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ABSTRAKT

Diplomova prace je zafhena na heterogenni reakce anionickych a neionicldgh a
jejich smisi s kolagenem typu |. Uvodiiést prace pojednava o strudikolagenu a jeho
fyzikalne¢ chemickych vlastnostech. Dal&ist se zabyva ionickymi a neionickymi tenzidy.
V nasledujici¢asti jsou charakterizovany heterogenni interakkelagenem a vliv reak

nich podminek na mechanismus reakce.

V experimentalnicasti byly studovany interakce anionického dodedfdsu sodného a
neionického igepalu CA 720 s kolagenem typtii Irpznych pH (pH=4 a pH=6). Jako ko-
lagen typu | byly pouzity b achillovy Slachy (BAT). Interakce byly hodnocepgmoci

adsorgnich izoterem a hmotnostnich siiizbotnani po interakci.

Bylo prokazano, Ze bez ohledu na pH piedi dochazi k s@asné adsorpci obou teniid

Celkové naadsorbované mnoZzstvi je&sonlivnéno sloZzenim vychozich sisi tenzidh.

Kli¢ova slova: kolagen, tenzid, dodecylsulfat sodngpaj CA 720, adsoipi izoterma,

hmotnostni stupezbotnani kolagenu
ABSTRACT

This diploma thesis is focused on heterogenougiogecof anionic and nonionic PAL and
their mixture with collagen of type I. The firstipaf thesis deals with the structure of col-
lagen and its physico-chemical characteristics.tN®xt deals with ionic and nonionic
surfactants. The following part describes heterogennteractions with collagen and the

influence of reactive conditions on the mechani$iie reaction.

In the experimental part there were studied intevas of anionic sodium dodecylsulfate
and nonionic igepal CA 720 with a collagen typed tdferent pH (pH=4 and pH=6). As
the collagen type | were used beef Achilles ten(®AT). Interactions were evaluated by

adsorption isotherms and mass degrees of swelling.

It was demonstrated that regardless to the suringmH there is simultaneous adsorption
of the both surfactants. Total adsorpted quansitgtiongly influenced by the structure of

the starting mixture of surfactants.

Keywords: collagen, surfactant, sodium dodecylselfagepal CA 720, adsorption iso-

therm, mass degree of collagen swelling
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UvoD

Tenzidy jsou latky se specialni chemickou strukiuoeliviwujici jejich chovani. Jsou sou-
castirady &zn¢ pouzivanych progedki, jako jsou nap prostedky bytové chemie, kos-
metické gipravky a detergenty. Vyznamné je i jejich vyu¥itiadé pramyslovych odetvi
jako je textilni, papirensky nebo potravisidy piimysl. Ve forng predevsim hygienic-
kych, kosmetickych &isticich prostedki, prichazi do styku s lidskou pokozkou, proto je
dulezité znat jejich chovani ve styku s pokozkotipadré s lidskou Kzi. Je znamo, Ze
nejeznejSi tenzidy pai mezi tzv. iritanty, protoZze mohou poSkozov&tdgevsim epider-
mis kize.

Kolagen | pati k zakladnim bilkovinami#e. Je hlavni s@asti dermis a je zodp&dny
piedevsim za pevnostike. Na rozdil od keratinu, ktery je dominujici loNknou epider-
mis, pati kolagen mezi malo zeasivané bilkoviny, coZz znamena, Ze snfidreaguje na
zmeny prostedi WtSinou zngnami uspeddani ve své nadmolekularni struieuTyto zng-

ny ovliviuji celkové chovaniize.

Pti aplikaci prostedki obsahujicich tenzidy nelze vylitizejména v fipact rizného po-
vrchového poskozenitike gimou interakci mezi tenzidy a kolagennimi vidknyot® je
dulezité znat pipadné interakce mezi kolagenemuanymi typy tenzid v zavislosti na
realkénich podminkach. Tato prace bylmbyt gispivkem k poznaniéchto interakci a to
zejména f pusobeni smsi nejlgzrejSich tenzid obsazenych v kosmetickych pricest-

cich, nebo v progtdcich bytové chemie.
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1 TEOTRETICKA CAST

1.1 Kolagen a jeho vlastnosti

Kolagen je jednou z hlavnich sloZek spojovacichmitkkosti, chrupavek, Slach, vaziva a
kuze. Pat do skupiny tzv. vlaknitych bilkovin [1]. V séasné dob je znamo nejme&n27
rozdilnych tyf kolagenu [2]. Kize se sklada z epidermis, dermis a podkozniho aaziv
Dermis je nejtlustSéast Kize. Hlavni sotasti dermis je i@devSim kolagen typu | (t¥io
zaklad dermis) a kolagen typu lll. Kolagen typudd vyskytuje fevazrie v kazi malych
déti. Kolem 25. roku Zivota jeho syntéza pomalu usjepa kolem 40. — 50. roku mizi
z dermis Upla. Kolagen je mén zesfovany a tudiz ménodolny vi¢i chemikaliim, nez
nag. keratin, ktery je hlavni bilkovinou epidermis [3]

1.1.1 Struktura kolagenu

Kolagen (stejt jako &tSina bilkovin) je charakteristicky svou primarsékundarni, terci-
arni a kvartérni strukturou. Kolagen typu | je jedetypi kolagenu, u kterého je zndméa
primérni struktura a jsou také jasné principy molékni struktury [1,2].

Specifické vlastnosti a struktura kolagenu je digh® aminokyselinovym sloZenim a po-
fadim aminokyselin v polypeptidickémetzci, coz udava primarni struktura [4]relde-
vSim se zde nachazi nejjednodussi aminokyseliranglgidle pak prolin a hydroxyprolin,
coz jsou cyklické kyseliny dodavajici peptidickérfatezci tuhost - rigiditu. Glycin je
v molekule rozlozen pravideaima tvai kazdou teti aminokyselinu v sekvenci jednotlivych
fettzal Gly-X-Y (kde X, Y pedstavuji zbytek libovolné aminokyseliny). Toto ohieké
sloZeni, ¥etre poradi AMK v polypeptidickychrettzcich umo#uje organizaci polypepti-
dickychtettzch do vysSich nadmolekularnich struktur s vyraznykiorsy k tvorke vidkni-

té struktury. Studiem primarni struktury polypeftiych ietzci kolagenu bylo zji&no,
Ze v této bilkovig dochazi k pravidelnémuigdani dvou oblasti, nepolarnich a polarnich.
Nepolarni oblasti jsou relati¢runiformni, pravidela se v nich gidaji sekvence Gly-Pro-
Y. Misto Y je mozné dosadifizné AMK, jako jsou hydroxyprolin, alanin, arginikyseli-
na asparagova, fenylalanin, treonin nebo serinolrpich oblastechipvazuji kyselé a
bazické AMK. Pro tyto oblasti je typické, Ze postf pravidelnost opakovani Gly-X-Y
[1,2,4].
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Pro sekundérni a terciarni strukturu kolagenu miyveyznam tripeptid Gly-Pro-Hyp,
ktery zahrnuje asi 10 % celé sekvence AMK. Tripgj@ly-Pro-Y zahrnuje asi 33 % cel-

kové molekuly kolagenu [2].

Sekundarni struktura kolagenu udava konformaciritaw polypeptidickéhoetzce v pro-
storu. Sekvence aminokyselinovych zhyifk v L-konformaci spojena peptidickymi vaz-
bami. V tomto dlouhém polypeptidickératézci je jedinym zdrojem konforntaich znén
rotace kolem vazeb N -,&G G,— CO, které vychazeji @ uhlikového atomu. Velikostth-
to uhia, které byly u kolagenu typu | ozkeny® a'¥, je blizka ptmérné hodnat ® = -60°
a¥ = 160°. Velikost &chto uhti vede také ke vzniku pravidelné levéit@ Sroubovice
protahlého typu, kdeifpada 3,3 aminokyselinového zbytku na 1 zavit sémip Tato
Sroubovice protahlého typu se vyskytuje jen u ketagnebo u ¢kterych polypeptid

s podobnou aminokyselinovou sekvenci, u jinych dvilk se vyskytuje jen vyjintee.
Nemize byt stabilizovana intfatézcovymi vodikovymi vazbami, jako se te¢je u Paulin-
govy a-Sroubovice. Izolovanyetizec v této konformaci neivie existovat bez interakce
s dalSimi sousedniniettzci podobnych vlastnosti, a proto ke stabilizacttdzi pomoci

interrettzcovych vazeb [2,5,6].

Terciarni strukturou je oztiavana tropokolagenova molekula, kterouitviti navzajem
kolem sebe ovinutéettzce se spol@mou osou. Tytoit fetézce jsou udrZzovanyipsohe
vodikovymi vazbami mezi sousednidf@tézci a mohou vznikat jen tehdyfiplizi-li se
vSechny i fettzce k sob. U kolagenu je to umozZno vyskytem AMK glycinu v kazdé
tieti poloze, coz je AMK bez vedlejSitiettzce. Tropokolagenova molekula, ktera ma tvar

ty¢inky, je 290 nm dlouhd a jeji pmér je 1,4 nm [1,2].

V ramci kvartérni struktury maji tropokolagenovakna schopnost vyti@t vysoce uspo-
fadané vlaknité struktury tzv. vlaknité fibrily. @ritace a osové usf@alani tropokolage-
novych molekul ve fibrilach ukazujegipné pasovani s periodou 67 nm, coz bylo odvozeno
z elektronmikroskopického pozorovanii@d tohoto pasovani vychazi gegpokladu, Ze
jsou tropokolagenové molekuly ve fibrile ugadany paralekha jsou vi¢i sok& posunuty
o vzdalenost 67 nnCim vice kolagenové fibrily starnou, tim vice sevajinerozpustny-

mi, az miZou byt rozpustné jen v sérhydrolytickych prostedich [2,4,5].
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1.1.2 Fyzikélné - chemické vlastnosti kolagenu

Fyzikalni vlastnosti kolagenu jsoudeny viceméa uspdadanim ve vysSich strukturnich
celcich. Naproti tomu chemické vlastnosti kolagem@va jeho primarni struktura, tedy
sekvence AMK zbytk v polypeptidickéntetezci [4].

Bilkoviny jsou polyamfolyty, stejtak i kolagen. Polyamfolyty jsou latky, které wees
molekule obsahuji zaroiekyselé i bazické furdni skupiny schopné disociace. Bazické
skupiny maji funkni skupinu bd’ sowasti postrannihéetzce, nebo funéni skupiny ob-
sahuji v hlavnim polymernirfetzci. Z bazickych skupin pdtmezi nejdlezit¢jSi prede-
v8im guanidinova a lysinova skupina Z kyselych skygati mezi nejvyznamgjsi karbo-
xylové skupiny AMK asparagové a glutamové [7]. Ist&ricky bod (IB) je charakteristic-
kou konstantou, na niz je zavisla reaktivita kotageJ nativniho kolagenu se IB pohybuje
kolem hodnoty pH = 7. #Ptomto pH nesou polypeptidicki&tzce minimalni mnozstvi
naboji, piicemz kladné a zaporné naboje jsou v rovnovaze. I€aladskava v kyselém
prostedi kladny naboj (polykation) a v zasaditém piedit zaporny naboj (polyanion). Sila
téchto polyionti je dana charakterem &dch skupin a mnozstvimrigané kyseliny nebo
zasady [1,4].

Bylo zjiSténo, Ze v oblasti IB kolagenu dochazi ke sniZentdifijldosti, kolagen je v této
oblasti pH nejménhrozpustny. Snizeni hydrofilnosti je dgmbeno poklesem ptu volnych
nabojfi v polypeptidickychretézcich. Kolagen v oblasti IB vykazuje minimalni zhaémi.
Pridavkem kyseliny se botnani zvySuje vzhledem kérgnpomeéru naboji. Jestlize roste
koncentrace kyseliny, roste i zbotnani kolagenyvide botnani ovliviuji nag. mineralni
nebo vicesytné kyseliny @80,). ZvySujici se koncentrace u zdsad nema na botakni
velky vliv jako je tomu u kyselin, protoZze molektalagenu obsahujestsi paet bazic-
kych skupin. Stupezbotnani Ize také ovlivnitiflavkem elektrolytu. Osmotické zbotnani
nastava tehdy, jestlize voda pronika do tuhé famdedkem gradientu osmotického tlaku
vzniklého rozdilnou koncentraci pohyblivych ibnt tuhé a kapalné fazi. Toto zbotnani je
povazovano za reverzibilni. Vedle osmotického botrkistuje také lyotropni (hydrotrop-
ni) botnani kolagenu. Tento stav nastava tehdilijege dosazeno extrémnich hodnot pH
nebo gidavkem lyotropnich latek. Vlivenée¢hto podminek dojde k rozruSeni stabilizuji-
cich vodikovych vazeb kolagenu, coZ vyvola dalSbtzéni kolagenu, které vede
k Uplnému zhrouceni Sroubovicové konformace a tihetaturaci struktury [1,4,5,6].
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1.2 Surfaktanty (PAL) a jejich vlastnosti

Povrcho¥ aktivni latky (surfaktanty, tenzidy) se pouziv@iigdevsim v kosmetickém, tex-
tilnim, koZedIném, papirenském, potravis&em pimyslu. Tvdi Sirokou skupinutzno-
rodych latek sniZujici povrchovai mezifazovou energii a proto se samowdtoncentruji
ve fdzovém rozhrani. Maji bipolarni neboli amfipktiu strukturu. Jejich molekula se
sklada ze dvodasti: hydrofilni (polarni) a hydrofobni (nepolarrovrcho¥ aktivni latky
jsou obvykle klasifikovany podle povahy jejich hgéimi skupiny na ionické a neionické a

maji schopnost vicd mére pronikat do svrchni vrstvytiZe (epidermis) [7].

