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ABSTRAKT

Bakaldfskd price se zabyvd studiem elektrolytickych vlastnosti roztokt Kkyseliny
hyaluronové. Pii vyzkumu bylo pouZito téchto metod: méfeni vodivosti, acidobazické
a konduktometrické titrace a UV-VIS spektrofotometrie. Méfeni vodivosti bylo provadéno
s nékolika koncentracemi kyseliny hyaluronové v roztocich srtznou iontovou silou.
Acidobazické titrace byly provadény ve vodném prostiedi a konduktometrické titrace
v roztoku 0,3mmol-dm™ chloridu sodného. UV-VIS spektra kyseliny hyaluronové byla
promé&fena v roztoku s ptidavkem kyseliny, zdsady a v pufru. Hodnoty pK, ziskané
z jednotlivych metod se pohybovaly v rozmezi 2,8-6,5.

ABSTRACT

This batchelor thesis deals with electrolytic properties of hyaluronan in aqueous solutions.
In this study measuring of conductance, acid-base and conductrometric titration, and UV-VIS
spectroscopy were used. The measuring of conductance was made on the solutions of
different concentrations of hyaluronic acid and of different ionic strength. Acid-base titrations
were performed in water solution and conductometric titrations were performed in
0,3mmol-dm™ solution of sodium chloride. UV-VIS spectra of hyaluronic acid were
measured in solution with addition of acid, base and in buffer solution. Values of pK,
obtained from the above mentioned measurements was between 2,8-6,5.

KLICOVA SLOVA

Kyselina hyaluronovd, elektrolytické vlastnosti, vodivost, acidobazické/potenciometrické
titrace, UV-VIS spektrofotometrie
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1 UVOD

V roce 1934 Karl Meyer a jeho asistent John Palmer poprvé popsali proces izolace nového
glykosaminoglykanu z o¢niho sklivce skotu. Zjistili, Ze tato latka obsahuje uronovou kyselinu
a aminocukr, ale Zadné sulfoestery. Rozhodli se tento glykosaminoglykan pojmenovat
kyselina hyaluronovd. Timto objevem poskytli svétu univerzélni, zajimavou a v piirod€ se
vyskytujici se makromolekulu. [1] Béhem nékolika let naSla kyselina hyaluronova Siroké
vyuziti v kosmetice, 1écbé osteoartritidy, v revmatologii, oftalmologii a pfi 1é€b€ zranéni. Jeji
hlavni vyhodou jsou jeji viskoelastické vlastnosti a to, Ze se b&Zné vyskytuje v lidském
organismu, takZe nezpusobuje alergické reakce a je snadno odbouratelna.

JiZ n€kolik studii se zabyvalo elektrolytickym chovdnim kyseliny hyaluronové v rizném
prostiedi. VétSinou se jednd o vodivostni méfeni a acidobazické titrace. ProtoZe tyto studie
jsou ve vétSin€é piipadi zameéfeny pouze na jednu metodu, je cilem této prace vytvofrit
komplexnéjsi piehled, ktery by jednotlivé studie shrnul. Dal§im cilem této prace je pokusit se
stanovit disociacni konstantu pomoci vodivostntho méfeni, acidobazickych titraci a UV-VIS
spektrofotometrie a potvrdit tak hodnoty, ziskané pfedevs§im z acidobazickych titraci.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Kyselina hyaluronova

2.1.1 Uvod

Kyselina hyaluronovéd je v piirodé se vyskytujici linedrni polysacharid. Radi se mezi
glykosaminoglykany a v této skupiné patii mezi strukturné nejjednodussi. Jako jedina
z glykosaminoglykani neni kovalentné vdzand s proteinem, vyrdbénd v Golgiho aparitu
aneni sulfatovand. [2] Poprvé byla popsdna Karlem Mayerem a Johnem Palmerem v roce
1934, ktefi ji izolovali z o¢niho sklivce skotu. Dvacet let po tomto objevu byla uréena jeji
ptresnd struktura. Zakladni stavebni jednotku tohoto polymeru tvoii opakujici se disacharidova
jednotka sloZend z D-glukuronové kyseliny (GlcUA) a D-N-acetylglukosaminu (GIcNAc)
spojenych stiidajici se f(1—4) a B(1—3) glykosidickou vazbou. [1][3] Pocet opakujicich se
disacharidovych jednotek v molekule kyseliny hyaluronové mutze byt az 10000 a vice.
Primérné délka jedné disacharidové jednotky je 1 nm a molekuldrni hmotnost 400 g-mol™",
takZe molekula kyseliny hyaluronové obsahujici 10 000 disacharidovych jednotek by
v natazeném stavu meéla 10 um a molekulovou hmotnost 4 miliony g-mol‘l. [1] Za
fyziologickych podminek nesou vSechny glukuronové jednotky v disociovaném stavu
zéporny naboj, ktery byva kompenzovan kationty, nejéastéji Na*, K*, Ca** a Mg?*. [4]

p1.3 P14

_gm_'_.pM—.m_.-mﬂ.

p
& |

Obrdzek 1: Struktura kyseliny hyaluronové [3]
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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 tvaroveé stabilni. Druhym druhem jsou glykosidické vazby mezi
témito glukézovymi jednotkami, které jsou tvofeny atomem kysliku pfipojenym ke dvéma
a modely, které dokazaly, Ze glykosidické substituenty nemohou dosdhnout vS§ech moznych
konfiguraci, byly potvrzeny nukledrni magnetickou rezonanci. [4] Ve studiich bylo pomoci
rentgenové difrakce dokdzdno, Ze struktura kyseliny hyaluronové z4visi na prostfedi, zejména
na protiiontech, vlhkosti vlaken a pH. Levotociva trojita a Ctyfikrat zato¢end Sroubovice byla
pozorovana v pifitomnosti draselnych, sodnych a vapenatych protiiontl. V pfitomnosti
rubidnych a cesiovych protiiontd byla objevena ctyfndsobnd dvousroubovice a pti pH 2
dvojitd Sroubovice. V novéjsich studiich, pii kterych byla pouZita ke studiu struktury kyseliny
hyaluronové nuklearni magnetickd rezonance a pocitaCem vytvorené modely, bylo zjiSténo, Ze
kyselina hyaluronovd ma tvar zkracené ¢tyinasobné Sroubovice. [5]



Obrdzek 2: Rovinné (1) a vertikdlni (2) zobrazeni dvojité Sroubovice kyseliny hyaluronové [4]

Hlavni fetézec kyseliny hyaluronové je tvofen gluk6zovymi jednotkami, na které jsou
navdzany rtzné skupiny atomu, napt. karboxylové nebo hydroxylové. Tyto skupiny jsou
uspofddany tak, Ze prostorové objemnéjSi a zdrovenl polarni skupiny upfednostiuji
ekvatoridlni pozici, zatimco prostorové malé atomy vodiku obsazuji axidlni pozici, kterd je
stericky méné vyhodna. Celé toto usporddani je energeticky velmi stabilni. [1] Dusledkem
tohoto uspofddani atomi vodiku je vznik hydrofobni ¢ésti fetézce, jehoZ délka je piiblizné
stejné délky jako oktanovd kyselina. Kyselina hyaluronovd mé amfifilni vlastnosti, protoZe
v fetézci obsahuje jak hydrofobni, tak hydrofilni ¢4sti. Ve vodném prostfedi dochdzi ke
shluknuti hydrofobnich ¢asti fetézce, aby doSlo k omezeni sty¢né plochy s rozpoustédlem,
a toto shluknuti pfispivd ke stabilizaci dvojité Sroubovice. [4] Axidlni atomy vodiku, které
tvofi nepolarni ¢ast, jsou tedy uvniti Sroubovice a na povrchu ve styku s vodou nalezneme
polarni skupiny. Molekula kyseliny hyaluronové tvoii v roztoku rozlehlou spirdlovitou
strukturu a zaujim4 velkou oblast. [1] Cela struktura kyseliny hyaluronové je stabilizovana
vodikovymi miustky. Vodikové mustky vznikaji mezi acetylamidovou skupinou
a karboxylovou skupinou. V nevodném prostiedi tato vazba vede pitimo, ale ve vodném se ji
Ucastni i molekula vody. Dale mohou vznikat vodikové vazby mezi hydroxylovymi
skupinami a acetylamidovou skupinou nebo kyslikem v glukuronové jednotce. [4]



2.1.3 Vyskyt, dloha v organismu a metabolismus

V lidském téle a télech obratlovci je kyselina hyaluronova vSudypfitomnd, i kdyZ jen
v relativné malém mnozstvi. Déle se vyskytuje v kapsulich né€kterych bakterii, ale naopak
tplné chybi v houbdch, rostlinich a hmyzu.

V lidském téle je nejvice kyseliny hyaluronové obsaZeno v synovidlni tekutiné, pupecni
$nare a oénim sklivei. Priblizn€ polovina kyseliny hyaluronové, kterd se vyskytuje v lidském
téle, je v kuaZzi, pfevazné¢ v mezibunééném prostoru, kde jeji koncentrace muze dosdhnout
koncentrace az 2,5 g-1”'. Kyselina hyaluronovd ma schopnost zadrZovat vodu ve tkdnich a tim
meénit koZni objem a stlacitelnost. Kyselina hyaluronovd obsaZzend v kiiZi je schopna
zachycovat volné radikaly vytvorené ultrafialovym slune¢nim zafenim. V synovidlni tekutiné
vysoka koncentrace vysokomolekulové kyseliny hyaluronové poskytuje potfebnou lubrikaci
pro kloub, absorbuje ndrazy, omezuje tfeni zplsobené pohybem kosti a minimalizuje
opotfebeni kloubt. Tuto funkci miiZe plnit diky svym viskoelastickym vlastnostem. [1]

Poznatek z roku 1981, Ze se kyselina hyaluronova vyskytuje v malém mnoZzstvi v krevnim
obéhu, vyvolal vinu otdzek po jejim ptivodu. Nedlouho poté bylo zjisténo, Ze do krve ptichazi
z perifernich tkani pomoci lymfy. Pro zjiSténi, jak se kyselina hyaluronova z krve odbourdva,
byly intravenézné¢ podiny vzorky, u kterych byly acetylové skupiny oznaeny tritiovym
vodikem, kralikiim, krysim a lidem. Bylo zjiSténo, Ze velkd c¢ast byla odbourdna jatry
a oznaceni se v obéhu objevilo po dvaceti minutdch od podanf jako tritiova voda. [1]

2.1.4 Vyroba a pouziti

Vyskyt kyseliny hyaluronové v mnoha tkanich obratlovcil byl divodem pro vyuZiti té€chto
tkani jako jejiho zdroje. ProtoZe se ale Casto vyskytuje ve formé komplexu spolu s dal§imi
biopolymery, musela byt diikladné pieci§téna. Ze zvitecich tkani se nejcastéji vyuziva kohouti
hiebinek kviili vysokému obsahu kyseliny hyaluronové. Dal§im zptisobem ziskavani kyseliny
hyaluronové je vyuZziti urcitych kmend Streptokokt, naptiklad Streptococcus zooepidemicus
a Streptococcus equi. 7 dal§ich nadéjnych kandidatl na vyrobu kyseliny hyaluronové je
geneticky modifikovany bakteridlni kmen Bacillus subtilis. Tento kmen obsahuje gen
ze Streptococcus equisimilis, ktery kdduje enzym pro syntézu kyseliny hyaluronové. Vyhodou
pouZziti Bacillus subtilis je schopnost vyrobit kyselinu hyaluronovou s molekuldrni hmotnosti
vrozmezi 1100-1200kgmol™!, dd se snadno kultivovat a produkty vyrobené timto
mikroorganismem jsou bezpecné, protoze ziskaly oznaceni GRAS (generally recognized as
safe). [2] Dalsi vyhodou Bacillus subtilis oproti kmenlm Streptokokl je, Ze kyselinu
hyaluronovou vylu€uji ptimo do okolniho prosttedi, takZe neni vazana s buiikou. [6]

