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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva stanovenim molekulové hmotnosti a distribuce molekulovych
hmotnosti komer¢nich vzorkli hyaluronanu. K tomuto ucelu byla pouzita metoda gelové
permeacni chromatografie (GPC). Pozornost byla vénovana nalezeni chromatografickych
podminek vhodnych pro charakterizaci hyaluronanu a posouzeni vlivu slozeni mobilni faze
na chromatografickou separaci tohoto biopolymeru. Bylo zjisténo, Ze chovani vzorku hya-
luronanu a nasledné hodnoty molekulovych hmotnosti My, a M, jsou zavislé na typu soli
obsazené v mobilni fazi i na typu standardu pouzitého pro kalibraci chromatografické ko-

lony.

Klicova slova: Hyaluronan, gelovd permeaéni chromatografie, mobilni faze

ABSTRACT

In this graduation thesis, determination of the molecular weight and molecular weight
distribution of commercial samples of hyaluronan was performed. For this purpose, gel
permeation chromatography (GPC) was employed. The thesis is also focused on finding
the chromatographic conditions suitable for the characterization of hyaluronan by GPC and
on the assessment of the influence of mobile phase composition on the chromatographic
separation of this biopolymer. It was found out that the behaviour of the hyaluronan and
values of M,, and M, are dependent on the type of salts contained in the mobile phase and

on the type of standard used for the calibration of the chromatographic column.

Keywords: Hyaluronan, gel permeation chromatography, mobile phase
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UvVOoD

Kyselina hyaluronova (HA) je vyznamny polysacharid, ktery se sklad4 z opakujicich se
disacharidovych jednotek N-acetyl-D-glukosaminu a kyseliny D-glukuronové. Molekula
HA se miiZe vyskytovat jak v kyselé formé& jako kyselina hyaluronova, tak miize vytvaret i
soli (hyaluronany). Diive se pro pfipravu HA pouzivaly biologické metody, vyuzivajici
zivocisné tkang, ale kvili moznému riziku kontaminace kone¢ného produktu surovinou
zivocisného puvodu se od biologickych postupi ustoupilo. V poslednich letech se HA
ziskava pievazné biotechnologickymi procesy. U ¢lovéka se HA vyskytuje napt. v kloub-
ni chrupavce, synovialni tekuting, pokoZzce, extracelularni matrix a o¢nim sklivci. Je da-
lezitou slozkou mezibunécné hmoty, kde udrzuje optimalni vlhkost a brani nadmérnému
treni. Kromé& regeneracnich a hydratac¢nich G¢inki byla prokazéana i jeji schopnost vazat
vodu. Diky svym vyznamnym biologickym funkcim se HA pouziva vtadé klinickych
aplikaci, pridava se do o¢nich ¢i nosnich kapek a v soucasné dob¢ nasla uplatnéni i
V rozvijejicim se oboru tkanového inzenyrstvi a biomateriald. Pro svou schopnost zpoma-
lovat projevy starnuti a obnovovat elasticitu pokozky se stala vyznamnou kosmetickou

surovinou pouzivanou celosvétovymi kosmetickymi znackami.

Gelovéa permeacéni chromatografie (GPC) je typem specidlni kolonové chromatografie,
ktera je vyuzivana v fad¢ analyz a uplatiiuje se rovnéz pii stanoveni molekulové hmot-
nosti a distribuce molekulovych hmotnosti polymerd. Pomoci GPC, na rozdil od jinych
chromatografickych metod, l1ze analyzovat molekuly lisici se svymi rozméry. Tato meto-
da umoziuje separaci latek nizko- i vysokomolekularnich s molekulovou hmotnosti
v rozmezi od 10? do 10” g.mol™. Podminkou viak je jejich rozpustnost ve vhodném roz-

poustédle.

Cilem diplomové prace je provést studie vedouci k nalezeni chromatografickych podmi-
nek vhodnych ke stanoveni molekulové hmotnosti a distribuce molekulovych hmotnosti
komer¢nich vzorkd hyaluronanu. K tomuto ucelu je pouzita metoda GPC vyuzivajici
refraktometricky a viskozitni detektor. Prace se vénuje sledovani vlivu slozeni mobilni
faze na kvalitu separace s cilem vybrat k charakterizaci hyaluronanu nejvhodnéjsi mobil-
ni fazi, jsou testovany rovnéz podminky rozpousténi a ptipravy jak vzorku hyaluronanu,

tak standardi pouzitych pro kalibraci pfistroje.
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. TEORETICKA CAST
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1 KYSELINA HYALURONOVA

Kyselina hyaluronova (HA) je vyznamny polysacharid, patfici do skupiny glykosamino-
glykand. Pti jeji izolaci bylo zjisténo, ze se za fyziologickych podminek chova jako sodna
stl (hyaluronan sodny) a molekula HA se tedy mize vyskytovat jak v kyselé formé jako

kyselina hyaluronova, tak mtize vytvaret i soli, které v tkanich prevazuji [1, s. 398-399].

HA se nachazi v fadé tkani, u ¢lovéka se vyskytuje napt. v kloubni chrupavce, synovidlni
tekutin€, pokozce, extracelularni matrix a o¢nim sklivci. Je také dulezitou slozkou mezi-
buné¢né hmoty, kde udrzuje optimalni vlihkost a brani nezadoucimu tfeni. Ma fadu vyji-
mecnych vlastnosti. Byly naptiklad prokazany jeji vyznamné regenerac¢ni a hydratacni
ucinky a je rovnéz znama svou schopnosti vazat vodu. Tyto vlastnosti ji predurcuji k to-
mu, Ze nasla uplatnéni v o¢ni chirurgii, pii artroskopickych operacich, pii terapii mocové
inkontinence, pii osteoartroze, pii endoskopickych operacich a pfidava se i do o¢nich
nebo nosnich kapek. Diky svym viskoelastickym schopnostem snizuje poopera¢ni piilna-
vost tkédni, urychluje hojeni ran a zanéth nejen na kiizi, ale 1 na epitelu d€lozniho ¢ipku a
Vv duting Gstni. HA je rovné€Zz vyznamnou kosmetickou surovinou a je znama jeji schop-
nost obnovovat pruznost pokozky a redukovat vrasky [1, s. 405-407], [2, s. 2677-2678],
[3,s. 76], [4, s. 12].

1.1 Struktura HA

Struktura kyseliny hyaluronové byla popséna jiz v 50.letech minulého stoleti. Po chemic-
ké strance se jedna o zaporn¢ nabity, linearni glykosaminoglykan tvotfeny opakujici se
disacharidovou jednotkou slozenou z (1,3)-D-glukuronové kyseliny a (1,4)-N-acetyl-D-
glukosaminu v poméru 1:1 [1, s. 399]. Kazdy z monomeru dale ve své struktufe obsahuje
nepolarni vodikové atomy, které jsou umistény ve stéricky méné ptiznivé axialni poloze,
a polarnéjsi postranni fetézce, tvofeny objemnéj$imi skupinami (hydroxylovymi, karbo-
xylovymi), které jsou ve stéricky vyhodné&jsi ekvatorialni pozici. Toto uspotadani pfispi-
va k hydrofobné-hydrofilnimu charakteru molekuly HA a k jeji energetické stabilite, kte-
ra pak ovliviiyje chovani kyseliny hyaluronové ve vodnych roztocich [5, s. 699]. Konfor-
mace HA v pevném stavu stanovena pomoci difrakce Rentgenova zafeni [6, S. 792] a
rentgenova analyza potvrdily, Ze soli HA mohou tvofit nataZzenou levotocivou jednovla-

kennou Sroubovici se tfemi disacharidovymi jednotkami na jednu otacku [7, s. 281].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

Molekulova hmotnost fetézci kyseliny hyaluronové se pohybuje v rozmezi
0.2 — 10.10° g.mol™, pfi¢emz nejcast&jsi molekulovou hmotnosti je 2 — 5.10° g.mol™ [1,
s. 399], [3, s. 75]. Diky tomu, Ze HA obsahuje zbytky kyseliny glukuronové, je schopna

navazat riizné kationy, jako je napiiklad Na*, K" a Ca* [4, s. 16].

CH,OH
WNHCOCH,
D-glukuronova kyselina N-acetyl-D-glukosamin

Obr. 1. Chemicka struktura kyseliny hyaluronové [1]

Makromolekulu HA je mozné popsat pomoci jeji primarni, sekundarni a terciarni struktu-
ry.

Primarni struktura, jak jiz bylo popsano vyse, se sklada ze stiidajicich se disacharidovych
jednotek D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu s az péti vodikovymi vaz-
bami existujicimi mezi dvéma sousednimi disacharidy. Sekundarni strukturu tvoii pasova
dvojita Sroubovice, ktera je tvofena stocenymi disacharidovymi jednotkami, které jsou
vici sobé pootoceny 0 thel 180°. Terciarni struktura je stabilizovana interakcemi hydro-
fobni Casti a ptitomnosti intramolekularnich vodikovych vazeb [8, s. 15]. Dalsi zdroje [9]
rovnéz uvadi, ze HA muze byt popsana z hlediska slozité kvartérni i vyssi struktury, jejiz
vznik je podminén superpozici elektrostatickych repulzi ovliviiovanych iontovou silou, ¢i

pH prostiedi [9, s. 286-287].

1.2 Priprava HA

Kyselina hyaluronova je soucasti témét vSech tkani savci, odkud je ji mozno izolovat [9,
s. 281]. Dtive se proto pro ptipravu HA pouzivaly predevsim biologické zdroje, ale jeli-
koz byl tento zpusob ptipravy velmi naro¢ny a hrozilo pfi ném riziko mozné kontaminace
ziskané HA vychozi surovinou Zzivocisného ptvodu, ustoupilo se od néj. V poslednich

letech je HA ziskavana ptedev§im modernimi biotechnologickymi postupy [10].
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Prvni znama metoda izolace a ¢isténi HA pro farmaceutické tucely je popsana v publikaci
[2, s. 2663-2665], kde byla pouzita extrakéni metoda. Ta spocivala ve zmrazeni biologic-
ké suroviny (pupecni $ndry, popt. kohoutich hiebinki), kterym doslo k rozruseni bunéc-
nych stén ve zpracovavanych tkanich. Néasledné byla surovina rozfezana na malé kousky.
V dalsim kroku byla HA extrahovana vodou a vysrazena organickymi rozpoustédly, napf.
chloroformem ¢i ethanolem s pfidavkem cetylpyridinium chloridu. Ziskany produkt byl
precistén a bylo u ngj upraveno pH. Timto zplGsobem byl ziskan konecny produkt
s vyt&znosti az 0.9 g.kg™ vychozi latky [2, s. 2663-2665], [9, s. 281-282].

V soucasnosti jsou preferovany biotechnologické postupy vyroby HA zalozené na bakte-
rialnim kvaSeni bakterii rodu Streptococcus equi, Streptococcus zoopidemicus a Strepto-
coccus pneumonie. Kultivace bakterii se provadi v roztoku glukézy s obsahem kvasinek a
soli pfi teplote¢ 33 °C a pH 8.5. Pfi izolaci z oslabeného kmene bakterie Streptococcus
equi se pouziva proces, jehoz zakladem je dokonalé provedeni purifikace HA, ktera vede
ke snizeni obsahu bilkovin. Velkou vyhodu piedstavuje skute¢nost, ze vychozi surovina
jiz neni zivo¢isného ptivodu, coz zamezi kontaminaci a omezi mozné alergické reakce po

pouziti takto ptipravené HA [9, s. 281-282], [10].

Dalsi moznou metodou piipravy HA je jeji enzymaticka syntéza. Enzym hyaluronansyn-
taza je schopen syntetizovat opakujici se disacharidovou strukturu HA postupnym nava-
zanim kyseliny glukuronové a N-acetylglukosaminu na prodluzujici se polymerni fetézec,

ktery je aktivovan cukry nukleotida. Tyto cukry maji ucinek substrata reakce [11].

1.3 Vlastnosti HA

V organismu se HA obvykle vyskytuje ve formé sodné soli nebo soli jinych kationl a
oznacuje se jako hyaluronat ¢i hyaluronan. Lidské t€lo o hmotnosti 70 kg obsahuje pii-
blizn¢ 12 — 15 g této latky, ktera je neustale obnovovana [3, s. 75]. HA v extracelularni a
pericelularni matrix vytvaii podptrné a ochranné konstrukce kolem bun¢k [1, s. 398-
399], [6, s. 791]. Jako signalni molekula se aktivné ucastni imunologickych procest a
ovliviiuje mobilitu a adhezi bun¢k v ramci jejich proliferace a diferenciace [3, s. 75].

HA ma vysoké hydratacni a regeneracni ucinky, chrani ktizi proti t€¢inktim zevnich fakto-

-----

schopna tvofit vazbu s nékterymi tézkymi kovy z okolniho prostiedi. Pro svou schopnost
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fungovat jako transportni nosic¢ aktivnich latek s fizenym uvolnénim je vychozi slozkou
Vv fad¢ aplikaci [10]. Vlastnosti HA uzce souvisi s jejim chovanim v roztocich a jsou rov-

néz ovlivnény reologickymi charakteristikami [12].

1.3.1 Chovani HA v roztoku

Molekula HA obsahuje disociovatelné skupiny —COOH, coz je divod, pro¢ se ve vod-
nych roztocich chova jako negativné nabity polyelektrolyt. Ten je schopny vazat kladné
ionty o riizném mocenstvi [9, s. 286]. Vazba kationt na fetézec molekuly HA ovliviuje
zménu celkového poctu elektrickych nabojt, tedy i velikost repulznich sil mezi jednotli-
vymi karboxylovymi skupinami. Tato skuteCnost se projevuje zménou konformace, a
tedy zménou ve velikosti a tvaru molekuly [8, s. 17]. Dle publikace [6] vykazuje HA
v roztoku velké mnozstvi konformaci a specifickych vazebnych interakci. Konformace,
tvar, rozméry i stupent hydratace molekuly zavisi na stupni disociace, ktery je ovlivnén
pH, iontovou silou, specifickymi iontovymi interakcemi, relativni permitivitou rozpous-
tédla a pfitomnosti kladné nabitych iontd. K vyznamnym zménam konformace miize do-

chazet i ve smésnych rozpoustédlech [6, s. 792], [9, s. 285-286].

Ve fyziologickém roztoku se fetézce tohoto biopolymeru vzajemné proplétaji do nahod-
né usporddaného, tuhého, statického klubka, a to jiz pfi velmi nizkych koncentracich.
Studium zalozené na méteni thlové zavislosti rozptyleného svétla tuto skuteénost potvr-
dilo. Vznikla klubka jsou schopna na sebe vazat az tisicinasobné vice vody, nez je jejich
hmotnost [1, s. 399]. Chovani fetézce molekuly HA v roztoku neni nadhodné, ale je ovliv-
néno mnoha faktory, jednak chemickou strukturou vychoziho disacharidu, ptisobenim

vnitinich vodikovych vazeb a jeho interakcemi s rozpoustédlem.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, axialni vodikové atomy tvofi nepolarni, relativné hydrofobni
¢ast molekuly, zatimco postranni fetézce molekuly tvofi vice polarni, hydrofilni ¢ast. To
ma za nasledek vytvofeni typické Sroubovicové struktury molekuly HA, ktera je znazor-
néna na Obr. 2 a ktera je klicem k chovani HA v roztocich [1, s. 399], [11].

Toto usporadani ma i prakticky vyznam, protoze umoznuje malym molekulam, jako je
voda ¢i elektrolyty, volné difundovat ptes rozpoustédlo dovnitt makromolekularni struk-
tury HA. Naopak pftistup velkych molekul, jako jsou proteiny, je do struktury HA v da-
sledku hydrodynamické velikosti jejich molekul omezen [11].
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Obr. 2. Zndzornéni hydrofilni a hydrofobni
casti molekuly pomoci stridajiciho se modre a

zelené zbarveného viakna [11]

V publikaci [9] je uvedeno, Ze za ur¢itych podminek vykazuje polymerni fetézec HA od
tohoto typického uspotadani v roztoku jisté odchylky. Vlivem plisobeni vodikovych va-
zeb vykazuje fetézec urcity stupen tuhosti a vlivem vzajemného kontaktu mezi fetézci

dochazi ke vzniku terciarni a vyssi stupniové struktury [9, s. 286-287].

Obr. 3. Fotografie z elektrono-

vého mikroskopu zndzornujici

propleteny retézec HA [11]
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1.3.2 Reologické vlastnosti

Z reologického hlediska se HA chova jako pseudoplasticky material vykazujici viskoelas-
tické vlastnosti, pficemz viskozita roztokti zavisi na ptsobicim smykovém napéti [8, s.
20]. Pfi nizkych hodnotach smykového napéti vytvareji molekuly HA spletené utvary,
které zt€zuji tok a polymerni roztok je vysoce viskozni. V tomto stavu jsou molekuly HA
schopny vazat velké mnozstvi vody. Se vzrustajicim smykovym napétim maji tuhé mole-
kuly HA tendenci orientovat se ve sméru toku a vykazovat nizs$i odpor viuci proudéni [1,

s. 399], [7, s. 281], [8, s. 20].

Viskozitni vlastnosti roztokti HA byly pfedmétem intenzivniho studia. Publikované studie
obecné sméfuji k uréeni vlivu proménnych, jako je koncentrace, molekulova hmotnost,
teplota, iontova sila, nebo smykova rychlost na viskozitu roztoku HA. Tyto informace
poskytuji cenné podklady pro urceni tvaru molekuly, rigidity fetézce a vlivu mezimoleku-

lovych interakei [6, s. 792].

1.4 Hydrofobné modifikovana HA

Z hlediska praktického vyuZiti je velmi vyznamna hydrofobné¢ modifikovana kyselina
hyaluronova (HMHA). Hydrofobn¢ modifikované polymery jsou amfifilni, ve vodé roz-
pustné makromolekuly slozené z hlavniho hydrofilniho fetézce a postrannich hydrofob-
nich skupin vazanych k fetézci pevnou, kovalentni vazbou. Zajem o tento typ makromo-
lekul vzrostl zhruba pted 50 lety v disledku jejich unikatniho asociativniho chovani a

moznych praktickych aplikaci [13, s. 316].

Ptiprava HMHA spociva v esterifikaci primarni nebo sekundéarni hydroxylové skupiny
ptitomné v molekule bézné HA. Pokud je esterifikace provedena vyssi mastnou kyseli-
nou, je mozné pripravit derivaty s pozménénou rozpustnosti ve vod¢ [14, s. 10]. Riznymi
postupy lze pfipravit i takové derivaty, které jsou ve vodnych roztocich schopny vytvaret
slozité Gtvary podobné micelam. Ty maji velky potencial pii piipravé nosi¢u schopnych
enkapsulovat a transportovat u¢inné latky [14, s. 10], [15, s. 487]. Fyzikalné-chemické
vlastnosti HMHA mohou byt upraveny tak, aby odpovidaly pozadavkiim na nosic¢e pro
cilenou distribuci biologicky aktivnich latek. Absence kladného naboje na povrchu hyd-
rofobn¢ modifikované molekuly zmiriiuje problémy jeji agregace se sérovymi proteiny a

snizuje toxicitu. Dal$i vyhodou je vy$si odolnost vii¢i enzymatické degradaci [14, s.10].
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1.5 Biologické funkce HA

Strukturni uspotadani molekuly HA tzce souvisi s biologickymi funkcemi [7, s. 281].
Tyto funkce jsou spjaty sjejimi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, které se lisi

Vv zavislosti na umisténi v organismu [9, s. 294].

HA je soucasti synovidlni tekutiny, ktera ma za ukol doddvat kloubni chrupavce potiebné
ziviny, kyslik a zpétné odvadét odpadni produkty metabolismu [16]. Diky viskoelastic-
kym vlastnostem ptsobi HA v kloubech jako lubrikans, ktery snizuje nadmérné tfeni a

tlumi tlakové narazy [17, s. 19].

V kuzi, nejvétsim organu lidského téla, je jednou z funkci HA vychytavat volné radikaly
vznikajici v disledku pisobeni UV zafeni [17, s. 18-19]. Nemén¢ dilezita je jeji schop-
nost hydratovat, udrzovat elasticitu a tonus pokozky. HA se v kizi nachazi spole¢né s
proteinovymi agregaty, jako chondroitin sulfatem, keratin sulfatem a dermatan sulfatem.
Vysledkem jejich vzadjemné interakce je vznik proteoglykanového agregatu. Tento kom-
plex mezi proteiny a HA tvoii vysoce organizovanou strukturu, ktera zadrzuje velké

mnozstvi vody a vykazuje vysokou elasticitu [18, s. 309-310].