1.2.1 lonické surfaktanty

lonické surfaktanty jsou podle druhu iontu, kteeyrjositelem povrchové aktivity, j&st
dale @¢leny na anionaktivni, kationaktivni a amfoterni.[Wlaji na svém hydrofilnim konci
tedy ionizovanou skupinu. Ve vodném presli je hydrofilnicast schopna disociovat na
ionty. Umo#uje také rozpustnost PAL ve vodném predt. lonické tenzidy dosahuji
hodnot hydrofilg - lipofilni rovnovahy HLB > 20, podl€ehoz je weno jejich praktické
vyuziti [8].

1.2.1.1 Anionické tenzidy

Nositelem povrchové aktivity je @ahto typi tenzidh anion. Jako protiont se zde &egtji
uplatiuji kationty sodné, draselné nebo amonné. Je tmjechejstarSich skupin PAL, ale
doposud stale nejvyuzivgai. Aby vykazovaly maximalni dnnost, musi se vyskytovat
v mirre¢ alkalickém prosedi. Jejich vyuZziti je fedevSim v hygieh(mydla), ale pouzivaji
se také jako sntadla, emulgatory, detergenty, penetratory aj. Potilerakteru polarni
skupiny jsou klasifikovany na: PAL s karboxylovdwupinou (mydla), sulfaty, sulfonany a

minoritni PAL s jinymi skupinami (na&pfosfaty aj.) [9].

Jeden ze zastupdonickych anionaktivnich tenzidsulfatového typu je dodecylsulfat sod-
ny (SDS), jehoZ vzorec je uveden na obr. 1. SDBigelelovy iritant kZe. Je porrné
levny, ma vyborné odmédvaci acistici schopnosti. AvSak velkou nevyhodou je jekb v

ka prostupnost do pokozky. Z jeho charakteristikggdilezit¢jSi kritickd micelarni kon-

centrace, kterd mé& hodnotu 7 mmol/l. Hodnota HLBa®ybuje kolem 40.
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{CHa g o

P

H=C CH, S05Ma
Obrazek 1: Vzorec dodecylsulfatu sodného

1.2.1.2 Kationické tenzidy

Ve své molekule maji jednu nebo vice famich skupin schopnych ve vogytvaret orga-
nické kationty odpoddné za povrchovou aktivitu. Jednou z jejich typidkylastnosti je
jejich silna adsorpce na vSechny negatimabité povrchy (celuléza, sklo, bilkoviny, aj.),
jejichz povrchové vlastnosti vyrazmmodifikuje [8]. Jsou ¥tSinou horSi detergenty, nez
ostatni fidy PAL. Nefgastji jsou vyuzivany jako antistatickétipravky, inhibéni pro-
stredky koroze, satést baktericidnich fijpravki, textilni zmékéovadla, vlasové kondici-
onéry, apod [7]. Z chemického hlediska je pro skupgkationickych tenzigl charakteris-
ticka pritomnost dusiku v molekule. Nachazi se ve foprimarnich az kvarternich antin

| z divodu silné ionizace jsou neji@zit¢jSimi zastupci kationickych tenzidkvarterni

aminy [8,9].

1.2.1.3 Amfoterni tenzidy

Skupina PAL, u nichZ nositelé povrchové aktivitysae naboj dle prostdi, ve kterém
jsou pouzity. Jestize je pH~4,0 Ize havm latkach kationtickych, jestlize je pH nad 8,0
hovaime o latkach aniontického charakteru. Do této slusou zéazovany jak amfoter-
ni tak zwitterionické PAL. Chovani klasickych angotich tenzid je stejné jako chovani
amfolyti. Naboj kyselych i bazickych skupin je zavisly radhot pH prostedi. Zwitteri-
onické tenzidy maji kladny naboj v celém rozmezi geho zanik je spojen se &emim
struktury molekuly. Naboj karboxylové skupiny jevisly na pH prodedi. Nej¢tsi za-

stupci zwitterionickych tenzidjsou betainy [8,9].

1.2.2 Neionické surfaktanty

Jejich povrchova aktivita neni zabezpea ani kladé ani zapors nabitou skupinou. U
neionickych surfaktadtneni schopna hydrofilniast tvdena z ator disociovat na ionty,
vytvéri ale navzajem dipdl, schopny orientovat molekulgpoustdla (vody) a tim dosa-
hovat rozpustnosti PALipdevsim ve vodném prastli. Zejména pro tento druh tenkie
dulezita hodnota HLB [8,9].

Igepal CA720 jeasto vyuzivany tenzid zejmeéna jako emulgator praleentypu O/V. Pro

tuto praci byl vybran za#mné, protoZze umoliuje pongrné snadné stanoveni ve &snse
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SDS. Jeho kritick& micelarni koncentrace se poleykajem 0,4 mmol/l a HLB = 14. Vzo-
rec igepalu je uveden na obr. 2.

o 7T

HaC5 )
Hy Hat! EHy

Obrézek 2: Vzorec igepalu CA 720, kde n = 12

1.2.3 Vlastnosti povrchow aktivnich latek

Vlastnosti PAL jsou do zigaé miry dany porem velikosti jejich hydrofilni a hydrofobni
¢asti molekuly. Vzajemny poén polarni a nepolarniasti je charakterizovan hydrofién
lipofilni rovnovahou (HLB-hydrofilic-lipofobic-balace). Tato veliina mé& aditivni charak-
ter a jeji velikost rozhoduje o praktickém vyuziginzidi [8]. NejdilezitéjSi skupinové
hodnoty HLB a mozZnosti praktického vyuziti jsou deay v tabulce 1 a 2. Hodnotu HLB

vypocteme nejastji podle Griffinova vztahu:

HLB = (HLBnydrofil) - >.(HLBhydrofob) + 7 (1)

Tabulka 1: Skupinové hodnoty HLB

SKUPINA HLB SKUPINA HLB

-SO;Na 38,7 -OH 1,9
-COOK 21,1 -O- 1,3
-COONa 19,1 -CH- 0,475
-O-SO; 11,0 -Ch- 0,475

Tercialni ami| 9,4 -CHs 0,475
-COO-R 2,4 -CH= 0.47%
-COOH 2,1 | -(CH,-CH,-0O)- | 0,33
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Tabulka 2: Praktické vyuziti tenZids zavislosti na HLB

Vzhled disperze HLB | Pouziti
0

netvoii disperzi ve vodé {2
4 p emulgatory V/O
6

mlékovita nestabilni disperze 8 smacedla

mlékovité stabilni disperze 10

12} detergenty emulgatory O/V
4

16

¢ire disperze
18

Molekula PAL je sloZzena z hydrofilni a hydrofolifdisti. V roztocich se mohou vyskytovat

} solubilizatory

molekuly PAL v izném usptadani, zalezi vSak na jejich koncentraci. Pokukiojecent-
race PAL v roztoku nizkd, vyskytuji se molekuly Pfdk ve forng povrchového filmu,
tak ve forng¢ jednotlivych molekul vold se pohyblivych v rozpouidle. Ri dosazeni
c.m.c. se PAL shlukuji na zakkadhydrofobnich interakci mezi nepolarniietzci do
nadmolekularnich agregat- micel. Hydrofobni¢asti PAL maji tendence minimalizovat
jejich styk svodou, coz #gobuje prakticky neprostupnost molekul vody do gadr
V oblasti c.m.c. tenzidu v roztoku dochazi ke skako zmenam fady vlastnosti (ndp
hustoty, povrchového nai, osmotického tlaku, #mné vodivosti apod.)Rada z &chto
vlastnosti je technicky vyznamnd, a proto favana zjiSovani c.m.c. roztok tenzich
znana pozornost. Vliv na velikost c.m.c. neda faktol, mezi #Z pati nag. struktura
PAL, teplota, tlak a iontova sila [8,10].

Tvorba micel a hodnoty HLB ovliwji technické vlastnosti PAL jako jsou rfagolubili-
zace nebo detergence. Solubilizace viyjgsl prevadini pivodrg nerozpustnych latek do
roztoku, kdy dojde k vestaveniyodnE nerozpustnyckiastic do atvar tvorenych solubili-
zanim ¢inidlem. Solubiliz&nim ¢inidlem je W&tSinou ionicky nebo neionicky tenzid o
HLB > 16. Proces, kdy je odstitavana neistota ponéena do vhodné kapaliny ze substra-
tu se nazyva detergence. Latky, které &&nd pouZivaji ke snizovani adhezecistoty

k substratu, se nazyvaji detergenty. Jejich hoddb je vysSi nez 13 [8].
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1.3 Interakce PAL s kolagenem

1.3.1 Mechanismus heterogenni interakce PAL s bilkovinami

Interakce tenzidl s proteiny se stavajirfgdmétem zvySeného zajmu vzhledem k stéds-
t¢jSim praimyslovym aplikacim. V praxi jsou vyuZivany jak hogemni tak heterogenni
interakce [11]. Vzhledem k povaze prace je dé&sit zanstena pedevsim na heterogenni
interakce. Lzerici, Ze @i téchto interakcich plati stejna pravidla jako pro logenni in-
terakce, avSak u mechanismu heterogenni interaecaexekavat komplikace spojené s

transportnimi procesy a hydrotropnim chovanim PA1] [

Heterogenni interakce jsou vyr&zovlivnény reaknimi podminkami, jako je doba in-
terakce a rovnovazna hodnota pH. Dale je také twjéscharakter PAL (ionogenita)fip
tomnost nizkomolekularniho elektrolytu v roztokugnkentrace PAL v roztoku, teplota

realkéniho prostedi a typ substratu [6].

Pri reakci neionogenniho tenzidu s bilkovinou (kozmiraSkem) bylo zjiho, Ze je tato
reakce poekud specificka. Interakce neprobih& padné hodndétpH v intervalu 2 — 12.

K interakci dochazi jen tehdy, pokud je substi@dem modifikovan anionaktivni PAL.
Navazané mnoZzstvi neionické PAL se zvySuje postugm zvySujicim se navazanym
mnozstvim anionaktivni PAL, dokud neni ukena primarni adsorbce. Jestlize dochazi
k dalSimu zvySovani navazaného mnozstvi anionakfAL, dojde k poklesu rozsahu

heterogenni reakce [12].

ObvyklejSi jsou interakce kolagenu s anionickymilPa jejich smésmi. Podrobgji se
zabyval reakci anionickych povrchoaktivnich latek s bilkovinami, zejména kolagenniho
typu, Pankhurst [13]. Potvrdil, Ze velikost navéam mnozstvi povrch@vaktivni latky
ovliviiuje jednak pH reatiho prostedi a téz fitomnost elektrolyt. Vychazel z pedpo-
kladu, Ze cely tento proces interakce probiha posta sorpci PAL na bilkovinu Ize po-
psat dvoustufovym mechanismem, tvz. primarni a sekundarni sofpojem primarni
adsorpce je uveden jako Coulombicka interakce rRédi a polarnimi funknimi skupi-
nami postranniclkettzci nebo iont-dipolova interakce s peptidickymi vazbavtytvoreny
stechiometricky komplex PAL-bilkovina odpovida mstvi nabitych reatnich mist ko-
lagenu. Pod pojmem sekundarni adsorpce je anadznik dalSi vrstvy PAL na této pri-
marni vrst¢ pomoci hydrofobnich interakci mezi nepolarni@stmi molekul povrchay

aktivni latky navazané na kolagen a PAL volné. Hjithi skupiny molekul PAL se i
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vytvareni sekundarni vrstvy interakci gastni. Primarni sorpci je zvySovana hydrofobita
povrchu vzniklého komplexu, sekundarni sorpci nkopgdrofilita. Redpoklada se, ze

pokud neni primarni vrstva kompletni, tak k sekuntlgorpci nedochazi.

Ernerth [14], zabyvajici se hydrotropninispbenim PAL na kolagen, vyslovil nazor, Ze
interakce PAL-bilkovina a s ni spojeny proces botkélagenu, je zdftinén reakci nepo-
larnichietézci PAL s hydrofobnimi postrannimetézci AMK zbytki kolagenu.

Heterogennimi interakcemi kolagenuagmymi typy PAL se v nedavnych letech zabyval i
Maldonado [15-17]. Konkrétnse jednalo o studium heterogenni reakce PALEB&®ym
koZznim praSkem, tedy pamm¢ ¢istym kolagenem I. | on vychazel z Pankhurstovyigeo
primarni a sekundarni sorpce, ale agstquinich Pankhurstovych nazosecasté&né odliSu-
je. Maldonado souhlasil, Ze je primarni sorpcelsteuetricka a je zalozena na elektrosta-
tické interakci mezi funknimi skupinami PAL a kolagenemid®lpokladal vSak, Zze docha-
zi ke sklopeni nepolarréstifetézce jiz vazané PAL, coz vede k interakci s nepdairn
AMK zbytky bilkoviny. Dochéazi k fixaci povrchav aktivni latky na vazany substrat.
Sekundarni sorpce (druha faze) je zalozena na avy§erofility polypeptidickehaetéz-
ce. Toto je dsledkem jiz navazanych molekul PAL s hydrofobnirek&sn polypeptidic-
kéhotettzce. Tvrzeni o charakteru takto pojaté sekundéanmgcs je podmitno predcho-
zim navazanim ionické PAL a tedy ziskanim hydrofbbrcharakteru kolagenniltettzce
[4, 15-17].