Typické viskoelastické vlastnosti spolu s nedostatkem imunogenicity a toxicity vedly
k Sirokému pouzivani kyseliny hyaluronové v kosmetice, farmaceutickém pramyslu,
k hydrataci ktlize, 1é¢b¢ osteoartritidy, v o¢ni chirurgii a hojeni ran. [6]

2.2 Polyelektrolyty

2.2.1 Uvod

Polyelektrolyty jsou makromolekuly nebo supramolekuldrni entity, které nesou velké
mnozstvi ionizovatelnych skupin. Pii ur€itych podminkdch dochdzi u téchto skupin
k disociaci, kterd ma za nasledek vysoky ndboj této makromolekuly, a tato molekula je
nazyvana jako polyiont. Ke kazdé disociované skupiné musi byt pfifazen jeden protiiont
opac¢ného ndboje, neZ ma polyiont. Pokud je naboj polyiontu Q =Z-e, kde e je elementarni
naboj, pak je kazdy polyiont doprovdzen Z protiionty. Polyelektrolyty s vyjimkou proteinii

10



jsou charakterizovany velmi kompaktnim usporaddnim ionizovatelnych skupin, kdy kazdy
monomer ma obvykle pouze jednu ionizovatelnou skupinu. Disledkem toho mizou molekuly
polyelektrolytu vykazovat znacné elektrostatické interakce v roztoku, a tak muiZe dojit
k deformaci ftetézce. VSechny makromolekularni elektrolyty jsou rozpustnéjsi v poldrnich
rozpoustédlech nez v nepoldrnich, protoZe makromolekuly interaguji s polarnimi rozpoustédly
daleko silnéji nez s nepolarnimi diky ionogennim skupinadm. [7]

Bodovy elektricky ndboj ¢ vyvold podle Coulombova zdkona ve svém okoli elektricky
potencidl ¢:

¢_—q (1)

Am-g,-€, -1

T

kde r je vzdalenost od ndboje, g permitivita vakua a & relativni permitivita prostfedi.
V roztoku elektrolytu je jakykoli iont, ktery zvolime za centrdlni, obklopen jinymi ionty.
Uspotadani ionth udava rovnovaha mezi elektrostatickymi silami a tGcinek tepelného pohybu
iontd. V blizkém okoli centrdlniho iontu se vyskytuje vice iontll s opacnym ndbojem neZ se
souhlasnym. Toto rozloZeni iontli se nazyva iontovd atmosféra, kterd neni elektricky
neutrdlni, ale vyznacuje se urcitou prostorovou hustotou opa¢ného niboje. Tato hustota se
s rostouci vzddlenosti od centrdlniho iontu bliZi k nule a strmost jejiho poklesu je ddna
parametrem x, ktery l1ze z Debye-Hiickelovy teorie vyjadfit jako:

) 12
K:(—”NA” "] =B-I (2)

g€ R-T

Elektrostaticky potencidl je v okoli centrdlniho iontu niZsi, neZ by mél byt podle rovnice (1),
coZ je zpusobeno opacné nabitou iontovou atmosférou, kterd odstifiuje ndboj centrdlniho
iontu.

Ve vodném prostiedi disociuje pouze urcity podil ionizovatelnych skupin, a pokud neni
polyelektrolyt amfoterni, jednd se o ndboje stejného druhu, které se odpuzuji. Pii velkém
zfedén{ jsou polyionty navzdjem izolovany velkymi oblastmi prostfedi, ve kterém se mohou
vyskytovat protiionty. Rozptylenim protiiontd v roztoku dojde ke sniZeni jejich odstiniujiciho
ucinku a projevi se odpudivy efekt polyiontu jeho expanzi, natazenim jeho vlastnich fetézcu.
Se zvySovanim koncentrace polyelektrolytu dochdzi ke zvySovani koncentrace protiiontd,
které odstiniuji odpudivé interakce mezi naboji polyiontu, a fetézce polyelektrolytu se zacnou
smrStovat. Pokud do roztoku pfiddme nizkomolekularni elektrolyt, zvySime tak jeho iontovou
silu a také odstinujici ucinek odpudivych elektrostatickych interakci mezi stejné nabitymi
skupinami polyiontu. [8]

Sec3e%
e Ce_e0
ce, oo

Folymer Elektrolyt

Polyelektrolyt

Obrdzek 3: Schematické zndzornent rozdilu mezi polymerem, elektrolytem a polyelektrolytem [7]
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2.2.2 Déleni polyelektrolytu

Na zédklad¢ stupné disociace polyelektrolytu ve vodném roztoku mohou byt polyelektrolyty
bud’ slabé, nebo silné. Ionizovatelné skupiny silnych polyelektrolyt jsou ve vodném roztoku
pln¢ disociované, zatimco u slabych jsou disociovany pouze ¢astec¢né.

Nabité polymery mohou byt rozd€leny do dvou skupin, polyelektrolyty a polyamfolyty.
Polyelektrolyty obsahuji naboje pouze jednoho druhu a byvaji obklopeny mra¢nem protiiontt.
Polyelektrolyty nabyvaji v roztocich bez piidavku soli nebo s nizkou koncentraci soli
prodlouZené konformace diky odpudivym silam. Polyamfolyty jsou latky, které obsahuji jak
kyselé tak zdsadité skupiny a mohou byt nabity bud negativné, nebo pozitivné. [7] Pti
vysokych hodnotach pH dochdzi u polyamfolytii k disociaci kyselych skupin, proto se
polyiont chova jako polyaniont. Pfi nizkych hodnotdch pH se protonizuji zasadité skupiny
a z polyiontu se stdvd polykationt. Pfi stfednich hodnotdch pH dochézi k disociaci jak
kyselych tak zdsaditych skupin a chovani polyiontu zdvisi na tom, kterych skupin je
disociovanych vice. Pfi urcitém pH dojde k vyrovnani niboju, takZe se molekula jevi jako
neutrdlni. Tento stav se nazyva izoelektricky stav a pH, pfi kterém k tomuto jevu doslo,
izoelektricky bod. V roztocich, jejichZz pH je odlehlé od izoelektrického bodu, polyamfolyty
expanduji, protoZe na fetézci dochazi k odpuzovani vlivem disociovanych skupin se stejnym
nabojem. Pokud je pH roztoku rovno izoelektrickému bodu, dochdzi k pfitahovani skupin
s opa¢nym nabojem a fetézec se sbali. [8]

Polyelektrolyty mohou byt dile déleny podle podstaty ionogennich skupin na anionické
a kationické. Anionické polyelektrolyty obsahuji kyselé skupiny, naptiklad karboxylovou,
kterd je obsazena naptiklad v arabské gumé nebo v alginové kyseling. Kationické
polyelektrolyty maji ve struktufe zasaditou skupinu jako tfeba amino skupinu. Litky s amino
skupinou v protonizované forme se volné v pfirod¢ nevyskytuji, ale mohou byt syntetizovany
nebo mohou vzniknout z latky pii jiném pH. Piikladem miiZe byt chitosan, ktery se pfi nizsi
hodnoté€ pH protonizuje a ziskava tak kladny naboj. [7]

2.3 Konduktometrie

2.3.1 Uvod

Konduktometrie patii mezi elektroanalytické metody, které jsou zaloZeny na méfeni
vodivosti roztoku elektrolytu. [9][12] Na zdkladé zmétené vodivosti Ize zjistit obsah nabitych
castic [12] nebo jiné veliCiny, jako tfeba stupen disociace a disociacni konstantu slabého
elektrolytu nebo soucin rozpustnosti silného elektrolytu. ProtoZe se na vodivosti podileji
vSechny latky pfitomné v roztoku, je konduktometrie fazena mezi neselektivni analytické
metody. [12] Pfi kondutometrickych titracich byvé sledovéana zdvislost vodivosti elektrolytu
na objemu titracniho ¢inidla. [9]

Vodivost G je veli¢ina, kterd vyjadfuje schopnost elektrolytu vést elektricky proud a je
pfevracenou hodnotou elektrického odporu. Rozmér vodivosti je siemens. Pfi méfeni je
zjiStovan elektricky proud I, ktery prochdzi pfi daném napéti U mezi dvéma vodivymi
deskami, a z né€j je pomoci Ohmova zakona mozné vypocitat odpor R, resp. vodivost:

R="=r 3)

Vodivost zavisi na ploSe S elektrod a jejich vzdélenosti /, proto byla zavedena veliina,
ktera je nezavisla na ploSe elektrod a jejich vzdalenosti. Touto veli¢inou je mérnd vodivost ,
kterd ma rozmér S-m™:

12



[
k=G (4)

a mérny odpor p, ktery je prevracenou hodnotou mérné vodivosti:

S
p=R- 5)
Rozmér mérného odporu je Q-m. [9]
Jednotlivé ionty pfispivaji k celkové mérné vodivosti roztoku a jejich ptispévek udava
rovnice:

K=Zci-li-zi (6)

kde ¢; je molarni koncentrace, 4; iontova vodivost a z; ndboj jednotlivych iont. Pokud je
v roztoku jediny elektrolyt, pak je podil mé&rné vodivosti tohoto roztoku a jeho koncentrace
rovny moldrni vodivosti A s rozmérem S-m*-mol™:

K

h= (7)
C

Molarni vodivost na rozdil od mérné vodivosti a mérného odporu roztoku elektrolytu by
neméla byt zavisld na druhu a mnoZstvi vodivych €astic v roztoku. Tato nezavislost neni
u redlnych roztokl vzdy splnéna. V roztocich silnych elektrolytii o velmi nizké koncentraci
maji ionty mezi sebou velké vzdélenosti, takZe se navzdjem neovliviuji. Ve vysSich
koncentracich silnych elektrolytti dochazi ke snizovani moldrni vodivosti, protoZe v roztoku
dochézi k interakcim. Slabé elektrolyty nepodléhaji uplné disociaci, ale ve velmi ziedénych
roztocich se jejich disociace blizi 100 %.

