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Abstrakt

Tato bakaldrska prace se zabyva sledovanim stability a kinetiky rozkladu oxidu
chloric¢itého v roztocich nativnich a methylovanych cyklodextrin(i v pfitomnosti
hydrogelacnich ¢inidel. Vychazelo se z predpokladu, Ze pouziti cyklodextrini
a karboxymethylcelulézy mulze zlepSit chemickou stabilitu oxidu chlori¢itého nebo
zpomalit jeho uvolfiovani z roztoku. UV spektroskopie byla pouZita ke sledovani
pfipadnych zmén absorbance v prlibéhu ¢asu a ke stanoveni koncentrace oxidu
chloricitého v roztoku.

Pti sledovani rychlosti Ubytku oxidu chlori¢itého z roztoku bylo zjiSténo, Ze
prfitomnost nativniho a permethylovaného cyklodextrinu zpomaluje Ubytek oxidu
chlori¢itého z roztoku, pfricemZz nejpomalejsi chemicky rozklad byl pozorovan v
pfitomnosti permethylovaného cyklodextrinu. Pridavek karboxymethylcelulézy do
roztoku oxidu chlori¢itého zpomaluje rychlost Ubytku oxidu chloriéitého z oteviené
lahvi¢ky nejvice, témér trikrat, oproti samotnému ClO,. Vysledky této studie mohou
pomoci optimalizovat sloZeni pripravk( s oxidem chloricitym pro rizné aplikace a prispét
k vyvoiji stabilnéjsSich a ucinnéjsich produktl na bazi oxidu chloricitého, které Ize pouzit

ke kontrole nebo likvidaci skodlivych mikroorganism( v rGznych prostredich.

Klicova slova: oxid chloricity, CDS, cyklodextriny, karboxymethylceluldza, biocidy, UV-Vis

spektrofotometrie, stabilita



Abstract

This bachelor's thesis deals with monitoring the stability of chlorine dioxide of
native and methylated cyclodextrins in the presence of hydrogenating agents. It is
believed that using cyclodextrins and carboxymethylcellulose can improve the stability
of chlorine dioxide and slow its release from the solution. UV spectroscopy was used to
monitor any changes in absorbance over time and to determine the concentration of
chlorine dioxide in the solution.

When the rate of chlorine dioxide loss from solution was monitored, it was found
that the presence of native and permethylated cyclodextrins slowed the loss of chlorine
dioxide from solution, with the slowest decomposition observed in the presence of
permethylated cyclodextrin. The addition of carboxymethylcellulose to the chlorine
dioxide solution slows the rate of chlorine dioxide loss from the open vial the most, by
almost three times, compared to ClO; itself. This study's results can help optimize
chlorine dioxide product formulation for various applications and contribute to the
development of more stable and effective chlorine dioxide-based products that can be

used to control or eliminate harmful microorganisms in different environments.

Key words: chlorine dioxide, CDS, cyclodextrins, carboxymethylcellulose, biocides,

UV-Vis spectrophotometry, stability
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Pouzité zkratky a symboly

CcD

CDS

COFEPRIS

CMC

COVID-19

EC

ECHA

EPA

EU

FDA

FIFRA

HAA

LDso

MMS

PM-a-CD

RNA

SARS-CoV-2

THM

uv

cyklodextrin

roztok oxidu chlori¢itého (chlorine dioxide solution)

Federal Commission for the Protection against Sanitary Risks
karboxymethylceluléza (carboxymethylcellulose)

koronavirové onemocnéni 2019 (coronavirus disease 2019)
inkluzni komplex (encapsulation complex)

Evropska agentura pro chemické latky (European Chemical Agency)

Agentura pro ochranu Zivotniho prostfedi (Enviromental Protection
Agency)

Evropska Unie (European Union)
Utad pro kontrolu potravin a lé¢iv (Food and Drug Administration)

Federdlni zakon o insekticidech, fungicidech a rodenticidech (Federal
Insecticide Fungicide Rotanicide Act)

halogenoctové kyseliny (haloacetic acids)

stfedni letalni davka (median lethal dose)

roztok oxidu chloric¢itého (Mineral Miracle Solution)
hexakis(2,3,4-tri-O-methyl)-a-cyklodextrin
ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

tézky akutni respiracni syndrom zplsobeny koronavirem-2 (severe acute
respiratory syndrome-related coronavirus-2)

trihalomethany

ultrafialové zareni (ultraviolet)



CSN I1SO Ceskd technickd norma, kterd zavadi do soustavy ceskych norem
mezinarodni normu 1SO