Zavislost navazaného mnozstvi PAL (na substratpuwaovazné koncentraci PAL je vyja-
dieno graficky za pomoci safpi izotermy. Bhem studia interakce ionickych PAL
s proteiny dosgi autori k riznym za¥ram pri ur¢ovani typu izotermy. V gkterych gipa-
dech byly brany za vysledek klasické Freundlichavlyangmuierovy izotermy, avsak nej-
castjSim vysledkem byva tzv. ,S- izoterma®, ktera jeacdkteristicka tvarem pismene S.
Tuto sorgni izotermu Ize rozdit na dva Useky. V prvnim Useku, kde je koncerdrBéL
mensi nez je c.m.c. dané PAL, navdzané mnoZstvi mAsubstrat zpatku velmi rychle
roste. Pak dojde k postupnému ustéleni, kdy maximmarpce spada do oblastsie pod
c.m.c. a navazané mnozstvilghzné odpovida stechiometrickému komplexu kolagen —
PAL. Tento Usek Ize ozt jako primarni sorpce.iPprekraieni c.m.c. dochazi k dalSimu
naristu navazaného mnozstvi PAL vlivem hydrofobniclerakci. Tento Usek Ize nazvat
jako sekundarni sorpce.
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Maldonado [15-17] potvrdil S-izotermu pro interakmlagenu se SDS, avSak kigacd
anionického tenzidu SDBS (dodecylbenzensulfonamgodedoséhl izotermy ve tvaru S,

ale logaritmické kivky s limitni hodnotou 1,25 mmol/l SDBS/g kolagenu

Kiivinka [4], ktery ve své praci jako substrat polBAT a jako povrcho¥ aktivni latky
nag. SDS, SDBS, CPB (cetylpiridinum bromid) uvadi,veevSech fipadech mily kiivky
tvar S-izoterem s charakteristickou lagovou famblasti kolem c.m.c.. Zarosepotvrdil,

Ze navazané mnozZstvi ionickych PAL je vyznérnavislé na realnich podminkach.

Pro blizSi objastni zpisobu vazby ionickych PAL na kolagen navrhiiinka [4] tzv.
parametr vazanpj. Definoval ho, jako pogr pottu molekul PAL vazanych Coulombov-
skymi silami k celkovému navazanému mnoZstyii oBvozovani parametru vazani vycha-
zel z avah, Ze v prvni fazi, kdy je PAL vazana aklact Coulombovskych sil (c < c.m.c.),
bude koncentrace protiiahtreagujici PAL ped a po interakci stejna vzhledem k tworb
iontovych péit PAL-bilkovina. Jestlize reakce pridine na z&klatlhydrofobnich interak-
ci, nedojde ke vzniku iontovych géPAL-bilkovina a dsledkem toho bude postupné zvy-
Sovani koncentrace protiiant kolagenu a tedy jejich Ubytek v roztoku. Tatatsknost
vSak plati jen zaedpoklad, jako jsou nap: neschopnost vazani protiidnha substrat,
dostaténa cistota PAL, Uplné disociace PAL v roztoku, vedezdkce do rovnovahy atd.
Pokud jep~0 je pravdpodobnost vazby iontovym mechanismem minimalni\eoikice 0
interakcich hydrofobnich. Jestlize -1, |ze gedpokladat fedevSim vazbu s iontovym
mechanismem. Ze zavislogtina rovnovazné koncentraci ionickych PALij\Wnka zjistil,

Ze se zvySujici se hodnotou rovnovaznych koncenttachazi k postupnému snizovani
parametrip. Nezaznamenal vyraZii zlom v oblasti c.m.gpgs z ¢ehoz usoudil, Ze strikt-

n¢ odcElovat oba rozdilné Zisoby vazani na substrat nelze.

S mechanismem vazby PAL-bilkovina Uzce souvisi rmpojeverzibilita¢i ireverzibilita
vazby. Maldonado [15-17]ipdpoklada, Zzeip vhodném pH (pH~3) a koncentraci PAL
pod jeji c.m.c. je veSkera anionaktivni PAL vazaaan€inény koZni prasek ireverzibin
Pokud je v8ak koncentrace PAEtSi neZz c.m.c., Izefpstejném pH vydesorbovat tiast
PAL, kterda odpovida rozdilu v navazaném mnoZzstvL P#ezi hodnotou $ koncentraci
PAL vétSi a mensi nez c.m.c.. Pokud hodnota pH rostsakpestup& mnozstvi anionak-
tivni PAL navazané v podkritické oblasti. Pokudhgdnota pH vysoka, nedochazi v této
oblasti prakticky k Zddnému navazani anionaktivAL Pv nadkritické oblasti ale iesto
dochazi k vazani jistého mnozstvi anionaktivni PZIltoho vyplyva, Ze { téchto pongr-

né¢ vysokych hodnotach pH izoelektrického bodu je eeSknavazané mnozstvi vazano
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reverzibilre. Kiivinka [4] tuto teorii nepotvrdil. Podlecekavani velky péet prani vede
k postupné desorpci PAL, které je vazané na békirelstatickych sil.

1.3.2 Vliv reak énich podminek na mechanismus reakce

Interakce PAL s kolagenem jsou vyznammovlivnény reaknimi podminkami, ale hla¥n
vybérem vhodné PAL. Z regkich podminek se ngjsgji diskutuje o &chto vlivech: vliv
rovnovazné hodnoty pH, vliv iontové sily, vliv rowézné koncentrace PAL, vliv doby

interakce, vliv teploty prosedi atd.

1.3.2.1 Vliv pH

Heterogenni interakce anionaktivnich a kationaktkrPAL, jsou ovlivieny pH reakniho
prostedi vyraz®. MnoZstvi, které bylo navazano, pak odpovida stppotonizace PEL.
Bylo zjiSttno, Ze pro amfolyty, meziéd pati i kolagen, dochazi k nejtéi interakci s ani-
onaktivnimi PAL v kyselé oblasti, kde se PEL vyskgtjako polykationt. Naopak k nej-
vétSi interakci s kationaktivnimi PAL dochéazi v alklié oblasti, kde se PEL vyskytuje
jako polyaniont. Shodnbylo popsano, Zze pokud se rovnovazna hodnota kyselé ci
alkalické oblasti blizi hodn®tpH isoelektrického bodu, klesa celkové mnozZstvidmané
PAL na substrat. Tuto skuteost potvrdil i Pankhurst [13], jenZ sledoval imtiesi anio-
naktivni SDS a kationaktivni CPB s Zelatinou a gel@em. Bylo zji&no, Ze pi pH~2 se
profadu sulfatu @_ Cis navaze vzdy stejné mnozstvi PAL (0,87 PAL/g Zeigticoz od-
povida ekvivalentu bazickych skupin v bilko¥irdestlize seifidavek PAL zvySoval, zvy-
Silo se navazané mnozstvi asi na 1,4 mmol SDS gadlatiny. Kationaktivni PAL jsou
vazany v rozsahu 1,0 — 1,7 mmol na 1 g Zelatinpid~12 - 13. B heterogenni interakci
PAL s kolagenem doSel Pankhurst k obdobnyngZém.

Maldonado [15-17] také studoval interakce s anitimakni a kationaktivnimi PAL. DoSel
k zawru, Ze v pipact anionaktivnich PAL hodnota navazaného mnozstdkéegem pH
roste a pi pH~2 dosahuje hodnoty 1,8 mmol/g. ¥gac kationaktivnich PAL je tomu
naopak. Navdzané mnozstvi roste s rostoucim ptbdiadtu 0,6 mmol/g.

Studiem interakci PAL — BATipriznych hodnotach pHiinka [4] zjistil, Ze k navazani
maximalniho mnozstvi SDS na BAT dochazi v kysdéd@asti @i pH~3 tj. 1,5 mmol/g.
Tyto vysledky potvrzuji teorii, Ze s rostoucim pheda navazané mnozstvi pro SDS i

SDBS vlivem klesajici protonizace kolagenu.
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Stekerova [5] studovala vliv pH na charakter goffizotermy SDBS - BAT $ pH~3 a
pH~6,5. Maximalni navdzané mnoZstvi $eppi~3 pohybovalo kolem hodnot 1,5 mmol/g,
avSak pi pH~6,5 to bylo pouze kolem 0,8 mmol/l. Vysledkgjsou z pohledu tvaru izo-

termy tak jednoznmé.

1.3.2.2 Vliv iontové sily

Pankhurs [13], Maldonado [15-17]rada dalSich, ki se zabyvali problematikou iontové
sily, dosli k za¥ru, Ze se zvySenim iontové sily v roztoku, vzrastevazané mnozstvi
PAL na kolagen. Toho Ize dosahnouidavkem nizkomolekularniho elektrolytu rtap
NaCl. Jako dvod uvadi, Ze je navazano zvySené mnozstvi PALotegkn jiZz pi primarni
sorpci. Dale uvadi, Ze zvySenim iontové sily romtdkchazi také k poklesu hodnoty c.m.c.
dané PAL, takze jsou pak v roztoktitpmny agregaty PAL jiZ ip menSi koncentraci nez
je c.m.c. a vlivem této skuteosti pak dochazi k interakci PAL s kolagenem. @imyei
vyswtluje teorii, Ze navdzané mnozstvi PAL na dany sabsoste i pi niZSi koncentraci

nez je c.m.c. dané PAL.

Kiivinka [4] se touto problematikou zabyval take igtdj Ze s rostouci iontovou silou sku-
tecné zpatatku vzista navazané mnozstvi PAL na kolagehvky prochazi maximemip
iontovych silach 60-80 mmol/l a s dalSimimtem iontové sily nasledrdochazi k pokle-
su navazaného mnozstvi. Také zde up@gerna zninu chovani PAL P vysokych ion-
tovych silach, jejichZz nasledkem by mohlo dojiejgh vysoleni z roztoku.

V piipadt Stekerové [5] byl zji€van vliv iontové sily na fibeh izoterem jak v kyselém
(pH~3) tak i v témii neutralnim prosedi (pH~6,5). lontova sila byla dana jednak solemi
tvorici pufr a jednak fsdavkem NaCl. Ziskané vysledky jsou zatizeny gawh velkym
rozptylem hodnot, coZ ztas ztsZuje posouzeni vlivu iontové sily. Dle Stekerové by
k posuzovani vlii pH viz kapitola 1.3.2.1. a iontové sily na celkow/azané mnozstvi
SDBS na BAT nidlo pravdpodobré dochazet $ nizSich teplotach, aby se zamezilo&zm
nam ve vlastnostech BAT (rozpustnost).

1.3.2.3 Vliv teploty reakéniho prostedi

Kiivinka [4] se zabyval i timto regkim faktorem a zjistil, Zetpteplo 25°C nelze stano-
vit izotermu SDBS-BAT, protoZze dochazi k vyraznémoklesu navazaného mnozstvi
SDBS i vysSich rovnovaznych koncentracich SDBS v roztdkunizSich teplotach jiz

bylo mozno izotermu stanovit.
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Henriquez [18] se zabyval vlivem teploty réakho prostedi v kyselé oblasti (pH 2,5¥ip
teplotdch 20 a 70°C. V rovnovazném naabsorbovanéovstvi vSak p téchto teplotach
nezjistil Zzadné rozdily. K mnohonasobnému zvySeniamaného mnozstvi PAL vSaki p
teplog& 70°C dochazi v isoelektrickych podminkach (pH~Bdzdily vys¥tluje pomoci
stabilizani funkce SDS vazanéhdipH = 2,5, zatimcoifp pH = 6 zvySenim teploty do-
chazi k z¢tSeni pdétu reaknich mist umoiujicich hydrofobni vazbu dalSich molekul
SDS.

1.3.3 Objemoveé znEny kolagenu i interakci s PAL

Zména objemu kolagennich vidken je jednou zZas§jSich fyzikalnich zmin. Loewe a
Otto [19] zjistili, Ze v neutrdinim pragdi zmisobuji PAL hydrotropni botnani kolagenu.
Pankhurst prokazal, Ze nejvic oWliye zbotnani kolagenu délkatzce hydrofobniasti

PAL, kdy maximalniho &inku je dosazenoipdélcetretézce G

Henriquez [18] se zabyval zmou objemu kolagennich vlakeii pterakci SDS-kolagen.
Pracoval pi pH 2,5 a pH 6 aifpteplotach 22 a 44°C. Vysledky srovnaval s chonaBAT

v roztocich NaCl a methylsulfatu sodného. Z jehslegia vyplyva, Ze v isoelektrickych
podminkach dochazi ke zbotnani BAT. ZbotndniTp= 44°C je giblizn¢ trikrat vétSi nez
pii laboratornich podminkach. Methylsulfat sodny neébotnani zanedbatelny vliv. Se
vzrastem botnéni v izoelektrickych podminkach zatovgrazreé klesé teplota smr&ti a
to nejvice pi koncentracich SDS blizké c.m.c.. ZvySené botpéiniySSich teplotach nez
je teplota smrgni, vyswtluje zvySenym vazanim SDS wsledku oteveni struktury ko-
lagenu a rové&Z zpistupréni nepolarnichéasti rettzce kolagenu nepolarnim interakcim
s hydrofobnicésti fettzce SDS. Jiz relativnmaly pidavek SDS (cca 1 mmol roztoku)
k nabotnalému BAT v kyselé oblasti (pH~2,5)agpbuje jeho odbotnéni. Toude byt

spojeno s kolapsem kolagenngsit

Stekerova [5] ve své praci vyjanvala proces botnani jako hmotnosimf)(nebo objemo-
vy (ay) stupé zbotnani. Uvadi, Zey je ve &tSing pripadi vétSi neZzaomn. To mohlo byt
praveEpodobré zpisobeno fiznou metodikou stanoveriasténym rozpu&nim kolagenu
apod. Tendence ve 2mach hodnot obou stif jsou v zavislosti na podminkéach interakce
stejné. Z uvedenych zavislosti jEepmé, Ze v kyselé oblasttipmizké iontové sile dochazi
k vysokému zbotnani BATof, = 17,7;ay = 15,4 pro gpss = 0). ZvySovanim &pgs docha-
zelo k razantnimu sniZzeni obou stiipany, klesl az na hodnotuy, ~ 4, této hodnoty bylo

dosazeno iblizné pri c.m.c. SDBS tj. 1,85 mmol/l. Postupnym zvySovartigpss se ve
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zkoumaném rozsahwu, dale vyraza neneni. V isoelektrickych podminkéch jg, nizsi a
pohybuje se pod hodnotou 4. ZvySovanim koncent&@BS dochazi jen k nepatrnému

zvySovaniom, na hodnotu kolem 4.