Kvili neidedlnostem v chovéni redlnych roztoki elektrolyti byva pro jejich charakterizaci
pouzita mezni moldrni vodivost /10, molarni vodivost pro koncentraci bliZici se nule. Protoze
pfi velmi nizkych koncentracich jsou ionty od sebe tak daleko, Ze se navzajem neovliviiuji, je
moléarni vodivost pfi nekone¢ném zfedéni rovna souctu iontovych molarnich vodivosti 4
jednotlivych iontd. To tvoii podstatu Kohlrauschova zdkona nezdvislého putovani ionta:

0 0 y -
PBA )=S0 =x- B )+y-Aar) @)
S rostouci koncentraci u slabého elektrolytu zpiisobuje stupent disociace a pokles molarn{
vodivosti, takZe by méla platit pfima itméra mezi molarni vodivosti a stupném disociace:

A=k-a 9
Vzhledem k tomu, Ze pfi nizkych koncentracich je stupeni disociace roven jedné a molarni
vodivost 4 je rovna molarni vodivosti pfi nulové koncentraci 2, pak:

=2 a (10)
Stupen disociace je dan rovnici:

o= C_Cnedisoc (11)
C

kde chedisoc j€ koncentrace nedisociovanych molekul. [9][12]
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2.3.2 Stanoveni disocia¢ni konstanty slabé kyseliny kondutometricky
Slaba kyselina ve vodném prostiedi disociuje podle rovnice:

HA +H, 0 H,0" + A~ (12)
Tato rovnovéha je charakterizovana disociacni konstantou Kj:

a A,
Ka — H30+ A (13)
Aya " Amo
Ve velmi zfedénych roztocich miZeme aktivitu nedisociovanych molekuly vody povazovat za
jednotkovou. Pokud pro ionty a nedisociované molekuly zvolime hypoteticky koncentraéni

stav (co = 1 mol-m™), miZeme disociaéni konstantu vyjadrit jako:

K = Sfmox “Ca- Jwsos " Sa-

a
CHa Sua

(14)
kde f; jsou aktivitni koeficienty. Hodnotu aktivitniho koeficientu nedisociovanych molekul 1ze
také povaZovat za jednotkovou. Pokud zanedbame ionty vzniklé disociaci vody, plati:

Ca- = CH30+> CHa

=Cy ~Cmoq (15)

kde ¢ je pocatecni koncentrace kyseliny a stupen disociace kyseliny lze vyjadfit jako:

Ca_
o=—
. (16)
Potom
0(2
Ko=com 1 (17)

kde f. je stiedni aktivitni koeficient iontd H;O" a A™. Za pouZiti vztahu (7) lze pfedchozi
rovnici upravit:

v >

K,=c 7—) + 1

0 AO AO _i f— ( 8)
Pro dals{f vypocCty pouZijeme oznaceni koncentracni konstanty:
12

K.=c 1

0 AO AO _i ( 9)
a z Debye-Hiickelovy teorie vyjadiime stfedni aktivitni koeficient jako:

2z I, (20)

kde z jsou naboje elektrolytu, A, je konstanta zdvisla na rozpoustédle a iontov4 sila je rovna

log ft = _Ac

]cch_za-Co (21)
Po upraveni rovnic (18) a (19) ziskdme:
log K, =log K. +2log f, (22)

coZ lze s pouZitim rovnice (20) upravit na:
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logK_ =logK, +2A +a-c, (23)
Pokud vyneseme zdvislost logK. na /o -c, a proloZime linedrni regresni piimkou, bude dsek

na ose y roven logK,. [23]

2.3.3 Vodivost polyelektrolytu

Vyhovujici teorie, kterd by popisovala vodivostni chovani polyelektrolytt, zatim
neexistuje. Problémy branici vzniku vhodné teorie popisujici vodivostni chovani jsou
zpusobeny asymetrii polyelektrolytu. Prostorny a vysoce nabity polyiont je obklopen malymi
protiionty, které stini jeden nebo jen n€kolik médlo ndboji. Proto vSechny teoretické ptistupy
jsou zaloZeny na zjednoduSeni tohoto predpokladu.

Obecné je molarni vodivost roztoku polyelektrolytu ddna rovnici:

i= 1.0, +20) (24)

kde A je moldrni vodivost protiiontu v nekonedng zied&ném roztoku za nepiitomnosti
polyiontti, 4, je moldrni vodivost polyiontu a f; je koeficient, ktery zahrnuje elektrostatické
interakce mezi polyiontem a protiionty, stupenl ionizace a vnitini tfeni. Moldrni vodivost A
polyelektrolytu s jednomocnym protiiontem muZe byt vyjadiena jako:

K—K,

0
A . A +d3(cp) (25)
kde x je mérna elektrickd vodivost roztoku, xy je mérna elektrickd vodivost rozpoustédla,
A" molérni vodivost pfi nekone¢ném ziedéni a ®(cp) udava vnitini interakce. Diisledkem
silnych vnitinich interakci zavislost mérné elektrické vodivosti na koncentraci polyelektrolytu
nenf linearni ve vodném prostiedi. [7]

Christine Wandrey v roce 1999 publikovala studii elektrické vodivosti roztokt sodné soli
polystyrensulfondtu a polydiallylmethylamonium chloridu v roztocich s rGznou iontovou
silou. Vodivostni méfeni byla provadéna konduktometrem pii 20 °C v dusikaté atmosfére.
Aby bylo mozné pokryt cely koncentraéni rozsah, byla méteni rozdélena na ¢4sti. Pfiddvanim
zasobniho roztoku polymeru o riiznych koncentracich nebyl celkovy objem zvySen o vice neZ
10 %. Byla vypoctena molarni vodivost podle rovnice (25) a vynesena jeji zdvislost na
koncentraci polyelektrolytu. Piiklady téchto zdvislosti zobrazuje Obrazek 4. Pro oba
polyelektrolyty v roztocich bez pfidavku soli roste molarni vodivost s klesajici molekulovou
hmotnosti a klesajici koncentraci polyelektrolytu. S rostouci iontovou silou je molarni
vodivost zmenSend v oblastech vyS$§tho zfedéni pro vSechny molekulové hmotnosti.
Maximadlni hodnota moldrni vodivosti klesa a zplost'uje se s ptidavkem NaCl. [17]

V roce 2000 zvetejnili Wandrey, Ch. a spol. ¢ldnek, ve kterém se zabyvaji studiem
sloucenin odvozenych od polyvinylbenzyltrialkylamonium chloridu o rizném stupni
polymerizace. Moldrni vodivost byla vypoctena podle rovnice (25). Obrazek 5 zobrazuje
koncentra¢ni zdvislost molarni vodivosti pro polyvinylbenzyltrialkylamonium chlorid, jehoZz
substituenty byl n-butyl a dva methyly. [18]
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Obrdzek 4: Koncentracni zdavislost moldrni vodivosti a vlivu iontové sily na roztok sodné soli
polystyrensulfondtu pro riizné molekulové hmotnosti: a (8 000 g-mol™) (o) bez soli, (V) 1-10™°, () 2-107°, ()
4-1075, (m) 1-107°, (A) 2-107°, (A ) 5-107°, () 1-10™* mol-dm™ NaCl; d (183 000 g-mol™") (o) bez soli, (®)
2-107° (m) 1-107° mol-dm™ NaCl [17]
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Obrdzek 5: Koncentracni zdvislost moldrni vodivosti pro riizné délky retézce polyvinylbenzyltrialkylamonium
chloridu. P,: (m) 27, (0) 56, (e) 181; (0) 407 [18]

2.4 pH metrie

2.4.1 Sklenéna elektroda

Sklenénd elektroda je v souCasnosti nejpouzivangj$i iontové selektivni elektrodou
pouzivanou pro méfeni pH. Vyhodou je, Ze jeji potencidl neni ovliviiovan piitomnosti
oxidacnich nebo redukénich cCinidel. [14] U sklenéné elektrody se pouzivd membrana
sklen&nd, kterou tvoii trojrozmérna sit’ skupin SiO4*". Na kazdy atom kfemiku jsou navézany
Ctyfi atomy kysliku a kazdy atom kysliku je sdilen dvéma atomy kifemiku. Naboj kifemicitych
iontll je vyvazen sodnymi, draselnymi nebo lithnymi ionty, které se mohou volné pohybovat
a vymeénovat za jiné ionty z roztoku. Selektivitu sklenénych membran lze ovlivnit sloZenim
skla. [12]

Sklenénou elektrodu tvofi banicka z elektrodového skla s vnitinim roztokem o stalé aktivité
hydratovanych protonti. Tento vnitini roztok, kterym nejcastéji byva roztok chloridu
draselného, roztok kyseliny chlorovodikové nebo roztok tlumice, zajiSt'uje konstantni hodnotu
potencidlu na vnitni stran¢ banicky. [11]

Pro méfeni pH je potfeba na povrchu sklenéné membrany vytvofit hydratovanou vrstvu, ve
které se sodné ionty ze skla nahradi vodikovymi ionty zroztoku. Vodikové ionty
z hydratované vrstvy se ucastni pfi méfeni pH rovnovazné vyménné reakce s vodikovymi
ionty v analyzovaném a vnitinim roztoku. Vysledkem rovnovdzné reakce je vznik
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membranového potencidlu. [12] Pokud je aktivita solvatovanych protoni v hydratované
vrstve konstantni, plati pro rozdil membranovych potencidlil tento vztah:

a
A =0, @, =0,06log—" =0,06loga, ~0,06log a,, (26)

ay(2)
kde an(1y a an(z) jsou aktivity hydratovanych vodikovych iontl v méfeném a vnitinim roztoku.

Pokud je aktivita hydratovanych vodikovych ionti ve vnitinim roztoku konstantni,
napiiklad pii pouziti 0,1mol-dm™ roztoku HCI, pak plati:

E=E"-0,06log pH , (27)

Z této rovnice vyplyva, Ze by zavislost potencidlu sklenéné elektrody na pH roztoku, méla
byt ptimkova. [11] V redlnych ptipadech vSak dochédzi k odchylkdm. N&které z nich jsou:

1. Alkalicka chyba. Dochézi k ni pfi pH vySSim nez 9. Elektroda se stava citlivou na
alkalické ionty a dava niz8i hodnoty pH.

2. Kyseld chyba. Ptfi pH menSim neZ je 0,5 ukazuje sklenénd elektroda hodnoty pH
vysS§i, nez by mély byt.

3. Dehydratace. Dehydratace mliZe zptisobit odchylky v chovani elektrody.

4. Chyba v pH standardniho pufru. Jakdkoli nepfesnost pfi pfipraveé pufra pro kalibraci
nebo zména ve sloZeni béhem skladovani miiZe zpisobit odchylku v pH. [13]

writni roztol

referencni eleltroda

sklenéna membrina
Obrdzek 6: Schéma sklenéné elektrody [14]
2.5 Volumetricka analyza

2.5.1 Uvod

Pfi volumetrické analyze se mé&fi objem roztoku titra¢niho Cinidla, které pfi titraci reaguje
s analyzovanou komponentou. Obsah analyzované komponenty zjiStujeme z objemu
a koncentrace titracniho ¢inidla v bodé ekvivalence.

Titrace je mozné d¢lit na acidobazické, redoxni, sriZeci a komplexometrické. Pri
acidobazickych titracich dochédzi k reakci hydroxoniovych a hydroxylovych iontd. Redoxni
titrace jsou specifické pfenosem elektronli mezi redukénim a oxida¢nim cinidlem. Pfi
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srdZecich titracich vznikaji maélo rozpustné sloucCeniny a pfi komplexometrickych malo
disociované komplexy.

Pro volumetrickou analyzu je potieba zajistit kvantitativni a jednotny reakcni priibéh,
dostate¢né rychlou reakci v daném prostiedi a stechiometricky prubéh reakce.

Titracni kfivka vyjadfuje zdvislost vlastnosti titraéniho ¢inidla nebo koncentrace nékteré
z reagujicich latek na ptidavku titraéniho ¢inidla. Jeji tvar je sigmoiddlni a ma oblasti
pozvolného priibéhu a oblast prudké zmeény vlastnosti systému.

Bod ekvivalence je v oblasti prudké zmény vlastnosti systému a je dosazen ve chvili, kdy je
spotieba titraéniho €inidla stechiometrickd. [10]

2.5.2 Urceni bodu ekvivalence

Existuje n€kolik metod, které mohou byt pouzity k detekci bodu ekvivalence. Tyto metody
je mozné rozdélit na dvé skupiny, metody vizudlni a metody potenciometrické.
U potenciometrickych metod se jednd o ureni bodu inflexe, ve kterém by mél nastat bod
ekvivalence. Metody potenciometrické je mozné dale rozdé€lit na metody grafické
a vypoctové.

Pfi vizudlni indikaci bodu ekvivalence se pouZivaji chemické indikétory. Jsou to vétSinou
slabé kyseliny nebo zdsady, jejichZ disociovand a nedisociovand forma je jinak zbarvena.
Zabarveni indikatoru zavisi na pH roztoku, ve kterém se indikator nachdzi. Kazdy indikétor
m4 jinou funkéni oblast, ve které méni své zbarveni. Pro vizualni indikaci bodu ekvivalence je
treba vybrat takovy indikéator, jehoZ funk¢ni oblast odpovida pH v bodé ekvivalence.