1. Uvod

Oxid chlori¢ity (ClO2) je silné oxidacni cinidlo, baktericid, fungicid, algicid
a antiseptikum?®. ClO je U&inny ve vodné i plynné formé a je Sirokospektralni biocid,
ktery lze pouZit k inaktivaci bakterii, spor, virl a fas. Zabranuje také tvorbé biofilmu a
pouziva se k jeho odstranéni. Americkd agentura pro ochranu Zivotniho prostfedi EPA
schvalila vodny roztok oxidu chlori¢itého pro pouziti jako dezinfekéniho pfipravku na
syrové ovoce a zeleninu?. Vodny roztok ClO; se Siroce pouZiva k Upravé pitné vody pro
verejnost. Plynny ClO; se pouziva k dezinfekci potravinarskych zatizeni, nemocnicnich a
stomatologickych zafizeni, povrchl, mistnosti, laboratofi a ventila¢nich systému. Oxid
chloricity je vSak vysoce reaktivni a nestabilni a jeho Ucinnost mUze byt ohroZena
raznymi faktory, jako je pH, teplota a svétlo®. Oxid chloriéity se vidy vyrabi na misté,
vzhledem k riziku rychlého rozkladu a vybusnosti. Je to toxicky plyn a pfi nespravném
zachazeni mize byt nebezpecny. Méli by jej pouZivat pouze vyskoleni odbornici v dobre
vétraném prostoru s pfislusSnymi bezpecnostnimi opatrenimi.

V této préci byly pro stabilizaci a zpomaleni rozkladu oxidu chloricitého v roztoku
pouzity nativni  a methylované cyklodextriny a hydrogelaéni  Cinidlo
karboxymethylceluléza (CMC). Cyklodextriny (CD) jsou cyklické oligosacharidy, které
zlepsuji stabilitu rdznych ucinnych latek, véetné oxidu chlori¢itého®, tvorbou inkluznich
komplex(. Hydrogely na bazi CMC se bézné pouzivaji v pfipravcich na rany a pfi podavani
[é¢iv diky svym schopnostem zadrZovat vlhkost a udrZovat v rané vlhké prostfedi. Do
hydrogelovych pripravkd maze byt oxid chloricity pridavan diky svym antimikrobidlnim
vlastnostem. Pfispiva k prevenci nebo omezeni infekce v randch a podporuje Cisté a

sterilni prosttedi pro hojeni ran.



. Cile prace

Cile této bakalarské prace byly nasledujici:

- Ovéfit tvorbu inkluzniho komplexu oxidu chloricitého s a-cyklodextrinem

- Stanovit vliv pfitomnosti a-CD, hexakis(2,3,4-tri-O-methyl)-a-CD (PM-a-CD) a
karboxymethylceluldézy na rychlost ubytku vodného roztoku oxidu chloricitého
pomoci UV-Vis spektroskopie

- Porovnat ucinnost stabilizace mezi nativnim a permethylovanym cyklodextrinem

- Zjistit, zda je kombinace karboxymethylceluldzy a cyklodextrinu vyhodnéjsi pro

stabilizaci oxidu chloric¢itého nez samotny CD nebo CMC
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3. Prehled problematiky

3.1 Biocidy

Biocidy jsou latky urcené k hubeni, tlumeni nebo regulaci skodlivych organism
ve vsech oblastech lidské ¢innosti. Obvykle jsou pouZivany v kapalné a praskové formé,
ve formé koncentratd nebo hotovych pFipravkd a aplikuji se riznymi metodami®. Podle
ECHA (Evropska agentura pro chemické latky) biocidy se obecné déli do ¢tyr hlavnich
skupin: dezinfekéni prostfedky, konzervanty, pfipravky pro regulaci Zivocisnych skadct
a jiné biocidni pfipravky’. Dezinfekéni prostfedky jsou latky uréené k deaktivaci
mikroorganismi v prostredi, napriklad na pevném povrchu nebo ve vodé. Biocidni
dezinfekéni prostredky vyuzivaji k likvidaci mikroorganismu rizné mechanismy ucinku,
od oxidace po rozpousténi lipid(®. Antiseptika jsou antimikrobidlni latky pouZivané na
kGzi nebo tkani za Ucelem prevence infekce. Konzervacni latky jsou chemické primési
uzivané k ochrané pred pred¢asnym zkazenim produktu. JelikoZ biocidy jsou velmi ¢asto
toxické nejen pro mikroorganismy, ale i pro necilové druhy, pred uvedenim na trh
podléhaji vSechny biocidy registraci v souladu s nafizenim EU o biocidnich pfipravcich, s
americkym federalnim zakonem o insekticidech, fungicidech a rodenticidech (FIFRA)
a dal3imi pFislusnymi vnitrostatnimi pravnimi predpisy®.

Biocidy se uplatiuji v Sirokém spektru prostiedi, napf. pti Upravé vody, dezinfekci
klinického prostfedi, v pramyslovém prostiedi, napf. pfi zpracovani potravin,
farmaceutickych a kosmetickych vyrobk(, a stale castéji i ve vyrobcich pro domacnost.

Vybér biocidu zavisi na prostfedi, ve kterém se bude pouZivat®.