1.3.4 Interakce se snési PAL

Turetkova [6] se zabyvala studiem dvou anionickych téinZiSDS, SDBS) v molarnich
pomérech x = 0,2 a x = 0,8. Porovnavalailpth sorpce vyjatkené sorpni izotermou, jak
pro samotné SDS a SDBS, tak i pro jejichesna iizné iontové sily. Zaroveporovnavala
raizné hmotnostni stuprebotnani g pH 6. Z vysledk jejich neieni je Zejmé, Ze celkové
navazané mnozstvi tenzigti danych ponirech je vyrazé ovlivnéno tim tenzidem, ktery
ve sntsi prevlada. Naadsorbované mnozstvéehto pongrech neni vyrazhovliviiovano

jontovou silou dané sgsi.

Turetkova [6] se také zabyvala hmotnostnimi¢nami @) BAT po interakci s PAL. Pra-
ci provadla pouze v pufru o pH~6. Podléekavani nedochazelo k tak vyraznyménidam
am jako v kyselé oblasti. Uvadi, Ze v prvni fazi pizkych koncentracich PAL a vysoké
iontoveé sile (I = 0,4 mol/l), dochazi k poklesy z hodnotyo, = 3,5 na hodnoty kolemay,
vé sily (I = 0,06 mol/l) doSloipvysSSich rovnovaznych koncentracick)(eémer k 100%

naristuan, oproti pouziti vySsi iontové sily.

Interakci smisi anionickych tenzii s kolagennimi vlaknyip riznych reaknich podmin-
kach (iontova sila, pH) se zabyval Kiief20]. Zjistil, Ze v gfipadech s vySSimi koncentra-
cemi SDS v reaknich sm¢sich maji izotermy tvar S-izoterem. Dale zjistié, gelkové na-
vadzané mnoZzstvi ve ssich je ovlivieno vychozim sloZzenim re&ki snési. Na rozdil od
Turetkové [6] zjistil, Ze navdzané mnoZstvi se zvySigezastoupenim SDS ve &sn
Uspaadani interakci umoznilo &t i zmeény ve sloZeni reakiho roztoku po provedené
interakci. Ukazalo se, zeripniz§im zastoupenim SDS v réak snesi (Xsps = 0,2) neni
vyznamr ovliviiovano sloZeni reg&ki snesi v celém rozsahu interakci, zatimad yys-
Sim obsahu SDS §xs = 0,8) lze pozorovat, Ze se zvySujici se rovnogéazkoncentraci
tenzidi v roztoku, tzn. Ze se zvySujicim se navazanym singh obou tenzil dochazi
k postupnému poklesu molarniho zlomkgpxz hodnoty kolem 0,8 na hodnotu 0,7, coz
swdcilo o urité preferegni sorpci SDS i vySSich koncentracich SDS ve &m

S interakci sr#si tenzidi je spojeno i botnani kolagennich vliaken bez ohtelFitomnost

elektrolyti v roztoku. Bi pH 6 dochazelo vzdy k zvySovani stégyotnani z fivodnich 3,5
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N 1

az na hodnoty, = 12 (nizka iontova sila) resp,~7 (vysSi iontova sila). Bylo prokazéno,
Ze k maximélnimu botnani kolagenu dochati rpaximalnim navazani tenzidu na ko-

lagenni viakno.

Studiem interakce s#si anionickych a neionickych tenzicse zabyval Maldonado [15-
17]. Potvrdil zndmou skuteost, Ze kolagen v rozmezi pH 4 — 7 prakticky nguga

s zadnym neionickym tenzidem, ani jejichésin Jinak se chova kolageti pnterakci se
smesi anionickych a neionickych tenaidMnozZstvi navazaného neionického tenzidu je
podle Maldonada zavislé na mnozstvi navazanéhon@kigho tenzidu. Zavislost vsak
neni jednozn&a. MnoZstvi navazaného neionického tenzidu seup@ys navdzanym
mnozstvim anionického tenzidu pouze doéitého mnoZstvi navazaného anionického ten-
zidu, které odpovida tzv. primarni sorpci tj. vaabektrostatickymi silami. # dalSim zvy-
Sovani navazanych anionickych tenizidochazi podle Maldonada k postupnému poklesu
navazaného mnozstvi neionického tenzidu. Maldonafel 7] predpoklada, Ze neionicky
tenzid se vaze az v oblasti, kdy je z&ma zvySena hydrofobita kolagenniho vidkna (pri-
marni sorpce). i vyrazrejSim mnozstvi anionického tenzidu v réaksnesi dochazi p
adsorpci na kolagen kdité konkurenci mezi danym anionickym a neionickyenzidem

pii vazke hydrofobnimi interakcemi (sekundarni sorpce).

1.3.5 Zhodnoceni teoretickééasti

Interakce tenzi@l s kolagenem byly studovany velmi intenzi\jiz od poloviny minulého
stoleti. Byly sledovanyiedevsim interakce anionického a v men&erkationického ten-
zidu a to velmitasto i extremnich hodnotach pH (pH 2 a pH 4), kteréijebzném sty-
ku lidské Kize s prostdky obsahujici tenzidy neobvyklé. Interakce bybdevany velmi
¢asto v homogenni fazi dio s rozpustnym kolagenemyipadré se Zelatinou. Tyto in-
terakce jsou schopny posoudit rozsah vazani tenrdkolagen, ale nejsou schopny po-
stihnout zmndny ve vysSich strukturach kolagenu, které se pjasast&nou denaturaci
kolagennich vldken nebo jejich botnaninii. IRerarnim studiu bylo nalezeno pouze malo
praci, které by se zabyvaly interakciésimionického a neionického tenzidu s kolagenem.
Tyto prace byly navic provédy s tzv. koznim praskem a nebyly u nich sledovamgny

ve vysSich strukturach kolagenu.

Cilem této prace bylo tité zaplréni nedostatenych informaci odchto interakcich a sta

by byt povaZzovana za patek souboru praci, které by sélyndanou problematikou zaby-

vat.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie

- dodecylsulfat sodny (98%), SIGMA — ALDRICH CHEMIE.r.0.

- igepal CA 720, SIGMA — ALDRICH CHEMIE, s.r.0.

- chloroform p.a., PENTA — Chrudim

- modt methylenova p.a., LACHEMA — CHEMAPOL a.s., Brno

- Kyselina sirova p.a., PENTA — Chrudim

- Kyselina citrénova p.a., PENTA — Chrudim

- Hydrogenfosforégnan sodny p.a., LACHEMA — CHEMAPOL a.s., Brno
- Kyselina fosforéna (85%), LACHEMA — CHEMAPOL a.s., Brno
- Kyselina octova (99%), PENTA — Chrudim

- Kyselina borita p.a., LACHEMA — CHEMAPOL a.s.,igr

- Hydroxid sodny p.a., LACHEMA — CHEMAPOL a.s., Brn

- Dusknan stibrny p.a., LACHEMA — CHEMAPOL a.s., Brno

- Kyselina dusina p.a., PENTA — Chrudim

- Kolagen typu | — BAT ( Beef Achille Tendon)

2.2 Pouzita zaizeni

- KOLORIMETR SPEKOL 11 — Carl Zeis Jena

- SPEKTROFOTOMETR CECIL 3041, Instruments Oxford
- Odstedivka — EBA 20, Hettich

Ostatni z#izeni jsou BZnym vybavenim laborate.
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2.3 PouZzité postupy

2.3.1 Priprava BAT

BAT (kolagen typu 1) byl ziskan preparaci achillotaySlach (Beef Achilles Tendon) z
mladych byk. Samotnéa preparace byla provedena tak, Ze ndjtyeddleny elastinové
obaly a pak za pomoci skalpelélehy na mensi vlakna o tlodée cca 1,5 mm a délce ko-
lem 8 cm. Takto fipravena vlakna kolagenu byla uloZzena v 10% solnéntoku NacCl,

aby se rozpustily rozpustné bilkoviny.

VytaZzena vlakna ze solného roztoku se 8 krat pohyieala destilovanou vodou, aby se
vyprala $il. Dtikaz na chloridy byl provash tak, Ze se do zkumavky dalo 5 ml vyprané
vody, 1 kapka kyseliny dusié a 1 kapka 1% roztoku déisanu stibrného. Jestlize vznik-

nul zakal, pokréovalo se v proplachovani destilovanou vodou dal.

Dale byly BATy promyvany 96% ethanolem (4 krat)ptoZze etanol je schopen na sebe
vazat vodu. Aby byla voda odstema UplrE, proplachly se BATYy je8t2 krat acetonem.
Poté byla vlakna suSena velna filtracnim papie i bézné laboratorni tepldtpo dobu 24
hodin. VysuSena vilakna byla dlouhodatkladovana v mikrotenovych&ach i teplot -

18 °C.

2.3.2 Stanoveni suSiny BAT

Do predem vysuSenych a zvazenych vazenek byly navazédy B hmotnosti 0,15 —
0,17 g a p laboratorni teplat ponechany 48 hodin kondicionovat v exsikatoru
nad nasycenym roztokem NMNO3, coZ odpovida 60% relativni vihkosti. Takto kondic
nované BATYy byly zvadZeny ggsnosti na 4 desetinna mista a ponechany sus#awmsu

pii teplo€ 104 °C do konstantni hmotnosti.

SuSina kondicionovaného vzorkye definovana hmotnostnim zlomkengs\:

m;

Wpar = - (2)
kde
Wgar — suSina kondicionovaného vzorku BAT [0]
m; — hmotnost BAT po kondicionovaniqa vysuSenim [0]

m,— hmotnost BAT po vysuseni [d]
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Hmotnost kondicionovaného BATu byla grepatena na suSinupodle vztahu:

my = M. Wgar 3)
Kde
mo — hmotnost BAT fepaiteného na susinu [g]
m; — hmotnost kondicionovaného BATaal vysusenim [a]
Wgar — susina kondicionovaného BAT [d]

2.3.3 Priprava zasobnich roztoki PAL

V kadince bylo rozpusho 0,2564 g SDS, roztok kvantitativpreveden do 0,2 | odémé
baiky a dopln destilovanou vodou po rysku. Vysledny zasobniolomgl koncentraci 4

mmol/l.

Zasobni roztok igepalu CA 720 o koncentraci 4 mhiolf pripraven rozpugnim 2,94 g
v malém mnozstvi destilované vody a nastebyl tento roztok kvantitativhpieveden do

1 | odnmerné baiky a doplrén destilovanou vodou po rysku.

2.3.4 Spektrofotometrické stanoveni SDS metodou methylené modte

Spektrofotometrické stanoveni SDS bylo provedendodmai, kterd je uvedena v praci

Kiivinky [4]. Metoda byla mirty modifikovana, a proto je zde uveden cely postup.

Bylo rozpus¢no 0,623g methylenové mimlv destilované vaqg poté bylo pidano 10 ml
koncentrované kyseliny sirové a roztok d@plualestilovanou vodou do 0,5 | odmé bai-

Ky po rysku.

V destilované vod bylo rozpu&tno 52,535 g kyseliny citronové, roztokepeden do 0,5 |
odmerné baiky a dopln destilovanou vodou po rysku. Do dalSi 0,5 | édm baiky byl
pieveden roztok dodekahydratu hydrogenfosfoamu sodného (navazeno 35,814 g). Smi-
chanim &chto dvou roztok v pontru 1:1 byl gipraven pufr, paebny ke stanoveni PAL

spektrofotometricky pomoci methylenové med

Ze zasobniho roztoku SDS viz kapitola 2.3.3. bylpipetovano 10 ml do 100 ml o@mé
baiky a doplno destilovanou vodou po rysku (standardni roztd&)standardniho rozto-
ku se odpipetovalo 5 ml do 100 ml o&tme baiky a roztok byl opt doplren destilovanou
vodou po rysku (pracovni roztok). Do Blidich nalevek bylo postugnodpipetovano 0, 1,

2, 3 a 5 ml pracovniho roztoku SDS a déplm destilovanou vodou na objem 20 ml. Ke
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kazdému roztoku vdicce byl gidan 1 ml methylenové mee, 5 ml pufru (kys. citronova
+ hydrogenfosforgnan sodny) a 15 ml chloroformu. Obsahéli&e se cca 2 minuty in-
tenzivre protepaval. Rlicky se nechaly zhruba 15 minut odstat. Chloroformersiva
byla opatrg prepuséna do odsedovacich zkumavek a odef’'ovana na laboratorni od-
stredivce i 1000 ot&kach za minutu po dobu 2 minut. Z addtovacich zkumavek byla
¢ira chloroformova vrstva postupmpievedena pomociigkaci jehly do kyvety spektrofo-
tometru a prorrena jeji absorbanceipinovée délce 652 nm proti slepému pokusu (0 ml
SDS) na spekolu 11. Z n&enych absorbanci a znamych koncentraci SDS bylieogasa
kalibratni piimka. Kalibr&ni pfimka SDS vetrg rovnice giimky je uvedena na obrazku 3.

