hyaluronové po 1,17 (210 000), 4,17 (100 000)
a 23 (25000) hodindch degradace [28]

2.7.3 SEC-MALLS polyelektrolyta

Ve studii z roku 2008 se Kristoffer Tgmmeraas a Claes Melander zabyvali kyselou hydroly-
zou roztoki kyseliny hyaluronové pomoci SEC-MALLS analyzy. Ve studii pouzili kyselinu
hyaluronovou o hmotnostnim stfedu molekulové hmotnosti 321 000 s indexem polydisper-
zity 1,3. Kyselou hydrolyzu zkoumali pfi teplotach 40, 60 a 80°C a pri sedmi rtiznych
koncentracich kyseliny chlorovodikové. Na obrazku 15 jsou zobrazeny chromatogramy ze
sledovani degradace kyseliny hyaluronové v 0,1mol-dm * kyseliné chlorovodikové pii 60 °C
po ruzném cCase pusobeni. Autori také ovérili pomoci NMR spektroskopie, ze pri hydrolyze

nevznikaji zaddné vedlejsi produkty. [28]
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3 EXPERIMETNALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

« kyselina hyaluronova 90-130kg - mol * Technical grade, Contipro Biotech s.r.o.

« kyselina hyaluronové 1500-1750kg - mol * Technical grade, Contipro Biotech s.r.0.
« polystyrensulfonat sodny 106g - mol *

o chlorid sodny p.a., Lach-Ner, s.r.o.

e hydroxid sodny p.a., Lach-Ner, s.r.o.

e kyselina chlorovodikova p.a., Lach-Ner, s.r.o.

« Milli-Q voda

3.2 Pouzité metody
3.2.1 Priprava roztokia

Pri pripravé zasobnich roztoki kyseliny hyaluronové byla kyselina hyaluronova nejprve
susena v susarné patnact minut pti 90 °C, aby doslo k odstranéni vody, ktera v ni mohla
byt obsazena. Po vysuSeni kyseliny hyaluronové bylo jeji potfebné mnozstvi odvazeno na
vaZzence s presnosti na ¢tyfi desetinnd mista. Cést navazky byla pievedena do zasobni na-
doby, ve které byla c¢ast celkového objemu Milli-QQ vody. Tato navazka byla prevrstvena
dalsi ¢asti celkového objemu Milli-Q vody a cely postup se opakoval, dokud nebyla do na-
doby prevedena vsechna potrebné kyselina hyaluronova. Poté byla vazenka zvazena, aby
bylo zjisténo, kolik kyseliny hyaluronové na ni ulpélo. Na zakladé tohoto zjisténi bylo pre-
pocteno potiebné mnozstvi Milli-Q vody tak, aby vysledny roztok kyseliny hyaluronové
mél pozadovanou koncentraci, a zbyvajici Milli-Q voda byla ptidana. Takto pripraveny za-
sobni roztok byl zaparafilmovan a byl michan minimélné 24 hodin na magnetické michacce
pri laboratorni teploté.

Pri ptipravé zasobnich roztoki chloridu sodného a hydroxidu sodného bylo navazeno
potiebné mnozstvi dané chemikalie s presnosti na ¢tyti desetinna mista, které bylo kvan-
titativné prevedeno do casti celkového mnozstvi Milli-Q vody, doplnéno na potiebny ob-
jem a dukladné promichano. Pti pripravé roztoku kyseliny chlorovodikové bylo potiebné
mnozstvi kyseliny odpipetovano do malého mnozstvi Milli-@Q vody a doplnéno na potiebny
objem.

Roztoky kyseliny hyaluronové v roztoku chloridu sodného o dané koncentraci byly pfi-
praveny smichanim zasobniho roztoku kyseliny hyaluronové se zasobnim roztokem chlo-
ridu sodného tak, aby vysledny roztok mél pozadovanou koncentraci obou latek. Roztok

byl zaparafilmovan a michan na magnetické michac¢ce minimalné dvé hodiny.
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3.2.2 Acidobazické titrace

Acidobazické titrace byly provadény dvéma ruznymi zpusoby. Pfi obou zpusobech pro-
bihalo méfeni pH a mérné vodivosti na pH-metru a konduktometru SevenMulti Mettler
Toledo a ptidavky byly realizovany titratorem TitroLine alpha plus od firmy Schott a tit-
ratorem Titronic universal od firmy Schott. Pridavky titracnich ¢inidel o rizném objemu
byly pridavany kazdych sedesat sekund a odecet hodnot pH a mérné vodivosti probihal
kazdych deset sekund. Po celou dobu titrace byl roztok zaparafilmovan a michan. Kazda
titrace byla provedena minimalné dvakrat.

Pri kyselé acidobazické titraci byl 0,1% roztok kyseliny hyaluronové v daném prostiedi
nejprve pretitrovan hydroxidem sodnym do pH priblizné 9. K pretitraci bylo pouzito
7,5ml hydroxidu sodného o koncentraci 1 mmol - dm ®, ktery byl piipraven ve stejném
prostiedi jako kyselina hyaluronova. Roztok hydroxidu sodného byl pridavan po 0,25 ml.
Pretitrovany roztok byl nasledné titrovan kyselinou chlorovodikovou do pH priblizné 3.
Kyselina chlorovodikova byla také pripravena ve stejném prostiedi jako roztoky kyseliny
hyaluronové a jeji koncentrace byla 10mmol - dm ®. Pii titraci bylo piidavano 0,05 ml
kyseliny chlorovodikové, dokud celkovy objem pridané kyseliny chlorovodikové netvoril
20 ml.

Druhym zptsobem byly zésadité acidobazické titrace. Pri téchto titracich byl 0,1% roz-
tok kyseliny hyaluronové v daném prosttedi nejprve pretitrovan kyselinou chlorovodikovou
do pH piiblizné 3. Ptetitrace byla realizovana pomoci 7,5 ml 10mmol - dm  kyseliny chlo-
rovodikové v daném prostredi, kterda byla pridavana po 0,25ml pridavcich. Pretitrovany
roztok byl poté titrovan hydroxidem sodnym v daném prostiedi do pH priblizné 9. Na
titraci bylo pouzito 20 ml 10mmol - dm® roztoku hydroxidu sodného, ktery byl pridavan
po 0,05 ml.

Déle byla provedena kyseld i zasadit4 acidobazicka titrace pii iontové sile 5 mmol - dm 2.
V obou pifpadech byly titrovany 0,1% vzorky kyseliny hylauronové v 5mmol - dm ™ roz-
toku chloridu sodného. K titracim byly pouzity roztoky kyseliny chlorovodikové a hydro-
xidu sodného o koncentraci 5 mmol - dm *. Pii kyselé acidobazické titraci pfi iontové sile
5mmol - dm ® bylo k pfetitraci pouzito 1,5ml hydroxidu, ktery byl pfidavan po 0,1 ml.
K pretitrovanému roztoku bylo nasledné pridano celkem 20 ml kyseliny chlorovodikové.
Jednotlivé pridavky mély objem 0,05 ml. Pti zasadité acidobazické titraci bylo k roztoku
kyseliny hyaluronové nejprve pridano 12,5ml kyseliny chlorovodikové po 0,5ml pridav-
cich. Poté byl k pretitrovanému roztoku pridavan hydroxid sodny po 0,05ml pridavcich

do dosazeni celkového objemu 20 ml.

3.2.3 Studium degradace

Degradace kyseliny hyaluronové byla studovana pomoci reometrickych méreni a SEC-
-MALLS analyzy. Vzorky, které byly pouzity pfi reologickém méfeni a které byly dany
na zméreni SEC-MALLS, byly pripraveny podle rozpisu v tabulce 3. Béhem pripravy
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roztoklt bylo méfeno pH. Pti kazdém méreni pH byly pro kazdy vzorek odecteny tri
ustalené hodnoty.

Hodnota pH byla zmérena pro zasobni roztok kyseliny hyaluronové, ktery byl pouzit
pro piipravu vzorki. Poté bylo k vzorkéim pfidéno titra¢ni ¢inidlo, a to bud 1mmol - dm >
hydroxid sodny, nebo 10mmol - dm® kyselina chlorovodikova, a roztok byl devadesét
minut michan na magnetické michacce. Pridavky titra¢niho ¢inidla mély takovy objem,
aby odpovidaly pridavkam 0, 0,5, 1, 2, 5 a 7,5ml pri acidobazickych pretitracich. Po
devadesatiminutovém michani bylo zméreno pH u vsech roztokt. Poté bylo k roztoktim
piidano neutralizaéni ¢inidlo, kterym byla bud 10mmol - dm® kyselina chlorovodikova,
nebo 100mmol - dm® hydroxid sodny, roztok byl michan a po tficetiminutovém michani
bylo zméteno pH. Néasledné byla pridana Milli-Q voda a roztoky byly Sedesdt minut mi-
chany. U vzorku ¢. 1 bylo misto Milli-Q vody pfidano 10ml 0,01mmol - dm ® roztoku
chloridu sodného a u vzorku ¢ 2 10ml 1,5mmol - dm ® chloridu sodného. Chlorid sodny
byl pridavan proto, aby bylo mozné zjistit, jaky vliv méa na tokové krivky chlorid sodny,
ktery vznikne z titracniho a neutraliza¢niho ¢inidla. Poté bylo provedeno posledni méreni
hodnoty pH.

Nizkomolekulova kyselina hyaluronova byla pripravovana obdobné, s tim rozdilem, Ze
zésobni roztok kyseliny hyaluronové mél koncentraci 0,5 % a nebyly pfipraveny roztoky

s chloridem sodnym.