3.1.1 Oxidacni biocidy

Mechanismus, kterym oxidacni biocidy vykazuji svou biocidni aktivitu, spociva
v odebirani elektron( z citlivych funkénich skupin, coz zptsobuje poskozeni biomolekul.
Obvykle se jedna o nizkomolekularni slouceniny, které bud snadno prochazeji
bakterialni bunéénou membranou a zpUsobuji bunécnou smrt poskozenim vnitfnich
¢asti, nebo mohou touto cestou narusit bunéénou sténu a zpUsobit bunéénou smrt!l.
Casto se oxida¢ni biocidy pouZivaji pfi Upravé vody, v potravinafstvi a dalsich

pramyslovych odvétvich, kde je dllezita kontrola biofilmu. Mezi béZné oxidacni biocidy
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patfi oxid chloricity, peroxid vodiku, 0zén a kyselina peroctova. Tyto biocidy jsou obvykle
ucinné proti Siroké Skale mikroorganisma véetné bakterii, virQi, plisni a prvkd. Jednou z
vyhod oxidacnich biocidl je, Ze mohou pUlsobit velmi rychle, pficemz nékteré latky jsou

schopny znicit mikroorganismy béhem nékolika sekund!%12,

3.2 Oxid chloriCity

Oxid chloricity (ClO2) je Sirokospektralni oxidacni biocid, ktery pusobi tak, Ze
naruduje bunéénou membrénu a syntézu bilkovin v mikrobidlni burice!2. Je to pomérné
mala, tékava a velmi energeticka molekula. Vzhledem ke své vybusnosti se Cisty ClO;
neskladuje, ale obvykle se vyrabi ze stabilizované formy na misté!4. Za normaélnich
podminek oxid chloriCity je snadno zkapalnitelny Zlutozeleny plyn Stiplavého zapachu.
Je dobfe rozpustny ve vodé, coz umoznuje jeho pouZiti jako myciho antimikrobiadlniho
roztoku v primyslové praxi, ale s vodou nijak nereaguje. Ve vodném roztoku se vyskytuje
jako rozpustény plyn. Oxid chloricity plsobi jako vysoce selektivni oxidant diky svému
mechanismu prenosu jednoho elektronu, kdy atakuje elektronové bohatd centra v
organickych molekulach a sam pfi tomto procesu se redukuje na chloritanové (Cl05)
ionty*. Roztok oxidu chlori¢itého ve vodé je stabilni, pokud je chrdnén pred svétlem,
udrzovan pri pokojové nebo nizsi teploté a dobre uzavien. Ultrafialové absorpéni
spektrum roztoku ClO; je Sirokopdsmové s maximem pfi 359 nm a molarnim absorpcénim
koeficientem 1250 Mlcm™ . V pfitomnosti svétla s UV sloZkou se oxid chloricity rychle
rozklada za vzniku chloru, kysliku a fady nestabilnich intermediatd obsahujicich chlor,

které mohou byt vysoce korozivni®.
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ClO; je neutralni monomerni volny radikdl s dipélovym momentem 1,792 D?°.
Z mikrovinnych spekter oxidu chloricitého v plynné fazi bylo zjisténo, Ze vzdalenost mezi
chlorem a kyslikem je pfiblizné 0,147 nm. CIO2 ma molekulovou geometrii s vazebnym

Uhlem 117,6°, jak je zndzornéno na obrazku 1.

Obrazek 1: Struktura molekuly ClO,

V zakladnim stavu je nepdrovy elektron na atomu chloru sdilen mezi obéma atomy
kysliku a atomem chloru, ale vétSina elektronové hustoty se nachdzi prevazné na jednom
z atomU kysliku. Molekula oxidu chlori¢itého ma lichy pocet valenénich elektrond, je to
paramagneticky radikdl. Jeho elektronova struktura byla pro chemiky dlouho
nepochopiteln3, jelikoZz Zadna z moznych Lewisovych struktur nebyla dostacujici. V roce
1933 navrhl Brockway strukturu zahrnujici tfielektronovou vazbul’. Pozdéji tato
myslenka byla rozvinuta Linusem Paulingem, ktery navrhl dvé moiné rezonancéni
struktury zahrnujici dvojnou vazbu na jedné strané a jednoduchou vazbu se tfemi
elektrony na strané druhé'®. Elektronegativita dvou atomd kysliku je tak velka, Ze

eliminuje elektronovou hustotu atomu chloru a dava chloru &asteény kladny naboj

(obrazek 2).
+2
& N
-1 B -1
+1 +1
( " :\ g .
1 -1 )

Obrazek 2: Lewisova struktura ClO,"
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3.2.1 Pouziti oxidu chlori¢itého

Oxid chloricity objevil v roce 1811 sir Humphry Davy a od poloviny 20. stoleti se
zacal Siroce pouzivat v papirenském primyslu jako bélidlo a k Upravé pitné vody.
Nejéastéji se pouziva jako alternativa chldru pfi ¢isténi a dezinfekci pitné vody?°. Jeho
hlavni vyhodou oproti chloru je to, Ze nereaguje s organickymi materidly za vzniku
$kodlivych organochlorovych slouéenin (napf. THM, HAA, dioxiny, furany)?l. Je vysoce
ucinnym dezinfekénim prostredkem proti Siroké Skale mikroorganism(, véetné bakterii,
vird a plisni. ClO; se také pouZivd k dekontaminaci vefejnych budov?? a zpracovani
potravin?. PouZivd se v textilnim pramyslu k béleni a odstrafiovani barev. Kromé
tradi¢nich aplikaci, z nichz vétsSina vyuziva oxid chloricity ve vodném roztoku, nachazi
oxid chlori¢ity nové moznosti vyuZziti, zejména v plynné fazi. Plynny oxid chloricity ma
Siroké vyuZiti pfi sterilizaci |ékaFskych pFistroja®. Nékteré z jeho pouZiti v pramyslu jsou

uvedeny na obrdazku 3.
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Konzervace rostlin, ovoce a
zeleniny