Kalibracni krivka SDS y = 0,1231x + 0,0029
R?=0,9998

0,7 /i
0,6
0,5
0,4
< /
o /
0,2 /
0,1

0 1 2 3 4 5

Csps [umol/I]

Obrazek 3: Kalibréni kiivka SDS

2.3.5 Spektrofotometrické stanoveni igepalu CA 720

Vzhledem k chemickému slozeni igepalu lze starjetib obsah v roztoku spektrofotomet-
ricky v UV oblasti. Ze zasobniho roztoku viz kapat@®.3.3. bylo do 100 ml odimych
bartk napipetovanoizné mnozstvi igepalu od 0,5 - do 4 ml a déptndestilovanou vo-
dou po rysku. Naslednbyla prongtena koncentrace na spektrofotometru CECIL 3041.
M¢éteni prokhlo pii vinové délce 221,5 nm ww&mennych kyvetach o optické délce | = 1

cm. Kalibrani primka igepalu ¥etné rovnice imky je uvedena na obrazku 4.
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Kalibracni krivka igepalu y =9,8702x +0,0041
R%=0,9999
1,6
1,4 _°
1,2 /
1 /e/
< 0,8
0,6
0,4 c
0,2 €
0 G/T
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16

¢,c. mmol/I

Obrazek 4: Kalibreni kiivka IGEPALU CA 720

2.3.6 Priprava BAT pred interakci

2.3.6.1 Kondicionovani BATu

Bylo navazeno 10 vzotkBATu v rozmezi hmotnosti 0,15 — 0,17 g. Vzorkyybylozeny
do exsikatoru s nasycenym roztokem JNIs;, ktery vykazuje relativni vihkost 60 %.

Kondicionovani probihalo 48 hodittipaboratorni teplat

2.3.6.2 Rozmaeni BATu

Zvazené kondicionované BATY byly vioZzeny do kadireeRO ml destilované vody nebo
pufru o gislusném pH a uz&@eny alobalem. Rozndani trvalo 24 hodin ip laboratorni

teplo€. Po rozméeni byly BATy dikladré osuSeny na filtienim papife a zvazeny.

2.3.7 Priprava pracovnich roztoki SDS a igepalu pro vlastni interakci s BAT

Pro vilastni interakci BAT bylyipraveny pufry o pH 6,0 a pH 4,0. Smichanim kyselin
fosforené, octové, borité v pozadovaném mnozstvi dybraven prvni zasobni roztok
(Britton-Robinsoriv roztok). Rozpughim vypaiteného mnozstvi hydroxidu sodného byl
pripraven druhy 0,2 M z&sobni roztok. Rddiného pH bylo dosaZzeno smichanim zasobnich

roztoki standardnim zisobem, ktery je uveden v chemickych tabulkach [2&}sledné
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pH bylo prongieno a upraveno pomoci digitdlniho pH metru na paxZadou hodnotu pH
6,0 a pH 4,0.

Zasobni roztok SDS bylfpraven rozpughim 6,3454 g v malém mnozstviigusnéeho
pufru, roztok kvantitativé preveden do 1 | odénné baiky a dopl&n pufrem po rysku.
Stejre tak byl gipraven i zasobni roztok igepalu CA 720 s tim rteadj Ze ho bylo nava-
zeno 14,7852 g.

Ze zasobniho roztoku SDS a igepalu v pufru o pHn&Bo 4,0 a koncentraci 20 mmol/l
byly pfipraveny pracovni roztoky SDS v rozmezi o koncamt€g05 — 15 mmol/l (0,05;
0,1;0,5; 1; 3; 5; 7; 9; 12; 15 mmol/l) nasledujigbostupem. Do 100 ml odiimych bark
bylo napipetovanoijslusné mnozstvi SDS aiky doplrény pufrem o pisluSném pH po

rysku. Mnozstvi SDS bylo vygteno dle vzorce:

a.Vi =GV, (4)
Kde
c1 — pislusna koncentrace pracovniho roztoku [minol/
V1 — objem odnirné baiky [ml]
¢, — koncentrace zasobniho roztoku SDS [minol/l
V, — vypditeny objem pipetovany ze zasobniho roztoku [ml]

Stejny postup byl proveden i dipravy pracovnich roztagkigepalu.

Dale bylo gipraveno 10 pracovnich roztblsmesi SDS a igepalu v pofru 3:1 (koncent-
race roztok SDS 0,05 — 15 mmol/l). N&pl5 milimolarni pracovni roztok SDS obsahoval
5 mmol/l igepalu. Tato sés byla gipravena jen v pufru o pH 6,0.

Nasledr bylo gipraveno 10 pracovnich roztblobou PAL v pordru 1:1, kde byla kon-
centrace roztakupravena na 0,05 — 10 mmol/l (0,05; 0,1; 0,5;;%;%; 7; 9; 10 mmol/l).

2.3.8 Stanoveni reakini doby interakce PAL —BAT

Literarni zdroje uvadi rozdilné Gdaje o dosazedsittirovnovahy mezi PAL — BAT, a pro-
to bylo nutné ped vlastnim ré‘enim stanovit optimalni rea&ki dobu tzv. kinetiku sorpce.
Ze z&sobnich roztakviz. kapitola 2.3.3. byly ffipraveny pracovni roztoky o koncentraci
2 mmol/l a 4 mmol/l pro abPAL. Do erlenmayerovych ba&k bylo napipetovano 50 ml

piislusného pracovniho roztoku. Do nich byl vprav@mndiciovany viz kapitola 2.3.6.1. a
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rozmaeny (24 hodin) BAT v 20 ml destilované vody.iB& se nechaly stat a vzdy zhruba
po 24 hodinach byl odebran vzorek, vhédraedn a nasledd byla spektrofotometricky
stanovena rovnovazna koncentrace obou PAéeti Bctvrty den se rovnovazné koncentra-
ce tendt neliSily. Paty den byla rovnovazna koncentracebauoPAL stejna jak@tvrty

den, a proto byla stanovedigidenni optimalni reaki doba.

2.3.9 Vlastni interakce BAT s tenzidy

Kondicionované viz kapitola 2.3.6.1. a rozateaé viz kapitola 2.3.6.2. BATy byly vytaze-
ny z pufru a dkladne osuSeny na filtnim papfe. VSechny vzorky byly zvazeny

s presnosti na 4 desetinnd mista a postuygraveny do erlenmayerovych ks 50 ml
pracovniho roztoku oifslusné znamé gateini koncentraci tenzid(cp). Smés se nechala
stat v bakach 4 dny, coz je nutna reak doba k ustaleni koncentrace. Po 4 dnech byly
BATy znovu za pomaoci pinzety vytazenyjkdadné osuSeny na filtknim papie a zvaze-

ny (hmotnost nj. U téchto BATa byl stanoven stugezbotnania a zarové stanovena
rovnovazna koncentracegjcSDS a igepalu.

Rovnovazna koncentrace SDS byla stanovena spekinoéoicky metodou methylenové
modie viz kapitola 2.3.4., s tim rozdilem, Ze ze zadubmoztoku PAL v pufru bylo do
delicky napipetovano vzdy 20 ml PAL. Vzorky vSak musefy vhodré nareceny tak, aby
jejich koncentrace byla v rozsahu koncentraci kalifi piimky (0 do 5 pmol/l). Pro eli-
minaci gipadnych chyb se vzorkkedily na koncentraci kolem 3 pmol/l. Byla z§isa
hodnota absorbance a z ni za pomoci kaliir&iivky vypoctena hodnota rovnovazné

koncentraceg

Rovnovazna koncentrace igepalu byla stanovena pumuiupu v kapitole 2.3.5.. Vzorky
byly naredény tak, aby hodnota koncentrace byla v rozsahbiade, coz bylo 0 — 0,152
mmol/l. Z g‘edchozich praci provedenych na Technologické faktZling je znamo, ze
hodnotu adsorbance ouliuje samotny pufr, a proto bylo stanoveni provedekpze mis-
to klasického slepého pokusu (destilovana vodd)slepy pokus, pufr, ifadn stejré jako
meéteny vzorek. Nakonec bylo vypieno navazané mnozstvi & hmotnostni stugiezbot-

nania.
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Hmotnostni stupdi zbotnani BAT a
—_Mmc
= e (5)
Kde
a — hmotnostni stugezbotnani BAT
mc — hmotnost BAT po interakci se SDS, pagepalu [0]
mp — hmotnost kondicionovaného BATbgpaiteného na suSinu [0]
Vypocdet navdzaného mnozstvi Q
_ (cp—cpr)*V
Q=" (6)
Kde
Q: — navadzané mnozstvi SDS na BAT [mmol/g]
Cp — paateeni koncentrace SDS v roztokiéiganému k BAT [mmol/l]
Cr — rovnovazna koncentrace SDS v roztoku po inteaBAT [mmol/l]
V — objem pracovniho roztokuigany ke kondicionovanému BATu [1]
mo — hmotnost kondicionovaného BATégpaiteného na susinu [0]
Podle stejného vztahu bylo vyfieno navazané mnozstvi igepalu.
Celkové navazané mnozstvi PAL Q; bylo vypaiteno:
>Q=Qsps+ Qig. (7)
Kde
Q: sps— havazané mnozstvi SDS [mmol/g]
Qtig. — Navazané mnozstvi igepalu [mmol/g]
Molarni zlomek xsps byl vypaiten:
CRSDS
X = — 8
DS CRSDSTCRIG. ®)
Kde
Xsps— molarni zlomek SDS
Cr sps— rovnovazna koncentrace SDS [mmol/l]
Cr 1. — rovnovazna koncentrace igepalu [mmol/l]
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3 VYSLEDKY A JEJICH DISKUZE

Byla sledovana interakce mezi kolagennimi vliaknyoren¢ BAT se SDS, igepalem CA
720 a jejich srsmi v pongru 3:1 a 1:1 fi pH 4 a 6. Byly stanoveny safipi izotermy a
hmotnostni stuphzbotnani (viz kapitola 2.3.9.). Vzhledem k izo¢tekému bodu ko-
lagenu (pl~7) se v obouipadech kolagen jevi jako polykationti BH 4 je nabojova hus-
tota u kolagennich vlaken vyssi, a proto sedpoklada, Ze interakce s anionickym SDS
bude taktéz vysSi. Druhé zvolené pH, tj. pH 6, byfbrano zarérné s ohledem na prak-
tické vyuzivani prosedki obsahujicich anionické tenzidyi styku s lidskou #&Zi. Podle
predpokladu by rozsah interakcghioyt nizSi nez v fipact interakci pi pH 4. Vzhledem

k této skuténosti bude provedena diskuse vyshegiodle hodnot pH, ip kterych byly in-
terakce provaghy.

3.1 Interakce pri pH 6

3.1.1 Interakce samotnych tenzidi

Vysledky ve forng tabulek a obrazk znazoiujicich phbéh sorgnich izoterem a hmot-
nostnich stui zbotnani, budou diskutovany nejprve pro samotnéidg a posléze pro
jejich snesi 3:1 a 1:1. Vysledky pro SDS jsou uvedeny v tebul a na obrazcich 5 a 6.

Tabulka 3: Souhrnné vysledky pro interakci kolagsaesDS p pH 6

¢ Mg [g] ¢ SDS [mmol/l] | cgSDS [mmol/l] | Q; SDS [mmol/g] o

0 0,1466 0 0 0 3,3588

1 0,1395 0,05 0,045 0,0018 3,5213

2 0,1389 0,1 0,085 0,0054 3,5376

3 0,1352 0,5 0,366 0,0495 3,4315

4 0,1526 1 0,728 0,0891 3,5166

5 0,1416 3 1,703 0,4580 5,9585

6 0,1448 4,99 2,578 0,8329 8,7743

7 0,1421 6,99 4,149 0,9999 11,6042
8 0,1486 8,99 5,689 1,1104 11,6191
9 0,1424 11,98 7,867 1,4444 14,7034
10 0,1352 14,98 10,687 1,5880 15,6999
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Obrazek 6: Hmotnostni stupebotnani praisté SDS f pH 6

Z obrazku 5 je #&jmy tvar izotermy. Ukazuje se, Ze podslako v gipact homogennich
interakci anionicky tenzid - kolagen (Zelatina)iséije ukité rozmezi rovnovaznych kon-
centraci SDS, iip kterych je adsorpce na BAT velmi nizka. V naSetipget rovnovazna
koncentrace leziesne pod 1 mmol/l. Tuto¢ast adsorgni kiivky lze pricist predevsim
sorpci SDS na zaklg&delektrostatickych sil (primarni sorpce). Vysledjspu v dobrém
souladu s obdobnymi vysledky, které byly dosazefmynperakci anionickych surfaktaint
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(SDS, SDBS) p obdobnych readnich podminkach [4,20]. Tomu odpovida i navazané
mnoZstvi SDS, které se pohybuje na drovni cca Q1 mmol/g. B zvySovani rovnovaz-
né koncentrace dochazi k postupnémustarnavazaného mnozstvi, az do hodnatgca

1,6 mmol/g. Vysledna hodnota navazaného SDS odpoxjdledk&im dosaZenychipob-
dobnych mgienich [6,20]. Nutno podotknout, Ze vysledné navézamoZzstvi jecasto
ovliviiovano stavem vlastniho substratu ifstapisob gipravy apod.). To je idvodem,

pro¢ se hodnoty maximaémavazaného mnozstvi mohatigad od pipadu liSit [4].