Mezi grafické metody ur€eni bodu inflexe patii Tubbsova metoda soustfednych kruZnic.
Tento postup je vhodny pro vyhodnoceni nesymetrickych titracnich kiivek. Pomoci systému
kruZnic o riznych polomérech se vyhledaji stfedy ktivosti obou ohybu titra¢nich kfivek tak,
aby dand kruZnice byla s ohybem titra¢ni kfivky shodnd v co nejdel§im useku. Spojnice stiedli
kiivosti obou kruZnice protind titra¢ni kiivku v bodé¢ inflexe.

Pro titracni kiivky, které jsou symetrické, je mozné pouZit piimkovou metodu. Zkusmo se
nalezne takova sec€na, kterd vytne na obou vétvich titra¢ni kfivky stejné plochy. Tato metoda
se nékdy také nazyvd metodou ti{ bodii. Se¢na byva obvykle vedena pod ihlem 35-50°.

Dalsi grafickou metodou, kterou je mozné pouZzit pro symetrické kiivky, je metoda
rovnobéznych tecen. NejCastéji v ohybech titracni kiivky jsou vyneseny rovnobézné tecny.
Rovnobézka, kterd puli jejich kolmou vzdalenost, protind ktivku v bod¢ inflexe. [15]

Nejjednodussi metoda vypoctového vyhodnoceni bodu inflexe zahrnuje vyneseni z4vislosti
potencidlu (ptfipadné pH) na objemu titra¢niho ¢inidla. Poté vizudlné urc¢ime inflexni bod ve
strmeé stoupajici Casti kiivky.

Druhy zpisob je vypocitat zménu potencidlu za jednotku objemu titra¢niho c¢inidla.
Stanovime vlastné prvni derivaci titraéni kfivky. Grafickd zdvislost prvni derivace na objemu
je kfivka s maximem, které odpovidd bodu inflexe. Pokud je titra¢n{ kfivka symetrickd, potom
se bod maxima shoduje s bodem ekvivalence. U asymetrickych kiivek je pozorovana mald
titracni chyba pfi pouZiti maxima jako bodu ekvivalence.

Dals$i moznosti je pouzit zavislost druhé derivace titraéni kfivky na objemu titra¢niho
¢inidla. V bodé¢, kde tato zdvislost prochdzi nulou, je bod inflexe, a tudiZ bod ekvivalence.
Toto urceni bodu ekvivalence miiZe byt velmi pfesné. [13]
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Obrdzek 7: Urceni bodu inflexe: a) Tubbsova metoda soustrednych kruznic, b) primkovd metoda, c) metoda
rovnobéznych secen, d) titracni krivka, e) prvni derivace titracni krivky, f) druhd derivace titracni kifivky [15]

Dalsi vypoctovou metodou uréeni bodu ekvivalence je Granova metoda. Pro body pted
bodem ekvivalence provedeme matematickou transformaci na klesajici linearni zavislost
a vyneseme ji do grafu v zdvislosti na objemu piidaného titraéniho ¢inidla. Pro body za
bodem ekvivalence provedeme podobnou matematickou transformaci, kterd je linedrni
a rostouci, a vyneseme ji do stejného grafu. ProloZenim téchto zavislosti pfimkami je mozné
vypocitat jejich prase¢ik. SpuSténim kolmice vtomto priseciku ziskdme objem v bodu
ekvivalence. [22]

2.5.3 Titrace polyelektrolyti
Hodnota pH slabych polykyselin je dana rovnici:

pH = pK, +10g(1ij = pK, +ApK +10g(1LJ (28)
—-a -

kde a je podil disociovanych kyselych skupin (stupen ionizace), pK, zaporné vzaty logaritmus
efektivni disociani konstanty, kterd je zdvisld na stupni ionizace, a pKy zdporné vzaty
logaritmus skutecné disociacni konstanty, kterd je rovna pK,, kdyZ a =0. Hodnota ApK
predstavuje zvyseni disociacni konstanty, které je zptisobeno zménou volné elektrostatické
energie G, polykyselin v zavislosti na poctu negativné nabitych skupin n. [7]

0,4343 [5Ge j

ApK =
P kT on

(29)

Kristoffer Téemmeraas a Per-Olof Wahlund v roce 2009 zvetejnili ¢ldnek, ktery se zabyva
vlastnostmi kyseliny hyaluronové studované titraci. Potenciometricka titrace a 'H NMR
titrace byly pouZity ke stanoveni disociaéni konstanty karboxylové skupiny kyseliny
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hyaluronové. Byla stanovena vnitini pK, a pK, pfi 50% disociaci v p¥itomnosti 0,1mol-dm™
roztoku chloridu sodného a dusi¢nanu sodného. Nejprve byl pomoci enzymatické degradace
pfipraven nizkomolekuldrni hyaluronan s primérnou molekulovou hmotnosti 4 830 g-mol ™.
Hodnota pH 100 ml roztoku hyaluronanu o koncentraci 10 mg-ml™' byla upravena na hodnotu
8,99 pomoci roztoku hydroxidu sodného. Nizkomolekularni hyaluronan byl titrovan
0,1mol-dm™ roztokem kyseliny chlorovodikové s pfidavkem 100 ul. Hodnota pH byla mé&fena
po kazdém piidavku a méfeni bylo ukonéeno po dosazeni pH 1,50. Hodnota pK, pii 50%
disociaci byla urCena ze zavislosti pH na log[(1 — a)/a] jako hodnota pH, kdy log[(1 — a)/a] je
rovno nule. Déle byla vypoctena zdanliva pK, pomoci rovnice:

a
pKa,zdfmlivé = pH - 10g(1 _ aj (30)

Extrapolaci na nulovy stupenl disociace zdavislosti zdanlivé pK, na stupni disociace a byla
zjiSténa hodnota vnitini pK,. Potenciometricky stanovend vnitini disocia¢ni konstanta pfi
koncentraci soli 0,1 mol-dm™ byla rovna 2,99 a disocia¢ni konstanta pii 50% disociaci byla
rovna 3,37. [19]

pH
L ] 3.7

[P &, zdéniiva

T & T 2.5 T T T T 1
-0.5 0.2 0.1 0.1 0.3 05 a 0.2 0.4 0.6 0.8 1

log ((1-ot)/a) o

Obrdzek 8: Zavislost pH na log[(1 — a)/a] (vlevo) a zdvislost pK, .umivi na stupni disociace a (vpravo)
v pritomnosti 0,1 mol-dm™ NaCl () a 0,1 mol-dm™ NaNOj (o) [19]

2.6 UV-VIS spektrofotometrie

2.6.1 Uvod

Predpokladem pro pouziti ultrafialové a viditelné spektrofotometrie je absorpce molekul
v oblasti ultrafialového a viditelného zéafeni, pii které dojde k excitaci elektronti
molekulovych orbitald. Excitované elektrony se vraci zpét do zdkladniho stavu bez radiace.
Zativa energie se zmeénila v tepelnou energii a doSlo ke zvySeni kinetické energie molekuly.

[11]
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Pokud na kyvetu obsahujici vzorek dopada zafivy tok @y, proSly zéafivy tok je roven @
a odraz a rozptyl zareni je zanedbatelny, poté je transmitance 7, ¢ast proslého zéareni, rovna:

r=—- (31

Transmitance je ¢asto uddvana v procentech.
Zapornég vzaty dekadicky logaritmus transmitance se nazyvd absorbance A:

D
A=-logT = 1ogg0 (32)

V pfipadé€, Ze je absorpce zafeni nulovd, je transmitance jednotkova a absorbance nulova.
Absorbance je zdvisld na koncentraci absorbujici latky a na tloustce absorbujici vrstvy. Tuto
zavislost popisuje Lambert-Beertv zdkon:

A=¢, cl (33)

kde &, je molarni absorpéni koeficient pfi urcité vinové délce, ¢ latkova koncentrace a [ je
tloustka absorbujici vrstvy. [9] Lambert-Beeriv zdkon plati pro roztoky o nizkych
koncentracich a pro monochromaticka zafeni, kdy je zavislost absorbance na koncentraci dle
definice pifimkova. [11]

2.6.2 Metody méreni a instrumentace

Spektrofotometry 1ze rozdélit na dva druhy, jednopaprskovy a dvoupaprskovy. Lisi se od
sebe v usporddini. U jednopaprskového spektrofotometru prochdzi paprsek roztokem se
srovndvacim roztokem, poté je tento roztok nahrazen roztokem analytu a zméfen tento roztok.
Je tfeba provést dvé méfeni. Ve dvoupaprskovém spektrofotometru je zafazeno sektorové
zrcadlo, které propousti zafeni bud’ do roztoku se srovndvacim roztokem, nebo do roztoku se
vzorkem. Oba vzorky jsou tak meéfeny zdarovenl a nékolikrdt za sekundu. Z detektoru
u dvoupaprskového spektrofotometru pak vychéazi pulzujici elektricky signdl, jehoz amplituda
je imérna rozdilu intenzit obou paprskd.

Kazdy spektrofotometr se skldda ze zdroje zafeni, monochromatoru, komory, ve které je
vzorek, a detektoru.

Jako zdroj zéfeni se vétSinou pouZzivd wolframova lampa, kterd vytvaii zafeni v rozmezi
320-2 500 nm. Pro ultrafialovou spektroskopii byva zarazena i deuteriova lampa, jejiZ emise
zateni je od 200 do 400 nm.

Funkci monochromatoru je rozlozit zafeni na jednotlivé vlinové délky a vymezit uzké
pasmo vinovych délek, které budou prochédzet vzorkem. Jako monochromator je moZné pouZit
filtr, hranol nebo optickou miizku.

Do komory, kde dochdzi k méfeni vzorku, se vzorek vétSinou vklada v kyveté, kterd je
vyrobena z kiemicitého skla. Kfemicité sklo na rozdil od normalniho skla nebo plastu
propousti ultrafialové zafeni, takZe miZe byt pouZito i pro méfeni v ultrafialové oblasti.

Jako detektor se nejCastéji pouziva fotondsobic. Fotondsobi€ je velmi citlivy detektor. Kdyz
zateni o dostate¢né energii dopadne na fotosensitivni katodu, emituje elektron do vakua uvnitf
fotonasobice. Emitovany elektron dopadne na dal$i fotokatodu (dynodu), ktera je pod vhodné
zvolenym napétim. Tento elektron zde dopadne s energii vétsi, neZ byla jeho pivodni energie,
a vyrazi tak vétSi pocet elektronl. Tyto elektrony putuji k dal$i dynodé a cely postup se
nckolikrat opakuje. Z kazdého fotonu, ktery dopadne na katodu, muze byt v konecném
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vysledku ziskdno az 10° elektrondl, takZe i extrémnd nizké intenzity zateni mohou byt
zméfeny. [11][16]

2.6.3 Stanoveni disocia¢ni konstanty spektrofotometricky

Absorpcni spektra sloucenin s kyselymi a bazickymi skupinami zavisi na pH prostiedi.
Z rovnice disociace kyseliny (12) ve vodném roztoku miZeme disociacni konstantu definovat
jako:

o]

NN (34)

za podminky, Ze je roztok velmi zfedény a tak muiZeme aktivitni koeficienty povazZovat za
rovny 1. Tento vyraz miZe byt upraven do tvaru:

pK, = pH +10g‘[ﬂ (35)

Pomér téchto koncentraci je mozné urcit spektrofotometricky. V siln¢€ kyselém prostiedi je
rovnovaha posunuta ve prospéch kyseliny, kterd je prakticky nedisociovand, zatimco v silné
zasaditém prostedi je disociace dplnd. Absorbanci v téchto prostiedich uddvd Lambert-
Beertiv zdkon. V prostiedi, kde se projevuji obé formy, je absorbance dand rovnici:

A = (eya [HAT 42, A~ ]2 (36)

Molarni absorpéni koeficienty disociované a nedisociované kyseliny je mozné vyjadrfit
z absorbanci v zasaditém, resp. kyselém prostiedi:

Ean = l;gHA = (37)