HA je ptirozenou soucasti sklivce oka [1, s. 406]. Na povrchu endotelu rohovky vytvari
viskozni, vodny roztok této latky souvisly film, ktery chrani tkan oka pted poskozenim a

zajistuje dostatecnou vlhkost slzného kanalku [19, s. 355].

Ve vyssi koncentraci se HA nachazi i v hlasivkach a ovliviiuje fadu jejich funkci, napii-

Klad viskozitu, tkanovy prutok, tlumeni narazi nebo jejich tloustku [17, s. 22].

Za zminku stoji 1 fakt, ze pfitomnost HA hraje dlileZitou Glohu pfi pfipravé endometria na
nidaci oplodnéného vajicka a pti embryogenezi béhem celého nitrodélozniho vyvoje plo-
du. Pro nové vznikajici bunky vytvaii HA opérnou sit’ a podili se na udrzovani stalosti

prostiedi [3, s. 77].

1.6 Aplikace HA

Jak jiz bylo popsano, HA ma unikatni fyzikalné-chemické vlastnosti, diky kterym se stala
jedine¢nym materialem pouzivanym v mediciné a kosmetice [17, s. 21]. V nasledujici

¢asti prace jsou vybrané aplikace stru¢né popsany.
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Kyselina hyaluronova tvoii zakladni slozku piipravk pouzivanych v o¢ni chirurgii, kon-
krétné€ v tzv. viskochirurgii [9, s. 294]. U lidi trpicich Sedym zakalem se pouziva ve formé
nitroo¢nich injekci, které pomahaji udrzovat tvar predni komory oka [20]. Dalsi uplatnéni
nachazi HA pii implantaci ¢ocek, v keratoplastice a pii operaci glaukomu [9, s. 294-295].
Mimo o¢ni chirurgii funguje HA jako pomocna latka pouzivana do o¢nich kapek urce-

nych pro 1é¢bu tzv. syndromu suchého oka [1, s. 406].

V otolaryngologii se pouzivaji specialné upravené derivaty HA, které zlepsuji viskozitu a
1é¢i poskozené hlasivky. Jejich velkou nevyhodou vsak je kratka doba ucinku, a proto

jsou v této oblasti zkoumany alternativni moznosti jejiho vyuziti [17, s. 22].

Dalsi aplikacni moznosti HA je 1éCba artritickych onemocnéni jako je osteoartroza a
revmatoidni artritida. Injekce HA aplikované do vnitiniho prostoru kloubu snizuji posko-
zeni kloubni chrupavky, ¢imz chrani jeji povrch a normalizuji i vlastnosti synovialni te-
kutiny [17, s. 21].

Existuji rovnéz studie zaméiené na vyuziti HA u ptipadt porusené slizni¢ni a kozni inte-
grity, které potvrzuji, Ze pouziti piipravkd obsahujicich HA vede k vyrazné rychlejsimu
hojeni poranéného mista, mensi formaci krust a ke snadnéjsi epitelizaci [3, s. 77]. Pii-
pravky s vysokomolekularni HA se mohou aplikovat lokaln¢ ve formé krému nebo geld
[8, s. 23]. V oblasti chirurgie je HA mozno vyuzit i v pfipravcich, které brani pooperac-

nim sristdm a snizuji adhezi tkani po operacich bficha [2, s. 2678].

Jeden z hlavnich vyzkumnych cild farmaceutického primyslu je zaméfen i na pouziti HA
jako nosice 1éku. Duvodem je skutecnost, Ze tato slou¢enina je bezpe¢né metabolizovana
V lysozomech a imunitni systém na ni nevytvaii odezvu [2, s. 2677]. Pfitomnost HA ve
funkci nosice aktivni latky umoziuje naptiklad prichod 1€kt vnéjsi kozni bariérou do
krevniho ob&hu. Pomoci HA je mozné aplikovat kortikosteroidy, imunosupresiva, antihis-
taminika, anestetika, pohlavni hormony, atd. [18, s. 311-314]. Ve farmacii je pouZzivana i
zesitovana HA. Sitovani je obvykle provadéno prostiednictvim karboxylovych skupin.
Timto zptisobem byl pfipraven napiiklad sitovany hydrogel. V téchto formulacich miize
byt HA bud’ pfimo konjugovana na 1¢k, nebo pouzita k vyrobé mikrokapsuli [17, s. 23].

HA je rovnéz vyznamnou kosmetickou surovinou. Pfipravky na bazi HA jsou v kosmetice
znamy jiz fadu let. Jejich pouZiti je spojeno s vyplnémi vrasek, zvétSovanim nékterych

oblasti t€la a s vyhlazovanim jizev [8, s. 23]. V estetické mediciné se pouziva HA ve
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formé ¢irého gelu v aplikacni injekéni stiikacce. V této formé je nejvhodnéjsi pro injekce
do povrchové a stfedni vrstvy dermis [21, s. 41-42]. PouZzivaji se rovnéz zesitované deri-

vaty HA, hylany [22, s. 144].

Moznosti vyuziti HA jako alternativniho implantabilniho materialu misto silikového gelu
Vv plastické chirurgii byly popsany v publikaci [18], ktera uvadi, ze pouziti HA jako prsni-
ho implantatu poskytlo viditelné lepsi vysledek neZ pouziti silikonového gelu. I kdyz bé-
hem prvniho roku po implantaci nebyly pozorovany zadné vedlejsi ucinky, ke stanoveni
realného potencialu HA v této oblasti je nutné provést vice studii [18, s. 310], [2, s.
2678].

Je potieba se zminit i o kosmetickych produktech obsahujici nizkomolekularni HA. Je-
jich pouzivani dokazuje, ze v nich obsazena kyselina hyaluronova mé predevsim hydra-
tacni a regeneracni vlastnosti, ptisobi pii redukei vrasek a v 16¢bé riznych koznich defek-

£ [18, s. 310].

Kosmetické a opalovaci krémy s obsahem HA rovnéz chrani pokozku pred nadmérnou

davkou UV zéfeni [18, s. 310].
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2 METODY PRO CHARAKTERIZACI HA V ROZTOCICH

Jednou ze zakladnich charakteristik HA je molekulova hmotnost. Pro jeji ureni se vSak
nehodi klasické experimentalni metody, jako je méfeni snizeni bodu tani, zvySeni bodu
varu Ci snizeni tlaku nasycenych par nad roztokem, které jsou vhodné pouze pro latky,
jejichz M < 5000 g.mol™ [23, s. 11]. Pro stanoveni molekulové hmotnosti HA, ktera asto
lezi nad hodnotou 10° g.mol™, 1ze vyuzit fadu jinych, vhodnéjsich metod. Mezi nejpres-
néjsi a zaroven nejpouzivanéjsi metody patii gelova permeacni chromatografie (GPC).
Kromé GPC lze molekulovou hmotnost stanovit i viskozimetricky, rozptylem svétla,
popi. osmometricky, sedimentaci a kombinaci sedimentace a difizniho méfeni [9, s.
283]. V této praci bude pozornost vénovana zejména metodé GPC, viskozimetrii a roz-

ptylu svétla.

2.1 Stredni molekulova hmotnost

Polymery jsou latky, které obvykle obsahuji fadu frakci pfitomnych makromolekul, 1isi-
cich se hmotnosti. Je tedy mozné fict, Ze maji Sirokou distribuci molekulovych hmotnosti
a jsou polydisperzni. Pii jejich popisu hraje dulezitou roli sttedni molekulova hmotnost
(M). V zavislosti na pouzité metodé stanoveni je vSak mozné ziskat rizné hodnoty této
sttedni molekulové hmotnosti. Nej€astéji to jsou hmotnostni (M) a ¢iselny (M,) primér
molekulové hmotnosti. M,, miZe byt stanoven méfenim rozptylu svétla nebo sedimentac-
ni metodou. Obdobné pouzitim koligativnich metod (napt. méfenim osmotického tlaku
nebo analyzou koncovych skupin) lze ziskat M, [24, s. 139], [25, s. 91], [26, s. 1], [27, s.
8].

Aby mohla byt definovéana polydisperzita, je nutné si predstavit, ze M, je vzdy mensi nez
M,,. Divodem je skutecnost, ze v polydisperzni smeési se pii s¢itani molekul pro ziskani
M, uplatfiuji spise mensi molekuly, nez pfi metodach vedoucich k vypoétu M,, kde je
vliv nizkomolekularnich podili potlacen. Pomér M,/M,, je pak métitkem polydisperzity
(Sitky distribuce) daného polymeru. Pouze pro striktné monodiSperzni latky dava tento
pomér hodnotu 1 a pro polymery s velmi tzkou distribuci lezi hodnoty polydisperzity
v rozmezi 1.05 — 1.2 [24, s. 139], [26, s. 1], [27, s. 8].

K charakterizaci ur¢itého polymeru vsak ¢iselné hodnoty polydisperzity nepostacuji. Po-

skytuji sice predstavu o tom, jakou oblast M pokryvaji v ném obsazené polymerni frakce,
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ale neukazuji, jak jsou v této oblasti rozdéleny. Tato informace miize byt ziskana pouze z

distribu¢ni kiivky molekulovych hmotnosti [24, s. 139].

Jestlize jsou znamy hmotnostni podily molekul (¢;) a jejich molekulova hmotnost (M;), je

mozné vypocitat sttedni molekulové hmotnosti dle defini¢nich rovnic (1) a (2):

_Zwi'Mi_zCi'Miz
=TS e TS, @

kde:  w;je hmotnostni zlomek
M; je molekulova hmotnost i-té frakce

Ci je molekulova koncentrace i-té frakce

M CONGM DM,

n Z Ni - Zci (2)

kde: N;je pocet ¢astic i-tého druhu
M; je molekulova hmotnost i-té frakce

Ci je molekulova koncentrace i-té frakce

Kromé hmotnostniho a Ciselného priméru molekulové hmotnosti se lze setkat 1 s dalSim
prumérem oznacovanym M,, ktery je mozné stanovit sledovanim sedimenta¢ni rovno-

vahy pfi ultracentrifugaci. Mezi jednotlivymi pruméry plati nerovnost M <M 6 <M,

[24, s. 140], [26, s. 4], [28, s. 24], [29, s. 7-12].

2.2 Viskozimetrie

Ve vyzkumnych i primyslovych laboratofich je jednou z béznych metod ur¢ovani mole-
kulové hmotnosti HA viskozimetrie, zavedena H. Staudingerem. Z viskozimetrickych dat
lze vSak stanovit pouze zmény molekulové hmotnosti. Pokud je potieba znat 1 jeji abso-

lutni hodnoty, vyzaduje tato metoda ,,kalibraci® pomoci grafu, ktery dava do vzajemného
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vztahu viskozitu a molekulovou hmotnost (viz. ¢ast 2.2.2). Pro vSechny dulezité mak-
romolekuldrni latky lze tyto grafy, nebo jejich matematické vyjadieni, najit v literatuie

[9, s. 283], [30, s. 390].

Zakladni charakteristikou viskozimetrickych méfeni je limitni viskozitni ¢islo [#], které
piedstavuje mezni hodnotu specifické viskozity 75, a koncentrace ¢ nekonecné ziedéného

roztoku polymeru.

Prakticky lze stanoveni viskozity provést pomoci méteni doby pritoku t pii riznych kon-
centracich polymeru. Prutokové doby pak slouzi k vypoctu relativni viskozity 7, dle
vztahu (3):

N =—= (3)

4)

. . . . w1 . /S
Stanovené hodnoty specifické viskozity pro piislusnou koncentraci ve tvaru —= jsou
C

vyneseny do grafu proti koncentraci ¢ a extrapolaci ziskané kiivky na ¢ = 0 se podle rov-

nice (5) vypocte limitni viskozitni ¢islo [7]:

[7] = tim 2 ©)

c>0 ¢

Makromolekuldrni roztoky se nechovaji vzdy jako newtonské kapaliny, je proto tieba
pocitat s tim, ze viskozita miZze zaviset na gradientu rychlosti toku, tedy na podminkach
experimentu. Je ziejmé, Ze méteni frakci s uzkou distribuci M poskytuje mnohem pies-

né&jsi vysledky nez hodnoty pro polymery s Sirokou molekulovou distribuci [30, s. 402].
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2.2.1 Hugginsova a Kramerova rovnice

Koncentraéni zavislost limitniho viskozitniho ¢isla byla popsana pomoci Hugginsovy (6)

a Kramerovy rovnice (7):

o> =blek T o ©)
I 2
=l bl o ™)

kde:  #sp #rer @ [#7] jsou definovany rovnicemi (3), (4) a (5)
c je koncentrace polymerniho roztoku

ki je Hugginstv koeficient a k; je Kramertv koeficient.

Koeficienty k; a k, vypovidaji 0 zpusobu chovani makromolekularniho klubka v daném
rozpoustédle. Podle toho, jaky stupen sbaleni makromolekularni klubko vykazuje, rozli-
Sujeme rozpoustédla dobra a Spatna. V dobrém rozpoustédle se makromolekula snazi
vystavit plisobeni rozpoustédla co nejvice, zatimco ve Spatném rozpoustédle je klubko

vice sbalené.

In
Na Obr. 4 je znazornéna linearni zavislost ik} event. (L) pro vodny roztok HA, kte-

rel
C C
ra pro horni pifimku odpovidd Hugginsové rovnici (6), pro piimku spodni Kramerové
rovnici (7) [31, s. 501]. Z obrazku je patrné, ze viskozita zfedénych roztokt je méfena pfi
riznych koncentracich a extrapolaci kiivek na ¢ = 0 je ziskdno ve spolecném priiseciku
[#]. V praxi lze pro stanoveni [7] pouzit bud’ jednu z koncentra¢nich zavislosti, pro pies-

néjsi stanovani pak obé [30, s. 399].
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Obr. 4. Zavislost viskozitniho poméru (k] a
C
In .
Le') roztoku HA na koncentraci ¢y, [31]
C

2.2.2 Mark-Houwinkova rovnice

Jak jiz bylo uvedeno, viskozimetrie neni absolutni metoda. Proto je pro uréeni molekulo-
vé hmotnosti z viskozimetrickych dat potfeba provést kalibraci pomoci jiné, absolutni

metody, ktera je schopna molekulovou hmotnost stanovit.

Stfedni viskozimetricka molekulova hmotnost se tedy ur¢i z hodnot limitniho viskozitni-
ho ¢isla pomoci Mark-Houwinkovy rovnice (8), ktera vyjadiuje empiricky vztah mezi

limitnim viskozitnim ¢islem a molekulovou hmotnosti:

=K M ®)

kde: [#] je limitni viskozitni ¢islo
M je molekulova hmotnost

K, a jsou empirické parametry rovnice (8)
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Parametry Mark-Houwinkovy rovnice (K, a) jsou pro vétSinu polymera zavislé na systé-
mu polymer — rozpoustédlo [2, s. 2672], [9, s. 284]. Hodnoty a se obvykle pohybuji
v rozmezi od 0.5 (sbalené polymerni klubko) do 1.7 (tuhé expandované tycinky) [23, s.
5].

Zavisi rovnéz na iontové sile roztoku, pH a pfi vysSich molekulovych hmotnostech i1 na
smykovém napéti. Podle zavért publikovanych v [9] je tieba pocitat s tim, Ze logaritmic-
ka zavislost [#] a M nebyva u HA linearni v Sirokém rozsahu molekulovych hmotnosti,
takze parametry Mark-Houwinkovy rovnice do jisté miry zavisi i na molekulovych hmot-
nostech studovaného polymeru. Pfi vypoctech molekulové hmotnosti z limitniho visko-

zitniho ¢isla je tieba tuto skute¢nost zohlednit [9, s. 284].

V nékterych piipadech muze byt hodnota a = 0. Tato situace nastane, pokud rozpusténa
makromolekula v roztoku netvofii klubko, ale kompaktni, uvniti nesolvatovanou nebo jen
malo solvatovanou ¢astici. Jako ptiklad takovych makromolekul je uvadén glykogen a
globularni proteiny. Na druhé strané pak existuji makromolekularni latky (celulosa, pek-
tin), jejichz fetézec je pomérné tuhy, a proto v roztoku tvofii fidkéa klubka. V prvnim pfi-
padé (a = 0) je hodnota [#] nizka a nezavisla na M, v druhém piipad¢ (a = 1) je hodnota

[#] vysoka a piiblizn¢ ptimo tmérna M [6, s. 793], [30, s. 395].

2.2.3 Mark-Houwinkova rovnice pro HA

V souvislosti se vztahem mezi molekulovou hmotnosti a viskozitou pro HA je zajimava
studie Japonskych autord [32]. V roce 1994 Yanaki a Yamaguchi zavedli pro roztoky
s vysokomolekularni HA vztah vyjadiujici zavislost smykového napéti na limitnim visko-
zitnim ¢isle [#]. Vzorky byly rozpustény v 0.2 M vodném roztoku NaCl. Pro méfeni vis-
kozity byly pouzity rizné typy kapilarnich viskozimetrti. Molekulovd hmotnost vzorkl
HA se pohybovala od 401 x 10° g.mol™ do 2 660 x 10° g.mol™. Hodnota [#] extrapolova-

na na nulové smykové napéti [5]y byla pouzita pro vypocet Mark-Houwinkovy rovnice

(9):
[7]; =1.99-107{M " (9)

Jak publikovali Japonsti védci, tento vztah lze pouzit pro stanoveni ptesné M u vSech

roztokti HA, jejichz hodnota [#] je extrapolovana na nulové smykové napéti [33, s. 291].
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Hodnoty K a a pro HA stanovené v riznych rozpoustédlech pak publikovali ve svych
pracich autofi Cowman [6], Lath [33], Mendichi [34], Rinaudo [35] a Podzimek [36] a

jsou uvedeny v Tab. 1.

Tab. 1. Parametry Mark-Houwinkovy rovnice pro HA

Rozpoustédlo Teplota K [ml.g™] a Autor
0.10 M NaCl 25°C 0.0160 0.841 Podzimek
0.15 M NaCl 25°C 0.0570 0.750 Podzimek
0.15 M NaCl 37°C 0.0339 0.778 Podzimek
0.20 M NaCl 25°C 0.0228 0.816 Lath
0.20 M NaCl 25°C 0.0199 0.829 Podzimek
0.20 M NaCl 20°C 0.0508 0.716 Podzimek
0.50 M NaCl 25°C 0.0397 0.601 Mendichi
0.10 M NaNO; 25°C 0.0278 0.780 Podzimek
0.10 M NaNO; 30°C 0.0336 0.790 Rinaudo
0.15 M PBS* pH 7.3 20 °C neuvedeno 0.730 Podzimek
0.20 M PBS* pH 7.3 37°C 0.0570 0.760 Podzimek

* PBS (Phosphate Buffered Saline) — fosfdtem pufrovany fyziologicky roztok

2.2.4 Pristroje

Pro stanoveni viskozity zfedénych polymernich roztoku slouzi viskozimetry [37, s. 666].
Protoze k viskozimetrickému stanoveni molekulové hmotnosti HA neni tfeba znat abso-
lutni hodnoty viskozit, miize byt méfeni provedeno v jednoduchém Ostwaldové viskozi-
metru znazornéném na Obr. 5a. Vzhledem k tomu, ze pti vysokych rychlostnich gradien-
tech v kapilafe vykazuji makromolekularni roztoky nenewtonské chovani, jsou voleny
takové rozméry viskozimetru, aby rychlost pritoku kapilarou byla co mozna nejmensi.
Podle publikace [30] ma byt pramér kapilary takovy, aby pii rozdilu hladin 10 cm byla
doba prutoku 100-150 sekund [30, s. 402]. Dalsim typem je Ubbelohdeho kapilarni vis-
kozimetry jsou pomérné piesné (0.01 az 0.1 %), avsak jejich nevyhodou je nevhodnost

pro méteni nenewtonskych kapalin [38].
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(a) (b)
Obr. 5. (a) Ostwaldiv a

(b) Ubbelohdeho visko-
zimetr [30], [38]

Vedle kapilarnich l1ze pouzit i jinych typi viskozimetri. Castou variantou kulickovych
viskozimetri je viskozimetr Hopplerav. Kuli¢ka se pohybuje sklenénou trubici sklonénou
Vv tthlu 10°. Zaznamenava se Cas potiebny k pruchodu kuli¢ky mezi horni (A) a spodni (B)

ryskou [38].