Zavislost hmotnostniho stupnzbotnani na rovnovazné koncentraci SDS (obr. 6)
v podstat kopiruje adsorfni izotermu samotného SDS. Podgpjako v gipad izotermy
existuje uéita lagova faze, ip které kolagenni vlakna prakticky nebotnaji. T&hst zavis-
losti odpovida t&asti izotermy, ktera byla ozéena jako primarni sorpce. Rovnovazna
koncentrace je tedy prakticky stejna a je menSilngimol/l, na rozdil od naadsorbované-
ho mnozZstvi, které postupm pii téchto nizkych rovnovaznych koncentracich SDSist&
viz tab. 1. Hmotnostni stupezbotnani ma tendenci byt az do koncentrace 1 nhnpodk-
ticky konstantni. Nizky stupezbotnani v této oblasti Izeipist postupné adsorpci SDS na
kolagenni vlakno, ktera zabezp@ vysoky stupe hydrofobnosti daného viakna. DalSi
zvySovani rovnovazné koncentrace SDS vede k postapmaiistu hmotnostniho stupn
zbotnani az na hodnotuilplizné 15. Tento narst Ize ficist postupné adsorpci dalSich
molekul SDS na zakl&dhydrofobnich interakci (sekundarni adsorpce), &igostups

zvysuje hydrofilitu vlaken a tim umaagje zvySené botnani.

Vysledky interakce igepalu s BAT pro pH 6 jsou usey v tabulce 2 a na obrazku 7.
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Tabulka 4: Souhrnné vysledky pro interakci BAT sgglem pi pH 6

¢ Mo [g] ce[mmol/l] cr [mmol/1] Q¢ [mmol/g] o
0 0,1466 0,026 0,033 -0,0024 3,3588
1 0,1521 0,048 0,051 -0,0010 3,2509
2 0,1373 0,095 0,098 -0,0011 3,4209
3 0,1513 0,475 0,48 -0,0017 3,4783
4 0,1475 0,95 0,995 -0,0153 3,6319
5 0,1466 2,85 2,88 -0,0102 3,3908
6 0,1504 4,75 4,8 -0,0166 3,5193
7 0,1436 6,65 6,7 -0,0174 3,7748
8 0,1534 8,55 8,8 -0,0815 3,56184
9 0,1373 11,4 11,6 -0,0728 3,2578
10 0,1532 14,25 14,5 -0,0816 3,3086

3,9

O
3,6
o O o O
3 P ©
33 O
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3,0
0 2 a 6 8 10 12 14 16
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Obrazek 7: Hmotnostni stupebotnani igepaluippH 6

Na rozdil od adsorpce SDS neni uvedena adsoipoterma igepalu. Z tabulky 2 jéez-
mé, Ze navazané mnozstvi igepalu je ve vSéigagech zaporné. Je ovsemetidze hod-
noty Q jsou velmi nizké zejméndaimizsich pgatesnich a tedy i rovnovaznych koncentra-
cich igepalu. Se zvysujici se rovnovaznou koncehttachazi ovsem i k niéstu navaza-

ného mnozstvi (v absolutni hod&ptPodle naseho nazoru, je tento vysledek dan kedna
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chybou metody wteni, ale také ip vySSich koncentracich igepalu, séz®a uplatiovat i
jeho gipadny hydrotropni efekt. Ten vSak nebyl jedn@migrokazan a ani v literate
nebyla nalezena zminka o takovém chovani neionickgozidi. Je mozné, Ze vysSi kon-
centrace igepalu mohou vést k wmlani rekterych slozek z BAT, které jsou schopny
adsorpce v UV oblastitp podobnych vinovych délkach jako igepal. Tomut@lpému
bude na pracovisti&novana podrob#Si pozornost pozgi. Pfesto se zda, Ze za danych
podminek neni samotny igepal schopen vyzrgénradsorpce na BAT. To je v souladu

s vysledky uvaghymi nag. Maldonadem [15-17].

Praibéh a velikost hmotnostniho stuprzbotnani BATu v fipact pritomnosti igepalu je
uveden na obrazku 7. Z obrdizje Zejmé, Ze stupezbotnani se pohybuje bez ohledu na
velikost rovnovazné koncentrace igepalu mezi haanoB,2 az 3,55. To je hodnota, ktera
je velmi blizka botnani kolagenucistéem pufru o pH~6 (3,25). Rozptyl hodnot zjisich

v pribéhu mefeni neni podle naSeho nazotili vyznamny vzhledem ke #pobu stano-
veni hmotnostniho stuprebotnani viz kapitola 2.3.9. Lze tedy tvrdit, Zar®tny igepal

v rozmezi pouzitych koncentraci & mlanych reaénich podminkach nespobuje vy-

znamjSi botnani kolagennich vlaken.

3.1.2 Interakce smési tenzidi

P pH 6 byly hodnoceny interakce se&mi SDS a igepalu v pafrech 3:1 a 1:1. V prvni
fazi bude provedena diskuze chovanisind:1, ktera ma vyssi obsah SDS vesina kde
by se dalo fedpokladat, ze projevy chovani &nbudou ¥tSi nez u sisi 1:1. Souhrnné

vysledky jsou uvedeny v tabulce 3 a na obrazciat®8

Tabulka 5: Souhrnné vysledky pro interakci BAT sgs 3:1

¢« | Mo ¢ SDS | cplG. cr SDS | cRrIG. Q:SDS Q:1G. " Xeps
[0] | [mmol/l] | [mmol/l] | [mmol/l] | [mmol/l] | [mmol/g] | [mmol/g]

0 | 0,1466 0 0,026 0 0,033 0 -0,0024  3,3588

1| 0,1517 0,052 0,016 0,046 0,023 0,0020 -0,00p3 603,2 0,6667
2 | 0,1488 0,104 0,032 0,084 0,035 0,006}/ -0,0010 70®,0 0,7059
3 | 0,1474 0,52 0,158 0,305 0,128 0,073p 0,0102 53,916,7044
4 | 0,1409 1,04 0,317 0,744 0,297 0,105 0,0071 4,840,7147
5| 0,1328 3,12 0,95 2,592 0,897 0,198y 0,0199 3,1300429
6 | 0,1397 5,2 1,583 4,502 1,568 0,2499 0,0054 3,8330417
7 | 0,1401 7,28 2,217 6,557 2,178 0,258 0,0139 5,693,7507
8 | 0,1372 9,36 2,85 8,547 2,738 0,2963 0,0408 4,33017574
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Obrazek 8: Somni izoterma pro sis SDS a igepalu v pairu 3:1
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Obrazek 9: Hmotnostni stupebotnani BAT ve sisi 3:1

Zpusob vyhodnocovani rovnovaznych koncentraci SD®paily umoznil stanovit adsorp-
ci obou tenzidl samostatt a zarové umoznil zjistit zmény ve sloZeni sisi tenzidi po
adsorpci. Z obrazku 8 sampi izotermy je Fejmé, Ze SDS sorbuje na BAT vyznatice
nez igepal. Na druhou stranu je ovSem nutné podotkrize na rozdil od adsorpce samot-

ného igepalu dochazi v této &ni k pozitivni sorpci igepalu. Na tvaru izotermpgo SDS
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této sn&si nelze na rozdil od adsorpce samotného SDS peailagovou fazi izotermy.
Zda se tedy, Ze ze $8i SDS igepal dochazi k adsorpci SDS na z&kjadnoduché izo-
termy. Navazané mnoZzstvi SDS je ovSem vyazidSi, nez navazané mnozstvi SDS v
piipadt ¢isteho SDS a dosahujéilgizné 0,3 mmol/g, tzn. fiblizn¢ 20 % z navazaného
mnoZstvi samotného SDS. Maximalni mnoZstvi navdmangepalu dosahuje asi 0,04
mmol/g. Je otazkou, na kolik je toto mnoZstvi omdivo chovanim igepalu k BAT, jak
bylo diskutovano p interakci BAT igepal viz kapitola 3.1.1.

Jak jiz bylofeceno, zfaisob vyhodnocovani interakce umoznil zjistiténiy ve slozeni roz-
toku snési tenzidi po interakci. Aktudlni sloZzeni s1si pro kazdy bod zavislosti byl vyjad-
fen pomoci molarniho zlomkusys a je uveden vtabulce 3. Molarni zlomekpg
v pocateEni reakini snesi byl vzdy konstantni. gps pocateni mel vzdy hodnotu 0,75.
Z tabulky 5 je patrno, Ze slozeni rovnovazn&sinse odliSuje od p@teniho xps Je
ziejmé, Ze fi nizSich pe@ateenich koncentracich jsou hodnotyp; niZsi, neZz odpovida
pocatenimu xps . Se zvySujicimi se gateEnimi koncentracemi obou tenzidie sngsi
postupr roste %psra [ vysokych p@atecnich koncentracich, kdy dochazi k postupnému
ustalovani navazaného mnozstiggahuje svoji hodnotousps patateini. Z tohoto pitbé-
hu zrén ve sloZeni rovnovaznych koncentraci tetzigplyva, Ze pi adsorpcich s niz§imi
pocatenimi koncentracemi obou tenziddochazi k pednostni adsorpci SDS. To je
v ¢ast&ném rozporu se zji&imi, které uvadi Maldonado [15-17], protoZze z daSiy-
sledki vyplyva, Ze ve sisi dochazi k satasné adsorpci obou ten#tid zarové se zvySu-
jicimi se p@atenimi koncentracemi obou tenzicharista i jejich navazané mnoZstvi.
Maldonado [15-17] totiZ i@dpokladd, Ze k adsorpci neionického tenzidu ddchazpo
navazani dostateého mnozstvi anionického tenzidu. Po dosaZeni stwiofevysujici

primarni adsorpci dochazi k postupnému poklesuniazgionického tenzidu.

Na obrazku 9 je znazama zavislost hmotnostniho stépnbotnani na rovnovazné kon-
centraci SDS ve s#si. Tato zavislost je uvedena proto, Zze SDS dalgkazreji ovliviiuje
botnéni kolagennich vlaken nez igepal. Z obrazjeigatrné, Ze jiz i velmi nizkych kon-
centracich SDS dojde ke wistua z hodnot piblizn¢ 3,2 na hodnoty kolem 3,9. V dalSim
pribéhu se zvySuje hmotnostni stapzbotnani na hodnoturiplizné 4,4. Ukazuje se, Ze
podobré jako v gipac adsorpce samotného SDS agsnSDS igepal 3:1 i hmotnostni
stupe zbotnani vyraz&bipoklesl na hodnotu kolem 35 % z hodnoty samotr&b8s. Pokud

bychom vyjadlili zavislost hmotnostniho stuprzbotnani ng. rovnovaznych koncentraci
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obou tenzid ve sngsi, nedojde firozerg k ovlivnéni hodnot hmotnostniho stugrpouze

se mirg posune jejich zavislost na rovnovazné koncenteadiidi.

Vysledky pro interakci sisi SDS igepal 1:1 jsou uvedeny v tabulce 4 a nazuich 10 a

11.
Tabulka 6: Souhrnné vysledky pro interakci BAT sgs SDS igepal 1:1
¢ Mo Cp SDS Cp IG. Cr SDS Cr IG. Qt SDS Qt IG. a Xsps r
[0] | [mmoll] | [mmol/l] | [mmol/l] | [mmol/l] | [mmol/g] | [mmol/g]
0 | 0,1466 0 0,026 0 0,033 0 -0,024 3,3588 -
1] 0,1328 0,05 0,049 0,044 0,052 0,002B3 -0,0011 43750,4583
2 | 0,2413 0,1 0,098 0,081 0,094 0,006y 0,0014 3,483,4629
3 | 0,1466 0,5 0,49 0,393 0,43 0,036% 0,0205 3,572877%
4 | 0,1360 1 0,98 0,834 0,88 0,061( 0,0368 3,8413 866,41
5 10,1453 3 2,94 2,785 2,72 0,074( 0,0757 3,7352 0595
6 | 0,1322 3,99 3,92 3,776 3,67 0,0809 0,0946 4,0166071
7 | 0,1343 4,99 4.9 5,011 4,63 -0,0078 0,1005 3,700,6198
8 | 0,1316 6,99 6,86 7,102 6,5 -0,0426 0,137 3,6§705221
9 | 0,1463 8,98 8,82 8,857 8,32 0,0420 0,1709 4,0035156
10| 0,1393 9,99 9,8 9,63 9,28 0,1293 0,187 3,6125093
0,20
O
O
0,15
—_ O
g A
£
O
£ 0,10 o ©
2 Q
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0,05
A O A
O
0,00 @
0 2 4 6 8 10
cg [mmol/I]

Obrazek 10: Sokmi izoterma pro sis SDS a igepalu v pafru 1:1 @i pH 6
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Obrazek 11: Hmotnostni stupebotnani BAT ve sisi 1:1 ¥ pH 6