[ Uprava vody )

™

Odbarvovani Vel s
komunalnich S S Pouziti : Dezinfekce a
odpadnich vod Clo2 sterilizace potravin

( Dezinfekce vody)

[ Cisténi pramyslovych ]

odpadnich vod od fenolu

Obrazek 3: Primyslové pouZiti ClO,

3.2.2 Toxicita ClO2

V prosinci 2019 se v ¢inském Wuhanu objevilo nové respiratorni onemocnéni.
Tento virus byl pojmenovan "koronavirus tézkého akutniho respiracniho syndromu 2"
(SARS-CoV-2) a onemocnéni vzniklé v disledku infekce timto virem bylo pojmenovano
COVID-19. Béhem pandemie COVID-19 byla propagovana konzumace roztok( oxidu
chloricitého, zndmého také jako MMS, k |é¢bé nebo prevenci infekce SARS-CoV-2. MMS
je vodny roztok oxidu chloricitého, ktery se pfipravuje z 25% roztoku chloritanu sodného
v destilované vodé, ktery se smicha v uréeném pomeéru s dalsi slozkou vyrobku (kyselinou
citronovou, hydrogensiranem sodnym nebo elektrolyzou) za vzniku oxidu chloricitého.
RGzné regulaéni organy (napf. Evropska agentura pro |écivé pfipravky a americky Ufad
pro kontrolu potravin a lécCiv) a védecké spolecnosti vypracovaly a vydaly prohlaseni, v
nichZz upozornily na nedostatek védeckych dikazl o jejich ucinnosti pfi onemocnéni

COVID-19 a na souvisejici rizika pro lidské zdravi, a dokonce doslo ke stazeni téchto
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pfipravk( z trhu. FDA ve Spojenych americkych stdtech a COFEPRIS (Comision Federal
para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios) v Mexiku uvadéji, Ze konzumace ClO;
zpUsobuje selhani ledvin a jater a nici cervené krvinky. K dnesSnimu dni neexistuji zadné
védecké dlikazy, které by podporovaly pouzivani oxidu chlori¢itého nebo jeho derivati
jako preventivnich nebo lé¢ebnych prostfedk( proti COVID-192324,

Hlavni cesty intoxikace oxidu chloricitého Ize rozdélit na inhalacni, peroralni
a parenterdlni. Oxid chlori¢ity se rychle vstfebava v zazivacim traktu. Maximalni
koncentrace v krvi je dosazena do 1 hodiny po peroralnim podani jedné davky. Mize se
také pomalu vstrebavat oholenou kizi s priimérnou dobou absorpce 22 h. Vzhledem ke
své vysoce reaktivni povaze neporuseny oxid chloriCity se nevstrebava vdechovanim;
pravdépodobnéjsi je absorpce jeho derivati. Oxid chloridity se metabolizuje na
chloritany, chlore¢nany a hlavné chloridy. VétSina podaného oxidu chloricitého a jeho
metabolitl zlstdva v plazmé, také v ledvinach, plicich, Zaludku, stfevech, jatrech
a sleziné. BEhem 72 hodin se pfiblizné 43 % perordlné podaného oxidu chloricitého
vyluéuje modi a stolici®®. Stfedni oralni smrtna davka (LDso) byla stanovena na 94 mg/kg
télesné hmotnosti. Na obrazku 4 jsou uvedena néktera rizika spojena s konzumaci ClO;

a jeho derivata?®.

Bolesti hlavy, ties,

i uzkost, ospalost hydroelektrolyticka i
e e e eee e e mmmnnna . \ / _...nerovnovéha .. :

i Prodlouzeni QT intervalu
' s rizikem arytmie

L pecmicatnt colhdnt € fiaikerm \ Akutni hemolyticka

Respiracni selhani s rizikem
methemoglobinemie

Arterialni hypotenze a

anémie

i Hemoglobinurie E
+ Akutni selhani ledvin!