Ca- Cua -1
Za podminky, Ze je koncentrace kyseliny ve vSech roztocich stejnd, je mozné rovnici (36)
upravit na tvar:

=y (38)

ProtoZe celkova koncentrace kyseliny je rovna souctu nedisociovanych a disociovanych
rovnovaznych koncentraci, je mozné jejich pomér vyjadfit pomoci absorbance ve velmi
nizkém pH (Ay), ve velmi vysokém pH (A,) a ve stfednim pH (A;):

HA] (4,-4,)

= (39)
[A-] A -4
Dosazenim do rovnice (35) ziskame:
K. =pH +log——*
PK, = pH +log 22— (40)

Tuto rovnici miZeme pouZit pouze v piipadé, Ze koncentrace kyseliny je ve vSech roztocich
stejnd a absorbance naleZi stejné vinové délce. [23]
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2.6.4 UV-VIS spektrofotometrie polyelektrolyti

Jamal Alyoussef Alkrad a spol. vroce 2003 zvefejnili cldnek, ktery se zabyva
charakterizaci enzymaticky St€pené kyseliny hyaluronové. Zaméfili se na specifikaci dvojné
vazby v kyseling hyaluronové po enzymatickém traveni pomoci 'H NMR, C NMR,
Ramanové, infracervené a UV-VIS spektrofotometrie. Roztok kyseliny hyaluronové byl
pripraven a zbaven plynti pomoci ultrazvuku 30 minut pfed métfenim. Kyselina hyaluronova
po enzymatickém §tdpeni o molekulové hmotnosti 31 kg-mol™' mé&la absorp&ni maximum pfi
vinové délce 226 nm, kterd odpovidd piitomnosti dvojné vazby, kterd vznikla pfi Stépeni
hyaluroniddzou. Pfi molekulovych hmotnostech 235 a 1200 kg-mol™" nebyla absorpce pfi
226 nm pozorovéana. [20]

V roce 2003 publikovali T. Bikova a A. Treimanis €lanek, ve kterém studuji absorbanci
vrozmezi 190 az 500 nm oxidovaného xylanu, ktery neobsahuje lignin a byl izolovéin
z nebélené a ozonem bélené sulfitové buniCiny. Ddle studovali absorbanci monokarboxyl
celulézy v roztoku NaOH. Termo-oxida¢nim rozkladem polysacharidii béhem rozvldkiovani
a béleni dochazi k akumulaci karboxyl, aldo- a keto-skupin. Tyto skupiny v celuléze
a hemiceliluléze absorbuji v rozmezi 210-320 nm. Roztoky xylanu byly rozpustény v roztoku
hydroxidu draselného a sodného. Roztok monokarboxyl celulézy byl pripraven v roztoku
hydroxidu sodného. Pro lepS$i interpretaci naméfenych spekter byla vypoctena i jejich prvni
derivace. Pfi vlnovych délkach vysSich nez 260 nm byla nalezena maxima pii 270-290 nm
a 350-380 nm pro vSechny vzorky. Maximalni hodnoty pfi 210-220 nm a 270-280 nm byly
pfipsany absorbanci karboxylovych a karbonylovych skupin. ProtoZe byly vzorky méfeny
v zdsaditych roztocich, projevila se disociace karboxylovych skupin ataké ionizace
a naslednd izomerizace keto- a aldo-skupin. Predpokladana absorbance téchto skupin je pfi
delSich vinovych délkach. [21]
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Obrdzek 9: UV-VIS spektrum xylanu izolovaného z nebélené (KO;) a bélené (Z) sulfdtové buniciny,
monokarboxyl celulozy (CMC) a ligninu [21]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie
— kyselina hyaluronova 90-110 kg-molfl, Contipro Pharma, a.s.
— kyselina hyaluronova 1500-1750 kg-mol™', Contipro Pharma, a.s.
— chlorid sodny p.a., Lach-Ner, s. r. 0.
— hydroxid sodny p.a., Lach-Ner, s. r. 0.
— kyselina citronovd monohydrat p.a., Penta
— hydrogenfosforecnan disodny dihydrét p.a., Penta
— kyselina sfrovd 96% p.a., Lach-Ner, s. 1. 0.
— Milli-Q voda

3.2 Pouzité metody

3.2.1 Piiprava roztoku

Pro vybrané vzorky kyseliny hyaluronové byla provedena termickd analyza, pfesné&ji feceno
termogravimetrie, aby byl zjiStén obsah vody. Termogravimetrie byla provadéna ve vzduchu
a priklad jejiho vysledku pro nizkomolekulovou kyselinu hyaluronovou zobrazuje Obrizek
10. U nizkomolekulové kyseliny hyaluronové klesla hmotnost béhem suSeni o 9,1 %

a u vysokomolekulové o 7,5 %.
100 :
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Obrdzek 10: Vysledky termograviemtrie pro nizkomolekulovou kyselinu hyaluronovou

Zasobni roztoky kyseliny hyaluronové byly pfipravovany nasledujicim zptisobem. Kyselina
hyaluronova byla vysuSena pii 90 °C po dobu 20 min na suSicich vahach, béhem které doslo
k ustdleni hmotnosti kyseliny hyaluronové. Po vysuSeni kyseliny bylo na vdZence odvédzeno
jeji potfebné mnoZstvi s pfesnosti na Gtyfi desetinnd mista. Cdst navazky byla prevedena do
zasobni nddoby s menSim mnoZstvim, neZ bylo potfeba pro danou koncentraci, Milli-Q vody
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a prelita dalsi Milli-Q vodou. Cely postup se opakoval, dokud nebyla do zdsobni nddoby
pifevedena vSechna navéazka. Poté byla vazenka znovu zvadZena, aby bylo moZné zjistit, jak
velkd ¢ast navdzky ziistala na vdZence kvuli vzdusné vlhkosti. Déle bylo zjisténo skute¢né
mnoZzstvi kyseliny hyaluronové v zadsobni nddob¢, piepocitino potfebné mnozstvi Milli-Q
vody k tvorbé roztoku o dané koncentraci a ptidano zbyvajici mnoZstvi Milli-Q vody. Zasobni
roztok se michal na magnetické michacce po dobu 24 hod, aby bylo dosazeno homogenniho
roztoku.

Pti ptipravé zdsobnich roztokl chloridu sodného, hydroxidu sodného, kyseliny citronové,
hydrogenfosfore¢nanu disodného bylo navdZeno potfebné mnozstvi dané chemikdlie
s pfesnosti na ¢tyfi desetinnd mista, které bylo kvantitativné pfevedeno do menSiho mnozstvi
Milli-Q vody, zfedéno na potiebny objem a diikladné¢ promichdno. Pfi piipravé roztoku
kyseliny sirové bylo potfebné mnoZstvi kyseliny odpipetovano do malého mnoZstvi Milli-Q
vody a doplnéno na potiebny objem.

Pfi piipravé pufru z kyseliny citronové a hydrogenfosforecnanu disodného byl do 50 ml
kyseliny citronové o koncentraci 10 mmol-dm™ pfiddvan roztok hydrogenfosfore¢nanu
disodného o koncentraci 20 mmol-dm™ za stalého michéni na magnetické michadce a méfeni
pH do dosaZeni poZadovaného pH.

Roztoky kyseliny hyaluronové v roztoku chloridu sodného o dané koncentraci byly
pfipraveny smichdanim zasobniho roztoku kyseliny hyaluronové se zasobnim roztokem
chloridu sodného tak, aby vysledny roztok mél poZadovanou koncentraci obou latek. Roztok
byl michdn na magnetické michacce né€kolik hodin.

Roztoky kyseliny hyaluronové v roztocich hydroxidu sodného, kyseliny sirové a pufru
z kyseliny citronové a hydrogenfosfore¢nanu disodného byly pfipraveny smichanim
zasobnich roztoki tak, aby bylo dosaZeno potfebné koncentrace. Roztoky byly dikladné
promichany.

3.2.2 Méreni vodivosti

Vodivost homogennich roztoki kyseliny hyaluronové v roztoku chloridu sodného byla
méfena konduktometrem Mettler Toledo. Do roztoku o laboratorni teploté byla ponotfena
elektroda a po dvouminutovém ustdleni byly odecitiny hodnoty vodivosti v deseti
sekundovych intervalech. Odecitani vodivosti bylo ukonceno po ziskdni minimdlné péti
ustdlenych hodnot, tzn. s odchylkou mens$i nez ptiblizné 1 %, nebo po tfech minutich méteni.
Tento postup byl pro kazdy roztok proveden celkem tfikrat.

3.2.3 Konduktometricka titrace

Pii konduktometrické titraci vysokomolekulové kyseliny hyaluronové byl roztok kyseliny
hyaluronové titrovan roztokem chloridu sodného. Titrace nizkomolekulové kyseliny
hyaluronové byla provadéna naopak nez titrace vysokomolekulové kyseliny hyaluronové, tzn.
do roztoku chloridu sodného byl pfidavan roztok kyseliny hyaluronové. Méfeni vodivosti
probihalo na konduktometru Mettler Toledo a ptidavky byly realizovany titrdtorem TitroLine
alpha plus od firmy Schott.

Pro dosazeni potfebného koncentraéniho rozmezi byla konduktometrickd titrace
vysokomolekulové kyseliny hyaluronové rozdélena na Sest ¢asti. Pii prvni titraci byl roztok
kyseliny v roztoku 0,3mmol-dm™ chloridu sodného o laboratorni teploté titrovan 50 ml téhoZ
roztoku chloridu sodného. Roztok chloridu sodného byl priddvan kazdych 60s po 1 ml.
Interval odecitdni hodnot vodivosti byl 10s. Pfi dalSich titracich bylo odebrdno 40 ml
ztitrovaného roztoku, ktery byl ddle titrovén stejnym zplsobem.
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Titrace nizkomolekukové kyseliny hyaluronové byla rozdélena na dvé titrace roztoku
kyseliny hyaluronové o riznych koncentracich. Pfi titraci bylo 40 ml roztoku chloridu
sodného o koncentraci 0,3 mmol-dm™ titrovdno 40 ml roztoku kyseliny hyaluronové v témze
roztoku chloridu sodného o laboratorni teploté. Pridavek roztoku kyseliny hyaluronové 1 ml
byl davkovan kazdych 5 minut. Hodnoty vodivosti byly odecitany kazdych 10 s.

3.24 Acidobazicka titrace

Pti acidobazické titraci byly roztoky kyseliny hyaluronové o laboratorni teploté titrovany
10 ml roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 1 mmol-dm™. Roztok hydroxidu byl ptidavan
kazdych 60 s po 0,05 ml. Hodnoty pH se odecitaly kazdych 10 s. Méfeni pH probihalo na pH-
metru Mettler Toledo a pfidavky byly realizovany titrdtorem TitroLine alpha plus od firmy
Schott.

3.2.5 UV-VIS spektroskopie

Pti méfeni UV-VIS byly roztoky kyseliny hyaluronové v riznych prostiedich nality do
kfemennych kyvet, které byly pfedem vyplachnuté méfenym roztokem. Roztok kyseliny
hyaluronové v pufru byl méfen po 10min michdni na elektromagnetické michacce. Roztoky
v kyseling sirové a hydroxidu sodném byly méfeny dvéma zpiisoby, ihned po smichani a po
30min michani. Roztoky, které byly méfeny po smichdni, byly promichdny ru¢né, zatimco
ostatni roztoky byly 30 min michdny na elektromagnetické michacce. Pfed méfenim bylo
provedeno stanoveni baseliny pro kazdé prostfedi. Méfeni probihalo v rozmezi 400—200 nm
s korekci na rozpoustédlo na spektrofotometru Varian Cary 50 Probe. Rychlost scanu byla
300 nm za minutu. Kazdy vzorek byl preméren trikrat.