Tabulka 3: Rozpis pripravy vzorkid pro vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou

Vzorek V(0,2% V(1mmol -dm™  V(10mmol - dm™ V(MQ
¢. VMHA) [ml] NaOH) [ml] HCI) [ml] vody/NaCl) [ml]
1 10 0 0 10
2 10 0 0 10
3 10 0 0 10
4 10 0,1 0,01 9,89
5 10 0,2 0,02 9,78
6 10 0,4 0,04 9,56
7 10 1 0,10 8,90
8 10 1,5 0,15 8,35
Vzorek  V(0,2%  V(10mmol-dm™® V(100mmol - dm™ V(MQ
¢. VMHA) [ml] HCI) [ml] NaOH) [ml] vody) [ml]
9 10 0,1 0,01 9,89
10 10 0,2 0,02 9,78
11 10 0,4 0,04 9,56
12 10 1,0 0,10 8,90
13 10 1,5 0,15 8,35
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Méreni tokovych kiivek probihalo pomoci reometru AR-G2 od firmy TA Instruments
pri teploté 25°C. Roztoky vysokomolekulové kyseliny hyaluronové byly méreny pomoci
geometrie kuzel-deska. Kuzel mél primér 60 mm a thel zkoseni 1° a vzorky byly mezi
jednotlivymi mérenimi ménény za nové. Roztoky nizkomolekulové kyseliny hyaluronové
byly méfeny pomoci tzv. ,,double-gap concentric cylinders”. Pred samotnym mérenim bylo
na vzorek vzdy aplikovano pétiminutové ustaleni, které zahrnovalo pro vysokomolekulovou
kyselinu hyaluronovou tficetisekundové a pro nizkomolekulovou kyselinu hyaluronovou
Sedesatisekundové ptisobeni smykovou rychlosti 20s!. Pro kazdy vzorek byly provadény
dva druhy méfeni, kontinualni rampa a dvakrat méreni ustaleného stavu. Test kontinualni
rampy slouzil ke zjisténi vhodného rozsahu smykového napéti. Pti testu ustédleného stavu
byly pro kazdy méfeny bod odecitany t¥i hodnoty deformace, které nemeély po dobu deseti
sekund odchylku od priamérné hodnoty vétsi nez 5 %.

Vzorky na SEC-MALLS byly pfed jejich zmérenim prefiltrovany stiikackou pres 0,45um
filtr do vialek.

3.2.4 Konduktometrické titrace

P1i konduktometrickych titracich bylo 40 ml 0,04% roztoku kyseliny hyaluronové v roztoku
chloridu sodného o dané koncentraci titrovano 50 ml roztoku chloridu sodného o stejné
koncentraci. Kazdych sedesat sekund byly pridany 2 ml roztoku chloridu sodného a odecet
hodnot mérné vodivosti a pH byl realizovan kazdych deset sekund. Po skonceni titrace
bylo odebrano 40 ml ztitrovaného roztoku kyseliny hyaluronové a znovu titrovano 50 ml
roztoku chloridu sodného. Titrace podle uvedeného postupu byla opakovana celkem devét-
krat. Méreni mérné vodivosti a pH probihalo na pH-metru a konduktometru SevenMulti
Mettler Toledo a pridavky byly realizovany titratorem Titronic universal od firmy Schott.
Konduktometricka titrace v kazdém prostredi byla provedena dvakrat.

V rdamci konduktometrickych titraci byly zméfeny i mérné vodivosti roztoki chlo-
ridu sodného pouzitych pri titracich. Po dvouminutovém ustaleni byla odec¢itana hodnota
meérné vodivosti v desetisekundovych intervalech do dosazeni minimalné péti po sobé jdou-
cich stejnych hodnot nebo po dobu tii minut. Méfeni mérné vodivosti kazdého roztoku
bylo zopakovano trikrat. Méreni mérné vodivosti probihalo na konduktometru SevenMulti
Mettler Toledo.

7 duvodu zjisténi reprodukovatelnosti experimenti od Ch. Wandrey byly v ramci kon-
duktometrickych titraci provedeny i titrace polystyrensulfonétu sodného v Ommol - dm >
chloridu sodném. Tyto titrace byly provadény dvéma zptisoby. Prvni zptsob byl shodny
s provedenim konduktometrickych titraci kyseliny hyaluronové. To znamen4, ze 0,04% roz-
tok polystyrensulfondtu sodného byl titrovan 50 ml Milli-Q vody. Milli-Q voda byla pti-
davana kazdych sedesat sekund po 2ml a mérna vodivost a hodnoty pH byly odecitany
kazdych deset sekund. Po skonceni titrace bylo odebrano 40 ml ztitrovaného roztoku po-
lystyrensulfonatu sodného a znovu bylo pridavano 50 ml Milli-Q vody. Celkem byla tato

titrace opakovana devétkrat. Pri druhém zptisobu bylo 50 ml roztoku polystyrensulfo-
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natu sodného pridavano do 40 ml Milli-Q vody. Celkem byly provedeny ¢tyti titrace a pri
jednotlivych titracich byly pouzity roztoky polystyrensulfondtu sodného o koncentracich
7-1072, 7-107% a 7-107* %. Pfi kazdé titraci byl piiddvan 1ml roztoku polystyren-
sulfonatu sodného kazdych Sedesat sekund a odecet hodnot mérné vodivosti a pH byl
realizovan kazdych deset sekund. Pti obou zpiisobech provedeni titrace byl pouzit kon-
duktometr a pH-metr SevenMulti Mettler Toledo a titrator Titronic universal od firmy
Schott.

3.3 Zpracovani dat

Zpracovani vsech namérenych dat bylo provedeno v programu MS Excel a OriginPro 7.0.

3.3.1 Acidobazické titrace

Oba zptisoby acidobazickych titraci byly vyhodnocovany z vétsi casti stejnym zptisobem.

Nejprve byl pro kazdou namérenou hodnotu urcen pridavek titracniho ¢inidla. Teore-
ticky, na zédkladé nastaveni pristroji, by pro kazdy pridavek titracniho mélo byt naméreno
6 hodnot pH a mérné vodivosti. Pti odec¢itani hodnot pH a mérné vodivosti vsak dochézelo
ke zpozdovani, takze tento predpoklad nebyl splnén. Ze znalosti zac¢dtku (6 hodnot pred
prvnim piidavkem titra¢niho ¢inidla) a konce titrace (6 hodnot po poslednim piidavku
titracniho ¢inidla) byl pro kazdou titraci rozpocitan celkovy pridany objem titracniho
¢inidla na kazdou namétrenou hodnotu pH a mérné vodivosti.

Pro kazdou hodnotu pH byla vypoctena koncentrace vodikovych protont
[HT] = 1077 (39)
a pocet mola vodikovych protonii v roztoku
n(H') = [H'] - (Vaa + Virer + Vxaon) (40)

kde Via, Ve @ Vnaon jsou objemy kyseliny hyaluronové, kyseliny chlorovodikové a hyd-

roxidu sodného. Dale byl vypocten pocet moli hydroxidu sodného
n(NaOH) = cxaon * Vaon (41)

kde cy,op je molarni koncentrace hydroxidu sodného a Vy, oy je pridany objem hydro-
xidu sodného. Déle bylo nutné urcit pocet moli karboxylovych skupin. Protoze kazda
disacharidova jednotka kyseliny hyaluronové obsahuje jednu karboxylovou skupinu, byl
pocet moli karboxylovych skupin vypocéitan jako

n(COOH) = (“’(IJL—?}")) - Viia (42)

kde w(HA) je hmotnostni zlomek kyseliny hyaluronové v roztoku, p hustota roztoku, Mp;
molarni hmotnost jedné disacharidové jednotky kyseliny hyaluronové a Vi objem roztoku

kyseliny hyaluronové.
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Vypocet stupné disociace byl rozdilny pro kyselou a zasaditou acidobazickou titraci.

Stupen disociace pro kyselou acidobazickou titraci byl vypocten podle vzorce

. n(COOH) — n(H*) — n(NaOH)

43
n(COOH) (43)
a pro zasaditou acidobazickou titraci podle vzorce
Ht NaOH
_ n(H") +n(NaOH) (44)

n(COOH)

Tento rozdil ve vypoctech byl proveden proto, ze u kyselé acidobazické titrace po pretitraci
hydroxidem sodnym je kyselina hyaluronova témér disociovana a pridavanim kyseliny chlo-
rovodikové se stupen disociace snizuje. U zasadité acidobazické titrace nejprve pretitraci
kyselinou chlorovodikovou snizime stupen disociace na hodnotu blizkou nule a postupnym
pridavanim hydroxidu sodného stupen disociace kyseliny hyaluronové zvysujeme.

Déle by vypocten vyraz logla/(1 — a)] a byla vynesena zavislost pH na tomto vy-
razu pro jednotlivd méteni. Ze zavislosti pH na logla/(1 — «)] byla uréovana disocia¢ni
konstanta pri 50% stupni disociace. Tato zavislost byla proloZena linedrni regresi v roz-
mezi hodnot logla/(1 — a)] € (—0,2;0,2) pro kyselou acidobazickou titraci a v rozmezi
log[a/(1 — )] € (—0,1;0,1) pro zasaditou acidobazickou titraci. VSechny ziskané linedrni
regrese mély koeficient spolehlivosti vyssi nez 0,95. Disociacni konstanta pii 50% stupni
disociace byla ziskdna jako hodnota pH, kdyz byl vyraz log[a/(1 — «)] roven nule. Pro
kazdy druh titrace byly ziskany dvé hodnoty disocia¢ni konstanty, které byly zpriuméro-
vany. Priumérné disociac¢ni konstanty byly vyneseny v zavislosti na koncentraci chloridu
sodného v roztoku.