Mimo vySe zminéné typy je mozné stanovit viskozitu pomoci rotacnich viskozimetrt.
Tyto pfistroje v§ak byvaji nakladné&jsi. Pro méfeni zavislosti viskozity na gradientu rych-
losti je vyhodny rotacni viskozimetr vybaveny rtizné velkymi valcovymi vlozkami s na-

stavitelnym poctem otacek a Sifkou Stérbiny mezi obéma valci [30, s. 403].

2.3 Rozptyl svétla

Meéfteni rozptylu svétla patii mezi klasické metody urcovani molekulovych hmotnosti
roztokit makromolekularnich latek. Rozptyl svétla poskytuje ptesné udaje 0 M polymert
v Fadu 10% az 10° g.mol™ [39, s. 14]. JestliZe je rozptyl mé&Fen v zavislosti na uhlu dopada-

jiciho svétla, je mozné usuzovat i na sekundarni strukturu polymert [23, s. 11].

Kromé vyse uvedenych informaci slouzi metoda rozptylu svétla ke stanoveni druhého
viridlniho koeficientu, podava informace o stupni disperzity kopolymeri a depolarizova-
ny rozptyl svétla mize poskytnout i cenné informace o anizotropii molekul hlavniho fe-

tézce tekutych polymernich krystalti. AvSak pii téchto specialnich aplikacich pfinasi me-
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toda tfadu obtizi, naptiklad pfi méteni rozptylu svétla u kopolymerth musi byt pouzita

nejméné ti'i rozpoustédla lisici se indexem lomu [40, s. 297].

Pfi méfeni musi byt pozornost vénovéana zejména tomu, aby roztok polymeru byl dosta-
te¢né Cisty a ziedény. Neméné dulezita je také volba rozpoustédla. Nejlepsich vysledka
je dosazeno pii méfeni S rozpoustédly, ktera se lisi indexem lomu od polymeru, a ktera

maji sama o sob¢ nizky index lomu [39, s. 14].

Necha-li se svazek svételnych paprski prochazet koloidnim roztokem nebo suspenzi,
muze byt ze strany pozorovana jeho draha. Pfi¢inou jevu je, ze ¢ast vstupujiciho svétla se
na disperznich casticich rozptyluje. Toto svétlo, jehoZ intenzita bude ve srovnani se zare-
nim vstupujicim velmi mala, se rozptyli do vSech sméru [30, s. 356], [41]. V roztocich
polymernich latek vznika rozptyl svétla piitomnosti molekul rozpusténé latky a je zavisly
na jejich koncentraci, velikosti i tvaru [42, s. 29-30]. Pokud bude jako primarni zdroj
pouzito svétlo polarizované kolmo k roviné pozorovani, pak u ¢astic s primérem menSim
nez M/20, kde A je vinova délka dopadajiciho zafeni, bude intenzita rozptyleného svétla ve
vSech smérech stejné velkd. Protoze jsou ¢astice v roztocich makromolekul tvoifeny ma-
Iymi klubky, ktera jsou tak nabotnana, ze obsahuji az 99 % rozpoustédla, 1isi se v tomto
ptipadé index lomu ¢astice od indexu lomu rozpoustédla jen minimalné. Pro makromole-
kuly s primérem klubka vétsim nez A/20 jiz rozptylova funkce neni kulové symetricka.
Dochéazi zde k zeslabeni rozptyleného zafeni vlivem interference. Diivodem je, Ze u vetsi
Castice jsou rozptylova centra vice vzdalena od sebe. Zateni vychazejici z téchto center je

koherentni, tudiz schopné interference [30, s. 356-359].

Zpracovani rozptylovych méteni pii riiznych thlech pozorovani a riznych koncentracich
navrhl B. Zimm, jehoz metoda vyhodnoceni dat poskytuje vedle molekulové hmotnosti i
primér klubka a druhy virialni koeficient [30, s. 362-364].

2.3.1 Méfreni rozptylu svétla u HA

Molekulova hmotnost HA byla pomoci rozptylu svétla stanovena v fad¢ publikaci. Na-
sledujici ¢ast prace uvadi piiklady a podminky téchto stanoveni. Vzorky HA byly analy-
zovany v 0.15 M roztoku NaCl pii teploté 25 °C pomoci vicethlového rozptylu svétla
(MALLS) za pouziti fotometru Dawn DSP-F (Wyatt). Nékteré vzorky byly analyzovany i

pii vyssi iontové sile rozpoustédla, v 0.5 M NaCl. Fotometr s vertikalné polarizovanym
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He-Ne laserem byl nastaven na vlnovou délku 632.8 nm a intenzita rozptyleného svétla
byla detekovana pti 18 thlech. Kalibra¢ni konstanta pfistroje byla ur¢ena s pouzitim to-
luenu jako standardu. Normalizace fotodiody byla provedena méfenim intenzity rozpty-
leného svétla roztoku sérového albuminu (BSA). Predpoklada se, ze BSA puisobi jako
izotropni rozptylujici latka. VSechny roztoky s HA byly pro méteni rozptylu svétla du-
kladné rozpustény v pouzitém rozpoustédle. Pro srovnani M byly nékteré vzorky analyzo-
vany také pomoci malothlového rozptylu svétla (LALLS) fotometrem KMX-6 (LDC Mil-
ton Roy). Zména indexu lomu dn/dc, potiebna pro vypocet molekulové hmotnosti, byla
zaznamenéna diferencialnim refraktometrem. Hodnota dn/dc (0.150 ml.g™) stanovena
pro roztoky HA v 0.15 M a 0.5 M NaCl, ktery byl pouzit jako rozpoustédlo, lezela
V ramci experimentalni chyby [34, s. 6611-6612], [43, s. 1806].

Podle experimentu publikovaného v [6] byl rozptyl svétla u roztoki HA méfen v
0.1 — 0.2 M roztoku NaCl a v CaCl,. Cilem prace bylo urcit druhy virialni koeficient.
Jeho hodnota byla u kratkych fetézc HA velmi nizka nebo dokonce zaporna. Autofi pro-
kazali, ze thlova zavislost rozptylen¢ho svétla odpovida zavislosti pozorované u statistic-
kého polymerniho klubka. Tato studie byla také zaméfena na zhodnoceni vysledki ana-
1yz HA v alkalickych roztocich. Bylo zjisténo, Ze za danych podminek se HA fetézce sba-
luji, coz bylo vysvétleno moznym narusenim vodikovych vazeb v molekule. Doslo tedy

ke snizeni velikosti makromolekuly a hodnoty druhého virialniho koeficientu [6, s. 800].

2.3.2 Pristroje

Pro méteni thlové zavislosti intenzity rozptyleného zateni se pouzivaji piistroje, goniofo-
tometry, ve kterych je jako zdroj primarniho zateni vyuzit laser [30, s. 366]. Vlivem vy-
soké intenzity jeho zéfeni je pak moZzné méfit rozptyl svétla nejen pro malé rozptylové

uhly, ale i pro ziedéné roztoky polymert [42, s. 30], [44, s. 856].

Naroky na vybaveni jsou u rozptylové metody mnohem vyS$i neZ napf. u osmometrie.
Presto se vsak tato metoda stanoveni M zifedénych roztokl polymert pouziva v pomérné
velkém rozsahu. Dlivodem je to, Ze rozptyl svétla je metodou absolutni, tzn. ze poskytuje
nejen relativni zmény M, ale existuje 1 pfimy vztah mezi méfenou intenzitou rozptylené-
ho zafeni a molekulovou hmotnosti. Dalsi vyhodou je, ze ze série méfeni se da Gspésne
stanovit nejen M a druhy virialni koeficient, ale téz pramér klubka, coz nelze uréit zad-

nym jinym zpusobem [30, s. 367-368], [41], [42, s. 30].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

3 GELOVA PERMEACNi CHROMATOGRAFIE (GPC)

Gelova permeacéni chromatografie (v odborné literatuie se Castéji pouziva nazev Size
exclusion chromatography — SEC) je typem specialni kolonové chromatografie odliSujici
se od chromatografie adsorpéni a rozdélovaci. V soucasné dobé¢ je metoda GPC vyuziva-
na viad¢ analyz, uplatituje se vSak predevSim pfi stanoveni molekulovych hmotnosti,
distribuce molekulovych hmotnosti a k analyze smési oligomernich sloucenin syntetic-
kych polymert a biopolymert. Siroké vyuziti nachazi tato metoda v analyze proteini,
biologickych makromolekul a v biochemii. Pomoci GPC lze analyzovat jakékoliv mole-
kuly lisici se rozméry. Metoda umoziuje separaci latek nizko- i vysokomolekularnich
s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 10% do 10" g.mol™. Podminkou je jejich rozpust-

nost ve vhodném rozpoustédle [45, s. 276], [46, s. 151-152], [47].

3.1 Princip separace

Pti GPC analyze jsou molekuly polymeru separovany dle velikosti na zakladé tzv. mole-
kulove sitového efektu [41]. Ziedeény roztok polymeru je vpraven do chromatografické
kolony naplnéné gelem obsahujicim porézni ¢astice riznych rozmért (stacionarni faze).
Prostory mezi pory a zrny gelové naplné jsou vyplnény vhodnym rozpoustédlem (mobilni
faze). Po naneseni vzorku na vstup do kolony dochazi k separaci analyzovanych latek
mezi mobilni a stacionarni fazi. Molekuly jsou pii priichodu kolonou zadrzovany vlivem
pronikani do p6ér naplnénych rozpoustédlem, a to tak, ze nejmensi molekuly mohou di-
fundovat az dovniti gelové naplné, ¢imz se zpomaluje jejich prichod kolonou. Naopak,
sttedn¢ velké molekuly se dostanou pouze do vétSich porta gelu a difunduji az do jeho
nitra. Molekuly, jejichz velikost pfesahuje rozméry pora, prochazeji kolonou bez zadrzeni
a jsou z gelové naplné vylouceny [41], [45, s. 276-277], [47]. Princip separace vzorku
pomoci GPC je znazornén na Obr. 6. Cim vétsi je zadrzeni molekul analytu ve stacionar-
ni fazi, tim pozdé¢ji dana slozka vychazi z kolony a ma tudiz vyssi reten¢ni ¢as. Koncent-
race analyzovaného vzorku v eluatu je zaznamenana na vystupu z kolony vhodnym detek-

torem [42, s. 36], [45, s. 277], [47].
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Obr. 6. Princip separace polymeru pomoci GPC [41]

Kromé vyse zminéného principu separace odborna literatura [28, 45, 48] popisuje néko-
lik dalsich teorii separa¢niho mechanismu. Jsou to ,,fovnovazna teorie®, ,,teoric omezené
difaze* a ,,separace tokem®. Jedna se vSak o teoretické ptistupy, které piesahuji rdmec

této prace.

3.2 Kolony

Volba spravné kolony je rozhodujicim faktorem, ktery urcuje kvalitu separace dané¢ho
analytu. Je tieba spravné zvolit jak velikost ¢astic gelové naplné a velikost poru, tak jeji
material. Pokud je rozmér porii gelu ptili§ maly nebo naopak pftili§ velky, mize dochéazet
jen k minimalni separaci molekul. Z tohoto dtvodu je pfi vybéru napIné kolon klicovou

charakterizaci distribuce velikosti poru [42, s. 36].

Jako néaplné do kolon slouzi rizné typy geli. Pozadavky na jejich vlastnosti jsou pomérné

naro¢né. Gely pro GPC jsou v zasad¢ dvojiho typu: xerogely a aerogely.

Xerogely jsou tvofeny makromolekulami s pory razné velikosti. V rozpoustédle botnaji
na mnohonasobné vyssi objem, avsak pfi zméné rozpoustédla mize dojit k jejich odbot-
nani az znehodnoceni. Naproti tomu aerogely jsou tvofeny matrici s pevnou inertni struk-
turou obsahujici pory riizné velikosti vyplnéné vzduchem. Pii naplnéni kolony nedochézi

k objemovym zménam, jelikoz rozpoustédlo vytésituje z port vzduch. Piikladem takové-
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ho gelu je silikagel. Jeho vyhodnou je vhodnost pouziti pro vSechny typy rozpoustédel
[45, s. 281], [46, s. 152], [49, s. 313].

Nize jsou stru¢né popsany nejcastéji pouzivané typy gelt slouzici jako néplné do kolon

pro GPC analyzu.

3.2.1 Gely na bazi dextranu

Jako prvni napli do kolony byl pouzit zesitovany dextran. Jednd se o bakteridlni produkt
ziskany pfeménou sacharézy, sitovany epichlorhydrinem v alkalickém prostiedi [47].
Komer¢né jsou dextranové gely znamy pod nazvem Sephadex. Jednotlivé typy Sephade-
XU jsou oznaceny podle toho, zda botnaji v lipofilnich nebo hydrofilnich rozpoustédlech.
Sephadex muzZe byt pouzit pro separaci proteini a mnohych dalSich polymera [45, s.

282], [49, s. 312].

3.2.2 Gely na bazi agarozy

Agardzové gely vytvareji fetézce s velkym poctem volnych hydroxylovych skupin. Ty
davaji gelu typicky charakter, v némz je pti¢né zesiténi tvofeno navzajem propojenymi
vodikovymi mustky. Komeréné jsou tyto gely dodavany pod nazvy Sepharose B a Bio-
Gel A [45, s. 282].

3.2.3 Gely na bazi polyakrylamidu a metakrylatu

Gely na bazi syntetické matrice v soucasnosti tvofi podstatnou ¢ast vyuzivanych naplni
do kolon. Jsou pfipravovany kopolymeraci akrylamidu s N,N’-methylen-
bis(akrylamidem). Obchodni oznaceni téchto gelti je znamé jako Bio-Gel P. Metakrylato-
vé gely se dodavaji naptiklad pod ndzvem Separon. Jsou vyrabény polymeraci, pomoci

které je dosazeno pozadovaného stupné porovitosti gelu [45, s. 283].

3.2.4 Gely na bazi polystyrénu

Casto vyuzivanym gelem je i kopolymer styrenu a divinylbenzenu. Tento typ geld je roz-
Siteny pfi analyze polymera v organickych rozpoustédlech. Dodavaji se pod oznacenim
Bio-Gel S, Poragel nebo Styragel a vyznacuji se vysokou chemickou odolnosti [45, s.
283].
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3.2.5 Anorganické gely

Anorganické gely pouzivané v GPC jsou typu silikagelu a pérovitych skel. V posledni
dobé¢ jsou tyto gely vyrabény s poréznimi Casticemi definovanych rozméru. Silikagely
jsou dodavany pod oznaCenim Spherosil a Porasil. Hlavni vyhodou silikagela
je nestlacitelnost a mechanicka odolnost. Jejich negativni ucinek spoéiva ve vzajemné

nezadouci interakci s polymerem [45, s. 283], [49, s. 313].

3.3 Detektory

Detektory pro GPC jsou az na vyjimky totozné s detektory pro ostatni metody kapalinové
chromatografie. Vyzaduje se od nich rychla odezva, vysoka citlivost a stabilita detekova-
ného signalu [24, s. 50], [28, s. 100-101], [29, s. 146-147].

Pro GPC analyzu slouzi detektory nékolika druhd. Jsou to napf. refraktometry, fotometry,
detektory rozptylu svétla, viskozitni detektory, kombinované a dalsi detektory (elektro-
chemické, vodivostni, kapacitni, hustotni, atd.) [28, s. 103-112].

V experimentalni ¢asti diplomové prace byl k detekci vzorkli pouzit refraktometricky a

viskozitni detektor, proto budou v této kapitole rozebrany podrobnéji tyto dva typy.

3.3.1 Refraktometricky detektor (refraktometr)

Princip méfeni spoc¢iva v urceni rozdilného indexu lomu eluatu v zavislosti na koncentra-
ci analytu. Refraktometry jsou konstruovany v diferenénim vyhotoveni, aby se zvysila

citlivost méfeni a byly omezeny rusivé vlivy [24, s. 52], [28, s. 103].

Podle toho, na jakém principu je méteni diferencidlnim refraktometrem zaloZeno, je
mozné rozlisit nasledujici typy pfiistroji: deflexni refraktometr, reflexni refraktometr,
refraktometr zaloZzeny na Christiansenové jevu a interferometr [24, s. 52], [28, s. 104-
105], [46, s. 153-154].

Obecné plati, Ze refraktometry jsou nejpouzivanéjsi detektory v GPC. Jsou schopny de-
tekovat vSechny latky, jejichz index lomu se 1i§i od indexu lomu mobilni faze. Jisty pro-
blém ptedstavuje silna zavislost indexu lomu na teploté a tlaku, ale i jejich relativné niz-

ka citlivost [28, s. 105].
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3.3.2 Viskozitni detektor (viskozimetr)

Dulezité udaje o molekulové hmotnosti a viskozité analytu poskytuji viskozimetrické
detektory. Prvni viskozitni detektor pouzivany v GPC obsahoval Sest prutokovych kapi-
lar, do kterych vtékal eluat postupné. Pozd¢ji byl nahrazen viskozimetrem s jedinou kapi-
larou. Tento typ je v dnesni dobé stale komeréné dostupny a pouzivany [28, s. 110], [29,
s. 162]. Mimo tento nejjednodussi typ viskozimetra se pro on-line méteni viskozit v GPC
pouZivaji i pfistroje tvofené Ctyfmi kapilarami, které jsou sestaveny do ,,mulstku znazor-

néného na Obr. 7 [50, s. 7].

Obr. 7. Viskozitni detektor se

ctyrmi kapilarami [50]

V publikaci [50] bylo navrzeno prutokového méteni viskozity, které vychazi z Darcyho
zakona: Pokles tlaku pfi pratoku kapaliny kapilarou je za konstantnich podminek funkci
viskozity. Pro velmi nizké koncentrace polymeru plati vztah (10):

)= In(AP, / AP,)

(10)

kde: [#] je limitni viskozitni ¢islo
APy a APy znaci pokles tlaku pfi pratoku roztoku kapilarou

C je koncentrace polymeru v eluatu
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Pii pouziti vySe uvedeného principu méfeni jsou vSak kladeny vysoké naroky na kon-

stantni teplotu eluatu a ¢innost cerpadla zabezpecujiciho stabilni pratok [28, s. 110-111].

Spojeni refraktometrického a viskozitniho detektoru poskytuje cenné informace pro sta-
noveni molekulovych hmotnosti vSech polymeri a pfimou charakterizaci polymera
z hlediska jejich stupné vétveni. Pfi pouziti samotného refraktometrického detektoru tyto
udaje nejsou dostupné. Data z obou detektorti lze aplikovat na univerzalni kalibraci

v GPC [28, s. 110-111], [29, s. 163-164].

3.4 Mobilni faze

Na mobilni fazi (MF) v GPC je kladena fada pozadavka. Je dulezité, aby MF rozpoustéla
separovany vzorek polymeru. Nékdy je tohoto pozadavku dosazeno az pfti vyssi teploté
nebo pii pouziti viceslozkového eluentu. MF musi byt rovnéz kompatibilni s gelovou
naplni kolony a pouzitymi detektory, méla by za dané teploty vykazovat minimalni vis-
kozitu, byt co nejméné hygroskopicka a lehce se odplynovat. Po chemické strance by MF
méla byt minimalné toxicka, hoflava a vybusna, na druhé strané¢ maximaln¢ stabilni vici
vnéj$im vlivim. V neposledni fadé¢ by MF m¢éla byt inertni k separovanym latkam a
snadno dostupna. Vsechny pozadavky nelze za zadnych podminek spinit, proto je tieba
volit kompromis [28, s. 147-149].

Z praktického hlediska je ¢asto uvadén dvoji typ déleni MF, a to na vodnou a nevodnou
[26], nebo na jednoduchou a smisenou [28]. V této praci bude popsan druhy typ klasifi-

kace.

3.4.1 Jednoducha mobilni faze

Tetrahydrofuran (THF) je nejcastéji pouzivané organické rozpoustédlo v GPC, protoze
rozpousti mnoho syntetickych a ptirodnich polymert. Prace s THF ale pfinasi fadu kom-
plikaci: THF ma vysokou tenzi par, které jsou ve smési se vzduchem vybusné a jedovaté

[28, s. 149-150].

Dimethylformamid (DMFA) dobfe rozpousti predev§im polarni soluty. Nevyhodou této
MF je jeji vysoka polarita, viskozita, hydroskopicita a toxicita [28, s. 151].

Vyhodou pouziti alkoholii jako MF je vyborna UV transparentnost a nizka cena. Naopak

k nevyhodam patii vysoka viskozita, u methanolu vysoka toxicita, v pfipadé¢ ethylalkoho-
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lu problémy se suSenim a pomérné€ nizka rozpustnost makromolekuldrnich latek v danych

typech alkoholt [28, s. 152].