Adsorgni izoterma pro oba tenzidy je uvedena na obragkiZhlediska SDS se chovala
tato smés porekud anomala a to zejména pro¢které vybrané koncentrace. Z tabulky 4 je
vidét, Ze pro poateini koncentrace ifblizné 5 a 7 mmol/l doslo k propadu navazaného
mnozstvi SDS do zapornych hodnot. Oba body tétwsiodt byly rekolikrat prongiovany

a vzdy doslo k obdobnému propaduSDS. Pro toto chovani €si nemame zZadné vy&v
leni. Z obrazku 10 je vid, Ze g nizSich koncentracich obou ten&idochazi k nepaten
zvySené sorpci SDS ve srovnani s adsorpci igegalimco v dalSi fazi izotermy dochazi
k postupnému néstani naadsorbovaného mnoZzstvi igepalu, které jewaaovazné kon-
centrace cca 4 mmol/ktsi nez odpovidajici hodnoty pro SDS. Tomu odpgvidamény

ve sloZeni roztak tenzidi po interakci, které jsou épvyjadieny jako xps:. Podobg jako

v predchozim fipact je z pabehu ®€chto hodnot #ejmé, Ze fi pocateenich koncentracich
obou tenzid dochazi k preferémimu vazani SDS. Tato prefete sorpce trva az do
hodnoty Q SDS kolem 0,07 mmol/g, coz odpovidabpzné mnozstvi SDS, ktery tize
naadsorbovat na kolagenni viakriagH 6 a blizké iontové sile pomoci elektrostatidky
interakci [20]. Zd& se, Ze v dalSi fazi, kdy seizaji uplatiovat hydrofobni interakce se
vySe uvedené tabulce. Celkové navdzané mnozstwu tamzidi v rovnovaze lze igdpo-
kladat rtkde na uarovni 0,3 — 0,35 mmol/g, coZ odpovididlZzné navazanému mnozstvi

obou tenzid pro sngs 3:1.
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Praibéh hmotnostniho stugnzbotnani v zavislosti rovnovazné koncentrace jedewm na
obrdzku 11. Z vysledk je patrno, Ze ifp dosazeni rovnovazné koncentradéblgne 1
mmol/l dochazi k ufitému ustaleni hodnot hmotnostniho stmbotnani. Rovnovazné
hodnoty kolisaji v rozmezi 3,7 — 4,0, coZ odpovigdsobu stanoveni této vély. Vy-
sledny rovnovazny stupiezbotnani je pouze nepatrmensi, nez hmotnostni stuipebot-
nani sndsi 3:1. Zda se tedy, z&ifpmnost igepalu podstatmovliviiuje hmotnostni stupie
zbotnani. Mnozstvi igepalu ve zkoumanychssioh, tj. 3:1 a 1:1, vSak uz vyragintento

stupdi neovliviuje.
3.2 Interakce pri pH 4

3.2.1 Interakce samotnych tenzidh

Vzhledem k tomu, Ze literarni udaje i naSe vyslettkgrakce neionického tenzidu s ko-
lagenem byly nevyznamné, nebylo provedeno stancadsdrgni izotermy a stanoveni
hmotnostniho stugnzbotnani v plném rozsahu koncentraci. Bylo &jiét Ze pro nizké
pocateEni koncentrace je Qovno prakticky nule, zatimco pro koncentraci Ii2dall, bylo
piekvapiv¥ zaznamenano paimé vysoké navazani igepalu 0,3 mmol/g). Vzhledem
k nedostatkwasu nebylo mozno stanovit jiz kompletni sorpizotermu a hmotnostni stu-
pei zbotnéni. Na rozdil od roztoku SDS, pigact jeho sngsi s igepalem nezgobil tento
piidavek igepalu snizeni stupmbotnani, naopak dosSlo k jeho mirnému zvySenidnbty
a~20 naa~24. Z toho Ize usoudit, Ze samotny igepatasputitou interakci s kolagenem
v kyselé oblasti prawghodobrg zvySuje dale hydrofilitu kolagennich viadken, pipad
jinak pasobi na nadmolekularni struktury vlaken, coz sg¢epigejich zvySenimu.

Vysledky pro interakci SDS s BATrippH 4 jsou uvedeny v tabulce 7 a na obrazcich 12 a
13. Z obrazku 12 jeiejmé, Ze na rozdil od adsorpce SOGEpb 6 ma adsormni izoterma
prakticky klasicky tvar. Toto je pékud prekvapuijici zji&ni vzhledem k tomu, ZefippH

4 je kolagen ve forgpolykationtu a Ze by tedy v prvni fazi adsorpae i nizSich paéa-
tecnich koncentracich &o dochazet k interakcimigvazre na bazi elektrostatickych sil.
To by se nilo projevit lagovou fazi f navazaném mnozstvi;@si 1 - 1,1 mmol/g [4]. Na
druhé straé je pravdou, Ze obdobny tvar adstmpizotermy ziskali i jini auto [15-17].
Maximalni navazané mnozstvi &s je fiblizné 1,95 mmol/g, coz je v dobrém souladu
s vysledky dosazenychikinkou [4] a jsou jen nepaténvysSi neZz podobna stanoveni pro-
vadkna Maldonadem [15-17].
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Tabulka 7: Souhrnné vysledky pro interakci BAT €531 pH 4

¢ Mo [g] ¢ SDS [mmol/l] | cgSDS [mmol/l] | Q; SDS [mmol/g] o
0 0,1464 0 0 0 19,2219
1 0,1445 0,051 0,0200 0,0107 14,0246
2 0,1354 0,103 0,0470 0,0207 16,7746
3 0,1282 0,513 0,2060 0,1197 13,0032
4 0,1332 1,025 0,3730 0,2447 12,6851
5 0,1433 3,075 1,1430 0,6739 3,8216
6 0,1458 5,125 2,2300 0,9926 4,3887
7 0,1429 7,175 3,7320 1,2043 5,7869
8 0,1330 9,225 5,0180 1,5816 8,3239
9 0,1323 12,3 7,6660 1,7516 9,6666
10 0,1411 15,375 9,8810 1,9469 10,4097
2 A
A

— 15 A

= A

£ ‘

g 0,5 .

A
0 AA
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
cg [mmol/I]

Obrazek 12: Adsokmi izoterma pro SDSippH 4
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Obrazek 13: Hmotnostni stupebotnani pro SDS v pufru 4

Zavislost hmotnostniho stuprebotnani v zavislosti na rovnovazné koncentrac53®
uveden na obrazku 13. Z obrazku jejmeé, Ze v kyselém prdsdi dochazi k vysokému
zbotnani kolagenuaf20). Ri postupném zvySovani koncentrace SDS v roztokindlric
k prudkému poklesu hmotnostniho stagibotnani az na hodnoty, kolem 4. Je zajimave,
Ze této hodnoty je dosahovanti pvnovazné koncentraci SDS mezi 1,2 - 2,2 mmoll/l,
které odpovidaji navazanému mnoZzstvi SDS 0,7 - bligmToto jsou hodnoty Qkteré
odpovidaji piblizné mnozstvi tenzitl vazaného elektrostatickymi silami [4]. Tento pakle
lze vys\tlit zvySenim hydrofobity kolagennich vliaken, pigadct tzv. kolapsii sit [11].
DalSim zvySovanim rovnovazné koncentrace SDS wkoztlochazi k mirnému niéstu
hmotnostniho stugnzbotnani. Jeho hodnota se ustalujbligné naoa = 10. Obdobnou
zavislost ziskala i Stekerova [5], ktera sledovatarakci SDBS s BAT. Ustéalené rovno-
vazné stup® zbotnani jsou vsak v jejimripact nizSi a pohybuji se kolemr~5. To mize
byt dano jednak druhem pouZzitého anionického tenkiatipadnou rozdilnosti pouZzitého
BAT. Presto je charakter dané zavislosti hmotnostnihongtapotnani identicky nasemu

Zjisteni.
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3.2.2 Interakce se snési SDS igepal v poréru 1:1

V praktickych aplikacich ifipadajicich v Gvahuipstyku miznych prostedki s kiZi je hod-
nota pH interakce (pH = 4) neobvykla. Toto pH iatare bylo pouZito pouze pro srovnani
s interakcemi P pH 6. Na rozdil od interakci v slalkkyselém prosedi byla studovana

pouze chovani jedné $si a to SDS igepal 1:1. Vysledkyeheni jsou uvedeny v tabulce 8

a na obrazcich 14 a 15.

Tabulka 8: Souhrnné vysledky pro interakci BAT sgs 1:1 v pH 4

¢ | m g | &SDS| eIG. [ e SDST &IG. | QiSDS [ QIG. . §
' o 1811 rmmol] | [mmoln] | [mmolA] | [mmol/] | [mmolig] | [mmolig] SDST
0 | 0,1464 0 0,044 0 0,051 0 -0,0024 19,2219 :
1 | 0,1322 0,051 0,05 0,024 0,048 0,0102 0,00p8 6883 0,3333
2 | 0,1334 0,103 0,1 0,050(¢ 0,084 0,0199 0,0060 50,14 0,3731
3 | 0,1437 0,513 0,5 0,089(¢ 0,2 0,147 0,1044 12,8P1K3080
4 | 0,1366 1,025 1 0,1890 0,365 0,3060 0,2324 7,3336,3412
5 | 0,1332 3,075 3 1,4650 1,98 0,604H 0,3830 5,67158,4253
6 | 0,1385 4,1 4 2,3790 2,9 0,621% 0,3972 6,1662 07,4
7 | 0,1476 5,125 5 3,6810 3,917 0,4892 0,3669 10,00184845
8 | 0,1437 7,175 7 5,6650 5,825 0,5255 0,4089 5,4683,4930
9 | 0,1430 9,225 9 7,7240 7,56 0,524 0,5034 4,9090,5054
10 | 0,1278 10,25 10 8,689( 8,64 0,6108 0,5321 5,079a,5014
0,8
0,6 A | A A
g NI
o
E 0,4 o c o
—_— A SDS
o A
OlG.
0,2 ©
A
O
00 O
0 2 4 6 8 10
cg [mmol/I]

Obrazek 14: Adsokmi izoterma SDS igepal 1:¥ipH 4
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Obrazek 15: Hmotnostni stupebotnani pro sis 1:1 i pH 4

Na obrazku 14 jsou uvedeny sorpce obou dvou slsieki. Z obrazku 14 vyplyva, zgip
nizkych p@atesnich koncentracich sfsi dochazi k vyssi adsorpci anionického tenzidu.
Maximalni navazané mnoZzstvi SDS je dosazeamoetativré nizkych rovnovaznych kon-
centracich SDS fcsps ~ 1,5 — 2,5 mmol/l), coz je ve srovnani s ad&orpzotermou sa-
motného SDS ip stejnych podminkach praktickitvrtinova az gtinova hodnota. Je zaji-
mave, Ze obdolinse chova i neionicky tenzid, kde je dosazeno wjaiho navazani na
BAT jen pi nepatri vySSich koncentracich, nez vigad® SDS. Hodnoty maximalniho
navazaného mnozstvi igepalu se pohybiiiij@ho dostaténé vysokych rovnovaznych
koncentracich jen nepatrnpod hodnotami navazaného mnozstvi SDS &~ 0,5
mmol/g). Lze tedyict, Ze @i vySSich rovnovaznych koncentracich obou teinzédjejich
sorpce prakticky v posnu 1:1, tedy ve stejném pa@nu jako je pdateni slozeni readni
smési. Celkové maximalni navazané mnoZstvi obou ténzd pohybuje kolem 1,1
mmol/g a je zhruba polodmi viac¢i maximalnimu navazanému mnoZzstvi samotného SDS
pii stejném pH. Zda se tedy, Ze mnozstvi SDS vamiagntsi vyrazré ovliviiuje celkové
navazané mnozstvi obou tenxida BAT. Pro pesrjSi zavry je ovSem nutno provést
dalSi nEfeni pro fizné sloZzeni adsopich sngsi. V tabulce 8 jsou vygteny molarni
zlomky Xspsr po reakci pro jednotlivé gatesni koncentrace obou tenzidFPi nizSich po-

catenich koncentracich jesys, mensi, nez s pred reakci (¥ps= 0,5). To potvrzuje
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piedchozi tvrzeni o prefer&insorpci SDS $ nizkych p@atetnich koncentracich obou
tenzid.

Na obrazku 15 je uvedena zavislost hmotnostnianstzbotnani na rovnovazné koncent-
raci SDS ve sisi. K vytvaeni této zavislosti nas vedla skiriest, Ze samotny igepal stu-
pei zbotnani f tomto pH vyrazsji neovliviuje. Pabéh zmeény hmotnostniho stugn
zbotnani v této sisi je obdobny chovani samotného SDS. Jinjzkych gidavcich sy

si, tedy i SDS, dochazi k vyraznému poklesu hmdairbs stupg zbotnani z fvodni
hodnotya ~ 20 aZz na hodnotu kolem~ 5. Minimalnich hodnot stugrzbotnani je ot
dosaZeno ip rovnovazné koncentracke- 2 mmol/l, coz odpovida navazanému mnozstvi
Q: ~ 0,6 mmol/g. To jsou hodnoty, které velmi blizaaesponduji s hodnotamkipad-
sorpci samotného SDS. Je zajimavé, Ze hodnptas®,6 mmol/g, ktera velmiifblizné
odpovida adsorpci SDS na zakiaglektrostatickych sil je v tomtoripadt zarove i prak-
ticky maximalni hodnotou Qps Ze ziskanych vysledkje vidét, Ze dalSi ndist celkové-

ho navazaného mnozstii pySSich rovnovaznych koncentracich obou teinpdzabezpe-
c¢ovan gredevSim adsorpci neionického tenzidu. To svadivikraaze i vysSich koncent-
racich se uplauje predevsim sekundarni adsorpce samotného igepalsB2ese ji prav-
dépodobr z&ashuje ve velmi omezeném rozsahu. Na rozdil od inFakamotného
SDS, ve smsi SDS igepal 1:1ip zvySovani koncentrace SDS nedochazi k zvySovani
hmotnostniho stuginzbotnani.