3.2.6 Méreni pH

Méfeni pH probihalo na pH-metru Mettler Toledo. Po dvouminutovém ustaleni byly
odecitiny hodnoty pH v desetisekundovych intervalech do dosazeni minimaln¢ péti
ustalenych hodnot, nebo po dobu tif minut. Méfeni bylo pro kazdy roztok provedeno trikrat.

3.3 Zpracovani dat
Zpracovani v§ech namétrenych dat bylo provedeno v programu MS Excel.

3.3.1 Diskontinualni méieni vodivosti
Pro kazdy roztok byl z ustdlenych hodnot vodivosti vypocéten primér a pro tato data byla
vypoctena smérodatnd odchylka. Ukéazku tohoto zpracovani zobrazuje Tabulka 1. Pro kazdy
roztok byla vypoctena molarni vodivost 4; podle vzorce:
_Ki T Ky

A =—— (41)

C.

1

kde x; je mérnd vodivost pro roztok kyseliny hyaluronové a chloridu sodného ve vodé¢
v S-cm™, ko vodivost roztoku chloridu sodného ve vod& v S-cm™ a ¢; je koncentrace kyseliny
hyaluronové v daném roztoku v monomol-cm™. Koncentrace kyseliny hyaluronové
v jednotkdch monomol-cm™ uddva pocet monomernich jednotek polysacharidu v 1 cm’
roztoku. Rozmér vypog&itané molarni vodivosti je S-cm*monomol .
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Tabulka 1: Ukdzka zpracovdni namerenych vodivosti pro roztok 0,002% NMHA ve vodé (* priimérnd hodnota
ze vSech 15 hodnot)

K1 (uS/cm) & (uS/cm) k3 (US/cm)

12,95 11,67 11,56
12,96 11,67 11,55
12,96 11,67 11,55
12,97 11,67 11,54
12,98 11,67 11,54
prumérnd hodnota* 12,06
smérodatna odchylka 0,64

Molarni vodivost byla vynesena v zdvislosti na koncentraci kyseliny hyaluronové
v prostfedich s riiznym obsahem chloridu sodného pro kazdou molekulovou hmotnost zv1ast’.
Dale byly porovnany molarni vodivosti nizkomolekulové a vysokomolekulové kyseliny
hyaluronové v jednotlivych prostiedich o rizné iontové sile.

Linedrni ¢4sti zavislosti moldrnich vodivosti na koncentraci kyseliny hyaluronové v rlizném
prostfedi byly proloZeny linedrni regresi. Kfivky byly proloZeny linedrni regresni piimkou
v rozmezi koncentraci kyseliny hyaluronové 5,07 x 1074 - 5,07 x 1072 monomol-dm_3, coZ
odpovidd 0,02-0,2 hm.% kyseliny hyaluronové. Linedrni regrese byly extrapolovdny na
nulovou koncentraci. Tyto extrapolované moldrni vodivosti byly vyneseny do grafické
zavislosti na odmocniné ziontové sily roztoku. Do vypoctu iontové sily roztoku byly
zahrnuty pouze ionty chloridu sodného.

Pomoci molarnich vodivosti extrapolovanych na nulovou koncentraci byly pro kazdy
roztok nizkomolekulové i vysokomolekulové kyseliny hyaluronové s riznou iontovou silou
vypocteny stupné disociace pomoci rovnice (10). S pouZitim rovnice (19) byla vynesena
zavislost K, na vyrazu N pro kazdy roztok. Tato zavislosti byla proloZena linearni
regresni pfimkou a na zakladé rovnice (23) byla urcena disociacni konstanta pK,. Dale byla
vynesena zavislost hodnoty pK, na iontové sile.

3.3.2 Konduktometricka titrace

Pro kazdy pifidavek v konduktometrické titraci nizkomolekuldrni i vysokomolekuldrn{
kyseliny hyaluronové bylo ziskano Sest hodnot mérné vodivosti. Prvni a posledni naméfena
hodnota byla kvuli lepsi presnosti vysledkil zanedbdna a pro zbylé hodnoty byly vypocteny
prumérné hodnoty a smérodatné odchylky.

Z primérnych hodnot mérné vodivosti byla vypoctena moldrni vodivost pomoci rovnice
(41). Jako mérnd vodivost roztoku chloridu sodného ve vod¢ byla pouZita mérnd vodivost
roztoku chloridu sodného zjiSténd v diskontinudlnim méfeni vodivosti.

Linedrni ¢ast zdvislosti molarni vodivosti na koncentraci byla proloZena linedrni regresi
a extrapolovana na nulovou koncentraci. U nizkomolekulové kyseliny hyaluronové byla
proloZena zdvislost v rozmezi koncentraci 2,11 x 10~ — 4,93 x 10~ monomol-dm™ kyseliny
hyaluronové, coz odpovida 0,083-0,194 hm.% kyseliny hyaluronové. U vysokomolekulové
kyseliny hyaluronové byla zavislost proloZena v rozmezi koncentrac{
3,91 x 107 - 6,64 x 10~ monomol-dm™ kyseliny hyaluronové, cozZ odpovida
1,54 x 107 = 2,62 x 10~ hm.% kyseliny hyaluronové. Pomoci této extrapolované mezni
molarni vodivosti byl vypocitan stupen disociace podle rovnice (10). S pouZitim rovnice (19)
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byla vynesena zdvislost K¢ na vyrazu va-c a na zdkladé rovnice (23) byla uréena disociacni
konstanta pK,.

3.3.3 Acidobazicka titrace

Pti acidobazickych titraci byla kazdych 10 s odectena hodnota pH a kazdych 60 s byl
k roztoku kyseliny hyaluronové pridan roztok hydroxidu sodného. Pro kazdy piidavek
titracniho c¢inidla bylo tedy naméfeno 6 hodnot pH. Prvni a posledni naméfend hodnota pH
pro dany pfidavek byly vylouceny z dal§itho zpracovani, protoZe roztok nemusel byt uplné
homogenizovan a mohlo dojit ke zpozdéni odezvy elektrody na piidavek. Zbylé Ctyfi hodnoty
pH byly zprimérovany a byla vypoctena jejich smérodatnd odchylka.

Pro kazdy ptidavek byl vypocten pocet moli hydroxidu sodného v roztoku:

n(NaOH) = ¢(NaOH) -V (NaOH) 42)

kde ¢(NaOH) je koncentrace zdsobniho roztoku hydroxidu sodného v mol-dm™ a V(NaOH) je
celkovy objem pfidaného hydroxidu sodného v dm’. Dile byl vypodten teoreticky obsah
karboxylovych skupin v roztoku. ProtoZe kaZzdd monomerni jednotka obsahuje jednu
karboxylovou skupinu, teoreticky obsah karboxylovych skupin je roven poctu strukturnich
jednotek v roztoku:

w(HA) - p

n(COOH) = [ ] -V (HA) (43)

MI
kde w(HA) je hmotnostni koncentrace kyseliny hyaluronové v roztoku, p hustota roztoku
v g-dm™, My je moldrni hmotnost strukturni jednotky kyseliny hyaluronové v g-mol™
a V(HA) objem roztoku kyseliny hyaluronové na pocatku titrace v dm’.

Stupen disociace kyseliny hyaluronové byl vypocitan, jako podil poétu moli hydroxidu
sodného a poctu moli karboxylovych skupin:

o= n(NaOH) (44)
n(COOH)

Diéle byla do jednoho grafu vynesena zavislost pH roztoku na hodnoté log[a/(1 — a)] pro
ob& molekulové hmotnosti.

Ze zdvislosti pH roztoku na objemu pfidaného roztoku NaOH, byl v programu Originu
urCen bod ekvivalence. Zavislost vrozmezi objemi NaOH 0,5-8 ml byla proloZena
Boltzmannovou kiivkou a byl zjistén bod inflexe, ktery odpovida bodu ekvivalence.

Dale byly vyneseny zavislosti pK, na stupni disociace a jejich linedrni ¢ast byla proloZena
linearni regresni pifmkou. Z této linedrni regresni piimky byla zjiSt€éna hodnota pK, pfi
nulovém stupni disociace.

3.3.4 UV-VIS spektrofotometrie

Pro kazdy vzorek byla provedena celkem tfi méfeni. Hodnoty absorbanci, které byly
naméfeny pro jeden vzorek v jednotlivych méfenich, byly zprimérovany a byla vypoctena
smérodatnd odchylka pro danou vinovou délku. Tyto zprimérované hodnoty absorbanci byly
vyneseny do jednoho grafu jako zdvislosti absorbance na vinové délce pro vSechny méfené
vzorky. Pomoci rovnice (40) byla vypoctena hodnota pK, pro vSechny promérené vinové
délky.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V uvedenych tabulkdch a grafech jsou uvedeny vysledky pro méfeni vodivosti,
acidobazické a konduktometrické titrace a pro UV-VIS spektrofotometrii roztoki
nizkomolekulové (90-110 kg-mol™") a vysokomolekulové (1 500—1 750 kg-mol™") kyseliny
hyaluronové v roztocich bez a s ptidavkem soli.

4.1 Diskontinualni méfeni vodivosti

Diskontinudlni méfeni vodivosti bylo provadéno za ucelem ziskani koncentracnich
zavislosti molarni vodivosti kyseliny hyaluronové v riznych prostfedich. Obrazek 11
a Obrazek 12 vyobrazuje tyto zavislosti a je z nich patrné, Ze prostfedi ovliviiuje chovani
kyseliny hyaluronové. V roztocich bez piidavku soli molarni vodivost klesd s rostouci
koncentraci kyseliny hyaluronové, coZ odpovida predpokladu, Ze pfi vysSich koncentracich
polyelektrolytu ve vodném roztoku protiionty vice odstifiuji ndboj polyaniontu. V roztocich
s obsahem soli lze u vétSiny roztokli pozorovat se zvySovanim koncentrace Kkyseliny
hyaluronové zvySovani moldrni vodivosti do dosaZeni maxima, které pro vétSinu roztoka
nastalo pii koncentraci kyseliny hyaluronové 2,54 x 10™* monomol-dm™. Tato koncentrace
odpovidd 0,01 hm.% kyseliny hyaluronové v roztoku. Po dosaZeni tohoto maxima se
srostouci koncentraci moldrni vodivost sniZovala. Pfi koncentracich vySSich nez
1,27 x 10~ monomol-dm™, coZ odpovidd 0,05 hm.% kyseliny hyaluronové v roztoku, ma
kfivka linedrni charakter. Pribéh zdvislosti moldrni vodivosti na koncentraci kyseliny
hyaluronové lze vysvétlit nasledovné. Pfi nizkych koncentracich kyseliny hyaluronové jsou
jednotlivé polyionty a jejich protiionty od sebe natolik vzdédlené, Ze se v roztoku témér
neovliviiuji. Pfi nizkych koncentracich pfed dosaZenim maxima dochdzi ke kondenzaci
protiiontl na fetézci polyelektrolytu, kterd sniZuje moldrni vodivost roztoku. S rostouci
koncentraci kyseliny hyaluronové roste iobsah protiiontd, které se v roztoku jednoduseji
pohybuji, takZe roste 1 molarni vodivost roztoku. Pfi vy$Sich koncentracich kyseliny
hyaluronové se vice uplatiuje odstinujici efekt protiiontti, a proto molarni vodivost klesa.