Toluen rozpousti stfedné polarni a nepolarni latky. Oproti THF je méné jedovaty a ma
niz§i tenzi par. Casto nahrazuje THF pii analyze polymert, které maji podobny index

lomu jako toto rozpoustédlo [28, s. 152].

Voda a vodné roztoky neutralnich anorganickych soli, jako chlorid sodny, chlorid dra-

selny a tlumivé roztoky (napt. fosfatovy pufr) jsou nejcastéji pouzivané vodné eluenty

v GPC [26, s. 68].

3.4.2 SmiSena (viceslozkova) mobilni faze

SmiSené¢ MF se v GPC pouzivaji z vice ditvodl. Predev§im kvili tomu, ze nékteré poly-
mery jsou rozpustné pouze Ve viceslozkovych eluentech. Dalsimi divody jsou stabilizace
MF a omezeni negativnich jevi pfi separaci. Casto jsou smisené MF pouZity nezamérné,
a to tehdy, pokud ptimésemi v polymeru byvaji necistoty, véetné vody. V dusledku své
polarity miize voda zna¢nou mirou ovlivnit ziskané vysledky. Pfitomnost nezadouci sloz-

Ky zhorsuje kvalitu zakladni linie i tvar a polohu chromatografickych pika [28, s. 153].

3.4.3 Vybér mobilni faze

Jak jiz bylo uvedeno, dilezitym Kritériem pii vybéru MF je jeji vhodnost pro analyzovany
materidl. Pro charakterizaci biopolymert slouZzi vylu¢né vodné mobilni faze, které budou

pouzity rovnéz pro analyzu HA.

Mezi biopolymery existuji rizné typy latek, které jsou stabilni pouze pii vysSich hodno-
tach pH, jiné se zase rozkladaji pii vyssich koncentracich soli a jsou stabilni jen v urCitém
rozmezi pH. Proto je nutné volit takové pH a koncentraci soli, aby odpovidaly pozadav-
kim na stabilitu separované latky. Pro zajisténi reprodukovatelnosti prostiedi a stalosti
rozpusSténych polymert se v fadé ptipadt pouzivaji i tlumivé roztoky [26, s. 68], [28, s.
254].

3.4.4 ,Non-size exclusion* efekt

Jak jiz bylo uvedeno, princip GPC spoc¢iva v separa¢nim mechanismu makromolekul na

zakladé jejich velikosti. Hovoii se o tzv. vylu¢ovacim, neboli ,,size exclusion* mecha-
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nismu. Vzhledem k tomu, Zze mnoho biopolymert se fadi mezi polyelektrolyty, vykazuje
jejich separa¢ni mechanismus od tohoto standardniho chovani odchylky, oznacované
jako ,,non-size exclusion® efekt. Mezi n¢ se tadi intermolekularni elektrostatické interak-
ce mezi solutem a néaplni kolony (iontova exkluze, iontova inkluze a iontova vymeéna),
intramolekularni elektrostatické interakce a adsorpce (hydrofobni interakce a vodikové
vazby). Uvedené nezadouci efekty mohou byt potladeny vlivem zvySené iontové sily a
zménou pH elucniho ¢inidla, ¢imz je dosaZeno sniZzené¢ho stupné disociace iontovych

skupin pfitomnych v analyzovaném polymeru [26, s. 168-169], [51, s. 220], [52, s. 28].

a) Iontova vyména. Polymerni naplné a napln€ na bazi oxidu kiemicitého obsahuji na
svém povrchu zbytky silanolovych nebo —COOH skupin. Kationické polyelektrolyty jsou
na tyto anionické skupiny adsorbovany vlivem iontové vymeény, ktera se projevuje tak, ze
analyzovana latka neni separovana, nebo k eluci dochézi az po vymyti celého objemu MF
z kolony. Efekt iontové vymény lze omezit snizenim pH MF pod hodnotu 4, ptidavkem

elektrolytu do MF nebo pridavkem Kkationické smési pro anionické napln¢ [26, s. 168].

b) Iontova inkluze. Iontova inkluze je zplsobena ustavenim Donnanovy membranové
rovnovahy. Béhem separace maji protiionty polyelektrolytu tendenci difundovat do pért
naplné, zatimco polyelektrolyt je vylu¢ovan z kolony. Mezi ¢asticemi v porech a ¢asti-
cemi v objemu pori dojde K ustanoveni rovnovahy. Timto zptsobem je polymer vtlacen
do naplné kolony, coZ je ozna¢ovano jako iontova inkluze. Vlivem tohoto efektu dochazi
ke zpomaleni separace polyelektrolytd. Lze mu zabrénit piidavkem elektrolytu do MF

nebo pouzitim kolony s naplni obsahujici mensi pory [26, s. 168, 169].

c) Iontova exkluze. Elektrostatické odpudivé sily plsobici mezi anionickou naplni a
anionickym polyelektrolytem brani pronikani rozpuSténé latky do porh néaplné, cozZ se
projevuje eluci v exkluznim limitu kolony nebo rychlej$im vymytim analytu z kolony.
Iontova exkluze muze byt potlatena snizenim pH MF pod hodnotu 4 nebo piidavkem

elektrolytu [26, s. 168].

d) Intramolekularni elektrostatické interakce. V disledku pevné navazanych naboju
polyelektrolyti zptisobuji elektrostatické odpudivé sily mezi sousednimi iontovymi misty
rozbaleni polymerniho fetézce a zvétSeni hydrodynamického objemu. Omezeni téchto
elektrostatickych interakci a sbaleni polymerniho klubka 1ze dosahnout ptidavkem elekt-

rolytu do systému [26, s. 169].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

e) Adsorpce. Existuji téi zpusoby, prostfednictvim kterych miZe byt analyzovana latka
adsorbovana na povrch naplné kolony: iontova vymeéna, hydrofobni interakce a vodikové
vazby. Hydrofobni interakci Ize eliminovat snizenim iontové sily ptidavkem povrchové
aktivni latky nebo organického rozpoustédla do MF. Vodikové vazby pak mohou byt eli-

minovany pfidavkem mocoviny ¢i guanidinu [26, s. 169].

3.5 Kalibrace u GPC

GPC neni absolutni metodou pro charakterizaci polymert. Aby bylo mozné chromato-
gram spravné interpretovat a stanovit molekulovou hmotnost analyzovanych vzorkd,
vcetné jeji distribuce, je nutné kolonu kalibrovat, tedy stanovit zavislost mezi retencnim
objemem (VRg) a molekulovou hmotnosti (M). Kalibra¢ni kiivku lze sestrojit na zaklad¢
hodnot Vg stanovenych pro fadu tizkych frakci polymeru se znAmymi hodnotami M. Cas-
to se vSak vyuziva i metody univerzalni kalibrace. Oba zminéné kalibracni postupy jsou

popsany v kapitole 3.5.1 a 3.5.2 [28, s. 44].

Problémem pfii kalibraci mize byt volba vhodnych kalibra¢nich standardl. Ve skupiné
vinylovych polymert je dostupné Siroké spektrum syntetickych polystyrent (PS) s tizkou
distribuci M, které jsou ke kalibraci GPC kolon vhodné. Krom¢ PS standardd jsou do-
stupné i dalsi polymery: polyethylenoxid a polymethylmethakrylat. Mezi biopolymery
zaujimaji zvlastni postaveni také proteiny, protoze se vyskytuji v piirodé s jiz definova-
nou molekulovou hmotnosti. Z tohoto diivodu se pouzivaji ke kalibraci systému pracuji-
cich ve vodnych mobilnich fazich. Dal§imi vhodnymi standardy pouzivanymi pro vodo-

rozpustné polymery jsou pullulany, dextrany a sulfonované polystyreny [24, s. 123-124].

3.5.1 Prima kalibrace tzkymi frakcemi

-----

M a zaroven by mély mit velmi izkou distribuci, aby bylo mozné polozit M,= M,,= Mgpc,
kde Mgpc je molekulova hmotnost odpovidajici retenénimu objemu maxima ptislusného

piku v chromatogramu [28, s. 45].

Vlastni kalibrace spoc¢iva ve zmétfeni chromatograml fady Uzkych frakci polymeru o
znamych hodnotach M. Kalibrace je provadéna za stejnych podminek, pii kterych je ana-

lyzovan neznamy vzorek. Vg jednotlivych frakei jsou vyneseny do grafu proti log M a
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ziskanym bodovym polem je pomoci standardni statistické metody prolozena kiivka. Aby

-----

vvvvv

Pokud se nepodaii dosdhnout linearity v celém rozsahu M, je mozné udaje zpracovat po-

moci regresni analyzy proloZzenim polynomu vyssiho stupné [28, s. 45].

3.5.2 Univerzalni kalibrace

Metoda univerzalni kalibrace, zavedena do praxe H. Benoitem [27], vychazi ze zjisténi,
ze pokud jsou retencni objemy (Vg) polymert vyneseny do grafu proti soucinu [77] M,
lezi na jediné kiivce. Z Einsteinova viskozitniho zakona vyplyva, ze soucin [77] M je
pfimo tmérny hydrodynamickému objemu polymerniho klubka. Obecné tedy plati, ze
kalibra¢ni ktivku pro rizné polymery lze sloucit do jednoho grafu, kde jsou kalibracni
data vynesena jako zavislost log [77] M na VR (Obr. 8). Z viskozimetrickych parametri lze

pro kalibra¢ni standardy pouzit Mark-Houwinkovu rovnici (viz. kapitola 2.2.2) [27, s.
200], [29, s. 291-292].

0%
e Linearni PS
o Rozvétveny PS hiebinkového typu
+ Rozvétveny PS hvézdicovitého typu
A Ockované kopolymery

1PH x Polymethylmethakrylat
¢ Polyvinylchlorid

log[;]- M Y v Ogkovany kopolymer PSIPMMA

m Polyfenylsiloxan

1071 o Polybutadien

1%

10° [ W SR I .

18 20 22 20 26 28 0
Ve [mi]

Obr. 8. Krivka univerzalni kalibrace [27]
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Univerzalni kalibra¢ni kfivku lze pouzit jak pro homopolymery, tak i pro kopolymery

rizného chemického slozeni a riizné struktury — linearni i rozvétvené [28, s. 48].

Univerzalni kalibraci je tfeba provadét ve zvoleném rozpoustédle a pii urcité teploté,
které jsou pouzity pro analyzu sledovaného polymeru. Pokud se néktery z t€chto parame-
tril zméni, musi byt provedena kalibrace nova. Dobrych vysledki je dosazeno pii paralel-
nim zapojeni viskozitniho a koncentra¢niho detektoru, naptiklad refraktometrického [25,
s. 107-108], [27, s. 200-201], [29, s. 293]. Metoda univerzalni kalibrace byla v praxi vyu-
zita k vyhodnoceni udaji o neznamych polymerech fadou autort, napiiklad v publikacich

[27, 28, 29].
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4 ODBORNE STUDIE RESICI PROBLEMATIKU
CHARAKTERIZACE HYALURONANU POMOCI GPC

V této kapitole bude shrnut soucasny stav problematiky charakterizace hyaluronanu po-
moci GPC. Soucasné bude uveden stru¢ny popis chromatografickych podminek, véetné
typu kolon, detektori a mobilnich fazich pouzitych riznymi autory pro stanoveni mole-

kulové hmotnosti HA pomoci GPC.

V literatute 1ze najit fadu praci zabyvajicich se charakterizaci hyaluronanu pomoci GPC.
V praci Lapéika [15] byla GPC pouzita pro analyzu hydrofobné modifikovanych derivatt
HA. Vychozi latkou byl hyaluronan sodny (NaHY) (Diosynth) extrahovany z kohoutich
hiebinkll. Chromatograficky systém se skladal z kolon Ultrahydrogel 1000 a Ultrahydro-
gel 2000 (Millipore) piipojenych na ¢erpadlo Waters 510. 0.5M NaCl ptedstavoval mo-
bilni fazi, jejiz prutok byl nastaven na 1 ml.min™, Nastiikovy objem vzorku byl 300 pl.
Pro detekci byl pouzit diferencialni refraktometr (Waters 410). GPC kolony byly kalibro-

vany metodou univerzalni kalibrace, pomoci standardt pullulanti (Sigma) [15, s. 489].

Ve své praci [43] Mendichi pouzil chromatografickou metodu ke stanoveni gyra¢niho
poloméru a molekulové hmotnosti hyaluronanu. Ve studii bylo pouzito devét vzorka
NaHY o rozdilné molekulové hmotnosti. Jako mobilni faze slouzil vodny roztok 0.15M
NaCl s prutokem 0.2 ml.min™. Do davkovaciho ventilu bylo nastiiknuto 200 pl vzorku.
Chromatograficky systém se skladal ze dvou kolon TSK G6000 PW a TSK G5000 PW
(TosoHaas) ulozenych v kolonovém termostatu. Detekce byla zprostiedkovana tiemi de-
tektory: kapilarnim viskozimetrem, MALS fotometrem Dawn DSP-F (Wyatt) a koncent-
ra¢nim detektorem UV 996 [43, s. 1806].

Prace Chytila [44] se zabyva mozZnosti interakce hydrofobné modifikovaného hyalurona-
nu CgNH-HA100 se surfaktanty SDS a DTAB a zkouma 1 charakter vzniklého derivatu
pomoci GPC. Ve studii byl pouzit nativni hyaluronan (NaHY), vyrobeny bakteridlni syn-
tézou, a CgNH-HAL100. Zasobni roztoky 0.1 a 0.2% NaHY a 0.5% CgNH-HA100 byly
ptipraveny navazenim piislusného mnozstvi polysacharidu a jeho rozpusténim v Milli-Q
vod¢. Pro lepsi rozpustnost byl vzorek po dobu 24 hodin michdn. Chromatograficky sys-
tém byl sloZen ze zasobniku mobilni faze, odplynovace, izokratického Cerpadla, injektoru
s nastiikovym ventilem, predkolony a systému tii, do série spojenych, kolon: TSK G6000
PWXL, TSK G5000 PWXL a TSK G4000 PWXL. Vystupni kolona byla pfipojena na
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MALLS fotometr (Wyatt), ndsledoval diferencialni refraktometr (Optilab) a viskozitni
detektor (Viscotek). Pritok mobilni faze kolonou byl 0.4 ml.min™. Nastiikovy objem
vzorku ¢inil 100 pl. Pied vlastnim nastfikem byly vzorky filtrovany ptes filtr s pory o
velikosti 0.80 pum. Data z analyzy byla zpracovdna pomoci Astra a TriSec softwaru

(Wyatt) [44, s. 856-857].

V praci [46] byl uveden pichled podminek pro separaci polysacharidii s vyuzitim metody
GPC. Jedna se o souhrnnou praci, kterd je vénovana nejen hyaluronanu, ale obecné vSem

vyznamnym polysacharidim [46, s. 161].

Studiem hyaluronanu v synovialni tekutiné se zabyval Kvam se svymi spolupracovniky
[53], ktery analyzoval jak komer¢ni vzorky NaHY (Fidia Research Laboratories), tak
vzorky NaHY izolované ze synovialni tekutiny kolenniho kloubu. Pro GPC analyzu byla
pouzita kolona na bazi polymethakrylatu. Dalsi sou¢asti systému byly tfi detektory, kon-
krétné se jednalo o diferencialni refraktometr, fotometr pracujici pii vlnovych délkach
210 a 260 nm a LALLS detektor. Vzhledem k ptitomnosti iontovych skupin u glykosami-
noglykanti bylo nutné vhodné zvolit iontovou silu a pH mobilni faze. Casto je volen
0.02 — 0.15M roztok NaCl, avsak podle autorti [51] je pro tyto ucely vhodny i fosfatovy
pufr o pH 7.4. Pro dosazeni lepsi rozpustnosti vzorku v mobilni fazi byla vyuzita ultra-
zvukova lazen [53, s. 44-45].

Autorka Harmon [54] vénuje ve své studii pozornost analyze hyaluronanu pomoci GPC, a
to predev§im z hlediska jeho moznych aplikaci v o¢ni chirurgii. Komeréné dostupné
vzorky NaHY urcené pro piipravu o¢nich kapek byly charakterizovany dvéma rtznymi
GPC systémy. Prvnim z nich byl GPC s viceuhlovym rozptylovym detektorem (MALLS,
Heleos I, Wyatt Technologies), druhym pfistrojem byl PL-GPC 50 Plus (Varian) s troji-
tou detekci (diferencialni refraktometr, viskozimetr a rozptylovy detektor méfici pii dvou
uhlech 45 a 90°). Vzorky NaHY o koncentraci 0.25 mg.ml™ byly p¥ipraveny rozpu§ténim
V boratovém pufru. Rozpousténi trvalo tii dny. K separaci vzorku dochézelo na kolonach
Shodex SB-807HQ a Shodex SB-806HQ. Eluentem byl roztok 0.15M NaCl a 0.02%
NaNj3. Chromatograficky systém byl kalibrovan standardy polyethylenoxidu (koncentrace
0.5 mg.ml™). Autofi této prace rovnéz uvadi, Ze z divodi nelinearity Mark-Houwinkovy
zavislosti nebyla pfi vyhodnoceni ziskané data prolozena ptimkou, ale polynomem vyssi-

ho stupné [54, s. 1956].
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Studie [55] se zabyva charakterizaci vysokomolekularniho hyaluronanu, kdy bylo analy-
zovano né€kolik komer¢nich vzorktt NaHY od riznych dodavateli. V chromatografickém
systému byly k detekei vyuzity kapilarni viskozimetr, koncentra¢ni detektor a rozptylovy
detektor MALLS Dawn DSP-F (Wyatt). Podminky experimentu byly nasledujici: jako
mobilni faze byl pouzit vodny roztok obsahujici 0.15 nebo 0.5M NaCl, teplota byla
37 °C, pritok mobilni faze 0.2 ml.min™ a nastiikovy objem piedstavoval 200 pl. Byly
testovany ctyfi typy kolon: (1) TSK G6000 PW a G5000 PW; (2) OHpak Shodex, KB-806
a KB-805; (3) PL aquagel-OH 60 15 pum; (4) Ultrahydrogel 2000 a 1000 A [55, s. 6116].

Z vyse uvedeného piehledu je ziejmé, Ze ¢asto vyuzivanymi kolonami jsou kolony typu
TSK PW dodéavané spolecnosti Tosoh Bioscience. Jejich napln je tvofena hydrofilnimi,
tuhymi, kulovymi, poréznimi methakryldtovymi ¢asticemi se stabilitou vV rozmezi pH 2
az 12 a pracujici pfi teplotach do 80 °C. Detekci analytu je vhodné provadét minimalné
dvéma detektory, a to jednim koncentra¢nim (UV nebo RI) a jednim citlivym na zmény
molekulové hmotnosti (kapilarni viskozimetr, detektor rozptylu svétla). Tato kombinace
pak dava mozZnost stanoveni absolutni molekulové hmotnosti, at’ jizZ pomoci metody roz-

ptylu svétla nebo metodou univerzalni kalibrace (viz. dale).
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5 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cile diplomové prace byly stanoveny nasledovngé:

e vypracovat reSerSi na zadané téma s cilem charakterizovat hyaluronan, popsat je-

ho strukturu, chemické a fyzikalni vlastnosti i chovani v roztocich;

e popsat konkrétni metody pro charakterizaci hyaluronanu v roztocich se zamére-

nim na metodu gelové permeacni chromatografie (GPC);

e u GPC vysvétlit jeji princip, moznosti ptistrojového vybaveni a jejiho vyuziti pro
stanoveni molekulové hmotnosti hyaluronanu;

e nalézt chromatografické podminky vhodné pro charakterizaci hyaluronanu pomo-

ci metody GPC a posoudit vliv rizného sloZeni mobilni fdze na chromatografic-

kou separaci tohoto polymeru;

e metodu GPC prakticky ovéfit stanovenim molekulové hmotnosti a distribuce mo-

lekulovych hmotnosti u komerénich vzorkd.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 MATERIALY A PRISTROJE

6.1 Vzorky hyaluronanu

V experimentalni ¢asti bylo studovano nékolik komer¢nich vzorkt hyaluronanu (NaHY)
lisicich se molekulovou hmotnosti. Vzorky byly dodany spole¢nosti Contipro Group

s.r.0., Dolni Dobrou¢. Seznam pouzitych vzorki je uveden v Tab. 2.

Tab. 2. Seznam pouzitych vzorkii hyaluronanu (NaHY)

v Nominalni molekulova Y .