Na zakladé odvozené rovnice

a
PKaza = pH —log <1 — a> (45)

byla vypoctena zdanliva disociac¢ni konstanta pro kazdou namérenou hodnotu a byla vyne-
sena v zavislosti na stupni disociace a pro jednotlivda méreni. Extrapolaci kfivky na nulovy
disocia¢ni stupen linedrni regresi v rozmezi hodnot « € (0,4;0,6) pro kyselou acidobazic-
kou titraci a v rozmezi o € (0,3;0,4) pro zasaditou acidobazickou titraci byla ziskana
vnitini disocia¢ni konstanta. VSechny pouzité linearni regrese mély koeficient spolehli-
vosti vétsi nez 0,95. Pro kazdy druh titrace byly ziskany dvé hodnoty disociacni konstanty;,
které byly zprimérovany. Primérné disociacni konstanty byly vyneseny v zavislosti na

koncentraci chloridu sodného v roztoku.

3.3.2 Studium degradace

Vyhodnoceni tokovych krivek bylo provedeno v programu Rheology Advantage Data Ana-
lysis. Pti vyhodnocovani byla pouzita pouze data z méteni ustaleného stavu.
Nejprve byla upravena oblast smykovych rychlosti vhodna pro extrapolaci pomoci

funkce Cursors tak, aby po prolozeni dat prislusSnym modelem byla chyba co nejmensi.

35



Pro vSechna proloZeni byly chyby nizsi nez 10 %o. Poté byla vybrana ¢ast kiivky prolozena
vhodnym modelem. U nizkomolekulové kyseliny hyaluronové byl vybran Newtonsky model
a u vysokomolekulové kyseliny hyaluronové Crosstiv model, ktery je uveden v nasledujici

rovnici:

e 1 (46)

M= L4 (k-9
kde ny je viskozita pri smyku limitné blizicimu se 0, 1. viskozita pfi smyku limitné
blizicimu se nekonec¢nu, £k konzistence, 7 smykova rychlost a m index rychlosti. Pro niz-
komolekulovou kyselinu hyaluronovou byla odec¢tena hodnota viskozity a chyba méreni
a pro vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou viskozita pti smyku limitné blizicimu
se 0, konzistence, kterd odpovida prevracené hodnoté kritické smykové rychlosti, index
rychlosti a chyba méreni.

7 dat, které byly ziskany ze SEC-MALLS analyzy, byly sestrojeny zavislosti gyra¢niho
poloméru na molekulové hmotnosti a vnitini viskozity na molekulové hmotnosti pro kazdy
vzorek. Obé zavislosti byly prolozeny mocninnou regresi tak, aby ziskana zavislost méla
koeficient spolehlivosti vyssi nez 0,99. Ze zavislosti gyracniho poloméru na molekulové
hmotnosti byl odecitan koeficient konformacniho grafu £, jako exponent ziskané zévis-
losti. Zavislost vnitini viskozity na molekulové hmotnosti odpovida Mark-Houwink-Saku-
radove rovnici, kterd je zobrazena v rovnici 34, tudiz z mocninné regrese byly odecteny
koeficienty K a a. Ziskané koeficienty byly vyneseny v zavislosti na pridavku titracniho

¢inidla.

3.3.3 Konduktometricka titrace

P1i konduktometrickych titracich byly méreny mérné vodivosti titracnich cinidel. Z kaz-
dého méteni mérné vodivosti titra¢niho ¢inidla bylo poslednich pét namérenych hodnot

zprumeérovano a pro tato data byla vypocétena smérodatna odchylka.

Tabulka 4: Ukdzka zpracovdni namérenych dat pro Milli-Q vodu

fy [uSem ]y [uSeem 1]y [uSem ]

0,80 0,59 0,59
0,82 0,59 0,60
0,84 0,60 0,61
0,86 0,60 0,61
0,88 0,61 0,62
prumérna hodnota 0,68
smérodatna odchylka 0,11

Nejprve byl pro kazdou naméfenou hodnotu mérné vodivosti a pH vypocten ptridavek
titra¢niho ¢inidla na zdkladé znalosti zacatku (6 hodnot pred prvnim pridavkem titracniho

¢inidla) a konce titrace (6 hodnot po poslednim piidavku titraéniho ¢inidla). Ze znalosti
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pocatecni koncentrace roztoku kyseliny hyaluronové byla vypoctena jeji hmotnost v tit-

rovaném roztoku podle rovnice
m(HA) = wpoé : Vpo(: (47)

kde w,.. je hmotnostni zlomek kyseliny hyaluronové v roztoku na zacatku titrace a V.

objem kyseliny hyaluronové pred zacatkem titrace. Pro kazdou odec¢tenou hodnotu mérné

vodivosti byl vypocten hmotnostni zlomek kyseliny hyaluronové
m(HA)

=—— 48
vaoé + ‘/titr ( )

WHA

kde V,, je prfidany objem titracniho ¢inidla. Déle byla vypocétena molarni koncentrace
monomernich jednotek kyseliny hyaluronové

kde w(HA) je hmotnostni zlomek kyseliny hyaluronové v roztoku, p hustota roztoku,
Mpjy molarni hmotnost jedné disacharidové jednotky kyseliny hyaluronové. Molarni kon-
centrace monomernich jednotek kyseliny hyaluronové ma rozmér monomol-dm 2.

Od ziskanych hodnot mérné vodivosti byla odec¢tena primérna hodnota mérné vodi-
vosti titracniho ¢inidla

Ak = Ki — Ko (50)

kde Ak, je rozdil mérnych vodivosti pro prvni provedeni titrace, s, zméfend mérna vodi-
vost roztoku a k, primérnd hodnota mérné vodivosti titra¢niho ¢inidla. Z rozdili mérnych

vodivosti pro obé opakovani titrace byla vypoctena primérnd hodnota

Ary + Ak
Aty = 2T A12 (51)
2
Déle byla vypoc¢tena molarni vodivost roztoku pro obé meéreni
Ak Ak
CDJ CDJ
a prumeérnd hodnota molarni vodivosti roztoku
Ak rim
)\i, prim — P (53)
CDJ

Byla vynesena zavislost primérné molarni vodivosti roztoku na molarni koncentraci
monomernich jednotek kyseliny hyaluronové. Déle byla vynesena zavislost molarni vodi-
vosti roztoku na odmocniné z molarni koncentrace monomernich jednotek kyseliny hyalu-
ronoveé a z této zavislosti byla extrapolaci uré¢ena molarni vodivost pri nekoneéném zredéni
Ao Extrapolace byly provadény v rozmezi molarnich koncentraci monomernich jednotek
c€(1,5-107%:6,8-10~7) monomol - dm ? a vSechny linedrni regrese mély koeficient spo-
lehlivosti vyssi nez 0,95. Pomoci molarni vodivosti pii nekoneéném zredéni byl vypocten

stupen disociace

o= — (54)
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Déle byla vypoctena koncentrac¢ni disocia¢ni konstanta

2
WHA >‘i

K. =

(55)

Nésledné byla vynesena zavislost logaritmu koncentracni disocia¢ni konstanty na odmoc-
niné soucinu stupné disociace a molarni koncentrace a extrapolaci této zavislosti byla
ziskana disociac¢ni konstanta.

Konduktometricka titrace polystyrensulfonatu sodného byla vyhodnocovana vyse po-
psanym zptisobem. Jednim z rozdilt od vyhodnocovani konduktometrické titrace kyseliny
hyaluronové byl vypocet hmotnosti polystyrensulfonatu sodného pii titraci, kdy byl roz-
tok polystyrensulfonatu sodného pridavan do Milli-Q vody. Hmotnost polystyrensulfonatu
sodného byla vypoctena jako

m(PSS) = Wpos * ‘/;)ﬁd (56)

kde Vjzia je objem pridaného roztoku polystyrensulfonatu sodného. Dalsim rozdilem u této
titrace bylo vypocet Ax. V jednom piipadé byla pouzita zmérena hodnota mérné vodivosti
Milli-Q vody a v druhém pripadé byla jako hodnota mérné vodivosti Milli-Q vody kg brana
primérna hodnota prvnich Sesti zmérenych hodnot mérné vodivosti. Tyto hodnoty mérné

vodivosti poté nebyly pouzity pro dalsi vypocty.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Acidobazické titrace

Acidobazické titrace byly provadény za ucelem urceni disociacni konstanty nizkomoleku-
lové a vysokomolekulové kyseliny hyaluronové. Titrace byly provadény v rtznych prostie-
dich, aby bylo mozné zjistit, jaky vliv ma iontova sila na disocia¢ni konstantu kyseliny
hyaluronové. Z expertimett byly urcovany dva druhy disocia¢nich konstant, disociac¢ni
konstanta pri 50% stupni disociace a pri nulovém stupni disociace.

Na obrazku 16 je zobrazeno srovnani zavislosti pH na log[a/(1—a)] pro vysokomoleku-
lovou kyselinu hyaluronovou pii kyselé acidobazické titraci v riznych prostredich. O vsech
krivkach je mozné konstatovat, ze maji stejny prubeh a lisi se od sebe minimélné. Vétsi
rozdily mezi kfivkami prevazné v oblasti, kdy log[a/(1 — «)] = 0, bylo mozné pozorovat
pri zasaditych acidobazickych titracich. Divodem bylo to, ze prudky vzrist hodnot pH
okolo log[a/(1 — ar)] = 1, ktery je mozné pozorovat u kyselych acidobazickych titraci, byl

u zasaditych acidobazickych titraci posunut k nizsim hodnotam log[a/(1 — «)].