Dale je z grafu patrné, Ze s rostouci koncentraci chloridu sodného klesd molarni vodivost
roztoku. U roztoki s vy$$i koncentraci chloridu sodného vychdzi molarni vodivost zdporné,
protoZe naméfena vodivost roztoku byla mensi nez vodivost roztoku chloridu sodného o téze
koncentraci. Toto chovani lze vysvétlit tim, Ze s pfiddnim soli dochédzi k odstiiovani niboje
polyaniontu, coZ je disledek nizsi disocia¢ni schopnosti v pfitomnosti nizkomolekuldrni soli.
Pti vyS$Sich koncentracich soli ma toto odstifiovani siln€j$i charakter. Dochazi k potlaceni
disociace polyelektrolytu, ¢ast chloridi sodnych milzZe byt uvniti sbaleného polyelektrolytu
a roztok ma tudiZ niz8i vodivost nez samotny roztok chloridu sodného.
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Obrdzek 11: Zavislost moldrni vodivosti na koncentraci pro NM HA
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Obrdzek 12: Zdavislost moldrni vodivosti na koncentraci pro VM HA

Piiklad srovnani zavislosti molarni vodivosti na koncentraci kyseliny hyaluronové pro obé
molekulové hmotnosti v pfisluSném roztoku chloridu sodného zobrazuje Obrazek 13. Z grafu
je patrné, Ze prubéh kiivky je pro ob&€ molekulové hmotnosti podobny. Vysokomolekulovi
kyselina hyaluronovd ma oproti nizkomolekulové kyseliné hyaluronové vyss§i hodnoty
molarni vodivosti. V porovnani s grafy, které ziskala Wandrey, Ch. (Obrazek 4 a Obrazek 5),

maji namétrené zavislosti jiny pribéh.
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Obrdzek 13: Zdvislosti moldrni vodivosti na koncentraci kyseliny hyaluronové pro obé molekulové hmotnosti
% 0,3mmol~dm73 NaCl

Linedrni ¢asti kiivek po maximu moldrni vodivosti byly proloZeny linedrnimi regresnimi
piimkami (viz Obrdzek 14). Z té€chto regresnich piimek byly ur€eny moldrni vodivosti pfi
nulové koncentraci kyseliny hyaluronové, které byly vyneseny do grafu v zavislosti na
odmocniné ziontové sily roztoku. Tyto =zdvislosti pro nizkomolekulovou kyselinu
hyaluronovou zobrazuje Obrazek 15 (zelena kiivka) a pro vysokomolekulovou Obrazek 16
(zelend kiivka). Dale byly na odmocning z iontové sily vyneseny maximdlni hodnoty molarni
vodivosti pro kazdy roztok a moldrni vodivosti pfi koncentraci kyseliny hyaluronové
2,54 x 10~ monomol-dm™ (0,01 hm. %), které ve vé&ing piipadd odpovidaji maximu na
dané kiivce. U nizkomolekularni kyseliny hyaluronové byl u extrapolované, maximalni
molarni  vodivosti a molarni vodivosti pfi  koncentraci kyseliny hyaluronové
2,54 x 10~ monomol-dm™ pozorovdn klesajici charakter s rostouci iontovou silou.
U vysokomolekulové kyseliny hyaluronové extrapolovand molarni vodivost s rostouci
iontovou silou nepatrné klesd. Maximalni molarni vodivost a molarni vodivosti pfi
koncentraci kyseliny hyaluronové 2,54 x 10" monomol-dm™ nemd jednoznaény pribéh.
Klesajici charakter té€chto zavislosti srostouci iontovou silou lze vysvétlit rostoucim
odstinovanim, které je zptisobeno zvySujici se koncentraci protiiontli v roztoku.

32



Al (S:cmZ:monomol?)

A, (S:cm2-monomol?)

160
140
120
100
80
60
40
20

0

y=71,08x + 62,24
R?=0,298

0,001

0,01 0,1

c%5 (monomol-dm3)%5

Obrdzek 14: ProloZeni linedrnimi regresnimi primkami pro NM HA v 0,1 mmol-dm™ NaCl
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Obrdzek 15: Zavislost moldrni vodivosti na odmocniné z iontové sily pro NM HA
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Obrdzek 16: Zdvislost moldrni vodivosti na odmocniné z iontové sily pro VM HA

Pomoci extrapolovanych moléarnich vodivosti a rovnic (10) a (19) byla vypoctena hodnota
koncentracni konstanty a vyrazu Jac. U nekterych vzorkii nemohly byt tyto vypocty
provedeny z n€kolika diivodi. Jednim diivodem bylo to, Ze u roztokl s vyssi iontovou silou
m¢ély roztoky s nizkou koncentraci kyseliny hyaluronové zdpornou molarni vodivost, coZ by
zpusobilo zdpornou hodnotu stupné disociace. Dalsim diivodem je, Ze u nékterych roztokl
byla extrapolovand molarni vodivost mensi neZ molarni vodivost daného roztoku. Dtisledkem
toho vychazela koncentrac¢ni konstanta zdporné, a tudiZ z ni nemohla byt vypoctena jeji
logaritmickd hodnota. U vzorki, u kterych bylo tfi a vice pouZitelnych hodnot K, a NI
byla sestrojena zavislost logaritmu koncentracni konstanty na vyrazu Ja-c. Obrazek 17
a Obrazek 18 zobrazuje ptiklady téchto zdvislosti pro obé molekulové hmotnosti ve vode¢.
Zavislosti koncentracni konstanty na N byly proloZeny linedrnimi regresnimi pfimkami,
ze kterych byla odectena hodnota pK, pro kyselinu hyaluronovou pfi dané iontové sile.
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Obrdzek 17: Vyhodnoceni disociacni konstanty pro NM HA ve vodé
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Obrazek 18: Vyhodnoceni disociacni konstanty pro VM HA ve vodé

Zjisténé hodnoty pK, pro kyselinu hyaluronovou pfi rdzné iontové sile byly vyneseny do
zavislosti na iontové sile pro obé molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové (Obrazek 19).
U nizkomolekulové kyseliny hyaluronové je mozné pozorovat mirné sniZenf a nisledné mirné
zvySeni hodnoty pK, s rostouci iontovou silou. U vysokomolekulové kyseliny hyaluronové
meéla tato zdvislost nejednoznacny priibéh. Tyto hodnoty mohou byt ale zkreslené, protoZe pro
jejich vypocet nebyly pouzity hodnoty z celé koncentracni fady v dané iontové sile.
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Obrdzek 19: Zavislost pK, na odmocniné z iontové sily roztoku pro obé molekulové hmotnosti kyseliny
hyaluronové

4.2 Konduktometricka titrace

Obrazek 20 zobrazuje koncentra¢ni zavislosti molarni vodivosti pfi konduktometrickych
titracich pro nizkomolekulovou i vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou. Z grafu je
patrné, Ze molekulovd hmotnost ovliviiuje prabéh této  zdvislosti. Zatimco
u vysokomolekulové kyseliny hyaluronové s klesajici koncentraci roste molarni vodivost,
u nizkomolekulové klesa. Pii vySSich koncentracich jsou moldrni vodivosti pro obé
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molekulové hmotnosti velmi podobné, protoZze doSlo k zastinéni ndboje polyaniontu
protiionty. Podobny pribéh zavislosti molarni vodivosti na koncentraci zjistili i Wandrey, Ch.
a spol. (viz Obrézek 5).

160

140 -
120 -
100 -
80
60 - +1

40 -
+ + NMHA
VMHA

A, (S:cm2-monomol?)

20 ~

O 1 1 1
0,00001 0,0001 0,001 0,01 0,1

¢ (monomol-dm3)

Obrdzek 20: Zdavislost moldrni vodivosti na koncentraci kyseliny hyaluronové pri konduktometrickych
titracich pro obé molekulové hmotnosti v 0,3mmol-dm™ NaCl

U koncentracni zavislosti molarni vodivosti nizkomolekulové kyseliny hyaluronové byla
linearn{ regresni ptimkou proloZena ¢ast kiivky s koncentraci kyseliny hyaluronové v rozmez{
2,11 x 10 - 4,93 x 10~ monomol-dm™ (viz Obrazek 21). Pokud by byla proloZena cast
s niz§imi koncentracemi, méla by extrapolovand molarni vodivost zdpornou hodnotu.
U vysokomolekulové kyseliny hyaluronové byla proloZena ¢ast s koncentracemi kyseliny
hyaluronové 3,91 x 10— 6,64 x 10~ monomol-dm™ (viz Obrazek 22). Z linedrnich
regresnich pfimek byly zjiSt€ény mezni moldrni vodivosti jako useky na ose y. Pro
nizkomolekulovou  kyselinu  hyaluronovou je mezni moldrni vodivost rovna
78,5 + 0,3 S-cm”*monomol ' a pro vysokomolekulovou 305 + 3 S-cm*-monomol ™.
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Obrdzek 21: Extrapolace moldrni vodivosti NM HA na nulovou koncentraci
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Obrdzek 22: Extrapolace moldrni vodivosti VM HA na nulovou koncentraci

Obrazek 23 a Obrazek 24 zobrazuje zavislosti koncentra¢ni konstanty K na vyrazu ,/a-c,

pro ob& molekulové hmotnosti v intervalu, ze kterého byly zjiSt€ény extrapolované hodnoty.
S vyuzitim rovnice (23) byla urcena hodnota pK, pro nizkomolekulovou kyselinu jako
4,13 £ 0,04 a pro vysokomolekulovou jako 5,9 + 0,1.
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Obrdzek 23: Stanoveni disociacni konstanty pro NM HA v 0,3mmol-dm™ NaCl
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Obrdzek 24: Stanoveni disociacni konstanty pro VM HA v 0,3mmol-dm™ NaCl

Diskontinudlni méfeni vodivosti bylo porovnédno s kontinudlnim, tedy konduktometrickymi
titracemi (Obrdazek 25 a Obrdzek 26). Z grafii je zfejmé, Ze zavislosti molarni vodivosti na
koncentraci zji§téné diskontinudlnim méfenim vodivosti a konduktometrickou titraci se od
sebe 1i8i. Nejvetsi rozdily v jejich pribéhu lze pozorovat pti nizsich koncentracich, kdy pfi
diskontinudlnim méfeni vodivosti byly zjiStény vyS$i hodnoty molarni vodivosti neZ pfti
konduktometrickych titraci. Tento rozdil, ktery nastal pfi niZSich koncentracich kyseliny
hyaluronové v roztoku, muze byt zplsoben absorpci oxidu uhli¢itého ze vzduchu pfi
diskontinudlnim méfeni. Pti diskontinudlnim méfeni vodivosti totiZ roztoky nebyly vibec
chranény pfed vzduchem, zatimco pifi konduktometrickych titracich byly roztoky po celou
dobu méfeni obaleny parafilmem, takZe piisun vzduchu k nim byl mensi. Dal§im diivodem
odlis$nosti zavislosti ziskanych diskontinudlnim a kontinudlnim méfenim vodivosti miZe byt
nedokonald homogenizace roztokll pii konduktometrickych titracich. Pfi diskontinudlnim
méfeni se jednotlivé roztoky pfed méfenim michaly vice neZ 24 hodin, zatimco pfi

kontinudlnim méfeni byl ¢as na homogenizaci daleko kratsi.
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Obrdzek 25: Porovndni diskontinudlniho méreni vodivosti a konduktometrické titrace pro NM HA
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Obrdzek 26: Porovndni diskontinudlniho meéreni vodivosti a konduktometrické titrace pro VM HA

4.3 Acidobazicka titrace

Ze zéavislosti pH na vyrazu log[o/(1 —a)] je patrné, Ze acidobazicka titrace
nizkomolekulové i vysokomolekulové Kkyseliny hyaluronové méa podobny pribéh.
U vysokomolekulové kyseliny hyaluronové na rozdil od nizkomolekulové je bodu
ekvivalence dosaZeno az pfi vyS$§im piidavku hydroxidu sodného. ProtoZe bod ekvivalence
u vysokomolekulové kyseliny hyaluronové nastavd pfi vyS$im piidavku hydroxidu sodného,
méla by mit vysokomolekulovd kyselina hyaluronova niz§i hodnotu disocia¢ni konstanty
a vyssi hodnotu pK,.