Oznaceni 1 Cislo Sarze, komentar
hmotnost* [g.mol ]

NaHY 30« 29.60 x 10° 240805
NaHY 5ok 50.28 x 10° 100106/250205/42, HyActive
NaHY g ssm 0.15—0.35 x 10° neuvedeno
NaHY s 500 x 10° neuvedeno
NaHY; 1 1.8-2.1x10° Cosmetic quality
NaHY . 2.38 x 10° 040711

* informace vyrobce, neuvedeno, jakou metodou byla molekulova hmotnost stanovena

6.2 Chemikalie
Pro piipravu mobilni faze byly pouzity chemikalie, jejichz piehled je uveden v Tab. 3.

Tab. 3. Chemikalie pouzité na pripravu mobilni fize

Nazev Vzorec Vyrobce/Dodavatel
Chlorid sodny NaCl LACH-NER, s.r.o.
Siran sodny Na,SO, PENTA, Ing. Petr Svec
Siran amonny (NH,4),SO4 LACHEMA, n.p. Brno
Thiokyanatan sodny NaSCN LACH-NER, s.r.o.
Thiokyanatan amonny NH,SCN LACHEMA, n.p. Brno
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6.3 Standardy pro kalibraci GPC

Ke kalibraci ptistroje byly pouzity komeréné dostupné standardy. Jednak to byly standar-

dy polysacharida — pullulanti s izkou distribuci molekulovych hmotnosti (Polymer Labo-

ratories, UK). Dale byly pouzity standardy polyethylenoxidu (PEO) a polyethylenglykolu

(PEG) (oba Polymer Laboratories, UK). Ptehled vSech pouzitych standardi je uveden

v Tab. 4 ab.

Tab. 4. Prehled pouzitych standardii pullulanii

M, [g.mol™] M/M, Cislo $arze
5.9 x 10° 1.09 20901-4
22.8x10° 1.07 20903-2
473 x 10° 1.06 20904-2
112 x 10° 1.12 20905-2
212 x 10° 1.13 20906-2
404 x 10° 1.13 20907-2
788 x 10° 1.23 20908-3

Tab. 5. Prehled pouzitych standardiit PEO a PEG

M, [g.mol™] M,/M, Cislo SarZe
1.01 x 10° 1.04 20705-5
7.92 x 10° 1.04 20708-5
21.03 x 10° 1.07 20711-7

50.63 x 10° 1.06 20833-16
116.3 x 10° 1.04 20836-9
278.1 x 10° 1.05 20838-16

442 .8 x 10° 1.07 20839-11
895.5 x 10° 1.10 20841-22
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6.4 Pristroje

6.4.1 Gelovy permeacni chromatograf PL-GPC 50

Molekulova hmotnost a distribuce molekulovych hmotnosti komerénich vzorkt hyaluro-
nanu byly stanoveny na piistroji PL-GPC 50 s refraktometrickou a viskozitni detekci
(Obr. 9), dodaném firmou Polymer Laboratories. K analyze byla pouzita série dvou kolon
sestavajici z kolony Agilent PL aquagel-OH 40 a Agilent PL aquagel-OH 60 s velikosti
Castic 15 um, které se 1isi ve velikosti porid (Agilent Technologies). Kolony typu PL
aquagel-OH jsou vyrobeny z kopolymeru vinylu s polymerizovanou —OH skupinou, jsou
stabilni v rozmezi hodnot pH 2 — 10 a kompatibilni s organickymi rozpoustédly az do
50 obj. % metanolu. Stanoveni byla provadéna pii stalé teploté 30 °C, nastiikovy objem
vzorku ¢&inil 100 ul pfi pritokové rychlosti mobilni faze kolonou 0.8 ml.min™. Data byla
vyhodnocena pomoci programu Cirrus GPC Multi Detektor Software (Polymer Laborato-
ries). Tento typ pfistroje s dualni detekci umozniuje stanovit metodou univerzalni kalibra-

ce absolutni molekulové hmotnosti studovanych polymert.

Obr. 9. Pristroj PL-GPC 50
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6.4.2 Analyticky vysokoucinny kapalinovy chromatograf (Shimadzu HPLC)

Vzhledem k pocate¢nim instrumentalnim problémim s vyse uvedenym piistrojem byla
molekulova hmotnost komerénich vzorkd hyaluronanu stanovena rovnéz na pfistroji
Shimadzu High Performance Liquid Chromatograph (Shimadzu Handels GmbH)
s refraktometrickym detektorem (Obr. 10). Tento pfistroj neni explicitné urcen pro ana-
Iyzu molekulovych hmotnosti polymert, ale jedna se o klasicky kapalinovy chromato-
graf, vybaveny GPC softwarem. Po ptipojeni GPC kolony jej 1ze tedy pouzit, vzhledem
k pritomnosti koncentraéniho detektoru, pouze ke stanoveni relativnich molekulovych
hmotnosti. Vyhodou tohoto pfistroje oproti pfedchozimu byla pfitomnost autosampleru
obsahujiciho standardné 105 pozic pro vialky. K analyze byly pouzity stejné kolony jako
na pfistroji PL-GPC 50. Stanoveni byla provadéna pii stalé teploté 30 °C, nastiikovy ob-
jem vzorku ¢inil opét 100 pl pii pritokové rychlosti mobilni faze kolonou 0.8 ml.min*a
0.5 ml.min™. Pro vyhodnoceni byl pouzit software s GPC prislusenstvim LC Solution
Multi PDA/GPC (Shimadzu Handels GmbH).

Skutecnost, ze analyza vzorkli byla provedena na obou pfistrojich, umoznila srovnani

konvenéni a univerzalni kalibrace.

Obr. 10. Pristroj Shimadzu High Performance Liquid Chromatograph
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K analyze byly pouzity mobilni faze, které¢ se od sebe nelisily iontovou silou, ale pouze
chemickym slozenim. Slozeni vSech pouzitych mobilnich fazi je uvedeno v Tab. 6. Ka-
libra¢ni kiivka byla pro kazdou pouzitou mobilni fazi sestavena pomoci dvou sérii vyse
jmenovanych standardd, a to jak pullulant (Tab. 4), tak i standardt polyethylenoxidu
(Tab. 5).

6.4.3 Dalsi pouzité pristroje

Ultrazvukova Cisticka

Nazev: POWERSONIC
Typ: PS 03000A
Vyrobce: MERCI

Sériové cislo: 35078

Laboratorni analytické vahy

Nazev: Denver Summit
Typ: SI-234 A
Vyrobce: MERCI

Sériové ¢islo: 22003408

Magnetické michadlo

Nazev: Heidolph
Typ: MR 3001 K
Vyrobce: Sigma-Aldrich

Sériové ¢islo: 049827701
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Vyvéva

Typ: RV 15/11
Vyrobce: MEZ Mohelnice
Sériové cislo: 22417

6.5 Priprava vzorkii pro méreni

Pro vlastni analyzu byly vzorky pfipraveny navazenim polymeru a jeho rozpusténim
v dané mobilni fazi, ktera soucasné slouzila jako eluent pro GPC. JelikoZ rozpustnost
vzorkli mize ovlivnit koncentraci roztoku pouzivaného pfi analyze, bylo nutné nalézt
vhodné podminky, pfi kterych se vzorky hyaluronanu v pouzité mobilni fazi optimalné
rozpoustéji. V diplomové préaci byla testovana rozpustnost vzorkii za bézné laboratorni
teploty. Tento postup se ukazal byt neefektivni, a to i v ptipadé, Ze rozpousténi trvalo
24 hodin. Jako nejvyhodngjsi zptsob se jevil postup, kdy byly vzorky NaHY po dobu
20 hodin zahiivany za souc¢asné¢ho michani pii teploté¢ 50 °C na magnetickém michadle
(Obr. 11). Pfed méfenim na pfistroji pak byly vzorky nafedény v 10 ml odmérnych ban-
kach tak, Ze se jejich vysledna koncentrace, v zavislosti na molekulové hmotnosti, pohy-
bovala v rozmezi 0.25 az 2 mg.ml'l. Nasledné byly vzorky filtrovany ptes sttikackovy
filtr PTFE s velikosti porti 0.45 um (VWR International). Poté byla provedena jejich ana-
lyza.

Vzorky standardii byly pfipraveny odlisSnym zplisobem. Po navéazeni standardu a jeho
rozpusténi v mobilni fazi byly vzorky v 5 ml odmérnych bankach umistény na michadlo a
pfes noc (minimdln¢ vSak 12 hodin) byly bez zahfivani intenzivné michany, aby bylo
usnadnéno rozpous$téni. Druhy den byla provedena analyza. Koncentrace jednotlivych
standardi se pohybovaly, v zavislosti na molekulové hmotnosti, vV rozmezi od 1.2 do

2.6 mg.ml™.
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Obr. 11. Rozpousténi vzorki hyalu-
ronanu pomoci ohfevu na magnetic-

kém michadle pri teplote 50 °C

6.6 Mobilni faze

V ramci diplomové prace bylo testovano nékolik mobilnich fazi (MF), které se lisily
chemickym sloZenim, respektive soli, kterd v nich byla obsaZena. Iontova sila vSech pou-
zitych roztoku byla stejna a €inila 0.1 M. Jejich piehled je uveden v Tab. 6. Mobilni faze
byly pfipraveny navazenim a rozpusténim pfislusnych soli v demineralizované vodé. Pred
analyzou bylo nezbytné, aby byla mobilni faze prefiltrovana pies fritu S1, ¢imz byly od-

stranény pfitomné necistoty. Mobilni faze byla rovnéz odplynéna.

Pfed ptipravou mobilni faze bylo nutné vypocitat pottebné mnozstvi pfislusné soli tak,
aby byla zachovana stejna iontova sila | pouzitych roztokt (I = 0.1 M). Piiklad vypoctu
navazky pro piipravu roztoku s obsahem Na,SO, je uveden vrovnici (12) a (13).
V rovnici (12) je | iontova sila, ¢; je molarni koncentrace jednotlivych iontd (mol.I") a z;
jejich naboj:

Na,SO, — 2Na" + SO} (11)
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1

| = E'zci'zziz

0.1 = %-(2-12 +1.2%)c

0.1 = 3-c
¢ = 0.0333 mol-I*

m = C'MNaZSO4 -V
= 0.0333-142-1
= 4.7 g Na,SO,

(12)

(13)

Tab. 6. SlozZeni pouzitych mobilnich fazi (MF) s iontovou silou 1 =0.1 M

Oznaceni pro MF SloZeni Navazka [g]
MF, NaCl 5.8
MF, Na,SO, 4.7
MF; (NH,)2S0, 4.4
MF, NaSCN 8.1
MFs NH,SCN 7.6
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Volba mobilni faze

Dle odborné literatury je nejbéznéjsi mobilni fazi pro charakterizaci hyaluronanu pomoci
GPC vodny roztok NaCl. Nejcastéji jsou k analyze voleny 0.1 a 0.15 M roztoky [36].
Nekteti z autorti pouzili ve svych pracich rovnéz 0.2 a 0.5 M roztoky NaCl nebo 0.1 M
roztok NaNO; [33], [34], [36]. V diplomové praci byla fada testovanych MF rozsifena o
vodné roztoky soli obsahujici vybrané ionty z Hofmeisterovy fady. Hofmeisterova série,
neboli lyotropicka tada, definuje fadu aniont a kationt na zakladé minimalni koncentra-

ce neutralnich soli potfebné k vysrazeni proteind. Potadi aniont a kationt je nasledujici:

SO, > CH;COO >0H >F >Cl >Br >1 >NO; >SCN

Mg," > Na" > K" > Li* > NH," > Cs".

Pozice iontu v této lyotropické fadé Hofmeisterovych iontid je urcena velikosti interakce
proteinu a soli, ktera zavisi na tom, jak je dana stil schopna ménit povrchové napéti roz-
toku, do kterého je ptidana. lonty jsou pak fazeny podle snizujiciho se povrchového napé¢-
ti. Podle pozice v lyotropické fadé jsou rozliSovany tzv. kosmotropy a chaotropy. Na levé
stran¢ fady se nachéazeji kosmotropy. Mezi takové ionty se fadi naptiklad SO,*". Tyto soli
snizuji rozpustnost nepolarnich molekul a vykazuji vysolovaci (salting out) efekt, pfi kte-
rém zesiluji hydrofobni interakce. Silné interaguji s vodou a molekuly vody, které obklo-
puji ionty soli, jsou 1épe uspotadany nez voda v okolnim objemu. V lyotropické fad¢ na-
pravo se nachdzi vsolovaci (salting in) ionty, oznacované jako chaotropy. Typickym pii-
kladem chaotropti je SCN. Tyto soli zvySuji rozpustnost nepolarnich molekul a zpiisobu-
ji rozruseni struktury vody kolem ionth soli [56, s. 248 ], [57, s. 369]. Efekt anioni je
ptitom silné€jsi nez efekt kationll. Anion CI” se nachazi pfiblizné uprostied fady, ostatni
soli pro MF pak byly vybrany tak, aby obsahovaly aniony z protilehlych konct Hof-
meisterovy fady. Z kationti pak byly testovany Na* a NH,". Konkrétné tedy mobilni faze
obsahovaly nasledujici soli: NaCl, Na,SO,, (NH,4),SO,, NaSCN a NH,SCN.
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7.2 Reprodukovatelnost analyzy

Vzhledem ke skutecnosti, ze GPC analyza je ¢asové narocna, nebyly vSechny studované

vzorky hyaluronanu analyzovany opakované. U vybraného vzorku NaHY 5o« byl vSak pro-

veden test reprodukovatelnosti stanoveni molekulovych hmotnosti M,, M,, i M,, které

byly vypocitany pomoci kalibra¢nich zavislosti ziskanych z 1. a 3. polynomu prolozeného

jednotlivymi body kalibra¢ni zavislosti. Vysledky ziskané méfenim na obou pfistrojich

jsou piehledné shrnuty v Tab. 7 a 8.

Tab. 7. Reprodukovatelnost hodnot molekulovych hmotnosti vybraného vzorku NaHY

stanovenych na pristroji Shimadzu HPLC

Vrorek M, [g.mol™] M,, [g.mol™]
linearni 3. polynom linearni 3. polynom
MF Na,SO,
NaHYsx_1 103800 107800 158200 167400
NaHYsox_» 104900 110800 170500 178500
NaHYs0k_s3 108000 107800 175700 182600
O 105600 108800 168100 176100
SD 1800 1400 7300 6400
RSD [%] 1.7 1.3 4.3 3.6
MF (NH,),SO,4
NaHYsox_1 101100 105000 164000 171900
NaHYsok_» 101200 104500 168600 175900
NaHYsok_s3 101500 104700 170300 177400
(%] 101300 104700 167600 175000
SD 170 200 2700 2300
RSD [%] 0.2 0.2 1.6 1.3

Pozn.: PouZity software neumoZiioval vypocet M,

SD — smérodatna odchylka, RSD — relativni smérodatna odchylka
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Tab. 8. Reprodukovatelnost hodnot molekulovych hmotnosti vybraného vzorku NaHY

stanovenych na pristroji PL-GPC 50

Vrorek M, [g.mol ] M, [g.mol™] M, [g.mol™]
linearni | 3. polynom | linearni | 3. polynom | linearni | 3. polynom
MF NaCl
NaHYso_1 | 51600 66800 29700 40300 72100 98200
NaHYs0k > | 52000 66800 35600 54700 74800 92900
NaHYso_3 | 49600 66000 32000 47400 73000 88600
%] 51000 66500 32400 47500 73300 93200
SD 1000 400 2400 5900 1100 3900
RSD [%] 2.0 0.6 7.4 12.4 1.5 4.2
MF Na,SO,
NaHYso_1 | 35700 45600 16600 25700 77900 80200
NaHYso_» | 35500 45500 21400 31800 59600 66000
NaHYso_3 | 36000 45300 17500 26800 77200 80000
(%] 35700 45500 18500 28100 71600 75400
SD 200 120 2100 2700 8500 6600
RSD [%] 0.6 0.3 11.4 9.6 11.9 8.8

SD — smérodatna odchylka, RSD — relativni smérodatna odchylka

Z udajt uvedenych v Tab. 7 a 8 je ziejmé, Ze reprodukovatelnost stanoveni molekulové
hmotnosti NaHY pomoci pfistroje Shimadzu HPLC je lepsi ve srovnani s pristrojem
PL-GPC 50 (RSDyp.c je ve vSech piipadech mensi nez 5 %, RSDgpc je pak mensi nez
12 %). Davod je mozno hledat ve skute¢nosti, ze prvné jmenovany pristroj zaznamenava
data pouze z jednoho, a to koncentra¢niho detektoru, a k vypo¢tu molekulové hmotnosti
je pottebny pouze jeden typ signalu. Reprodukovatelnost stanoveni molekulové hmotnos-
ti na ptistroji PL-GPC 50 s koncentra¢nim a viskozitnim detektorem zavisi na tom, je-li
stanovovana hodnota My nebo ostatni priiméry molekulovych hmotnosti. Pro M, je velmi
dobra, protoze tato hodnota odpovida jednomu bodu, a to maximu na distribu¢ni kiivce a
je jednoznaén¢ ur¢ena. Pro vypocet M,, a M,, je v8ak tieba stanovit zacatek a konec chro-

matografického piku ze zaznamu koncentra¢niho a viskozitniho detektoru, coZ nemusi
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byt vzdy jednoznacné a ovlivni to vysledné hodnoty M,, a M,, a reprodukovatelnost jejich

stanoveni.

Je nutné rovnéz uvést, ze reprodukovatelnost chromatografické analyzy je primarné urce-
na reprodukovatelnosti retenc¢nich ¢ast (Rt) jednotlivych standardd a analytt na ptislus-
ném priistroji. Ta byla ovéfena sledovanim hodnot R; u vybraného vzorku NaHY
v mobilnich fazich obsahujicich Na,SO,4, (NH4),SO4 a NaCl. Vysledky s primérnou hod-
notou, smérodatnou odchylkou a relativni smérodatnou odchylkou jsou pro oba pfistroje

sumarizovany Vv Tab. 9 a 10.

Tab. 9. Reprodukovatelnost Ry maxima chromatografického piku vzorku NaHY analyzo-
vaného v MF s uvedenymi solemi (HPLC Shimadzu)

R+ [min]
Vzorek Na,SO, (NH,4),SO,
19.62 19.64
NaHY 5o« 19.69 19.65
19.67 19.64
0] 19.66 19.64
SD 0.03 0.01
RSD [%] 0.15 0.05

SD — smérodatna odchylka, RSD — relativni smérodatna odchylka

Tab. 10. Reprodukovatelnost Ry maxima chromatografického piku vzorku NaHY analyzo-
vaného v MF s uvedenymi solemi (PL-GPC 50)

Vzorek Rr [min]
NacCl Na,SO,
19.77 19.63
NaHY 5ok 19.68 19.88
19.68 19.65
0 19.71 19.72
SD 0.04 0.11
RSD [%] 0.20 0.56

SD — smérodatna odchylka, RSD — relativni smérodatna odchylka
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Data v Tab. 9 a 10 naznacuji, ze reprodukovatelnost reten¢nich ¢ast zaznamenanych na
ptistroji Shimadzu HPLC je lepsi ve srovnani s GPC-PL 50. Pro MF s obsahem Na,SO, je
RSDyp ¢ < 0.15 % a RSDgpc < 0.56 %. Tato skutecnost rovnéz ptispiva k rozdilné repro-

dukovatelnosti ve stanoveni molekulovych hmotnosti na obou pfistrojich.

Na zakladé vyse uvedenych vysledkt lze predpokladat, ze pro zbyvajici polymery bude

reprodukovatelnost obdobna.
7.3 Stanoveni molekulové hmotnosti NaHY — Shimadzu HPLC

7.3.1 Vliv pouzité MF na separaci standardi

K vyhodnoceni vysledkii analyz provedenych na pfistroji Shimadzu HPLC byla pouzita
metoda konvenéni kalibrace tzkymi standardy. Jako standardy slouzily polysacharidy
pullulany (PUL), a také standardy polyethylenoxidu (PEO) a polyethylenglykolu (PEG),
coz jsou nejznaméjsi potyéthery. Oba typy standardu jsou rozdilné, at’ uz co se tyka cho-
vani polymerniho klubka v roztoku, tak strukturni podobnosti s NaHY (polysacharid).
Proto bylo dil¢im cilem prace zjistit, jak ovlivni kalibrace témito dvéma typy standarda

molekulovou hmotnost vzorku NaHY.