10
OmM NaCl
9 SmM NaCl
10mM NaCl
8§ 4 —— 50mM NaCl
{ —— 100mM NaCl
74
T 6 -
Q,
5
4
3
2

Tttt
4.0 -3.5 -3.0 -25 -20 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 L5
log[a/(oe = D] [-]

Obrazek 16: Zdvislost pH na logla/(1 — «v)] pri rizné koncentraci chloridu sodného pro vysoko-

molekulovou kyselinu hyaluronovou pri kyselé acidobazické titraci

Kazdé ze zavislosti pH na log[a /(1 — )] byla prolozena linearni regresi. Ukazka tohoto
proloZeni pro vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou v 100mmol-dm ? chloridu sodném
pri kyselé acidobazické titraci je zobrazena na obrazku 17. Na obrazku 18 je zobrazeno
prolozeni linearni regresi pro vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou v 100mmol - dm

chloridu sodném pfi zasadité acidobazické titraci.
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Obrdzek 17: Ukdzka extrapolace zavislosti pH na log[a/(1 — «v)] pro vysokomolekulovou kyselinu

hyaluronovou v 100mmol - dm™ chloridu sodném pii kyselé acidobazické titraci
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Obrazek 18: Ukdzka extrapolace zdvislosti pH na logla/(1 — a)] pro vysokomolekulovou kyselinu

hyaluronovou v 100mmol - dm™> chloridu sodném pii zdsadité acidobazické titraci
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Prumérné disociacni konstanty pifi 50% stupni disociace vynesené v zavislosti na
koncentraci chloridu sodného jsou zobrazeny na obrazku 19. Disociac¢ni konstanta pti
50% stupni disociace nizkomolekulové kyseliny hyaluronové s rostouci koncentraci chlo-
ridu sodného nejprve roste, dokud nedosgdhne svého maxima v 10mmol - dm ™ chloridu
sodném, a poté mirné klesd, zatimco disocia¢ni konstanta pri 50% stupni disociace vy-
sokomolekulové kyseliny hyaluronové vykazuje s rostouci koncentraci chloridu sodného
klesajici charakter. Zavislosti ziskané ze zasaditych acidobazickych titraci mély témér
stejny pribéh jako zavislosti z kyselych acidobazickeych titraci. U zasadité acidobazické
titrace byly ovsem ziskané hodnoty disocia¢ni konstanty vyssi nez u kyselé acidobazické
titrace, a to z diivodu vyse zminovaného posunu krivky zasadité acidobazické titrace proti
kiivee kyselé acidobazické titrace. VSechny ziskané disocia¢ni konstanty pri 50% stupni

disociace jsou uvedeny v tabulce 5 a 6.
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Obrdzek 19: Zavislost primérnych disociacnich konstant pri 50% stupni disociace na koncentraci
chloridu sodného pro nizkomolekulovou a vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou

ziskangch z kyselé acidobazické titrace

Obréazek 20 zobrazuje zavislost zdanlivé disociacni konstanty na stupni disociace pro
vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou v raznych prostiedich pii kyselé acidobazické
titraci. VIiv prostredi opét neni u kyselé acidobazické titrace vyrazny, ale u zasadité
acidobazické titrace se vliv pritomnosti chloridu sodného v roztoku projevil.

Na obrazcich 21 a 22 jsou zobrazeny ukazky extrapolaci zavislosti zdanlivé disociac¢ni
konstanty na stupni disociace pro vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou, ktera byla

piipravena v 100mmol - dm® chloridu sodném, pii kyselé a zasadité acidobazické titraci.
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Obrazek 20: Zavislost pK, na o pri rizné koncentraci chloridu sodného pro vysokomolekulovou

kyselinu hyaluronovou pri kyselé acidobazické titraci
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Obrazek 21: Ukdzka extrapolace zdvislosti pK, na o pro vysokomolekulovou kyselinu hyalurono-

vou v 100mmol - dm™° chloridu sodném pri kyselé acidobazické titraci
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Obrdzek 22: Ukdzka extrapolace zavislosti pK, na « pro vysokomolekulovou kyselinu hyalurono-

vou v 100mmol - dm™? chloridu sodném pri zdsadité acidobazické titraci

Na obrazku 23 je uvedena disocia¢ni konstanta kyseliny hyaluronové pri nulovém
stupni disociace v zavislosti na koncentraci chloridu sodného. Zavislost disocia¢ni kon-
stanty nizkomolekulové kyseliny hyaluronové pti nulovém stupni disociace na koncentraci
chloridu sodného u kyselych acidobazickych titraci nejprve roste, dokud nedosahne svého
maxima v 5mmol -dm ® chloridu sodném a poté klesa. Tato zavislost pro vysokomolekulo-
vou kyselinu hyaluronovou zprvu také roste s rostouci koncentraci chloridu sodného a po
dosazeni maxima v 50mmol - dm® chloridu sodném klesé. Disociaéni konstanty pii nulo-
vém stupni disociace pro obé molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové pti zasaditych
titracich klesaji s rostouci koncentraci chloridu sodného. Ziskané disocia¢ni konstanty pri
nulovém stupni disociace jsou uvedeny v tabulkach 5 a 6.

Disocia¢ni konstanty kyseliny hyaluronové ziskané z kyselych acidobazickych titraci
jsou uvedeny v tabulce 5. Disocia¢ni konstanty pri nulovém stupni disociace maji ve vétsiné
pripadi vyssi hodnotu nez disociaéni konstaty pri 50% stupni disociace, coz je naopak nez
vysledky, které ziskali Tommeraas a Wahlund a které jsou uvedené v tabulce 2. Vseobecné

lze konstatovat, ze jednotlivé disociacni konstanty se od sebe hodnotou vyrazné nelisi.
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Obrdazek 23: Zavislost prumérngch disociacnich konstant pri nulovém stupni disociace na kon-
centraci chloridu sodného pro nizkomolekulovou a vysokomolekulovou kyselinu hya-

luronovou ziskanych z kyselé acidobazické titrace

Tabulka 5: Ziskané primérné disociacni konstanty pro nizkomolekulovou a vysokomolekulovou

kyselinu hyaluronovou pri kyselych acidobazickijch titacich

NMHA VMHA
¢(NaCl) [mmol - dm ] PKo a=0s PKa a=o PKa a=05 PKa, a=0
0 3094003 351+0,05 314+0,01 3,54+ 0,02
) 3,119+ 0,003 3,559 4+ 0,007 3,117£0,003 3,551 £ 0,007
10 3,134+£0,02 3,556 0,009 3,11 £0,01 3,551+ 0,03
50 3,124+0,02 3,500,022 3,113£0,006 3,56 £0,01
100 3,12+ 0,03 3,542+0,009 3,09 +0,02 3,521+ 0,04

Tabulka 6: Ziskané primérné disociacni konstanty pro nizkomolekulovou a vysokomolekulovou

kyselinu hyaluronovou pri zdsaditych acidobazickych titacich

NMHA VMHA
¢(NaCl) [mmol - dm{)’] PKa a=05 pKa a=o0 PKa a=05 PKa, a=0
0 5,06+0,2 4,0%£0,3 9,940,2 4,5+0,2
5) 4,8+0,2 3,98+0,08 4,7+0,2 3,97+0,06
10 50406 3734006 4,5+0,2 34404
50 4,5+0,1 3,57+001 4,2940,4 3,36+0,09
100 4,3+0,1 3,53+0,09 4,21+0,06 3,35+0,01
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Disocia¢ni konstanty kyseliny hyaluronové ziskané ze zasaditych acidobazickych titraci,
které jsou uvedeny v tabulce 6, maji vyssi hodnotu nez disociacni konstanty ziskané
z kyselych acidobazickych titraci, a tudiz i nez disocia¢ni konstanty, které ziskali autori
citovanych ¢lank. Z tohoto diivodu nelze vysledky ziskané zasaditou acidobazickou titraci
povazovat za prili§ spolehlivé. Tento posun hodnot disocia¢nich konstant je zptisoben
tvarem extrapolovanych zavislosti, na ktery meél nejvétsi vliv vypocet stupné disociace
béhem titrace, ale také samotné provedeni titrace. Pro dalsi méfeni by pravdépodobné
bylo tfeba provést pretitraci do nizsiho pH, aby byl na pocatku samotné titrace stupen
disociace co nejnizsi.

Po provedeni vétsiny experimentti acidobazickych titraci bylo zjisténo, ze ptvodni
zamér provadet titrace pri konstantni iontové sile nebyl dodrzen. Tabulka 7 uvadi, k jakym
zménam v iontové sile dochazelo v prubéhu acidobazickych titraci. K nejvétsim zméndm
dochézelo v 0, 5 a 10mmol - dm® chloridu sodném. Aby bylo mozné zjistit, jak velky vliv
ma tato zména iontové sily na provedené experimenty, byla provedena kysela i zasadita

acidobazicka titrace pii konstantn{ iontové sile 5 mmol - dm ®.