3.3 Vliv reak¢nich podminek na chovani komplei BAT — tenzid

Méteni interakci mezi tenzidy, jejich $81 a BAT i riznych pH umo#uje jednoduché
srovnani chovani BAT. Lze srovnavat interakce SOEAT pro rizné pH vyjadené ve
formé adsorgnich izoterem a hmotnostnich stupnich zbotnanteaakce srési SDS ige-

pal 1:1 pro zné pH.

Srovnani sorgnich izoterem SDS pro élpH je uvedeno na obrazku 16. Podéelavani
je sorpce v pufru o pH 4 vySSi nez v pufru o pH 6.je dano pedevsim ¥tSim rozsahem
elektrostatickych interakcitpnizSim pH, protoZe nabojova hustota kolagenuesens’ uji-
cim pH vyrazg zvySuje. Maximalni ndbojova hustota kolagenu jeathmvana ip pH asi
2,8 - 3. Ri takto nizkych pH ov8em jiz dochézi k postupnérbijtze kolagenu a siteni
pri téchto pH musi probihat rychle. Vysledna hodnotapf@ pH 4 (Q sps ~ 2 mmol/g)
odpovida vysledkm jinych autoé. Maximalni navazané mnozstvi SD8 pH 6 je fi-

blizn¢ Q 1,6 mmol/g. | tyto hodnoty byly zaznamenany ipterakcich SDS s BAT ip



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 47

nizkych iontovych silach prastdi roztoku [6]. Vysledky potvrzuji, Ze hodnoty nrasl-
niho navdzaného mnoZzstvi na kolagen jsou blizkédtad, které se obegmvadiji pri

adsorpci anionicky tenzid — bilkovina [22].

2,0 s
o
15 o . A
= o
[} A
€ 10 o A
-E- A A Pufr6
o} 3% O Pufra
0,5 A
O
<
00 oAL
0 2 4 6 8 10 12
cg [mmol/I]

Obrazek 16: Srovnani adsoénich izoterem SDS pro pH 4 a pH 6

Srovnani zmdin hmotnostnich stujl zbotnani pro ob prostedi jsou uvedeny na obrazku
17. Z pabehu je Zejmé odliSné chovéani kolagennich vldken a zavistasipH prostedi.
Toto odliSné chovani plati pouzé& pizkych koncentracich pouzitého SDS. Od rovnovaz-
né koncentracer sps~ 1 mmol/l je chovani BAT vifitomnosti SDS jiZ podobné pro ®b
pH. To znamena, Ze v obouipadech dochazi k postupnému zvySovani hmotnostniho
stupré zbotnani na hodnoty = 10 pro prosedi o pH 4, respektive = 15 pro prosedi o

pH 6. Podle naSeho nazoru jsou zvySené hodmptyro pH 6 dany pravghodobrg men-

Sim mnozstvim navazaného SDS na bazi elektrosyaticgil, coz resultuje zvySenou hyd-

rofilu kolagennich vlaken, ktera jéegme¢ zodpowdna za zvySené botnani.
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Obrazek 17: Srovnani hmotnostnich stupbotnani SDS pro pH 4 a 6

Srovnani sorgnich izoterem u sisi SDS igepal v posnu 1:1 @ obou pouZzitych pH je na
obrdzku 18. Vzhledem k pouzitémuugpbu ngieni koncentraci obou tenzids roztoku

jsou pro ok pH uvedeny izotermy SDS a igepal samostatn

0,8
0,6 o | @ ®
"o0 o
%o . < |:|’
€ o4 - o ApH 6 SDS
E [m] o
=, o OpH 6 1G.
o] g @ pH 4 SDS
0,2 o O DpH4IG.
o A
E Lo a A ° A
0,0 4
0 2 4 6 8 10
cg [mmol/I]

Obrazek 18: Srovnani adsonich izoterem sisi SDS igepal 1:1ipobou pH

Z obrazku 18 je evidentni, Ze adsorpce obou téngdidpH 4 je daleko ¥tSi nez adsorpce

tenzidi pii pH 6. Jak uz bylgeceno, je celkovd. naadsorbovanych tenzigiiblizné po-
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lovi¢ni vzhledem k maximalnimu naadsorbovanému mnoZ&id8. Pondr adsorbovanych
tenzidi je od utitych rovnovaznych koncentracig(e: 5 mmol/l) giblizné stejny jako po-
mer tenzidh v patateni snesi.

Srovnani adsogmich izoterem obou tenZidpti pH 6 je porkud problematické vzhledem
jiz k uvedenému anomalnimu chovagkterych koncentraci SDS v dané &in(viz kapi-
tola 3.1.2.). Resto se zda, Zdgimekterych koncentracich je mnozZstvi navazaného igegpal
navazaného SDSiplizn¢ v pontru 1:1. Pro podporu tohoto tvrzeni bude ovSem nezby
zopakovat rareni €chto interakci se stavajicim BAT. Zajimaveé je s@vinnavazaného
mnozstvi obou tenzidpii tomto pH s navazanym mnoZstvim samotného SBPHD 6.
Zatimco v pipac pH 4 odpovidalo celkové navazané mnoZzstvi oboridérpriblizné ¥2
navazaného mnozstvi samotného SDSiipaot sorpce siési obou tenzid je @i pH 6
vyrazre nizSi nez navazané mnozstvi samotného Sib8vpdeném pH. Navazané mnoz-
stvi sngsi tenzidi ¢ini pouze 20 % z navdzaného mnoZstvi samotného SBSc se zd4,
Ze v gipadt smesi SDS igepal pouzitychiipnaSich pokusech (pH 6) se celkové navazané
mnoZstvi obou tenzidbez ohledu na slozeni 8an pxilis nelisi (viz kapitola 3.2.1.). Weni
piipadného vlivu sloZeni st tenzidi na celkové navazané mnozstvi vyZaduje @rem

interakce s dalSimi ssemi SDS igepal.

Srovnani hmotnostnich stiujp zbotnani pro sis SDS igepal 1:1 v obou pufrech je uvede-

no na obrazku 19.
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Obrazek 19: Srovnani hmotnostnich siupbotnani obou sési @i riznych pH
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Rovnovazné koncentrace v obrazku 19 jsou ugadny v @ SDS, protoze jak uz bylo
fe¢eno igepal stupgezbotnani vyrazgji neovliviuje. Zavislostoy, pro tuto snis je obdob-
na zavislosti hmotnostniho stupnbotnani pro samotné SDS v obou pufrech (obraZgk 1
Podobr, jako na vySe uvedeném obrazku, sébgn hmotnostniho stugnzbotnani

v zavislosti na pH li8i dogcSDS 1 mmol/l. Od této koncentrace se hmotnostrpest
zbotnani ustaluje na hodnotach kolegnmezi 3,5 — 5. Na rozdil od chovani samotného
SDS vSak v této sési nedochazi k postupnému @stu o, v zavislosti na zvysujici se
rovnovazné koncentraci. To Ize podle naSeho naaiotist jiz diskutované adsorpci neio-
nického tenzidu v tzv. sekundarni adsorpci. Taazait od adsorpce samotného SDS udr-
Zuje hydrofilitu kolagenniho vlakna ndilplizné stejné arovni. Z porovnani hmotnostnich
stupa zbotnani samotného SDS a jehaisns igepalem i pH 6 vyplyva vhodnost vyuZzi-

ti smesi anionického a neionického tenzidii @plikaci na kzi, respektive kolagenni viak-
no. Dochazi nejen k podstatnizsi adsorpci obou tenZidha kolagenni vlakno, ale zejmé-
na nedochéazi ke zvySovani hmotnostniho stugirotnani kolagenu. To totiZibe mit za
nasledek zrmy v nadmolekularnich strukturach kolagenu, ktexénwhou promitat do

celkovych zndn kaze.
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ZAVER

Tato prace byla za#hena na interakci kolagenu | s anionickym tenzid&RSg) a neionic-
kym tenzidem (igepalem CA 720) a jejich&mi. Jako kolagen | byly pouzity tiyachil-
lovy Slachy (BAT). Interakce byly provédy pfi dvou tiznych pH (pH=4,0 a pH=6,0).
Byly pouzity sn&si SDS a igepalu v pafrech 3:1 (xps=0,75) a 1:1 (¥ps=0,5). Interakce
byly hodnoceny pomoci adsa@rgch izoterem a zémami hmotnostniho stuprebotnani
BAT.

Dulezitou charakteristikou interakce je tvar izoteranmaximalni navazané mnozstvi Q
max BYIO zjiS€no, Ze maximalni navazané mnozstvi SDS je zavelphhv prostedi, i
kterém interakce probiharilpH 4 se Qmax. spspohybuje kolem 2 mmol/g.iPpH 6 se
maximalni navazané mnozstvi Q. sniZzuje giblizné na 1,6 mmol/g. Samotny igepal se
pii obou pH na kolagen prakticky nevazéi iRterakci SDS byla zjigha pro pH 6 izoter-
ma ve tvaru S — izotermy. Pro pH 4 byla lagova faetermy velmi malo vyrazna.

Interakce srési tenzidi se liSi v zavislosti na pH prdeti. Ri pH 6, coZ je pH, P kterém
lze atekavat pipadné interakce tenids bézné praxi, je tvar sogmich izoterem klasicky.
Vybér tenzidi ve sngsich umoznil stanoveni maximalniho navazaného ntwiogsinotli-
vych tenzid: a tedy i celkové maximalni navazané mnoZzstvi. @d@edu na péateni slo-
Zeni sndsi se pohybuje celkové navazané mnozstvi kolenmdndl/g a je vyraz&imensi,
nez navazané mnozstvi samotného SDS. Zastouperidsoraovaného mnozstvi SDS a
igepalu se liSi ovSem podle sloZenigsmZatimco u swisi 3:1 vyrazg pievlada adsorpce
SDS, v pipac smesi 1:1 jsou maximalni naadsorbované mnozstvi obaaidh priblizné
stejné. B pH 4 byla sledovana pouze jedna¢snsDS igepal, a to siw 1:1. Izoterma a
opct tvar kEzné izotermy. Celkové navazané mnozstvi obou térssdpohybuje kolem 1,1
mmol/g a odpovid4 zhruba ¥2 maximélniho navdzanéhozstvi SDS P stejném pH.

RovnéZ poner maximalniho naadsorbovaného mnoZstvi obou téneigriblizne 1:1.

Prakticky u vSech sési bylo na zaklaglhodnoceni rovnovazného slozZeni¢simprokaza-
no, ze pi nizSich paatecnich koncentracich sfsi dochazi k preferéni adsorpci SDS.
S rostoucimi p&atesnimi koncentracemi, a tedy i rostoucimi rovnovaznjoncentrace-

mi, dochazi k postupnémudiblizovani rovnovaznéhogss, k hodno& xsps pred reakci.

Hmotnostni stupgezbotnani BAT po interakci je zavislygdevsim na pH prastdi. Ri pH
6 dochazi v zavislosti na sloZzeni ldztSinou pouze k mirnému rigatu hodnot,,. Tento

narist je zavislycast&né na slozeni sisi. NejvysSich hodnot je dosazeno pisty SDS.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

Se zvySuijici se koncentraci igepalu veesinmarist o, se stoupajicimi rovnovaznymi kon-

centracemi klesa.

Pii pH 4 dochazi jiz  velmi nizkych rovnovaznych koncentracich terizie sngsi
k vyraznému poklesu hmotnostniho stémbotnani, a to z hodnat,~20 na hodnoty
am~5. Bez ohledu na sloZeni reak lazré dochazi k ustaleni minimalnich hodngt pri

rovnovaznych koncentracich SD8htizné na 1,5 mmol/l.

Dosazené vysledky z hlediska naadsorbovaného nwi@ bbtnani kolagenu potvrdily, Zze
SDS pati k vyraznym iritanim lidské kize, a Ze fidavek neionického tenzidu te
Skodlivé gisobeni SDS vyrazromezit.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

A Absorbance
Om Hmotnostni stupezbotnani
Qly Objemovy stupg zbotnani

AMK  Aminokyselina

BAT  Byci achillové Slachy

C Koncentrace
Cr Rovnovazna koncentrace tenzid
Cp Paatesni koncentrace tenzid

c.m.c. Kriticka micelarni koncentrace
CPB  Cetylpiridium bromid

Gly Glycin

HLB  Hydroyini lipofilni rovhovaha

Hyp  Hydroxiprolin

I lontova sila

B Isoelektricky bod

Ig. Igepal CA 720

Mo Hmotnost kondicionovaného BATrgpaiteného na susinu
my Hmotnost BAT po kondicionovanii@d vysusenim

my Hmotnost BAT po vysuSeni

me Hmotnost BAT po interakci s PAL
p Parametr vazani

PAL  Povrcho¥ aktivni latka

PEL  Polyelektrolyt

Pro Prolin
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Q

Qt max.
SDBS

SDS

Navazané mnozstPAL na BAT
Maximalni navdzané mnoZstvi tenzidu
Dodecylbenzensulfat sodny
Dodecylsulfat sodny

SusSina kondicionovaného vzorku BAT

Molarni zlomek SDS
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