V experimentalni ¢asti byly studovany vzorky NaHY, jejichz molekulovd hmotnost leze-
la v rozmezi 29.60 x 10% az 2.38 x 10° g.mol™. K dispozici byl vSak pouze standard PUL
788 x 10% g.mol™ a standard PEO 895.5 x 10° g.mol™. Rozdil mezi pfedpokladanou mo-
lekulovou hmotnosti studovanych vzorki (cca 2.4 x 10° g.mol™) a molekulovou hmotnos-
ti nejvyssiho dostupného standardu byl tedy zna¢ny. Z téchto divodu byly testovany ka-

libraéni zavislosti, které byly vyhodnoceny proloZenim 1. a 3. polynomického stupné.

Na prtikladu standard PUL a PEO s obdobnou molekulovou hmotnosti je pomoci srov-
nani hodnot retencnich ¢asti maxim chromatografickych pika ilustrovan vliv pouzit¢ MF

na jejich separaci.
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Tab. 11. Retencni cas (Ry) maxima chromatografickych piku stanoveny pro vybrané

standardy ve vsech pouzitych MF (Shimadzu HPLC)

R+ [min]

Standard 9 :\n/lgl'l] NacCl Na,SO,; | (NH4),SO, | NaSCN | NH,SCN
PUL 404 x 10° 18.06 18.19 18.09 17.99 17.92
PUL 112 x 10° 20.12 20.26 20.17 20.09 19.97
PUL 47.3 x 10° 21.16 21.31 21.22 21.15 20.99
PEO 442 .8 x 10° 17.30 17.57 17.53 17.10 17.07
PEO 116.3x10° | 19.45 20.02 19.76 19.07 19.11
PEO 50.63 x 10° | 20.92 21.66 21.38 20.40 20.47

V Tab. 11 jsou uvedeny pouze jednotlivé hodnoty bez smérodatnych odchylek, které ne-
byly vzhledem k ¢asové narocnosti stanoveny. Lze vSak predpokladat, ze relativni sméro-
datné odchylky opakovatelnosti reten¢nich ¢ast, jak pro standardy, tak pro NaHY, budou

mensi nez 0.15 % (Tab. 9, diskuze v ¢asti 7.2.).

Pii porovnani PUL a PEO standardu 1ze konstatovat, Ze pro PUL byly zaznamenany men-
§i rozdily v Rt maxim chromatografickych pikli stanovenych v jednotlivych pouzitych
mobilnich fazich. Tvary piki pak byly symetri¢t&jsi ve srovnani se standardy PEO. Cim
byla molekulova hmotnost standardu nizsi, tim symetrictéjsi byl dany pik. Jako zajimava
se dale jevila skuteCnost, ze u standardi s nejvy$Simi molekulovymi hmotnostmi
(788 x 10°, 895.5 x 10° a 442.8 x 10° g.mol™) bylo patrné chvostovani (tailing), které se

vyrazné&ji projevilo u PEO.

Hodnoty v Tab. 11 dale indikuji, Ze pii pouziti NaSCN a NH4;SCN v MF byly obecné Ry
maxim pikd u PUL standardt nejkratsi a pfi stejnych koncentracich byla rovnéz zazna-
menana nejvetsi plocha pikt. Naopak pii pouziti Na,SO,4 a (NH,4),SO,4 pak byly Rt nejdel-

§i a plocha pikl nejmensi. Toto pravidlo platilo pro vSechny PUL standardy.

U PEO standardt bylo zaznamenano, ze oproti PUL byly chromatografické piky asymet-
rické a v oblasti vy$Sich molekulovych hmotnosti u nich bylo patrné vyrazné chvostova-
ni. Obdobn¢ jako pro PUL standardy platilo, ze nejkrat$i Ry byly zaznamenany v MF pfi

pouziti thiokyanatanti, v pfitomnosti sirani pak byly R; nejdelsi a pro MF s obsahem
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chloridu sodného lezel Ry zhruba uprostied mezi retenci siranti a thiokyanatani. Nejvice

zietelné chvostovani pak bylo patrné pro MF s obsahem (NH,4),SO,4 (Obr. 17).

Nize na Obr. 12 a 13 je pro ilustraci uvedeno srovnani chromatogram PUL standardu
s molekulovou hmotnosti 112 x 10° g.mol™ a PEO standardu s 116 x 10° g.mol™ zazna-
menanych ve vSech pouzitych MF. Tyto obrazky velmi dobie znazornuji vliv slozeni mo-
bilni faze na oba polymery. Zatimco vliv pfidané soli na retenci PUL standardi neni tak
patrny, PEO standardy jsou v tomto ohledu daleko néchylngjsi a vliv jednotlivych soli

pridanych do vodné mobilni faze je na chromatogramech zfejmy.

Pro ndzornost bylo rovnéz provedeno srovnani vSech kalibra¢nich standardi PUL a PEO
ve dvou vybranych MF obsahujicich siill se stejnym anionem SO,%, a to Na,SO, a

(NH,)»,SO, Toto srovnani je uvedeno na Obr. 14 az 17.
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Obr. 12. Analyza standardu PUL 112 X 10° g.mol'l ve vsech MF; tmavé modrd —NaSCN,
fialovd — NH,SCN, svétle modra — NaCl, zelend — (NH,),SO,4 a cervend — Na,SO,4
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Obr. 13. Analyza standardu PEO 116.3 x 10° g.mol™ ve vsech MF; tmavé modrd —
NaSCN, fialova — NH4SCN, svétle modra — NaCl, zelena — (NH,),SO,4 a cervend —
Na,SO,
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Obr. 14. Analyza standardii PUL v MF s Na,SO,, Sedomodrd — 788 x 10°, cervend —
404 x 10° zelend — 212 x 10° fialovd — 112 x 10° tmavé modrd — 47.3 x 10°, svétle

modrd — 22.8 x 10°, Zlutozelend — 5.9 x 10° g.mol™
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Obr. 15. Analyza standardit PEO v MF s Na,SO,,; Sedomodra — 442.8 X 103, cervend —
278.1 x 10% zelend — 116.3 x 10°, fialova — 50.63 x 10°, tmavé modrd — 21.03 x 10°,

svétle modrd — 7.92 x 10°, Zlutozelend — 1.01 x 10° g.mol™

Obr. 16. Analyza standardii PUL v MF s (NH,),SO,; Sedomodrd — 788 x 10°, cervend —
404 x 10° zelend — 212 x 10 fialovd — 112 x 10° tmavé modrd — 47.3 x 10°, svéile

modrd — 22.8 x 10%, Zlutozelend — 5.9 x 10° g.mol™
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Obr. 17. Analyza standardit PEO v MF s (NHy),SOy, Sedomodra — 442.8 x 10° cervend
— 278.1 x 10° zelend — 116.3 x 10, fialovd — 50.63 x 10°, tmaveé modrd — 21.03 x 10°,

svétle modrd —7.92 x 10°, Zlutozelend —1.01 x 10° g.mol™

Uvedené obrazky rovnéz nazorné ukazuji rozdily mezi PUL a PEO v symetrii pikt. Tai-
ling se vice objevuje u PEO, a to pfedevsim u vysokomolekularnich standardi. Se snizu-
jici se molekulovou hmotnosti byly piky symetri¢téjsi. Tailing byl nejvice patrny u vzor-
kit PEO 442.8 x 10% g.mol™ a 278.1 x 10° g.mol™ analyzovanych v MF s Na,SO,. Srovna-
nim s PUL bylo zji$téno, Ze chvostovani se objevilo pouze u polysacharidu s nejvyssi

molekulovou hmotnosti (788 x 10° g.mol™), ostatni piky byly symetrické.

Byla rovnéz provedena chromatograficka analyza PEO standardu s molekulovou hmot-
nosti 895.5 x 10 g.mol™. Pro sestrojeni kalibragni zavislosti viak tento standard nebyl
pouzit, nebot’ jeho chromatograficka separace byla neuspokojiva. Tvar chromatografic-
kych pikti byl asymetricky a tailing ptili§ velky. Navic byla jeho separace vyrazné ovliv-
néna typem soli pouzité v mobilni fazi. Pro ukézku jsou na Obr. 18 zndzornény chroma-

togramy tohoto polymeru zaznamenané analyzou v MF s obsahem studovanych soli.
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Obr. 18. Chromatograficka analyza standardu PEO 895.5 x 1 0°®g.mol™ v riiznych MF;
zelena — NaCl, cervena — NaSCN, svétle modra — NH,SCN, fialova — Na,SO,, tmave
modrd — (NH,),SO4

Rozdily v separaci standardi analyzovanych v MF obsahujicich studované soli se nasled-
né projevily I na kalibracnich zavislostech, které byly sestrojeny z hodnot reten¢nich ¢ast
ziskanych pro jednotlivé PUL nebo PEO pii chromatografické analyze a ze znamych
hodnot molekulovych hmotnosti. Srovnani kalibra¢nich kiivek sestrojenych ze standardi
analyzovanych v riznych mobilnich fazich je pro PUL znazornéno na Obr. 19 a pro PEO
na Obr. 20.

Tyto obrazky nazorn¢ ilustruji skutecnost diskutovanou vyse a znazornénou na Obr. 12 a
Obr. 13, a to vyznamny vliv soli pouzitych v MF, ktery se projevi ve zcela odlisSném tvaru

kalibra¢nich zavislosti sestrojenych z PEO a PUL.
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Obr. 19. Srovnani kalibracnich krivek v zavislosti na pouzité MF pro PUL standardy
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Obr. 20. Srovnani kalibracnich kiivek v zavislosti na pouzité MF pro PEO standardy
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7.3.2 Molekulova hmotnost komer¢nich vzorku hyaluronanu

Molekulové hmotnosti vzorkit NaHY byly stanoveny jak pomoci standardd PUL, tak i
PEO. K analyze pak byla pouzita data zaznamenana pii analyze vzorki NaHY ve vSech
sledovanych mobilnich fazich. Pfi vyhodnoceni vysledki (M, M;,) bylo posuzovano,
ktera série standarda je ke kalibraci vhodnéjsi a které hodnoty vypoctenych molekulo-
vych hmotnosti NaHY se blizi uvadénym nominalnim hodnotdm. Soucasti prace bylo
rovnéz posouzeni vypoctu molekulovych hmotnosti NaHY po kalibraci kalibracni zavis-

losti vyhodnocenou dvéma zpiisoby, a to prolozenim bodl ptimkou nebo polynomem.

Pti pouziti mobilni faze s obsahem NaCl a po kalibraci PUL standardy bylo zjisténo, ze
kalibracni zavislost prolozena linearné poskytuje hodnoty molekulovych hmotnosti, které
jsou bliz§i hodnotam nominalnim, nez kdyz bylo pouzito kalibraéni zavislosti vyhodno-
cené 3. polynomem. Hodnoty ¢iselného priméru molekulové hmotnosti M, jsou pak
obecné bliz§i hodnotdm nomindlnim nez hmotnostni primér M,,. Pfi pouziti kalibrace
vytvotené z PEO standardu je situace obdobna. Lze rovnéz konstatovat, Zze hodnoty mo-
lekulovych hmotnosti NaHY stanovené pomoci PEO standardi odpovidaji nominalnim

hodnotam Iépe, nez hodnoty stanovené pomoci kalibrace ze standardt PUL.

U mobilni faze obsahujici Na,SO,4 a po kalibraci jak PUL, tak PEO standardy plati, ze
stanovené hodnoty M, lezi opét blize hodnotdm nominalnim nez M,,. Pro tuto MF je rov-
néz charakteristické, ze zde nejsou pozorovany tak patrné rozdily mezi hodnotami mole-
kulovych hmotnosti ziskanymi po kalibraci kolony obéma pouzitymi typy standardd. Je-li
v MF obsaZen druhy ze siranti, (NH;)»SO,, jsou hodnoty molekulovych hmotnosti pro
vzorky NaHY 3ok az NaHY o5y stanovené v této MF obdobné, jako v MF s Na,SO,. Rozdi-
ly jsou potom patrné az u hyaluronanti s vysokymi molekulovymi hmotnostmi (Na-
HY,1ma NaHY, 40), kdy MF s (NH,),SO,4 poskytuje vyssi hodnoty My, a M, ve srovnani s
Na,S0O,, a to bez rozdilu, které standardy byly pouzity ke kalibraci.

Pfi pouziti obou MF obsahujicich thiokyanatany (NaSCN a NH,SCN) a pii kalibraci ko-
lon PUL standardy byly hodnoty M,, a M, stanovené pro NaHY obdobné jako v piipadé
MF s NaCl. Naopak po kalibraci PEO standardy se tyto hodnoty vyrazné lisily a byly
podstatné niz8i nez hodnoty nomindlni, coz bylo ptfedev§im patrné u vysokomolekular-

nich VZOI‘klol NaHY (NaHYle a NaHY2'4M).
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Skute¢nost, ze PUL standardy jsou pii chromatografické separaci mnohem méné citlivé
na zménu mobilni faze, respektive na typ soli, ktery tato MF obsahuje nez standardy
PEO, se nasledné projevi v mensi variabilité stanovenych hodnot molekulovych hmot-
nosti studovanych NaHY. To je v dobrém souladu s informacemi z ¢asti 7.3.1, kde je na
Obr. 12 a Obr. 13 dokumentovan vliv slozeni MF na kalibra¢ni zavislost ziskanou jak

pomoci PUL, tak 1 PEO standard.

Na ptikladu hodnot M, je v dalsi ¢asti prace pomoci grafii znazornén vliv MF na hodnoty
molekulovych hmotnosti NaHY ziskané vyhodnocenim po kalibraci kolon obéma typy

pouzitych standarda.
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Obr. 21. Hodnoty M,, vzorkit NaHY3ok, NaHYsox @ NaHYq 3sm stanovené za pouZiti stan-

dardii PUL, vyhodnocené pomoci kalibrace ziskané linearni regresi
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Obr. 22. Hodnoty M, vzorkit NaHYysy, NaHY,1y @ NaHY, 4 stanovené za pouziti

standardu PUL, vyhodnocené pomoci kalibrace ziskané linearni regresi

Grafy znazornéné na Obr. 21 a 22 ilustruji diskutovanou skutec¢nost, Ze hodnoty M, pro
vzorky NaHY stanovené pomoci linedrni kalibrace (PUL) zavisi na sloZeni mobilni fa-
ze, ve které jsou studované polymery rozpustény. Pro NaHY 3o« @ NaHY 5o« lezely hod-
noty M, v rozmezi 33.7 x 10 az 71.7 x 10° a 97.8 x 10% az 108.3 x 10° g.mol™ a
s vyjimkou MF s NaCl byly vyss§i nez nomindlni. U vysokomolekularnich vzorkti NaHY
(NaHY.1m, NaHY; 40) byly hodnoty M, vyrazné vyssi v MF s NaCl a NaSCN, naopak u
MF s Na,SO, byla hodnota M, pro vzorek NaHY, 1y nizs§i nez nominalni. Hodnoty
hmotnostniho priméru molekulovych hmotnosti M,, pak byly pro vSechny studované
vzorky NaHY signifikantné vySsi ve srovnani s hodnotami uvadénymi vyrobcem. Vy-
sledky stanovenych hodnot M,, a M, jsou shrnuty v Tab. 20 az 25 v Ptiloze I a lezi

v rozmezi 2.8 x 10% a7 4.3 x 10°g.mol™.
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Obr. 23. Hodnoty M, vzorkit NaHY3ox, NaHYs50x @ NaHYq 35y stanovené za pouziti stan-

dardii PEO, vyhodnocené pomoci kalibrace ziskané linedrni regresi
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Obr. 24. Hodnoty M, vzorkit NaHYy s, NaHY; 1y @ NaHY; 4y stanovené za pouziti stan-

dardii PEO, vyhodnocené pomoci kalibrace ziskané linearni regresi
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Pti srovnani hodnot M, ziskanych pomoci standardi PEO je z grafii na Obr. 23 a 24
zfejmé, Ze hodnoty ¢iselného priméru molekulovych hmotnosti byly niz$i nez nominalni,
s vyjimkou NaHY3p« a NaHY 5. Tento efekt se projevil predevsim u vysokomolekular-
nich vzorkt NaHY. Jsou-li vSak srovnavany hodnoty M,, lze v pfipad¢ kalibrace PEO
standardy konstatovat, Ze tyto hodnoty jsou sice rovnéz zavislé na typu soli pouzité v MF,
ale mnohem Iépe odpovidaji hodnotdm nominalnim, pfedevsim u vzorki s vysokymi mo-

lekulovymi hmotnostmi (NaHY, 1y, NaHY 5 4v), jak je dokumentovano v Tab. 12 a 13.

Tab. 12. Hodnoty M, a M, stanovené pomoci PUL i PEO standardii pro vzorek NaHY 1

PUL PEO
NaHY;1m . o o o
M, [g.mol™] M,, [g.mol ] M, [g.mol™] M,, [g.mol™]
NaCl 2933000 4307000 1648000 2177000
Na,SO, 1704000 2902000 1054000 1444000
(NH,),SO,4 2215000 3307000 1512000 2047000
NaSCN 2645000 3647000 1656000 2167000
NH,SCN 2200000 3312000 1276000 1832000

Tab. 13. Hodnoty M, a M, stanovené pomoci PUL i PEO standardii pro vzorek NaHY 4\

PUL PEO
NaHYzau M, [g.mol™] M., [g.mol™] M, [g.mol™] M., [g.mol™]
NacCl 2912000 4118000 1583000 2803000
Na,SO, 2287000 3329000 1162000 1562000
(NH4),SO,4 2323000 3335000 1630000 2100000
NaSCN 2710000 3677000 1650000 2150000
NH,SCN 2330000 3364000 1340000 1850000

Hodnoty ¢iselného priméru molekulové hmotnosti M,, vzorkit NaHY vypocitané pomoci

kalibrace prolozené 3. polynomickym stupném jsou pro PUL standardy souhrnné uvede-

ny na Obr. 25 a pro PEO standardy na Obr. 26.
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Obr. 25. Hodnoty M,, vzorkit NaHY stanovené za poucziti standardi PUL, vyhodnocené

pomoct kalibrace prolozené 3. polynomickym stupnem

4,00E+06
3,50E+06
3,00E+06
T 2,50E+06
2
.l.b 2,00E+06
o
2 1,50E406
1,00E+06
5,00E+05 [![![!
0,00E+00 ]
NaHY 30K NaHY 50K NaHY 0.35M NaHY 0.5M NaHY 2.1M NaHY 2.4M
(m] NaCl ™ Na,SO,4 O (NH4)2$O4
m  NaSCN o NHaSCN = Nominalni hodnotv

Obr. 26. Hodnoty M,, vzorkiit NaHY stanovené za poucziti standardit PEO, vyhodnocené

pomoci kalibrace prolozené 3. polynomickym stupnem
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Vysledky ziskané pti tomto vyhodnoceni byly ve srovnani s vysledky ziskanymi proloze-
nim linearni zavislosti méné pfesné. Stanovené hodnoty M, pak byly vétSinou nadhodno-
ceny ve srovnani s nomindlnimi hodnotami. Velké rozdily mezi nominalnimi a stanove-
nymi hodnotami byly ziskany pro vysokomolekularni vzorky, nejvyssi hodnoty M, pak
byly uréeny v MF obsahujici NaSCN a NaCl, naopak hodnota M, stanovena v MF s
Na,SO, odpovidala nejlépe hodnoté nominalni. Hodnoty M,, stanovené pomoci kalibrace

vyhodnocené prolozenim 3. polynomu byly vyssi nez hodnoty nominalni.

Pti porovnani Obr. 25 a Obr. 26 je na prvni pohled patrné, ze hodnoty M,, uréené pomoci

PEO standardi jsou vyrazné nizsi nez ty, které byly ziskany z kalibrace PUL standardy.