Tabulka 7: Zmeény iontové sily v prubéhu acidobazickich titraci

I [mmol - dm ?]

pred pretitraci  po pretitraci  po titraci

Ommol - dm ® NaCl 0,00 0,13 2,68
5mmol - dm ® NaCl 5,00 5,13 7,68
kyseld  10mmol - dm ® NaCl 10,00 10,13 12,68
50mmol - dm® NaCl 50,00 50,13 52,68
100mmol - dm ® NaCl 100,00 100,13 102,68
Ommol - dm ® NaCl 0,00 1,30 3,55
5mmol - dm® NaCl 5,00 6,30 8,55
zésaditd  10mmol - dm > NaCl 10,00 11,30 13,55
50mmol - dm® NaCl 50,00 51,30 53,55
100mmol - dm ® NaCl 100,00 101,30 103,55

Na obrazcich 24 a 25 jsou uvedena srovnani kyselé a zasadité acidobazické titrace
vysokomolekulové kyseliny hyaluronové v 5mmol - dm ™ chloridu sodném a pfi konstantni
iontové sile 5 mmol-dm . Ze srovnan{ kyselé acidobazické titrace je patrné, ze k viraznym
zménam nedoslo. U zasadité acidobazické titrace jsou zmény patrnéjsi, coz muze byt
zpusobeno tim, ze strmé ¢ast této zavislosti je blizko hodnoty log[a/(1 — )] = 0, a tudiz
i mensi posun strmé casti kiivky muize zptisobit relativné velky rozdil mezi disocia¢nimi
konstantami pri 50% disociaci. Vyhodnoceni disociacnich konstant z titraci pii konstantni
iontové sile 5mmol - dm® nemohlo byt provedeno, protoze u nékterych kiivek nebylo

dosazeno potiebného rozsahu hodnot pro extrapolace.
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Obrdzek 24: Srovndni zdvislosti pH na logla/(1 — )] v Smmol - dm™ chloridu sodném a pri
konstantni iontové sile 5mmol- dm ™ pro vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou

pri kyselé acidobazické titraci
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Obrdzek 25: Srovndni zdvislosti pH na logla/(1 — )] v 5mmol - dm™ chloridu sodném a p7i
konstantni iontové sile 5mmol- dm™> pro vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou

pri zdsadité acidobazické titraci
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4.2 Studium degradace

Protoze pti acidobazickych titracich bylo dosazeno relativné nizkych, ale i vysokych hod-
not pH, bylo tfeba zjistit, zda pri téchto hodnotach pH nemtze dojit k degradaci kyseliny
hyaluronové. Ke studiu degradace byly pouzity dvé metody, a to reometrie a SEC-MALLS.

Priprava roztokti pro obé metody byla stejna. Béhem pripravy bylo méreno pH roz-
tokl, a to na poc¢atku méreni, po pridavku titracniho ¢inidla, po pridavku neutralizac-
niho ¢inidla a po pridani vody nebo roztoku chloridu sodného. Zmérené hodnoty pH jsou
uvedeny v tabulce 8. Ackoli byl pfidavek titra¢niho ¢inidla zmensen tak, aby odpovidal
pridavkim 0, 0,5, 1, 2, 5 a 7,5 ml pti acidobazickych ptetitracich, nebylo pri studiu degra-
dace dosazeno stejného pH jako pri acidobazickych pretitracich. Divodem muze byt, ze
pri acidobazickych titracich nemusely byt roztoky plné homogenizované. Po kazdém pri-
davku pri acidobazickych titracich byl roztok michan pouze Sedesat sekund, zatimco pri
pripraveé roztoki na studium degradace se roztoky po pridavku titracniho ¢inidla michaly
devadesat minut. Po pridavku neutraliza¢niho ¢inidla a vody se ve vétsiné pripada vratila

hodnota pH na hodnotu pH ptvodniho roztoku, nebo alespon na hodnotu ji blizkou.

4.2.1 Reometrie

Protoze pti ptipraveé roztokt na reometrickd méteni byl ke kyseliné hyaluronové pridavan
hydroxid sodny a kyselina chlorovodikova, bylo tireba ovérit, jaky vliv na tokové krivky
kyseliny hyaluronové bude mit vznikajici chlorid sodny, aby bylo mozné odlisit vliv degra-
dace od vlivu pritomnosti chloridu sodného. Proto byly pro reometricka méteni pripraveny
dva vzorky navic, s nejnizsi a nejvyssi koncentraci chloridu sodného, které mohlo byt pii-
davky titracnich a neutralizac¢nich ¢inidel dosazeno.

Na obrazku 26 jsou zobrazeny tokové kiivky vysokomolekulové kyseliny hyaluronové
srovnavajici vliv koncentrace chloridu sodného. U vzorku €. 1, ve kterém je kyselina hyalu-
ronové v 0,005mmol - dm ® chloridu sodném, nebyl pozorovan vyrazny pokles proti kiivce
v Milli-Q vodé (vzorek &. 3). U vzorku ¢ 2, kde je kyselina hyaluronova v 0,75mmol - dm
chloridu sodném, lze pozorovat vyraznéjsi pokles zavislosti viskozity na smykové rychlosti
predevsim pfi nizkych smykovych rychlostech.

Na obrazcich 27 a 28 jsou zobrazena srovnani tokovych kiivek vysokomolekulové ky-
seliny hyaluronové s riznymi pridavky hydroxidu sodného, respektive s riznymi pridavky
kyseliny chlorovodikové. Mezi zavislostmi s pridavkem hydroxidu sodného neni pozorova-
telny velky rozdil, kiivky jsou témér totozné. U zavislosti s pridavkem kyseliny chlorovo-
dikové je pti nizsich smykovych rychlostech pozorovatelny rozdil, ktery ale mizi s rostouci
smykovou rychlosti. Mezi zavislostmi viskozity nizkomolekulové kyseliny hyaluronové na
smykové rychlosti s riznym pridavkem titra¢niho ¢inidla nebyly pozorovany vyraznéjsi

rozdily, krivky mély témér totozny prubéh.
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Tabulka 8: Hodnoty pH ziskané béhem pripravy vzorkid na méreni degradace

Vzorek ¢. pH . PHy,: DPHpewr. PHygqa
VMHA 1 62 62 62 64
4 NaCl 2 62 62 62 63
VMHA 3 62 62 6.2 6.2
4 6,2 6,5 6,2 6,2
VMHA 5 62 66 62 62
n 6 62 69 62 62
NaOH 7 6,2 8,6 6,2 6,2
8 6,2 9,3 6,1 6,1
9 6,2 5,9 6,4 6,3
VMHA 10 62 52 6.4 6,4
n 1 62 49 6,7 66
HCI 12 62 43 7.2 6,8
13 62 40 7.1 6,6
NMHA 14 6,1 6,1 6,1 6,1
15 6,1 6,1 5,9 6,1
NMHA 16 6,1 6,2 6,0 6,2
+ 17 61 64 60 61
NaOH 18 6,1 7,9 6,0 6,1
19 6,1 7,6 6,0 6,1
20 6,1 9,5 6,2 6,3
NMHA 21 6,1 9,2 6,2 6,2
+ 929 61 50 6.4 6,4
HCI 23 6,1 4.5 6,7 6,4
24 6,1 4,3 6,7 6,4
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Obrazek 26: Zdavislost viskozity na smykové rychlosti pro vysokomolekulovou kyselinu hyalurono-

vou v prostredich s ruznou koncentraci chloridu sodného

1,000
B 0,1000—E 0‘0‘0.\..“ % s . . o
2 ] ]
£ ] L
= 1 @
= B ®
= e VMHA 3 v
0,01000— ® VMHA 4 N
1 VMHA 5
] e VMHA 6
] e VMHA 7
) ®© VMHA 8
1,000E-3 T T I\IHIl T T I\I\I\l T T \I\II\‘ T T \III\Il T T I\IHIl T T T T TTT1T
0,01000 0,1000 1,000 10,00 100,0 1000 10000

smykova rychlost [1/s]

Obrazek 27: Zavislost viskozity na smykové rychlosti pro vysokomolekulovou kyselinu hyalurono-

vou v prostredich s ruzngm pridavkem hydrozidu sodného
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Obrazek 28: Zavislost viskozity na smykové rychlosti pro vysokomolekulovou kyselinu hyalurono-

vou v prostredich s ruznym pridavkem kyseliny chlorovodikové
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Obrazek 29: Ukdzka proloZeni zdvislosti viskozity na smykové rychlosti pro vysokomolekulovou

kyselinu hyaluronovou Crossovym modelem
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Obrazek 29 zobrazuje ukazku prolozeni zavislosti viskozity na smykové rychlosti Cros-
sovym modelem pro vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou bez ptridavku hydroxidu
sodného nebo kyseliny chlorovodikové.

Na obrazku 30 je zobrazena zavislost ziskanych viskozit pti smyku blizicimu se 0 pro
vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou na ptidavku titra¢niho ¢inidla. Na prvni pohled
se u této zavislosti neprojevil jednoznacny trend. Vzhledem k tomu, Ze viskozity pti smyku
blizicimu se 0 pro vSechny vzorky, ke kterym bylo ptidano titracni ¢inidlo, lezi mezi hod-
notami viskozit vzorki, ke kterym byl pridan roztok chloridu sodného, 1ze predpokladat,
ze k vyraznéjsi degradaci u téchto vzorkt nedoslo. Zavislosti viskozity nizkomolekulové
kyseliny hyaluronové na objemu titra¢niho ¢inidla mély pro obé titracni ¢inidla podobny
pribéh. Nejprve v obou pripadech doslo k vzristu viskozity, poté bylo dosazeno maxima
a viskozita s rostoucim pridavkem titra¢niho ¢inidla klesala. Maxima bylo dosazeno pri
pridavku 1 ml hydroxidu sodného a pri pridavku 2ml kyseliny chlorovodikové. Vzhledem
k tomuto prubéhu zavislosti viskozity nizkomolekulové kyseliny hyaluronové na objemu

titracniho ¢inidla lze také predpokladat, ze k vyraznéjsi degradaci nedoslo.
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Obrdzek 30: Zdvislost viskozity pri smyku bliZicimu se 0 ziskané z Crossova modelu na pridavku

titracniho cinidla pro vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou

V tabulce 9 jsou uvedeny vsechny parametry, které byly ziskany po prolozeni tokovych
kivek Crossovym a Newtonskym modelem.
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Tabulka 9: Hodnoty ziskané proloZenim tokovych krivek kyseliny hyaluronové v ruznych prostre-

dich Crossovim a Newtonskym modelem

VMHA NMHA
Vzorek ¢. n, [Pas] k5] m [-]  Vzorek ¢. 7 [Pa-s]