Obréazek 4: Zavainé nezadouci reakce po pfimé konzumaci oxidu chlori¢itého®®
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3.2.3 Antimikrobialni aktivita ClO>

Oxid chloricity pusobi jako oxida¢ni biocid a reguluje rist grampozitivnich
a gramnegativnich bakterii tim, Ze brani pfenosu Zivin pres bunécnou sténu jejim
zni¢enim?’. Jeho ucinnost je v nékterych pfipadech podobna nebo dokonce i vyssi neZ
ucinnost jinych zndmych oxidantll, jako je ozon nebo chlor. Chova se jako oxidacni
Cinidlo prostfednictvim elektronové vymény, coz mu umoZziiuje oxidovat jakykoli typ
organické slouceniny, od vir(i a bakterii az po bilkoviny, a proto se ¢asto pouziva k ¢isténi
vody nebo nékterych povrch(. V ptipadé obalenych virl oxid chloricity reaguje pfimo
s aminokyselinovymi zbytky proteini umisténych na povrchu obaleného viru; v pripadé
neobalenych vir( plasobi ClO2 na virovy genom a ovliviiuje ribonukleovou kyselinu RNA
v bunce. Timto mechanismem oxid chloricity zabranuje tvorbé bilkovin, a tim pfispiva k
likvidaci viru. Oxid chloricity je silné oxidacni Cinidlo, které Ize pouZit jak v roztoku, tak i
v plynném stavu. M4 baktericidni, fungicidni a virucidni vlastnosti. CIO; pravdépodobné

v/ v

predstavuje kompletni feseni pro dezinfekci, jelikoz nici nejsirsi Skalu mikrob( v kratkém

Ve

Case kontaktu a ma mensi korozivni U¢inky na povrchy. PouZiti ClO; navic zabranuje

nebezpedi vzniku rezistence mikroorganizma?®,

Gramnegativni bakterie

Aeromonas hydrophila
Enterobacter aeruginosa
Escherichia coli

Klebsiella oxytoca
Pseudomonas fluorescens
Salmonella typhimurium
Shigella flexnii

Yersinia entercolitica -

T Grampozitivni bakterie

4 . Brochotrix thermosphacta

Candida lambica Lactobacillus sakei )
Pichia burtonii € ! ! > Lt.euco_nostoc mesenteroides
Saccharomyces cerevisiae \ / Listeria monocytogenes

. R Staphylococcus aureus

Penicillium roqueforti

Aspergillus niger [ Bacillus cereus l
Botrytis cinerea

Obrazek 5: Antimikrobidlni spektrum Gcinnosti CIO,°
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3.3 Cyklodextriny

Cyklodextriny (CD) jsou cyklické oligosacharidy sloZzené z p-glukopyranosovych
jednotek. Vyrdbi se specifickou enzymatickou hydrolyzou skrobu enzymem
cyklodextringlykosyltransferaza?®. Prvni objev cyklodextrinu publikoval francouzsky
védec Villiers v roce 1891, kdy popsal izolaci krystalické latky ze Skrobu natraveného

bakteriemi Bacillus amylobacter.

Nejbézinéjsi CD obsahuji Sest (a-CD), sedm (B-CD) a osm (y-CD)
glukopyranosovych jednotek spojenych a-(1->4)-glykosidickymi vazbami (obrazek 6).
Kvuli velkému sterickému pnuti v kruhu neni mozné enzymaticky pfipravit CD s nizS§im
poctem jednotek, ale synteticky byly pfipraveny cyklodextriny obsahujici 3, 4 a 5
jednotek3®3!, Zndmé jsou také CD s vice neZ 8 jednotkami, ale ve srovnani s mensimi CD
se vsak zjistilo, Ze fyzikalné-chemické vlastnosti téchto vétsich CD jsou méné vhodné pro

tvorbu komplex32.

OH n=1,a-CD
n=2 B-CD
n=3 v-CD

HO o o
o-
OH
HO
OH I
HO A
o HO OH
OH
Q
o
HO i
OH

0
o OH
OH
0 O o M OH
o
HO

Obrazek 6: Chemicka struktura molekuly cyklodextrinu
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Vzhledem ke své molekularni strukture a chybéjici volné rotaci kolem vazeb spojujicich
glukopyranosové jednotky molekuly cyklodextrinu maji tvar dutého komolého kuzele,
na jehoZ okrajich jsou umistény volné hydroxylové skupiny. Primarni hydroxylové
skupiny jsou umistény na uzké a sekundarni hydroxyly na Siroké strané kavity (obrazek

7)%.

Strana sekundarnich

Hydrofobni kavita hydroxylovych

skupin

Strana primarnich
hydroxylovych skupin

Obrazek 7: KuZelovitda struktura CD3*

Kavita CD je lemovana glykosidickymi kyslikovymi mUstky a vodikovymi atomy C-H
vazeb. Diky tomuto usporadani je vnéjsi povrch CD hydrofilni, coz zapficinuje
rozpustnost CD v polarnich rozpoustédlech. Kavita cyklodextrinu je naopak hydrofébni
a jeji velikost klesa s jejim rozmérem, v pofadi od y- po a-cyklodextrin®. V tabulce 1 jsou

shrnuty nékteré zdkladni vlastnosti pfirozenych (nativnich) cyklodextrind.