Obrazek 28 zobrazuje zavislost pH na ptidavku hydroxidu sodného pro nizkomolekulovou
kyselinu hyaluronovou, ktera byla proloZena v programu Origin Boltzmannovou kiivkou. Bod
ekvivalence byl ziskdn jako parametr x¢ ziskané funkce. Pro nizkomolekulovou kyselinu
hyaluronovou byl zjiStén bod ekvivalence pii ptidavku 2,31 + 0,02 ml hydroxidu sodného
apro vysokomolekulovou 3,82+ 0,01 ml (Obrazek 37). Hodnota zdanlivé pK, pro
nizkomolekulovou kyselinu hyaluronovou zjis§téna podle rovnice (30) byla pti ptidavku
2,30 ml hydroxidu sodného 9,86. Pro vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou pfi
piidavku 3,80 ml hydroxidu sodného byla zjiSténa hodnota pK, 9,29. Tyto hodnoty jsou pfili§
vysoké, a protoZe pro piipravu roztokli byla pouZita sodnd sul kyseliny hyaluronové,
pravdépodobné nepopisuji disociaci karboxylové skupiny v molekule kyseliny hyaluronové.
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Obrdzek 27: Zavislost pH roztoku na log(o/(1 — )
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Obrdzek 28: Urceni bodu ekvivalence pro NM HA

Obrazek 29 a Obrazek 30 vyobrazuje zdvislosti pK, na stupni disociace, ze kterych byly
ur¢eny hodnoty vnitinich pK,, coz jsou hodnoty pK, pfi nulovém stupni disociace extrapolaci.
Pro nizkomolekulovou kyselinu hyaluronovou byla extrapolovand hodnota pK,; rovna
6,10 £ 0,06 a pro vysokomolekulovou 4,62 + 0,02. Nizkomolekulova kyselina hyaluronova
m4 vysSsi hodnotu pK,, takZze by méla mit nizs$i disocia¢ni konstantu. Kristoffer Tommeraas
a Per-Olof Wahlund, ktefi stanovovali disociacni konstantu nizkomolekulové kyseliny
hyaluronové acidobazickymi titracemi v 0,1mol-dm™ roztoku soli, ziskali hodnotu vnitni pK,
rovnu 2,99. Tato hodnota je odli§nd od hodnoty ziskané v této praci. Divodem této odliSnosti
miZe byt to, Ze byl prozkouman mensi rozsah hodnot pH, jiny zplisob méfeni a jiné prostredi.

40



Kristoffer Tammeraas a Per-Olof Wahlund nejdiive pfidavkem hydroxidu zvysili pH roztoku
a poté tento roztok titrovali kyselinou chlorovodikovou. Zatimco v této praci byl roztok
kyseliny hyaluronové piimo titrovan roztokem hydroxidu.
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8 1 T 1 1 1 1 1 1
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Obrdzek 29: Zavislost pK, na stupni disociace pro NM HA
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Obrdzek 30: Zavislost pK, na stupni disociace pro VM HA

4.4 UV-VIS spektrofotometrie

Obrazek 31 a Obrazek 32 zobrazuje UV-VIS spektra pro nizkomolekulovou, resp.
vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou. Pribéh absorpcénich spekter je ovlivnén
prostfedim, ve kterém se kyselina hyaluronova vyskytuje, protoZze pH roztoku ma vliv na
disociaci kyseliny hyaluronové. V okoli 260 nm byla pozorovana maxima pro kfivky ve v§ech
prostfedich pro obé molekulové hmotnosti. Déle byly ptfi vinovych délkach niZsich nez
240 nm pozorovany maxima s daleko vySSi absorbanci. Kfivky pfi té€chto vinovych délkach
m¢ély dosti kolisavy pribéh. Tato ¢ast spektra je pravdépodobné zatizena Sumem piistroje.

Pro vétSinu vinovych délek nebylo mozné hodnotu pK, podle rovnice (40) vypocitat,
protoZe byla absorbance v pufru mensi nez absorbance v zdsad€ nebo vétsi neZ v kyselinég,
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takZe argument logaritmu v této rovnici vychdzel zdporné. Pro vypocet pK, byly pouZity
hodnoty z rozmezi vlnovych délek 280-306 nm, protoZe pii vysSich vinovych délkich byly
hodnoty absorbance velmi nizké a pti nizSich délkach hodnoty absorbance kolisaly.

Vypocitané hodnoty pK, mély pro nizkomolekulovou kyselinu hyaluronovou métenou
ithned po smichdni hodnotu 4,01 £0,35 a po 30min michani 4,00+ 0,33. Pro
vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou, kterd byla méfena po smichani, byla zjiSténa
hodnota pK, 2,87 + 0,04. Tato hodnota byla zjiSténa pouze ze dvou hodnot, protoZe pro zbylé
hodnoty v intervalu 280-306 nm vychédzel logaritmus v rovnici (40) zdporné. Pro
vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou michanou 30 min pfed méfenim byla zjiSténa
hodnota pK, 3,12 + 0,41.

—— kyselina
6 - 0.144 —— kyselina30min
] ufr
0,12 p,
] zasada
S 1 0,10 zasada30min
0,08
47 ~
< 0,06 -
— 37 0,04-
< A ]
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2 ]
0100 T T T T T T T T T T T 1
240 250 260 270 280 290 300
" % (nm)
04 T — —
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Obrdzek 31: UV-VIS spektrum nizkomolekuldrni kyseliny hyaluronové v riizném prostredi
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Obrdzek 32: UV-VIS spektrum vysokomolekuldrni kyseliny hyaluronové v riizném prostiedi
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo prozkoumat elektrolytické vlastnosti roztokii kyseliny hyaluronové
a pokusit se stanovit jeji disociaéni konstantu a disociacni stupeni. Elektrolytické vlastnosti
roztokli byly zkoumdny pomoci meéfeni vodivosti jednotlivé pfipravenych roztokd, tzv.
diskontinudlni meéfeni vodivosti, pomoci acidobazickych a konduktometrickych titraci,
a pomoci UV-VIS spektrofotometrie. Nejvétsi pozornost v této praci byla vénovana méteni
vodivosti jednotlivych roztoku. Ostatni metody poslouzily jako doplnéni, a proto nezkoumaji
tak velkou oblast jako méfeni vodivosti jednotlivych roztokda.

Diskontinudlnim méfenim byly ziskdny hodnoty pK, v roztocich o riznych iontovych
silich. Tyto hodnoty zobrazuje Obrazek 19. Ve vodném prostiedi bez piidavku soli méla
nizkomolekulovd kyselina hyaluronovd hodnotu pK, 4,99 +£0,01 a vysokomolekulova
6,53 +0,06. V roztoku 0,3mmol-dm™ byla hodnota pK, pro nizkomolekulovou kyselinu
hyaluronovou rovna 4,4 + 0,5 a pro vysokomolekulovou 6,3 + 0,4.

Pomoci konduktometrickych titraci byly zjiStény hodnoty pK, pro obé molekulové
hmotnosti kyseliny hyaluronové. Pro nizkomolekulovou kyselinu hyaluronovou je hodnota
pK, 4,13+0,04 a pro vysokomolekulovou 5,9 £0,1. Tyto hodnoty jsou pro kyselinu
hyaluronovou, kterd byla V0,3mmol/dm3 roztoku chloridu sodném, a mohou se liSit od
hodnot zjisténych v roztoku bez pfitomnosti soli. Tyto hodnoty jsou velmi podobné hodnotam
pK., které byly ziskany z diskontinudlniho méteni vodivosti.

Pti acidobazickych titracich byly ziskdny hodnoty pK, dvéma zplsoby. Prvnim zpiisobem
byla vypoctena zdanlivd disociacni konstanta pomoci uréeni bodu inflexe titracni kfivky,
ktery odpovidd bodu ekvivalence. Timto zplisobem byla zddnlivd hodnota pK, pro
nizkomolekulovou kyselinu hyaluronovou rovna 9,86 a pro vysokomolekulovou 9,29. Tato
zdanlivd hodnota pK, pravdépodobné nepopisuje disociaci karboxylové skupiny kyseliny
hyaluronové, a proto je oproti ostatnim hodnotdm o tolik vys$§i. Druhym zpisobem byla
extrapolace zdvislosti hodnoty pK, na stupni disociace na stupeii disociace roven nule, coz
vedlo k ziskdni hodnoty vnitini pK,. Nizkomolekulové kyselin¢ hyaluronové odpovida
hodnota pK, 6,10 + 0,06 a vysokomolekulové 4,62 + 0,02.

Pti pouZiti UV-VIS spektrofotometrie byly ziskany hodnoty pK, pouze v rozmezi{ vinovych
délek 280-306 nm, protoZe ve zbytku spektra nebylo chovani naméfenych spekter idealnt,
tzn. byl zkreslen Sumem, nebo byly hodnoty absorbanci velmi blizké nule. Pro
nizkomolekulovou kyselinu hyaluronovou byla zjisténa hodnoty pK, 4,01 £ 0,35 pro roztok
méteny ihned po smichdni. Hodnota pK, ziskand z méfeni po 30 min michani se od hodnoty
ziskané z meéfeni ihned po smichdni pfiliS neliSila. Pro vysokomolekulovou kyselinu
hyaluronovou byla hodnota pK, rovna 2,87 £ 0,04 a 3,12 £ 0,41 pro roztok méfeny ihned po
smichani, resp. po 30min michéni.

V porovnani s hodnotami pK,, které ziskali Kristoffer T¢gmmeraas a Per-Olof Wahlund
acidobazickymi titracemi, se zjiSténé hodnoty v této praci lisi. U acidobazickych titraci mliZe
byt divodem rizné provedeni experimentu. U ostatnich zplisobi méfeni mlize byt piic¢inou
nevhodné provedeni. Do budoucna by bylo vhodné se zaméfit vice na konduktometrické
titrace v riznych prostfedich nez na diskontinudlni méfeni vodivosti, které mulZze byt
zkresleno chybou zptsobenou ptipravou jednotlivych roztokii a méfenim jejich vodivosti
s ptistupem vzduchu. Konduktometrické titrace by se mély provadét stejnym zplsobem, aby
se omezila chyba, kterd mohla byt zplisobena jinym provedenim titrace. Pomoci
acidobazickych titraci by bylo vhodné prostudovat vliv pH na kyselinu hyaluronovou v §ir§im
rozsahu, tzn. 1 do hodnot pH menSich nez 6. S vyuzitim UV-VIS spektrofotometrie by bylo
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ucelné zjistit spektra kyseliny hyaluronové v pufrech o rizném pH, aby bylo pro vypocet
hodnoty pK, mozZné pouzit vétsi Cast spektra. Ddle by bylo vhodné pii UV-VIS
spektrofotometrii pouZit roztoky o stejné iontové sile, kterd také ovliviiuje disociaci kyseliny
hyaluronové.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
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8 PRILOHY
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Obrdzek 33:Vysledky termogravimetrie pro vysokomolekulovou kyselinu hyaluronovou
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Obrdzek 34: Zdvislosti moldrni vodivosti na koncentraci kyseliny hyaluronové pro obé molekulové hmotnosti
ve vodé
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Obrdzek 35: Zavislosti moldrni vodivosti na koncentraci kyseliny hyaluronové pro obé molekulové hmotnosti

v 3mmol-dm™ NaCl
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Obrdzek 36: Zavislosti moldrni vodivosti na koncentraci kyseliny hyaluronové pro obé molekulové hmotnosti

v 10 mmol-dm™ NaCl
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PH ()

Data: Data1_B
Model: Boltzmann

Equation:

y = A2+ (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
Weighting:

y No weighting

Chi*2/DoF =0.00403

R"2 = 099748

A1l 6.20905 +0.01493
A2 9.36491 +0.01143
x0 3.81807 +0.01383
dx 0.69175 +0.01299

—B

—— Boltzmann fit of Data1_B

1 2 3 4 5 6 7 8
V(NaOH) (ml)

Obrdzek 37: Urceni bodu ekvivalence pro VM HA
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