1 0,1098 0,0378 0,7653 14 4,23-1073
2 0,0722 0,0249 0, 7500 15 4,33-1073
3 0,1079 0,0447 0,6794 16 4,36 -1073
4 0,0937 0,0337 0,7430 17 4,29-1073
) 0,0917 0,0324 0, 7454 18 4,25-1073
6 0,1000 0,0448 0,6820 19 4,27-1073
7 0,0943 0,0356 0,7225 20 4,28 1073
8 0,1095 0,0450 0,7017 21 4,36 -1073
9 0,1005 0,0391 0,7096 22 4,41-1073
10 0,1058 0,0404 0,7152 23 4,17-1073
11 0,0970 0,0367 0,7273 24 4,13-1073
12 0,0766  0,0269 0, 7442

13 0,0766  0,0301 0,6992

4.2.2 SEC-MALLS

Analyza SEC-MALLS byla provadéna primarné za ucelem zjisténi molekulové hmotnosti
kyseliny hyaluronové, aby bylo mozné potvrdit zavéry ziskané z reologickych méreni. Na
obrazku 31 je zobrazena ukazka chromatogrami pro vysokomolekulovou a nizkomolekulo-
vou kyselinu hyaluronovou ve trech riznych prostiedich, bez pridavku titra¢niho cinidla,
s nejnizsim pridavkem kyseliny chlorovodikové a s nejvyssim pridavkem kyseliny chloro-
vodikové. Chromatogramy pro jednotlivou molekulovou hmotnost kyseliny hyaluronové
se od sebe vyrazné nelisi. Pouze u nizkomolekulové kyseliny hyaluronové s nejvyssim
pridavkem kyseliny chlorovodikové (purpurovéa kiivka) muzeme pozorovat, ze kiivka ma
dva piky. Druhy pik je zptsoben pravdépodobné necistotami nebo tim, ze vzorek byl
meéren priblizné s tydennim zpozdénim ve srovnani s ostatnimi vzorky. Pti srovnani chro-
matogramti vysokomolekulové a nizkomolekulové kyseliny hyaluronové je viditelny jejich
vzajemny posun. Divodem tohoto posunu je fakt, Ze nizkomolekulova kyselina hyaluro-
nova ma mensi rozmér molekul nez vysokomolekulova kyselina hyaluronové, a proto ji
trva delsi dobu projit kolonou.

Na obrazku 32 je zobrazena ziskand hmotnostné stredni molekulovd hmotnost pro
vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou v zavislosti na ptridavku titra¢niho ¢inidla. Za-
timco pri pridavcich hydroxidu sodného mizeme v piipadé vysokomolekulové kyseliny
hyaluronové sledovat vzrist hodnot molekulovych hmotnosti spolu se vzristem pridavki,

u pridavka kyseliny chlorovodikové lze vzrist pozorovat pouze do pridavku 0,5 ml ky-

52



1.0

—— VMHA 3
1 —— VMHA 9
0.8 VMHA 13
’ —— NMHA 14
NMHA 20
— —— NMHA 24
— 0.6
@]
g
20
= 0.4 -
0.2 1
0.0 — N T T T \VI‘ T
0 5 10 15 20

t [min]

Obrazek 31: Ukdzka chromatogramii pro vysokomolekulovou a nizkomolekulovou kyselinu hyalu-

vy

a azurovd krivka) a nejuyssim pridavkem kyseliny chlorovodikové (zelend a purpu-

rovd krivka)

seliny chlorovodikové, poté molekulové hmotnosti klesaji s rostoucim pridanym objemem
kyseliny chlorovodikové. Konkrétni ziskané hodnoty pro nizkomolekulovou kyselinu hyalu-
ronovou jsou uvedeny v tabulce 10. U zavislosti hmotnostné stredni molekulové hmotnosti
nizkomolekulové kyseliny hyaluronové na pridavcich hydroxidu sodného a na pridavcich
kyseliny chlorovodikové nebyl pozorovan jednoznacny trend. Zavislost hmotnostné stfedni
molekulové hmotnosti na pridavcich kyseliny chlorovodikové vykazovala od pridavku 2 ml
prudky vzrist. Divodem tohoto vzristu je pravdépodobné to, ze tyto tii vzorky byly mé-
feny s tydennim zpozdénim proti ostatnim vzorkiim a u vsech se v chromatogramu objevil
druhy pik, pravdépodobné zptisobeny necistotami. Pro vSechny vzorky byly také ziskany
pocetné stredni molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové, které po vyneseni v zavis-
losti na pridavku titrac¢niho ¢inidla mély témér totozny pribeéh jako zavislosti hmotnostné
stredni molekulové hmotnosti na pridavku titracniho ¢inidla.

Dalsim zajimavym vysledkem ze SEC-MALLS analyzy jsou samotné hodnoty zis-
kanych molekulovych hmotnosti, které jsou uvedeny v tabulce 10. Podle tudaje od vy-
robce byla pro analyzu pouzita kyselina hyaluronova s molekulovou hmotnosti 90-130 kDa
a 1500-1 750 kDa. Ziskané molekulové hmotnosti se pro vysokomolekulovou kyselinu hya-
luronovou pohybuji v hodnotach priblizné o polovinu mensich, nez udava vyrobce. Zis-
kané molekulové hmotnosti pro nizkomolekulovou kyselinu hyaluronovou se pohybuji na

spodni hranici molekulové hmotnosti udané vyrobcem. Tento pokles miize mit dvé priciny.
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Obrazek 32: Zavislost hmotnostné stredni molekulové hmotnosti na pridavku titracniho cinidla

pro vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou

Prvni moznou pri¢inou je suseni kyseliny hyaluronové pred samotnou pripravou zasobniho
roztoku, béhem kterého mohlo dojit k jeji degradaci. Druhou moznou pric¢inou poklesu
molekulovych hmotnosti vzorkl kyseliny hyaluronové mtze byt relativné dlouha prodleva
mezi prefiltrovanim vzorkt a samotnym zmérenim vzorku. Tato prodleva byla zptisobena
poruchou na pumpé mobilni faze, ktera musela byt pro spravnou funkénost pristroje od-
stranéna. Béhem této prodlevy byly vzorky skladovany pti laboratorni teploté, coz mohlo
prispét ke snizeni molekulovych hmotnosti vzorki.

Kromé hmotnostné stfedni molekulové hmotnosti kyseliny hyaluornové M, a pocetné
stfedni molekulové hmotnosti M, byly ze SEC-MALLS analyzy ziskany také dalsi para-
metry. Mezi tyto paramtery patfi index polydisperzity [, gyracni polomér R, hydrodyna-
micky polomér ziskany z méteni viskozity Rh(v)w a vnitin{ viskozita [n]. VSechny ziskané
hodnoty jsou uvedeny v tabulce 10.

Na obrdzku 33 je uvedena zdvislost koeficientu k., ziskan¢ho z konformacniho grafu
na pridavku titra¢niho ¢inidla pro nizkomolekulovou i vysokomolekulovou kyselinu hyalu-
ronovou. S vyjimkou vzorkl s dvéma nejvyssimi pridavky kyseliny chlorovodikové k niz-
komolekulové kyseliné hyaluronové se vsechny hodnoty koeficientu %, z konformacniho
grafu pohybuji okolo hodnoty 0,5, coz by znamenalo, ze se kyselina hyaluronova v roztoku
nachazi v konformaci nahodného klubka. U téchto tii vzorkl je odchylka od hodnoty 0,5
pravdépodobné zptisobena pozdnim zmérenim vzorku a pritomnosti necistot. Konkrétni

hodnoty jsou uvedeny v tabulce 11.
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Tabulka 10: Hodnoty ziskané ze SEC-MALLS analyzy

Vzorek ¢. M, [kDa] M, [kDa] T[] R, [nm] Ry, [nm] [g] [ml- g
VMHA 3 625 720 1,51 112 o7 1680
4 654 720 1,10 121 o7 1644
VMHA 5 681 748 1,10 119 58 1725
+ 6 687 754 1,10 123 59 1716
NaOH 7 719 783 1,09 124 59 1727
8 732 796 1,09 125 60 1780
9 724 779 1,08 122 60 1772
VMHA 10 683 755 1,11 117 60 1798
+ 11 668 744 1,12 121 58 1707
HCI 12 669 743 1,11 120 58 1700
13 664 731 1,10 120 o7 1677
NMHA 14 82 96 1,17 33 17 357
15 78 93 1,19 32 17 351
NMHA 16 76 93 1,23 33 17 347
+ 17 75 92 1,23 32 17 343
NaOH 18 82 95 1,16 34 17 350
19 77 95 1,22 33 17 355
20 78 94 1,21 33 17 352
NMHA 21 78 94 1,21 33 17 352
+ 22 105 113 1,08 34 18 339
HCI 23 109 120 1,10 37 19 356
24 101 109 1,08 14 18 336

Obrézek 34 zobrazuje zavislost koeficientu a, ktery byl ziskan z Mark-Houwink-Saku-

radovy rovnice, na pridavku titra¢niho ¢inidla pro nizkomolekulovou i vysokomolekulovou

kyselinu hyaluronovou. Hodnoty ziskané pro nizkomolekulovou kyselinu hyaluronovou se

pohybuji mezi hodnotami 0,7-0,8, z ¢ehoz lze usuzovat, ze se nizkomolekulova kyselina

hyaluronova v roztoku nachézi v konformaci velmi expandovaného ndhodného klubka.