Tabulka 1: Nejobecnéjsi vlastnosti béZnych molekul CD3®

a-CD B-CD v-CD
Pocet glukopyranosovych jednotek 6 7 8
Molekulovd hmotnost, g mol? 973 1135 1297
Rozpustnost ve vodé pfi 25 °C, g / 100 ml 14,5 1,85 23,2
Sitka kavity, nm 0,57 0,78 0,95
Vyska molekuly, nm 0,78 0,78 0,78
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Diky tomu, Ze jsou pfirodni a relativné netoxické, maji relativné nizkou cenu, jsou
komercné dostupné a maji schopnost vytvaret inkluzni komplexy s Sirokou Skalou
hostitelskych molekul se cyklodextriny uplatiuji v mnoha oblastech lidské &innosti,

43-45 3 textilniho

véetné farmaceutického3”:38, potravinafského3*?, kosmetického
primyslu®. Nejéastéji se v praxi pouziva B-CD. Z hlediska vlivu na ¢lovéka je nejvice

prozkouman33,

3.3.1 Komplexaéni vlastnosti

Diky hydrofdébni povaze kavity je hlavni studovanou vlastnosti cyklodextrint
vytvareni inkluznich komplexd typu hostitel-host (H-G) s fadou sloucenin. Hostitelem je
cyklodextrin, do jehoZ kavity se zcela nebo alespon ¢astecné inkluduje latka organické
nebo anorganické povahy (neutralni nebo ve formé kationtu, aniontu nebo dokonce
i radikalu) reprezentujici hosta33. Z tohoto dlivodu se CD &asto oznaduji jako molekulové
kontejnery%’. Schopnost molekuly komplexovat se v cyklodextrinové kavité zavisi také
na rozméru dané molekuly a samotné kavity. Kavita a-CD ma vhodnou velikost pro
alifatické retézce ¢i nesubstituované nebo p-substituované derivaty benzenu, do kavity
B-CD se vejde molekula naftalenu. y-CD muzZe inkludovat do své kavity vétsi hostujici
molekuly, jako je fulleren nebo dva aromatické hosty*®. Obrazek 8 znazortiuje grafické

porovnavani rozmér( a, B, y-CD.

0.57 nm 0.78 nm 0.95 nm

wug/Lo

Obrazek 8: Grafické znazornéni kavity béZnych CD véetné rozméru kavity a vysky molekuly®
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Pfi vytvareni inkluznich komplext typu hostitel-host se méni chemické, fyzikalni
nebo biologické vlastnosti hostitelské i hostujici molekuly. Pfi interakci CD s hostem
vznikaji vazby nekovalentni povahy, jako jsou van der Waalsovy interakce, dipdl-dipdl
interakce, interakce prenosu ndboje, elektrostatické interakce a vodikové vazby, takze
je vznik komplexu reverzibilni®C. Vznikajici komplexy nejsou trvalé, podléhaji dynamické
rovnovaze. Pomér hostiteld a hostl je nejcastéji 1:1. Jedna se o nejjednodussi
a nejCastéjsi pripad. Existuji vSak i inkluzni komplexy se stechiometrii 2:1, 1:2, 2:2 nebo

jesté sloZitéjsi asociace a rovnovahy vyssiho Fadu?.

Ve

Hostitel Host

wlel

Obrazek 9: Schematické znazornéni spojeni volného cyklodextrinu (hostitele) a substratu
(hosta) za vzniku inkluzniho komplexu®*

3.4 Karboxymethylcelul6za

Karboxymethylceluléza (CMC) je aniontovy, rozpustny ve vodé derivat celuldzy
s karboxymethylovou skupinou vdzanou na nékteré z hydroxylovych skupin
glukopyranosovych monomerQ tvoficich patef celulézy. Monomerni jednotky jsou
spojeny [B-1,4-glykosidickymi vazbami. Diky polarnim karboxylovym skupinam je
karboxymethylceluldéza rozpustna ve vodé a chemicky reaktivni. Podle Williamsonovy

etherové syntézy se priprava CMC sklada ze dvou krokud. Nejprve se celuléza upravi
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hydroxidem sodnym, ¢imz vznikne aktivovand alkalickd celuldéza, kterd pak reaguje
s chloracetdtem sodnym za vzniku etherické vazby. V tomto kroku jsou
karboxymethylové skupiny zavedeny na nékteré ze tfi hydroxylovych skupin glukosové
jednotky. Ptipravou lze dosahnout rliznych stupnd substituce. Avsak nejcastéji se
pohybuji mezi 0,4 a 1,5 funkénich skupin na jednu monomerni jednotku®?. CMC je
k dispozici s rGznymi molekulovymi hmotnostmi v rozmezi 90 000-2 000 000 g mol™ %3,
Na obrazku 10 je uvedena molekularni struktura CMC.

CMC byla poprvé syntetizovana v roce 1918. Komercni vyroba téchto dulezitych
polymernich material( viak byla poprvé zahdjena v Némecku na pocatku 20. stoleti*.
Karboxymethylceluldza se zpravidla pouziva ve formé své sodné soli (celulézova guma),
kterd je zatim jejim nejdlleZitéjsSim pramyslovym derivatem. Tato sll je snadno

rozpustnda ve vodé nebo v alkalickych roztocich a tvofi vysoce viskdzni roztok>>.