I kdyz je v diplomové praci pouzito srovnani vypo¢tenych molekulovych hmotnosti ko-
mercénich vzorki NaHY (M,) s hodnotami nominalnimi, je tfeba poznamenat, ze neni
zfejmé, jakou metodou a pomoci jakého pfistroje byly hodnoty uvedené vyrobcem stano-
veny. Proto je nutné brat je pouze jako hodnoty orienta¢ni. Ve dvou piipadech je vyrob-
cem dokonce uveden pouze rozsah molekulovych hmotnosti, které by mél dany polymer
obsahovat, misto obvyklého ¢iselného vyjadieni M, nebo M,,. Navic konven¢ni kalibrace
dostupna na piistroji Shimadzu HPLC, ktery pracuje S jedinym, a to koncentracnim de-
tektorem, poskytuje pouze ,,relativni® hodnoty molekulovych hmotnosti, které jsou zavis-
1¢ na typu standardu pouzitého ke kalibraci kolony. Prakticky to znamena, Ze v piipadé,
kdy je analyzovan vzorek NaHY a kolona je kalibrovana fadou tuzkych pullulanovych
standardti, molekulové hmotnosti NaHY stanovené po integraci odpovidaji molekulovym
hmotnostem pullulanu a jsou pro NaHY nespravné. A toto samoziejmé plati i pro vyhod-
noceni pomoci standardl polyethylenoxidu. Tato metodika je zcela postacujici pro prosté
porovnani molekulovych hmotnosti a casto neni ani dulezité, jestli jsou tyto hodnoty
opravdu ,,absolutni* a odpovidaji redlné¢ hodnoté M,, ¢i M,. Lze tedy ptredpokladat, ze
molekulové hmotnosti studovanych vzorkd NaHY se méni v zavislosti na typu pouzitého
standardu, protoze roztokové chovani, ve smyslu botnani polymerniho klubka, polysacha-

ridu pullulanu a polyethylenoxidu v MF s obsahem rtaznych soli je rozdilné.

Numerické hodnoty My, @ M, jsou souhrnné uvedeny v Pfiloze I v Tab. 20 az 25 (kalibra-
ce prolozena linearni regresi) a Ptiloze II v Tab. 26 az 31 (kalibrace prolozena 3. poly-

nomickym stupném).
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7.3.3 Vliv rychlosti priitoku mobilni faze

Dalsim cilem diplomové prace bylo zjistit, jak se od sebe budou lisit hodnoty molekulo-
vych hmotnosti, pokud bude analyza provedena pfi jiné rychlosti pritoku mobilni faze
kolonou. Konkrétng byly srovnavany dva pritoky, a to 0.8 ml.min™ a 0.5 ml.min™. Vv
Tab. 14 a Tab. 15 jsou jako piiklad shrnuty vysledky molekulovych hmotnosti NaHY
stanovené pii obou pritocich ve vybranych MF, a to Na,SO, a NaSCN. Kalibrace byla
provedena PUL standardy.

Tab. 14. Hodnoty molekulovych hmotnosti NaHY stanovené pri rozdilnych pritocich MF
obsahujici Na;SO,

M, [g.mol™] M,, [g.mol™] M,/M,
Vzorek 0.8 0.5 0.8 0.5 0.8 05
ml.min? | ml.min® | ml.min® | ml.min® | ml.min?® | ml.min*
NaHY 0k 63900 | 68800 89600 96000 1.40 1.40
NaHY sox 103800 | 112000 | 158200 | 170900 1.52 1.53
NaHYossw | 291100 | 349600 | 500900 | 565000 1.72 1.62
NaHYgsm 663300 | 783600 | 1090200 | 1305000 | 1.64 1.67
NaHY,.m | 1704100 | 2195600 | 29021200 | 3537000 | 1.70 1.61
NaHY,m | 2286600 | 2416300 | 3329500 | 3704200 | 1.46 153

Tab. 15. Hodnoty molekulovych hmotnosti NaHY stanovené pri rozdilnych pritocich MF
obsahujici NaSCN

M, [g.mol™] M,, [g.mol™] M,/M,,
Vzorek 0.8 0.5 0.8 0.5 0.8 05
ml.min? | ml.min® | mlmin® | ml.min® | ml.min?® | ml.min*
NaHY 0k 71200 | 70300 107200 | 109900 1.51 1.56
NaHY sox 108300 | 106500 | 176000 | 179900 1.62 1.69
NaHYossw | 350000 | 333800 | 628300 | 667000 1.80 2.00
NaHYgswm 807000 | 846700 | 1264900 | 1320000 | 1.57 1.56
NaHY,.m | 2645200 | 2925600 | 3646700 | 3969700 | 1.38 1.36
NaHY,.u | 2710200 | 3112100 | 3676600 | 4292300 | 1.36 1.38
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Vysledky z Tab. 14 pro MF s Na,SO, indikuji, Ze pfi pritoku mobilni faze rychlosti
0.5 ml.min™ byly stanovené hodnoty M, i M,, vzdy vy3§i nez pii pratoku 0.8 ml.min™.
Jina situace nastava u MF s NaSCN (Tab. 15). Zde jiz neni vliv rychlosti prutoku MF na
molekulovou hmotnost tak jednozna¢ny. U nizkomolekularnich vzorkti NaHY analyzo-
vanych pii pritoku 0.5 mL.min™ jsou hodnoty M, niZ§i neZ pfi priitoku 0.8 ml.min™. U
vysokomolekularnich vzorkt je situace opacnd, tedy prutok 0.5 ml.min™ poskytuje vyssi
hodnoty M,. Pro M,, plati, Ze priitok 0.5 ml.min™ pfispiva k vy$§im hodnotam M,,. Pro-
blematika vlivu rychlosti pritoku mobilni faze je Casto diskutovéna i v literatute a néktefi
Z autord mini, ze prutokova rychlost by méla byt co nejmensi, predev§im u vysokomole-

kularnich vzorka, aby se predeslo jejich mozné smykové degradaci.

7.3.4 Vliv ionti Hofmeisterovy rady na reten¢ni chovani vzorkia hyaluronanu

Na Obr. 27 jsou znazornény hodnoty reten¢nich ¢asti maxim chromatografickych pikt
studovanych vzorki NaHY v testovanych MF. Vyhodou tohoto srovnani je skute¢nost, Ze
predstavuje zakladni chromatografickd data popisujici pohyb polymerniho klubka v ko-
lon¢, kterd nejsou ovlivnéna naslednym vypoctem molekulové hmotnosti polymeru po-

moci kalibraénich zavislosti.

Z obrazku je mozno vyc¢ist trend, Ze retencni Casy zaznamenané pro vzorky NaHY 3k a
NaHY 50« byly obecné delsi pfi analyze v MF obsahujici sirany, naopak kratsi v MF s thi-
okyanatany. Rozdily mezi Ry stanovenymi u téchto dvou vzorkd ve jmenovanych MF
vSak nebyly velké. Zajimavy byl 1 vysledek pro vysokomolekuldrni vzorky NaHY, 1y a
NaHY,u. V MF s thiokyanatany byly opét Ry nejkratsi a v porovnani se sirany byl zde
tento rozdil nejvyraznéjs$i. Podrobnégji jsou hodnoty retencnich Casti diskutovany déle

v textu.
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Obr. 27. Retencni ¢asy maxim chromatografickych pikit (Rt) vzorkit NaHY ve studova-
nych MF

Srovnanim vzorkl analyzovanych v mobilnich fazich s NH,SCN a NaSCN, které obsa-
huji stejny anion SCN™ bylo zjisténo, Ze jednotlivé dvojice chromatografickych piki za-
znamenané vzdy pro vzorky se stejnou molekulovou hmotnosti byly tvarové velmi po-
dobné, piky byly symetrické a mély stejnou plochu. Vyjimkou byl vzorek NaHY 1y, je-
hoZ chromatogramy se od sebe odliSovaly tvarem 1 plochou. Chromatograficky pik za-
znamenany v MF s NaSCN byl podstatné vysSi s patrnym chvostovanim ve srovnani
s pikem zaznamenanym v MF s NH;SCN, ktery byl symetri¢téjsi. Retenéni ¢as pikd pak
byl podobny, vyjimkou byla hodnota Ry zaznamenana pro vzorek NaHY o35y, kde byl Ry
v MF s NH;SCN o néco delsi nez v MF s NaSCN.

Srovnani analyz v mobilnich fazich s (NH,4),SO,4 a Na,SO,, obsahujicich stejny anion
SO,% ukézalo, Ze zaznamenané chromatogramy byly velmi podobné, symetrické s ob-
dobnou plochou. Vyjimkou byly opét vysokomolekuldrni polymery NaHY,iv a
NaHY; 4u. Obecné bylo také pozorovano, ze v MF s Na,SO, byly Ry pika delsi nez v MF
S (NH,),SO,.

Pfi srovnani chovani NaHY v mobilnich fazich s NH;SCN a (NH,4),SO,, obsahujicich
stejny kation NH," stejn& jako v mobilnich fazich s NaSCN a Na,SO,, obsahujicich stej-
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ny kation Na* nebyly zjistény mezi dvojicemi chromatografickych piki vyrazné rozdily.
Vyjimkou byly vzorky NaHY3s5m & NaHY 51m. Ty se v jednotlivych MF odliSovaly pie-

devsim plochou pikd.

Z obrazku i z diskuze Ize u€init zavér, ze vliv iontd Hofmeisterovy fady na pribéh sepa-

race vzorku hyaluronanu je nésledujici:

e Vsolovaci a vysolovaci ionty Hofmeisterovy fady ptitomné v MF ovliviwuji re-
ten¢ni chovani NaHY v prabéhu chromatografické separace. Na zakladé této sku-
tecnosti lze konstatovat, ze je ovlivnéna rozpustnost polymeru, a tedy i rozméry

makromolekularniho klubka.

e Vsolovaci ionty (napt. SCN") zptsobuji, dle teorie, zvySeni rozpustnosti polyme-
ra, tedy i NaHY. To je v dobré shodé s vysledky ziskanymi pii analyze. V mobilni
fazi obsahujici thiokyanatany byly reten¢ni ¢asy maxim chromatografickych pikt
nejkratsi, z ¢ehoz je mozno usoudit, ze polymerni klubka v pfitomnosti této soli

byla nejvice rozbalena a polymery se eluovaly dfive.

e Vysolovaci ionty (napft. S0,%) naopak ptisobily opacnym efektem a rozpustnost
polymeru snizovaly, polymerni klubka byla vice sbalena, tedy mensi a k eluci do-

chazelo v delsich retenénich ¢asech.

7.4 Stanoveni molekulové hmotnosti NaHY — PL-GPC 50

Ke stanoveni molekulovych hmotnosti vzorkii NaHY byl pouzit i pfistroj PL-GPC 50.
K vyhodnoceni vysledkd analyz provedenych na tomto piistroji byla pouzita metoda uni-
verzalni kalibrace. Pomoci této metody, kterda kombinuje data z koncentratniho (RI) a
viskozitniho (VIS) detektoru byly stanoveny tzv. absolutni hodnoty primérit molekulo-
vych hmotnosti M,, M, a My. Z diivodu nedostatku ¢asu bylo provedeno pouze stanoveni
pomoci kalibrace PUL standardy pro vSechny studované MF. Kompletni test s PEO stan-

dardy bude predmétem dalsi studie.

7.4.1 Vliv pouzité MF na separaci standardi

Na piikladu standardu PUL s molekulovou hmotnosti 212 x 10 g.mol™ (pro RI detektor
na Obr. 28, pro VIS detektor na Obr. 29) je popsan vliv pouzité mobilni faze na analyzu

pouzitych standardii. Retenéni ¢asy maxim chromatografickych pikd zaznamenané RI
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detektorem v MF obsahujici Na,SO4 a (NH,4),SO,4 byly obdobné a shodoval se rovnéz tvar
pikti. Mobilni faze s NaCl pak poskytovala podobny Ry jako MF s NH,SCN. Nejkratsi

retenéni ¢as byl zaznamenan u chromatografického piku tohoto standardu analyzovaného

\Y

MF s obsahem NaSCN. Obdobné zavéry tykajici se rozdilti v Ry je mozno ucinit i pro

data z viskozitniho detektoru. V Tab. 16 jsou pro ilustraci uvedeny hodnoty Rt zazname-

nané VIS detektorem pro standardy PUL 212 x 10%a 5.9 x 10° g.mol™, které dokumentuji

vySe uvedené rozdily v retenci a je mozno tedy konstatovat, ze chovani PUL pozorované

pfi separaci na piistroji Shimadzu HPLC bylo témito analyzami potvrzeno.

Response RI detector {mv)

Response Rl detector {mv)

194
17 4
154
134
14
q
7 -
5
3 -
1 -

____—__4-__'-—-".
g

3

rFrrrr1rr1r1r1r1 11 1t 17 1717 17 17 17T 17T 7T 7T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2 22 23 24 25 26 27 28 29 3C
Retention time

Obr. 28. Analyza PUL 212 x 10° na RI detektoru ve vsech MF; modrd — NaCl, hnédd —
Na,SOy, zelend — (NH,)»SO,, fialova — NaSCN a cerna — NH,SCN
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Obr. 29. Analyza PUL 212 X 10% na VIS detektoru ve viech MF: modrd — NaCl, hnédd
— NayS0y, zelend — (NH,)2S0y, fialovda — NaSCN a cernd — NH4SCN
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Tab. 16. Hodnoty Ry maxim chromatografickych pikii pro PUL zaznamenané viskozitnim

detektorem v MF se studovanymi solemi

212 x 10°g.mol™® 5.9 x 10° g.mol™

Sil pritomna v MF ] i
R+ [min] R+ [min]

NaCl 19.38 23.32
Na,SO4 19.22 23.08
(NH,),SO, 19.30 23.08
NaSCN 19.37 23.35
NH,SCN 19.40 23.40

Na Obr. 30 a 31 je srovnan prubéh separace fady PUL standardd v MF obsahujici
NH,;SCN.

Obr. 30 piedstavuje data zaznamenana RI detektorem. Je ziejmé, Ze se jedna o typicky
zaznam z koncentraéniho detektoru, na kterém je viditelna klesajici plocha piku jednotli-
vych PUL standardi, jejichz molekulovd hmotnost roste. Divodem je skutecnost, ze
standardy s vyssimi molekulovymi hmotnostmi byly pro usnadnéni rozpousténi priprave-

ny v nizsich koncentracich.

Na Obr. 31 je pak pro stejné standardy znazornén zaznam z viskozitniho (VIS) detektoru.
Zde je dobfe patrné, ze se zvySujici se molekulovou hmotnosti standardt viskozita rostla,
prestoze jejich koncentrace klesala. Tato skutecnost dokumentuje funkci viskozitniho
detektoru, ktery je schopen postihnout zmény viskozity, respektive molekulové hmotnosti

studovaného polymeru.

Zaznam z obou detektorti rovnéZ prokazuje, ze pro PUL standardy s molekulovou hmot-
nosti 788 x 10° g.mol™ a 404 x 10° g.mol™ byly chromatografické piky asymetrické a vy-

kazovaly chvostovani, ostatni chromatografické piky pak byly symetrické.
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Obr. 30. Separace standardii v MF s NH,SCN na RI detektoru; tmavé modra —
788 x 10°, hnédd — 404 x 10°, zelend — 212 x 10°, fialovd — 112 x 10°, Zlutd — 47.3 x 10°,

zelenomodrd — 22.8 x 10° a cernd — 5.9 x 10°
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Obr. 31. Separace standardi v MF s NH,SCN na VIS detektoru,; tmave modra —
788 x 10%, hnédd — 404 x 10°, zelend — 212 x 10°, fialové — 112 x 10°, Zlutd — 47.3 x 10°,
zelenomodra — 22.8 x 10% a ¢ernd — 5.9 x 10%. Pozn. Negativni pik na signdlu viskozitni-

ho detektoru odpovidd vyprazdnéni tzv. zadrzovaci kapilary v pouzitém viskozimetru

Hodnoty limitniho viskozitniho ¢isla zmétené viskozitnim detektorem ([77]) a znamé
hodnoty molekulovych hmotnosti M, standardi byly pouzity k sestrojeni kalibracni zavis-

losti log (Mp*[n]), kterd je znazornéna na Obr. 32. Obrazek ilustruje, ze obdobné jako
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Vv piipadé kalibra¢ni zavislosti sestrojené z dat ziskanych na pfistroji Shimadzu HPLC
(Obr. 19 a 20) je i zde pozorovan vliv mobilni faze na kalibra¢ni zavislost, ktery vsak

nelze v tomto okamziku jednoznaéné interpretovat.
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Obr. 32. Kalibracni zavislost log (Mp*[n] ) pro riizné MF

7.4.2 Molekulova hmotnost komer¢nich vzorka hyaluronanu

Jak jiz bylo uvedeno vyse, molekulova hmotnost vzorkti NaHY byla pomoci univerzalni
kalibrace stanovena pouze po kalibraci kolon PUL standardy. Analyza byla provedena pii
jediné rychlosti pritoku mobilni faze 0.8 ml.min. Obdobng& jako pii vyhodnoceni vy-
sledkt z relativni kalibrace (Shimadzu HPLC) bylo provedeno srovnani experimentalné
stanovenych molekulovych hmotnosti vzorkit NaHY s nominalnimi hodnotami uvadé-
nymi vyrobcem. Kalibra¢ni zavislost byla, stejné jako na pfistroji Shimadzu HPLC, vy-

hodnocena dvéma zptisoby, a to prolozenim bodt pifimkou nebo polynomem 3. stupng.

Na ptikladu hodnot M,, M,, je nize pomoci grafii a tabulek znazornén vliv MF na vysled-

né hodnoty molekulovych hmotnosti NaHY.

Z Tab. 17 az 19, které shrnuji vysledné hodnoty M, a M,, stanovené¢ pomoci vyse uvede-
nych kalibra¢nich zavislosti, je patrné, Ze nominalnim hodnotdm udanym vyrobcem lépe

odpovidaji hodnoty M,,. Vzhledem ke skutecnosti, ze hmotnostni primér molekulové
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hmotnosti obvykle 1épe vystihuje realné hodnoty molekulovych hmotnosti polymerd, lze
predpokladat, ze vyrobcem uvedené hodnoty jsou pravé M,. V tabulkach jsou shrnuty
pouze vysledky pro vybrané vzorky NaHY (NaHY 3ok, NaHYg35m, NaHY; 1), kompletni
tabulky jsou vlozeny do Ptilohy III.

Tab. 17. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHY3o« (PL-GPC 50)

PUL linearni PUL 3. polynom
NaHY 3o« 1 T T mE
M, [g.mol™] M,, [g.mol ] M, [g.mol ] M,, [g.mol~]
NacCl 21300 41700 11300 49100
Na,SO, 14400 39500 20000 48600
(NH,4),SO,4 24300 43100 33200 54100
NaSCN 22600 45000 17600 5300
NH;SCN 17600 45300 21200 58500

Tab. 18. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHY z5p (PL-GPC 50)

PUL linearni PUL 3. polynom
NaHY0.35M 1 1 1 1

M, [g.mol™] M., [g.mol ] M, [g.mol™] M., [g.mol™]

NaCl 92700 263600 130000 253600

Na,SO,4 60800 301100 130100 203000

(NH,4),SO,4 87000 240300 116800 190400
NaSCN 69400 258000 nestanoveno nestanoveno
NH,SCN 136800 303300 nestanoveno nestanoveno

Tab. 19. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHY; 1y, (PL-GPC 50)

PUL linearni PUL 3. polynom

NaHYzllM 1 T T 1
M, [g.mol ] M,, [g.mol™~] M, [g.mol™] M, [g.mol™]

NaCl 317300 970700 212400 415000

Na,SO, 861000 1843000 304000 458400
(NH,),SO,4 730000 1502000 408500 1209000
NaSCN 657000 1637000 nestanoveno nestanoveno
NH,SCN 416100 1176600 nestanoveno nestanoveno
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Hodnoty M, vysokomolekularnich vzorkti NaHY, 1y @ NaHY 4 byly nejvyssi v MF s
Na,SO, (NH,4),SO4 a NaSCN. Vysledky analyz v ostatnich MF byly srovnatelné. Naopak

u vzorki se stfedni molekulovou hmotnosti ptispivaly tyto MF k nejniz§im hodnotdm M,

Pti vyhodnoceni vysledki M, pomoci kalibrace prolozené polynomem 3. stupné bylo
Zjisténo, Ze se hodnoty velmi odchyluji od nominalnich, a to dokonce vyraznéji, nez tomu
bylo u kalibrace linearni. Hodnoty M, jsou pak nejvice podhodnoceny pro vysokomoleku-

larni vzorky.

Na Obr. 33 a 34 jsou do graf shrnuty hodnoty M,, vyhodnocené pomoci kalibrace ziska-
né prolozenim linearni zavislosti. Z grafii je opét ziejmé, Ze experimentalni vysledky M,,
jsou v n¢kterych piipadech nizsi neZ hodnoty nominalni. Nejvice se nominalnim hodno-
tam blizi M,, stanovend v MF obsahujici Na,SO, a NaSCN, naopak nejméné MF s
(NH,4)2SO,, Vysledky pro polymery analyzované v MF s NaCl a NH,SCN jsou velmi po-

dobné. U nize molekularnich vzorki jsou vysledné M,, blizké nominalnim hodnotam.