Hodnoty ziskané pro vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou vsak nabyvaji hodnot

mezi 0,3 a 0,4, ¢imz se konformace nahodného klubka nepotvrdila. Prehled ziskanych

koeficienttl a a K je zobrazen v tabulce 11.
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Obrazek 33: Zavislost koeficientu k., ziskaného z konformacniho grafu na pridavku titracniho

¢inidla pro nizkomolekulovou a vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou
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Obrazek 34: Zavislost koeficientu a ziskaného z Mark-Houwink-Sakuradovy rovnice na pridavku

titracniho cinidla pro nizkomolekulovou a vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou
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Tabulka 11: Hodnoty koeficienti ziskanych z konformacniho grafu a Mark-Houwink-Sakuradovy

rovnice

Vzorek ¢. kg [-] K [ml-g'] a-107" [-]

VMHA 3 0,50 5,22 4,31

4 0,54 22,10 3,25

VMHA 5 0,51 27,36 3,11

+ 6 0,50 13,07 3,64

NaOH 7 0,52 10,45 3,79

8 0,53 24,44 3,19

9 0,01 18,01 3,43

VMHA 10 0,47 8,91 3,94

+ 11 0,49 5,50 4,29

HCl 12 0,52 12,66 3,66

13 0,52 4,33 4,44

NMHA 14 0,49  6,03-1072 7,59

15 0,50 7,01-1072 7,46

NMHA 16 0,49 7,38 - 1072 7,42

+ 17 0,52 7,07 - 1072 7,44

NaOH 18 0,52 11,64-1072 7,01

19 0,48  6,90-1072 7,48

20 0,47  6,47-1072 7,53

NMHA 21 0,46 5,50 - 1072 7,66

+ 22 0,53 9,48 -1072 7,04

HCl1 23 0,67 11,94-1072 6,85

24 0,84 6,26-1072 7,44

4.3 Konduktometrické titrace

Cilem konduktometrickych titraci bylo prozkoumat, jak se kyselina hyaluronova chova
v roztocich chloridu sodného, respektive ziskat zavislost molarni vodivosti na molarni
koncentraci monomernich jednotek kyseliny hyaluronové, ze které by bylo mozné urcit
disociac¢ni konstantu kyseliny hyaluronové.

Na obréazku 35 je zobrazena zavislost molarni vodivosti vysokomolekulové kyseliny hya-
luronové na molarni koncentraci monomernich jednotek. Jiz pii prvnim pohledu je ziejmé,
ze ziskand zavislost se lisi od zavislosti zobrazenych na obrazcich 8 a 9, které ziskala Chris-
tine Wandrey. Ackoli byla konduktometricka titrace provadéna ve stejném koncentra¢nim
rozsahu jako ve studii Ch. Wandrey, méla zavislost molarni vodivosti kyseliny hyaluro-
nové na molarni koncentraci jejich monomernich jednotek rostouci charakter se snizujici

se molarni koncentraci monomernich jednotek kyseliny hyaluronové v celém koncentrac-
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nim rozsahu. Také rozsah molarnich vodivosti je daleko vyssi, nez ziskala Ch. Wandrey.
To muze byt zpusobeno tim, ze pti velkém naredéni roztoku kyseliny hyaluronové mél
tento roztok mérnou vodivost velmi blizkou mérné vodivosti prostiedi, ktera zustavala
témér konstantni, zatimco se molarni koncentrace monomernich jednotek kyseliny hya-
luronové neustédle snizovala. Dalsim rozdilem je posloupnost kiivek. Zatimco ve studii
Ch. Wandrey s rostouci koncentraci chloridu sodného molérni vodivost polystyrensulfo-
natu sodného klesa, u kyseliny hyaluronové se projevil opacny trend, a sice Ze s rostouci

koncentraci chloridu sodného molarni vodivost kyseliny hyaluronové roste.
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Obrdazek 35: Zavislost moldrni vodivosti vysokomolekulové kyseliny hyaluronové na moldrni kon-

centraci monomernich jednotek kyseliny hyaluronové v ruzném prostredi

Zévislosti molarni vodivosti na odmocniné z molarni koncentrace monomernich jedno-
tek kyseliny hyaluronové byly extrapolovany na nulovou koncentraci a byly tak ziskany
molarni vodivosti pri nekone¢ném zredéni. Ukazka téchto extrapolaci je na obrazku 36.

Na obrazku 37 je zobrazena zavislost logaritmu koncentracni disociacni konstanty na
odmocniné ze soucinu stupné disociace a molarni koncentrace. Tato zavislost by teore-
ticky méla mit linedrni prtbéh, aby ji bylo mozné prolozit primkou a urcit tak diso-
ciaéni konstantu kyseliny hyaluronové. Zavislosti ziskané z konduktometrickych titraci
v Milli-Q vodé a v 0,05mmol - dm ™ chloridu sodném by bylo mozné v rozmezi hodnot
(a-¢)% € (5-107%15-107*) (mol - m3)%® proloZit linedrni regresi, ale ziskané hodnoty
disocia¢ni konstanty kyseliny hyaluronové by byly vysoké, proto tato extrapolace nebyla

provadéna.
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Obrazek 36: Ukdzka extrapolaci zdvislosti moldrni vodivosti kyseliny hyaluronové na odmocniné

z moldrni koncentrace monomernich jednotek kyseliny hyaluronové
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Obrazek 37: Zavislost logaritmu koncentracni disociacni konstanty na odmocniné ze soucinu

stupneé disociace a moldrni koncentrace
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Obrdzek 38: Zdvislost moldrni vodivosti polystyrensulfondtu sodného na moldrni koncentraci jeho

monomernich jednotek

Vzhledem k vysledktim konduktometrickych titraci byly provedeny experimenty s po-
lystyrensulfonatem sodnym, aby bylo zjisténo, zda je v nasich laboratornich podminkach
mozné reprodukovat experiment Ch. Wandrey a poté provést obdobny experiment s ky-
selinou hyaluronovou. Konduktometrické titrace polystyrensulfonatu sodného byly prova-
dény dvéma zptisoby, z nichz prvni byl identicky s provedenim konduktometrickych titraci
kyseliny hyaluronové a druhy byl napodobenim experimentu Ch. Wandrey. Podstatnym
rozdilem od experimentu Ch. Wandrey bylo nepouziti dusikaté atmosféry a vzrust objemu
titrovaného roztoku o vice nez 100 %. Cernd kiivka (PSS 1) na obrazku 38, kterd zobra-
zuje konduktometrickou titraci polystyrensulfonatu sodného provadénou stejnym zpiso-
bem jako konduktometricka titrace kyseliny hyaluronové, ma obdobny tvar jako kiivka
kyseliny hyaluronové. Cervend a zelend kiivka zobrazuje titraci provadénou obdobnym
zpusobem jako ve studii od Ch. Wandrey, ale u kazdé z nich byla jinym zptisobem urcena
mérné vodivost Milli-Q vody. U zelené kiivky (PSS 3) byla mérna vodivost Milli-Q vody
urcena jako prumeér prvnich Sesti zmérenych hodnot a u ¢ervené kiivky (PSS 2) byla mérna
vodivost Milli-Q vody zmérena zvlast. Z tvaru kiivek je zfejmé, ze urceni mérné vodivosti
prostiedi, v tomto pripadé Milli-Q vody, ma velky vliv na jejich vysledny tvar, zvlasté
pri nizsich molarnich koncentracich monomernich jednotek polystyrensulfonatu sodného.
7 tohoto divodu by bylo vhodné experimenty provadét v dusikaté atmostére, aby nebyla

meérna vodivost roztokil ovlivnéna oxidem uhli¢itym pritomnym v atmosfére.
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5 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo prozkoumat acidobazické a elektrolytické chovani vodnych
roztokl hyaluronanu sodného pri rtizné iontové sile. Pro studium byly pouzity acidoba-
zické a konduktometrické titrace. V ramci acidobazickych titraci bylo také studovano, zda
v jejich prubéhu nedochazi k degradaci kyseliny hyaluronové. Degradace byla studovana

pomoci reometrie a analyzy SEC-MALLS.

Acidobazické titrace byly provadény dvéma rozdilnymi zptsoby. Prvnim druhem aci-
dobazickych titraci byla kyseld acidobazicka titrace, pti které byl roztok kyseliny hyaluro-
nové nejprve pretitrovan hydroxidem sodnym a poté titrovan kyselinou chlorovodikovou.
Pti druhém zptisobu acidobazické titrace byl roztok kyseliny hyaluronové nejprve pretitro-
van kyselinou chlorovodikovou a poté titrovan hydroxidem sodnym. Tento zpiisob titrace

byl pro ucely této prace nazvan zasadita acidobazicka titrace.

Hlavnim tcelem provadéni acidobazickych titraci bylo stanoveni disociacni konstanty
kyseliny hyaluronové pfi nulovém stupni disociace a pri 50% stupni disociace. Déale byl
studovan vliv prostiedi, respektive koncentrace chloridu sodného na tyto disocia¢ni kon-
stanty. Vliv koncentrace chloridu sodného na disocia¢ni konstanty kyseliny hyaluronové
z kyselych acidobazickych titraci je zobrazen na obrazcich 19 a 23. VSechny stanovené diso-
ciacni konstanty jsou uvedeny v tabulkach 5 a 6. Disociac¢ni konstanty stanovené kyselou
acidobazickou titraci maji hodnoty velmi blizké tém, které byly stanoveny v odbornych
¢lancich. U disociac¢nich konstant ziskanych ze zasaditych acidobazickych titracich k tak
velké shodé s vysledky z odbornych ¢lanki nedoslo. Tato odchylka miize mit dvé priciny.
Prvni pri¢inou tohoto rozdilu mize byt samotné provedeni experimentii. U nékterych za-
saditych acidobazickych titraci nebylo pri pretitraci dosazeno pH blizké hodnoté 3,0, ale
pH se pohybovalo okolo hodnoty 3,5. Proto by bylo v dalsich experimentech vhodné pro-
vést pretitraci tak, aby hodnota pH na jejim konci byla nizsi nez predpokladana hodnota
disociacni konstanty. Aby bylo mozné tento pozadavek splnit, bude nutné zvysit koncen-
traci kyseliny chlorovodikové pouzité na pretitraci, coz ale bude mit vliv na iontovou silu
v roztoku. Druhou pri¢inou miize byt vypocet stupné disociace, ktery meél primy vliv na
tvar vyslednych extrapolovanych kiivek.