RO
0OTR
R OR R=H or
0
or Y om| . B
A ONa
RO | OR |

Obrazek 10: Struktura molekuly karboxymethylcelulézy®®

CMC se Siroce pouziva v potravinarském, farmaceutickém a kosmetickém primyslu jako
zahustovadlo, stabilizator a pojivo. Pouziva se také pfi vyrobé papiru a v pramyslu tézby

ropy jako slozka vrtné smési, kde pusobi jako modifikator viskozity k zadrzeni vody>>>’.

3.4.1 Pouziti hydrogelli na bazi CMC pro léceni ran

Hydrogely predstavuji struktury slozené z biopolymerd nebo polyelektrolytd,
které jsou diky své hydrofilni strukture schopny udriet velké mnoistvi vody ve svych
trojrozmérnych sitich®8. Diky vysoké schopnosti absorbovat vodu a struktufe podobné

tkani jsou idedInim materidlem pro obvazy na rany a pro pouZiti pfi podavéni 1é&iv>°.
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Vyvoj dokonalych obvazovych materialC s vynikajicimi vlastnostmi je v soucasné dobé
hlavnim pfedmétem vyzkumu v oblasti 1é¢by ran. V poslednich letech jsou obvazové
materidly na bazi CMC nesmirné pritazlivé diky svym jedine¢nym vlastnostem, jako je
biokompatibilita, biologicka odbouratelnost, nizkd cena a nizka toxicita. Hydrofilni
povaha CMC umozZiiuje jeji miseni a sitovani s jinymi materialy, jako jsou syntetické
polymery, pfirodni polymery a anorganické materidly, a umoznuje pfipravu inovativnich
biomaterialG pro obvazy na rany. Siroké spektrum pouziti CMC se vztahuje na hojeni
chronickych ran (bércové vredy, diabetické viedy) a akutnich ran, jako jsou odfeniny,
popaleniny prvniho a druhého stupné>?. CMC lze pouZit k 1é¢bé ran a regeneraci kize
diky jeji kompatibilité se sliznici, kosti a kdzi®. Kromé toho dokéaZe udriovat vihké

prostiedi v okoli rdny, coZz napomaha ristu extracelularni matrice a reepitelizaci.

3.5 UV-Vis spektrofotometrie

V této bakaldrské prace byla pouzita UV-Vis spektrofotometrie. Jedna se o
analytickou techniku, kterd pracuje na principu méfreni energie absorbované vzorkem
(latkou) pfi prachodu zareni s vinovou délkou v UV nebo viditelné oblasti. Tato metoda
se béiné pouzivd v chemii, biochemii a materidlovych védach ke kvantifikaci
koncentrace vzorku nebo k identifikaci a charakterizaci chemickych latek®. Absorpce
elektromagnetického zareni molekulou méni elektronovy stav latky (molekuly) — tim
dochazi k elektronovym prechodlm. Vysledné spektrum, znamé jako absorpéni
spektrum, je grafem zdvislosti absorbance na vinové delce®?. Zavislost absorbance
na koncentraci a tloustce kyvety popisuje matematicko-fyzikalni rovnice vyplyvajici

z Bouguerova-Lambertova-Beerova zakona (zkracené Lambert(v-Beerlv zakon):

kde A je absorbance, € je molarni absorpcni (extinkéni) koeficient, c je latkova
koncentrace a d je délka kyvety
Pro uplatnéni LambertQv-Beerlv zdkona je nutné pouZivat koncentrace, které

spadaji do intervalu linearni zavislosti A na c. Tento interval se bézné oznacuje jako
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linedrni rozsah nebo linearni oblast kalibra¢ni kfivky. Absorbance je definovana jako
dekadicky logaritmus prevracené hodnoty transmitance T pro monochromatické zareni

a je vyjadrena vztahem:

Iy

I
A= —log(T) =— logl— = logT
0

kde T je transmitance, Iy je intenzita dopadajictho monochromatického zareni a I je

intenzita proslého monochromatického zareni.
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4. Vlysledky a diskuse

V ramci této bakaldrské prace byla studovana rychlost ubytku oxidu chloricitého
z Cistého vodného roztoku, z roztok( a-CD, B-CD, PM-a-CD a karboxymethylcelulézy
(CMC). Ubytek oxidu chlori¢itého z roztoku mize byt zplsoben té&kanim z roztoku (jeho
bod varu je 11 °C) nebo odreagovavanim. Oxid chlori¢ity mlzZe reagovat s rdznymi
l[dtkami v roztoku. Tyto reakce mohou vést ke spotiebé nebo pfeméné oxidu chlori¢itého
na rlizné slouceniny, coZ zpUlsobi jeho ubytek. Oxid chloricity je relativné nestabilni a
mUzZe se ¢asem rozkladat, zejména za urcitych podminek, jako jsou vysoké teploty nebo
vystaveni slune€nimu zareni. Tento proces rozkladu mlze rovnéz vést k ubytku oxidu
chloricitého z roztoku. DalSim cilem této prace bylo také zjistit, zda PM-a-CD, ktery ma
hydroxylové skupiny chranéné ve formé methyletheru, reaguje s oxidem chlori¢itym
pomaleji nei nativni a-CD, ktery obsahuje volné hydroxylové skupiny. Ubytek

koncentrace ClO; byl sledovan pomoci UV-Vis spektroskopie.