4,00E+05 -

3,50E+05 -

3,00E+05 -

2,50E+05 -

2,00E+05 -

Muw [g.mol™]

1,50E+05 -

1,00E+05 -

0,00E+00 -

NaHY 30K NaHY 50K NaHY 0.35M
B NaCl B NasSO, m  (NHg)2SO4
B NaSCN B NHaSCN m Nomindini hodnoty

Obr. 33. Hodnoty M,, vzorkit NaH Yok, NaHYs50x @ NaHYq a5y stanovené za pouziti stan-

dardii PUL, vyhodnocené pomoci kalibrace ziskané linearni regresi
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2,50E+06 -

2,00E+06 -

1,50E+06 -

Mw [g.mol™]

1,00E+06 -

5,00E+05 -

0,00E+00 -
NaHY 0.5M NaHY 2.1M NaHY 2.4M
m Nacl B NaySOq4 ] (NH4)2504
= NaSCN m  NHJSCN = Nominadlni hodnoty

Obr. 34. Hodnoty M, vzorkit NaHYsp, NaHY; 1y @ NaHY, 4 stanovené za pouziti stan-

dardit PUL, vyhodnocené pomoci kalibrace ziskané linedrni regresi

Srovnanim udaji z tabulek uvedenych v Ptiloze III lze soudit, Ze hodnoty M,, ziskané
pomoci kalibra¢ni zavislosti prolozené 3. polynomem jsou vyrazné nizsi nez ty, které
byly stanoveny pomoci linearni kalibrace. Hodnoty M,, se odchyluji od nominalnich, coz
se nejvice projevilo u vysokomolekularnich vzorkti. Nejvyssi, a tedy nejptesnéjsi hodnoty
My, byly ziskany analyzou v. MF s (NH,),SO,, nejnizsi pak v MF s NaSCN. Existenci
rozdild mezi vysledky ziskanymi z obou kalibraci lze zdGvodnit tim, Ze redln¢ byl
k dispozici pouze standard PUL o molekulové hmotnosti 788 x 10° g.mol™, tudiz extrapo-
lace kalibra¢nich bodi do vysokomolekularni oblasti, potfebné pro vypocet vzorkil
NaHY; v @ NaHY ;4 pomoci 3. polynomu, byla zna¢né nespolehliva. To se nasledné
projevilo v tom, Ze pro polymery s milionovou molekulovou hmotnosti byly stanoveny
vyrazné niz$i hodnoty M,,. ProloZeni kalibra¢nich bodi linearni zavislosti se pak ukazalo

vhodngjsim.

7.4.3 Distribu¢ni kiivky pro vzorky hyaluronanu

Dulezitou charakteristikou fady polymert je jejich distribuce molekulovych hmotnosti.
Pii analyze vzorkd NaHY byl také urcovan index polydisperzity M,,/M,, ktery slouzi jako
orienta¢ni kritérium pro stanoveni $iiky distribuce polymerti. Hodnoty M,,/M, stanovené

na piistroji Shimadzu HPLC leZely v rozmezi 1.3 az 2.3, na pfistroji PL-GPC 50 pak
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v rozmezi 0d 1.6 do 4.9 a ukazuji na Sirokou distribuci molekulovych hmotnosti sledova-

nych vzorki NaHY. Metoda GPC rovnéz umoziiuje sestrojeni distribu¢nich ktivek, které

jsou pro MF obsahujici NaCl srovnany na Obr. 35.
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Obr. 35. Grafické zndzornéni distribucnich krivek pro vzorky NaHY v MF s NaCl;
A — NaHY3pk, B — NaHYsok, C — NaHY35m, D — NaHYq5m, E — NaHY, 1, F — NaHY; 4m

Pro ptedstavu jsou distribu¢ni kiivky vybranych vzorka hyaluronanu NaHY 3o« (Obr. 36),

NaHY3sm (Obr. 37) a NaHY ;. 1y (Obr. 38) také porovnany v zavislosti na pouzité MF.
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Obr. 36. Grafické zndzornéni distribucnich krivek pro vzorek NaHYsok, cernd — NacCl,
fialovd — NaySQy, cervenda — (NHy),SO,, zelend — NaSCN a modrda — NH,SCN
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Obr. 37. Grafické znazorneéni distribucnich kiivek pro vzorek NaHYgasw, Cernd —

NacCl, fialova — NaySOQy, cervena — (NH4),SOy, zelend — NaSCN a modrda — NH,SCN
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Obr. 38. Grafické zndzornéni distribucnich krivek pro vzorek NaHY, 1y, ¢erna — NaCl,
fialovd — NaySQy, cervend — (NH4),S0,, zelend — NaSCN a modrda — NH,SCN
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7.4.4 Vliv iontové sily na separaci vzorku

V ramci Casu vyhrazeného pro zpracovani diplomové prace byl proveden jesté kratky

test, ve kterém byl sledovan vliv iontové sily na kvalitu chromatografické separace

vzorkd NaHY rozpusténych v MF obsahujici NaCl. Na zaklad¢ informaci z odborné 1i-

teratury byly ptipraveny MF s NaCl o koncentraci 0.15 M a 0.45 M. Vliv iontové sily na

analyzu vzorku NaHY 3 je srovnan na Obr. 39 a pro NaHY g 35 na Obr. 40.

Response RI detector {mv)

Response RI detector {mv)

2 rrrrrrr+rr+rtr+rrtr ottt rr T T
10 1 12 13 14 15 16 17 18 19w A 2B MAH5 B5 WS A5 8BS
Retention time

Obr. 39. Viiv iontové sily na separaci vzorku NaHY3pk, 0.15 M NaCl (modrd) a 0.45 M

(Cervena)

10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2 2 23 24 25 26 2 28 29
Retention time

Obr. 40. Vliv iontové sily na separaci vzorku NaHYgzsym, 0.15 M NaCl (modra) a
0.45 M (Cervena)
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Z obrazka je mozno usuzovat, Ze zvySenim iontové sily se plocha chromatografického
piku zvétsi a eluce za¢ne pozdéji, coz je patrné z hodnot retenéniho ¢asu Ry. Srovnanim
Obr. 39 a 40 bylo zjisténo, Ze pro polymery s vys$si molekulovou hmotnosti jsou rozdily v
eluci vétsi. Tento trend se tedy da ocekavat i u zbyvajicich vzorkd NaHY. To je v dobrém
souladu se zavéry publikace [43], ve které autofi studovali chovani NaHY v MF
s obsahem NaCl o dvou riznych iontovych silach a zjistili, Ze zvySenim iontové sily mo-
bilni faze se zmensuji rozméry klubka hyaluronanu, které je pak eluovano v delsich re-

ten¢nich ¢asech.
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo stanovit molekulové hmotnosti a distribuce molekulovych
hmotnosti komercnich vzorkl hyaluronanu. K tomuto ucelu byla pouzita metoda gelové
permeacni chromatografie, ktera byla testovana na dvou dostupnych pfistrojich, a to
Shimadzu HPLC a PL-GPC 50. Dil¢i ¢ast prace byla vénovana problematice volby mo-
bilni faze pro charakterizaci hyaluronanu, jejimu vlivu na separaci tohoto polymeru a
rovnéz vlivu typu standardi vhodnych ke kalibraci kolony. Z provedenych experimentt
1ze ucinit nasledujici zavery.

Stanoveni molekulové hmotnosti hyaluronanu pomoci gelové permeacni chromatografie
neni trivialni a jednoznaénou zalezitosti. Plati to zcela obecné a zvlasté pak pro vzorky
s vysokymi molekulovymi hmotnostmi (> 10° g.mol™). Je znamo, Ze makromolekuly
hyaluronanu jsou ve vodnych rozpoustédlech velmi zbotnalé a piedpoklada se, ze maji
polotuhou konzistenci a jsou velké. Rozméry hyaluronanu s velmi vysokou molekulovou
hmotnosti dokonce lezi na hranici mezi velikosti makromolekuly a ¢astice. V principu

kazdé méfeni takovych vzorki s sebou nese komplikace.

Prvnim z problematickych bodi byla nedostupnost vhodnych kalibra¢nich standardi, at’
uz PEO nebo PUL, s dostate¢né vysokou molekulovou hmotnosti, ktera by pokryvala

stanovovany rozsah hodnot M,, a M,, vysokomolekularnich vzorka hyaluronanu.

Posouzenim vysledki analyz, provedenych na Shimadzu HPLC pomoci konvenéni kalib-
race, kdy byly stanoveny relativni hodnoty molekulovych hmotnosti, 1ze dojit k zaveru, ze
tato metoda je pomérné rychla a jednoducha a Ize ji pouzit pro relativni porovnani analy-
zovanych vzorkt. Absolutni hodnoty molekulovych hmotnosti jsou vSak nespravné a 1isi

se vyznamn¢ od udaja realnych.

Srovnani reten¢niho chovani standardii naznadilo, Ze jejich chromatograficka separace je
vyznamn¢é zavisla na typu soli pouzité v mobilni fazi. PEO standardy vykazovaly tuto

zavislost mnohem vyznamnéji neZ standardy PUL.

Obdobny efekt byl pozorovan i u studovanych hyaluronant, jejichz chromatograficka

separace byla rovnéz zavisla na typu pouzité mobilni faze.

Analyza na pfistroji PL-GPC 50 s koncentra¢nim a viskozitnim detektorem, kdy byla pro

stanoveni molekulovych hmotnosti pouzita univerzalni kalibrace, poskytla hodnoty
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hmotnostnich primérti molekulovych hmotnosti M,,, které 1épe odpovidaly hodnotam
nominalnim. Na vyhodnoceni mé¢l zna¢ny vliv zplisob zpracovani kalibracni zavislosti,
predevsim pak pouziti 1. nebo 3. polynomického stupné prolozeného kalibra¢nimi body.

V tomto piipadé¢ byly kolony kalibrovany pouze pomoci PUL standard.

Z prace vyplyva, ze pii stanoveni molekulovych hmotnosti hyaluronanu pomoci GPC
nelze pii vypoctu nijak oddélit vliv reten¢niho chovani kalibraénich standardi a vliv
vlastniho chovéani polymerniho klubka hyaluronanu ve vodnych roztocich rtznych soli.
Optimalnim fesenim pro stanoveni molekulovych hmotnosti hyaluronand by proto bylo

pouziti GPC pfistroje vybaveného detektorem rozptylu svétla, ktery kalibraci nevyzaduje.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BSA

CaCl,
COOCH
DMFA
DTAB
GPC
HA

He

HMHA

LALS

LALLS

Empiricka konstanta Mark-Houwinkovy rovnice
Bovine serum albumin (sérovy albumin)
Koncentrace

Molarni koncentrace i-t¢ frakce

Chlorid véapenaty

Karboxylova skupina

Dimethylformamid

Dodecyltrimethyl amonium bromid

Gelova permeacni chromatografie

Kyselina hyaluronova

Helium

Hydrofobné modifikovana kyselina hyaluronova
Iontova sila

Empiricka konstanta Mark-Houwinkovy rovnice
Distribu¢ni konstanta

Nizkouhlovy rozptyl svétla

Nizkouhlovy laserovy rozptyl svétla

Stfedni molekulovd hmotnost

Molekulova hmotnost i-t¢ frakce

Ciselny pramér molekulové hmotnosti
Hmotnostni primér molekulové hmotnosti
Vicethlovy rozptyl svétla

Vicetuhlovy laserovy rozptyl svétla

Mobilni faze
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NaCl
NaHY
NaN;
NaSCN
Na,SO,
Ne
NH;SCN
(NH,)2SO,4
N;

NMR
PBS
PEG
PEO
PUL

RI

Rr

SDS
THF

VIS

MNsp
Wl

Mlo

Chlorid sodny
Hyaluronan sodny

Azid sodny

Thiokyanatan sodny

Siran sodny

Neon

Thiokyanatan amonny
Siran amonny

Pocet castic i-t¢ho druhu
Nuklearni magneticka rezonance
Fosfatovy pufr
Polyethylenglykol
Polyethylenoxid
Pullulanovy standard
Refraktometricky detektor
Retencni Cas
Dodecylsulfat sodny
Tetrahydrofuran
Viskozitni detektor
Retencni (elu¢ni) objem
Hmotnostni zlomek i-t¢ frakce
Naboj iontl

Specificka viskozita
Limitni viskozitni ¢islo

Nulové smykové napéti
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PRILOHA PI: VYSLEDKY STANOVENYCH MOLEKULOVYCH
HMOTNOSTI NA PRISTROJI SHIMADZU HPLC - KALIBRACE
PROLOZENA LINEARNI REGRESI

Tab. 20. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHYsok

NaHY 3ok = "ot T T o T
M, [g.mol™] M., [g.mol™] M, [g.mol™] M., [g.mol™]
NaCl 33700 60500 50800 78000
Na,SO, 55900 89600 71000 88800
(NH,),SO,4 64400 97100 59300 83000
NaSCN 71200 107200 38100 57900
NH,SCN 60200 85500 37400 51700
Tab. 21. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHYsok
PUL PEO
NafYsox M, [g.mol™] M,, [g.mol™] M, [g.mol™] My, [g.mol™]
NaCl 99300 126700 77200 126700
Na,SO, 103800 158200 106300 139600
(NH,)»,SO,4 101100 164000 89600 133100
NaSCN 108300 176000 58800 95900
NH;SCN 97800 151900 59800 90600
Tab. 22. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHY s5pm
PUL PEO
NafYossm M, [g.mol™] M., [g.mol™] M, [g.mol™] M., [g.mol™]
NaCl 318400 717900 220500 425400
Na,SO,4 291100 500900 235600 346400
(NH,4),SO, 284000 551400 230600 397200
NaSCN 350000 628300 190500 347400
NH;SCN 251600 457500 150300 263900




Tab. 23. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHY sy

PUL PEO
NafYosm M, [g.mol™] M,, [g.mol™] M, [g.mol™] My, [g.mol™]
NaCl 725400 1450800 492000 824700
Na,SO, 663300 1090200 486500 565100
(NH,)»SO,4 675300 1167500 502700 786200
NaSCN 807000 1264900 492900 723700
NH,SCN 699600 1195300 426200 677800
Tab. 24. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHY, 1y
NaHY, 11, PUL PEO
M, [g.mol™] M,, [g.mol™] M, [g.mol™] M,, [g.mol™]
NaCl 2933000 4307000 1648000 2177000
Na,SO, 1704000 2902000 1054000 1444000
(NH,),SO,4 2215000 3307000 1512000 2047000
NaSCN 2645000 3647000 1656000 2167000
NH,SCN 2200000 3312000 1276000 1832000
Tab. 25. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHY; 4u
PUL PEO
NaFY2am M, [g.mol™] M,, [g.mol™] M, [g.mol™] M,, [g.mol™]
NaCl 2912000 4118000 1583000 2803000
Na,SO, 2287000 3329000 1162000 1562000
(NH,),SO, 2323000 3335000 1630000 2100000
NaSCN 2710000 3677000 1650000 2150000
NH;SCN 2330000 3364000 1340000 1850000




PRILOHA PII: VYSLEDKY STANOVENYCH MOLEKULOVYCH
HMOTNOSTI NA PRISTROJI SHIMADZU HPLC - KALIBRACE
PROLOZENA 3. POLYNOMICKYM STUPNEM

Tab. 26. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHYsok

NaHY 3ok = "ot T T o T
M, [g.mol™] M., [g.mol™] M, [g.mol™] M., [g.mol™]
NaCl 67700 118500 56900 84200
Na,SO, 62000 97900 76000 93600
(NH,),SO,4 63200 105400 68600 89400
NaSCN 72200 115500 40800 63100
NH,SCN 93300 58500 40700 57500
Tab. 27. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHYsok
PUL PEO
NafYsox M, [g.mol™] M,, [g.mol™] M, [g.mol™] My, [g.mol™]
NaCl 109700 191700 85500 130000
Na,SO, 107800 167400 111700 134700
(NH,)»,SO,4 105000 171900 99300 133300
NaSCN 113500 182100 63100 100300
NH;SCN 100000 160400 65300 96100
Tab. 28. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHY ss5p
PUL PEO
NafYossm M, [g.mol™] M., [g.mol™] M, [g.mol™] M., [g.mol™]
NaCl 327100 678400 224900 427800
Na,SO,4 272300 476500 266600 402700
(NH,4),SO, 294100 539200 235900 427000
NaSCN 350600 622700 197500 334000
NH;SCN 259300 444400 173600 334600




Tab. 29. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHY sy

PUL PEO
NafYosm M, [g.mol™] M,, [g.mol™] M, [g.mol™] My, [g.mol™]
NaCl 706900 1526000 482300 937900
Na,SO, 657400 1108600 506400 866300
(NH,)»SO,4 680600 1264900 529500 1211200
NaSCN 857800 1430900 494500 719800
NH,SCN 709000 1333200 435900 699100
Tab. 30. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHY; 1
PUL PEO
NarY2m M, [g.mol™] M., [g.mol™] M, [g.mol™] M., [g.mol™]
NaCl 3164200 8120600 2034200 4380000
Na,SO, 2062900 5061200 1885300 5275200
(NH,4),SO,4 2513500 6374400 2318700 10719900
NaSCN 3469800 8404200 1693400 2790800
NH,;SCN 2579000 6978400 1378700 2596300
Tab. 31. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHY; 4y
PUL PEO
NaFYaam M, [g.mol™] M., [g.mol™] M, [g.mol™] M., [g.mol™]
NaCl 3255400 7401500 1964800 3998300
Na,SO, 2270100 5893100 2348400 43909500
(NH,4),SO,4 2729700 6462700 2582800 10693300
NaSCN 3674000 8495400 1704500 2794400
NH;SCN 2657900 6950200 1461200 2661100




PRILOHA PIII: VYSLEDKY STANOVENYCH MOLEKULOVYCH

HMOTNOSTI NA PRISTROJI PL-GPC 50

Tab. 32. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHY3o«

PUL 1. polynom

PUL 3. polynom

N Yao M, [g.mol™] M., [g.mol™] M, [g.mol™] M., [g.mol™]
NaCl 21300 41700 11300 49100
Na,SO, 14400 39500 20000 48600
(NH,4),SO,4 24300 43100 33200 54100
NaSCN 22600 45000 17600 5300
NH,SCN 17600 45300 21200 58500

Tab. 33. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHYsok

NaHY 5o«

PUL 1. polynom

PUL 3. polynom

M, [g.mol™] M., [g.mol™] M, [g.mol™] M., [g.mol™]
NaCl 27100 61900 45400 78100
Na,SO, 19000 67400 29400 69200
(NH,),SO,4 30200 72000 62088 87962
NaSCN 32400 76800 53200 85100
NH;SCN 35700 80500 40500 74100

Tab. 34. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHY z5pm

NaH Y 35m

PUL 1. polynom

PUL 3. polynom

M, [g.mol™] M., [g.mol™] M, [g.mol™] M., [g.mol™]
NaCl 92700 263600 130000 253600
Na,SO, 60800 301100 130100 203000
(NH,),SO, 87000 240300 116800 190400
NaSCN 69400 258000 nestanoveno nestanoveno
NH,SCN 136800 303300 nestanoveno nestanoveno




Tab. 35. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHY sy

PUL 1. polynom

PUL 3. polynom

NaYosu M, [g.mol™] M,, [g.mol™] M, [g.mol™] M., [g.mol™]
NaCl 217700 491500 351900 542600
Na,SO4 129400 526700 202900 266000
(NH,)»SO, 256400 544300 193300 337200

NaSCN 162300 666700 nestanoveno nestanoveno

NH;SCN 274100 508500 nestanoveno nestanoveno

Tab. 36. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHY, 1y

PUL 1. polynom

PUL 3. polynom

NarYzu M, [g.mol™] M., [g.mol™] M, [g.mol™] M., [g.mol™]
NaCl 317300 970700 212400 415000
Na,SO,4 861000 1843000 304000 458400
(NH,),SO, 730000 1502000 408500 1209000

NaSCN 657000 1637000 nestanoveno nestanoveno

NH;SCN 416100 1176600 nestanoveno nestanoveno

Tab. 37. Hodnoty M, a M, stanovené pro vzorek NaHY v

NaHY am

PUL 1. polynom

PUL 3. polynom

M, [g.mol™] M., [g.mol™] M, [g.mol™] M., [g.mol™]
NacCl 460000 1246000 284900 518500
Na,SO, 929600 1977000 352700 496200
(NH,),SO, 668000 1472000 339000 1189000
NaSCN 677400 1836000 nestanoveno nestanoveno
NH,;SCN 456200 1302900 nestanoveno nestanoveno