Protoze pti acidobazickych titracich bylo dosazeno relativné nizkych, ale i vysokych
hodnot pH, bylo tfeba zjistit, zda pri téchto podminkach nedochazi k degradaci kyseliny
hyaluronové, coz by poté mohlo mit vliv na vysledné disociac¢ni konstanty. Bohuzel pti pii-
praveé vzorkt pro méreni degradace nebylo dosazeno stejného rozmezi hodnot pH jako pri
acidobazickych titracich, ackoli priprava byla provedena podobné jako u acidobazickych
titraci, pouze v mensim méritku. Ke studiu degradace byly pouzity dvé experimentéalni
metody, a to reometrie a SEC-MALLS. Vysledky ziskané obéma metodami nepotvrdily
degradaci vlivem ptidavku titrac¢nich ¢inidel. P¥i SEC-MALLS analyze bylo zjisténo, ze
analyzované vzorky maji priblizné poloviéni molekulovou hmotnost, nez je molekulova

hmotnost udavana vyrobcem. Tento rozdil je pravdépodobné zplisoben susenim kyseliny
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hyaluronové pred pripravou zasobniho roztoku nebo relativné dlouhym skladovanim pre-
filtrovanych vzorkl kyseliny hyaluronové pri laboratorni teploté pred samotnym zmérenim
z divodu poruchy chromatografu. Vliv suseni kyseliny hyaluronové a skladovani jejich roz-
tokt pri laboratorni teploté na jeji degradaci by bylo vhodné detailnéji prozkoumat, aby
bylo mozné zarucit, ze pouzita kyselina hyaluronovd ma pfi experimentech molekulovou
hmotnost v mezich, které udava vyrobce.

Cilem konduktometrickych titraci bylo ziskat zavislost molarni vodivosti kyseliny hya-
luronové na molarni koncentraci monomernich jednotek kyseliny hyaluronové, ze které by
poté bylo mozné urcit molarni vodivost pii nekonecném zredéni a urcit disociac¢ni kon-
stantu kyseliny hyaluronové. Tento experiment mél byt obdobou experimentu, ktery pro-
vadéla Ch. Wandrey ve studii z roku 1999. Hlavnim nedostatkem varianty s kyselinou hya-
luronovou byl tvar ziskanych zavislosti molarni vodivosti kyseliny hyaluronové na molarni
koncentraci monomernich jednotek kyseliny hyaluronové, které nedosahly maxima, ale
v celém koncentra¢nim rozsahu mély rostouci charakter. Divodem tohoto rostouciho cha-
rakteru byl fakt, ze mérnd vodivost roztoku, mérend pri nizkych koncentracich, ztstavala
témér konstantni, ale molarni koncentrace monomernich jednotek kyseliny hyaluronové se
snizovala, coz vedlo k ristu molarni vodivosti kyseliny hyaluronové. Pro dalsi experimenty
by bylo vhodné upravit provedeni a nastaveni experimentu. Zajimavé by bylo srovnani
zavislosti molarni vodivosti na molarni koncentraci monomernich jednotek, kdy by byl
roztok chloridu sodného pridavan do roztoku kyseliny hyaluronové a kdy by byl roztok
kyseliny hyaluronové pridavan do roztoku chloridu sodného. Dale by bylo vhodné zjistit,
jak velky vliv ma pritomny oxid uhli¢ity na provedeni experimentu a zda by nebylo vhod-
néjsi provadét experimenty v dusikaté atmosfére. Dalsim faktorem, ktery muize ovliviiovat
vysledky, je doba vymezena na homogenizaci roztoku po pridani titra¢niho ¢inidla. Bylo
by tfeba zjistit, zda je tato doba dostatecna. Nemaly vliv na vysledné zavislosti mé také
urc¢eni mérné vodivosti prostiedi, ve kterém titrace probiha. Vodivost prostiedi je nutné
urc¢it co nejpresnéji a béhem titrace zabranit pripadné absorpci oxidu uhli¢itého, ktera by

mohla tuto hodnotu ménit.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

'H NMR nukledrni magnetickd rezonance vyuzivajici interakce 'H
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rovnovazna koncentrace latky x
specificka viskozita

koeficient Mark-Houwinkovy rovnice
plocha desky

prutez vodice

druhy viridlni koeficient systému polymer-rozpoustédlo
konstanta zavisla na rozpousteédle
aktivita ionti

molarni koncentrace

karboxylova skupina

inkrement indexu lomu roztoku
rychlostni gradient

elementarni naboj

potencidl sklenéné elektrody
standardni potencial sklenéné elektrody
Faradayova teplota

sila

funkce definujici vliv geometrie usporadani
koeficient

aktivitni koeficient

vodivost

elektrostaticka energie polykyselin
index polydisperzity

iontova sila

celkova intenzita dopadajiciho zatreni
iontova sila pro 1-1 elektrolyt

intenzita svétla rozptyleného jednou ¢astici pod tthlem 6
konstanta pristroje

konzistence

koeficient Mark-Houwinkovy rovnice
opticka konstanta pro dany systém
disociac¢ni konstanta

koncentrac¢ni disocia¢ni konstanta
koeficient z konformacniho grafu
konstanta selektivity elektrody

délka vodice

index rychlosti

molekulovd hmotnost



NMHA
NMR
pK,
PK,
PKaza
PKa a=0

pKa,a:0,5

hmotnost latky x

molarni hmostnost disacharidové jednotky kyseliny hyaluronové
pocetné stfedni molekulova hmotnost

Milli-Q

hmotnostné stredni molekuldrni hmotnost

pocet negativné nabitych skupin

index lomu rozpoustédla

pocet moli latky x

Avogadrova konstanta

nizkomolekulova kyselina hyaluronova

nukledrni magneticka rezonance

zaporne vzaty dekadicky logaritmus vnitini disocia¢ni konstanty
zaporné vzaty dekadicky logaritmus efektivni disociacni konstanty
zaporné vzaty dekadicky logaritmus zdanlivé disocia¢ni konstanty
zaporné vzaty dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty pri
nulovém stupni disociace

zaporné vzaty dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty pri
50% stupni disociace

polystyrensulfonat sodny

bodovy elektricky naboj

naboj polyiontu

vzdalenost od detektoru

vzdalenost od naboje

molarni plynova konstanta

odpor vodice

Rayleightiv polomér

hydrodynamicky polomér ziskany z méreni viskozity
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size exclusion chromatgraphy multi angle laser light scattering
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rozdil mérnych vodivosti
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permitivita vakua

relativni permitivita prostredi

dynamické viskozita

viskozita pri smyku blizicimu se 0

zdanliva viskozita

viskozita pri smyku blizicimu se nekonecnu
rozptylovy thel

mérné vodivost /konduktivita

parametr z Debye-Hiickolovy teorie

meérna vodivost rozpoustédla

vlnova délka dopadajiciho a rozptyleného svétla
molarni vodivost elektrolytu

vlnova délka dopadajiciho svétla ve vakuu
iontova vodivost pri nekonecném zredéni
molarni vodivost pti nekoneéném zredéni
molarni vodivost protiontu v nekonec¢né zredéném roztoku
molarni vodivost polyiontu

hustota roztoku

meérny odpor vodice

mez toku

teéné napéti

elektricky potencial

funkce udavajici vnitini interakce

uhel otoceni
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Obrazek 39: Zdvislost pH na logla/(1 — «v)] pri rizné koncentraci chloridu sodného pro vysoko-

molekulovou kyselinu hyaluronovou pri zdsadité acidobazické titraci
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Obrdzek 40: Zdvislost pK, na o pri ruzné koncentraci chloridu sodného pro vysokomolekulovou

kyselinu hyaluronovou pri zdsadité acidobazické titraci
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Obrdzek 41: Zdvislost priumérnych disociacnich konstant pri 50% stupni disociace na koncentraci

chloridu sodného pro nizkomolekulovou a vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou
ziskanych ze zdsadité acidobazické titrace
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Obrazek 42: Zavislost prumérngch disociacnich konstant pri nulovém stupni disociace na kon-

centract chloridu sodného pro nizkomolekulovou a vysokomolekulovou kyselinu hya-

luronovou ziskanych ze zdsadité acidobazické titrace
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Obrazek 43: Zavislost viskozity na smykové rychlosti pro nizkomolekulovou kyselinu hyaluronovou

v prostredich s riznym pridavkem hydroxidu sodného
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Obrazek 44: Zavislost viskozity na smykové rychlosti pro nizkomolekulovou kyselinu hyaluronovou

v prostredich s ruznym pridavkem kyseliny chlorovodikové
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Obrazek 45: Zavislost viskozity ziskané z Newtonského modelu na pridavku titracniho ¢inidla pro

nizkomolekulovou kyselinu hyaluronovou
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Obrdzek 46: Zdvislost hmotnostné stredni molekulové hmotnosti ziskané ze SEC-MALLS na pri-

davku titracniho cinidla pro nizkomolekulovou kyselinu hyaluronovou
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Obrdzek 47: Zdvislost moldrni vodivosti nizkomolekulové kyseliny hyaluronové na moldrni kon-

centraci monomernich jednotek kyseliny hyaluronové v riuzném prostredi
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