4.1 Vyhledani absorp¢niho maxima

Nejdfive bylo proméfeno absorpéni spektrum roztoku oxidu chloricitého s koncentraci
0,53 mM. Absorbance byla mérena s rozsahem vinovych délek od 190 do 1100 nm.

Absorpéni maximum bylo nalezeno pfi 358 nm (obrazek 11).

0,15+
0,10+

0,05 4

0,00 T T T T
200 300 400 500 600
A, nm

Obrazek 11: Absorpcni spektrum oxidu chloricitého ve 0,53 mM vodném roztoku

25



4.2 Kalibrace

Ze zasobniho roztoku oxidu chloric¢itého o koncentraci 53,4 mM byly pfipraveny roztoky
o koncentraci 0,00; 0,026; 0,052; 0,104; 0,209; 0,417; 0,834; 1,669; 3,337; 6,675; 13,35;
26,7 a 53,4 mmol I'1. Byly pfipraveny tfi sady kalibra¢nich roztokd. Méfeni probihalo v
kfemennych kyvetach a to pfi 358 nm. Jako referencni vzorek (blank) byla pouzita
destilovand voda. Z medianu absorbance mezi sadami byl sestrojen graf zavislosti

absorbance na koncentraci oxidu chloricitého (obrazek 12).

A358

0 ! T : T 5 T : T g T g
0 10 20 30 40 50 60

¢, mmol |

Obrazek 12: Graf znazornujici zavislost absorbance na koncentraci oxidu chloricitého

Grafu na obrazku 12 ukazuje, Ze zavislost je linedrni aZz do koncentrace 3,337 mmol |1
Linedrni oblast kalibracni kfivky je znazornéna na obrazku 13. Pro dalsi vypocty je

pouzivana kalibraéni kfivka s rovnici regrese y = 0,8636x - 0,0117.
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Obrazek 13: Linearni kalibracni zavislost absorbance na koncentraci oxidu chloricitého

4.3 Sledovani ubytku ClO; z oteviené nadoby

Monitorovani Ubytku oxidu chloricitého z roztoku bylo provadéno ve dvoumililitrovych
otevienych lahvickach. Cilem bylo udrzet oxid chloriéity v roztoku co nejdéle, aby
pfipadné prostfedky na oSetfovani ran, které by ho obsahovaly, nemusely byt

aplikovany prilis ¢asto.

4.3.1 Optimalizace metody

Nejprve byla optimalizovana teplota, pfi které byly pokusy provadény. Pro méreni byl
pouzit roztok oxidu chlori¢itého o koncentraci 45,7 mM. Nejdfive byla sledovdna
rychlost Ubytku oxidu chloricitého pti laboratorni teploté, pak pfi teplotach 15°Ca 5 °C.
Absorbance vzorku byla mérena kazdych 20 min. Jako metoda ke stanoveni koncentrace
byla pouzita UV-Vis spektroskopie, kde namérend absorbance oxidu chlori¢itého byla

podle kalibrace pfepocitana na koncentraci oxidu chloricitého ve vzorku. Na zakladé
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ziskanych hodnot byl sestrojen graf zavislosti koncentrace oxidu chloricitého v roztoku

na Case (obrazek 14).

N 50 T T T T T T T T T T T
£ 3 e pii25°C
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g 40 e e pii5°C -
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30 c B —
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[ ]
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t, min

Obrazek 14: Zavislost koncentrace oxidu chlori¢itého na ¢ase pfi rliznych teplotach

V programu Origin byl vypocten polocas ubytku oxidu chloricitého z roztoku pro vyse

uvedend méreni. Vysledky jsou zndzornény v tabulce 2.

Tabulka 2: Ziskané polocasy Ubytku oxidu chlori¢itého ve vodném roztoku pti 25,15 a5 °C

Teplota ti2
°C min
25 34,3
15 66,1
5 82,4

Polocas ubytku oxidu chloric¢itého z roztoku pfi 5 °C byl 82,4 min. Tento polocas byl
zvolen jako nejvhodnéjsi pro ziskani presnéjsich vysledkd, a z praktickych divodu kolem

odebirdni vzorku a méreni. Pokud by byl polocas uUbytku vyrazné delsi, cely proces
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méreni by se pfilis zpomalil. Proto byly ndsledujici experimenty provadény pfti teploté 5

°C.

4.3.2 Méteni vzork( s CD a CMC

V nasledujici fazi experimentu byla zkoumana rychlost Ubytku oxidu chloricitého z
roztoku v pritomnosti cyklodextrinll a CMC. Byly pfipraveny roztoky pro sledovani
koncentrace oxidu chlori¢itého (viz kapitola 5.2). Béhem pokusl byla sledovéna
koncentrace oxidu chlori¢itého ve vzorcich odebiranych v pravidelnych ¢asovych
intervalech. Pokusy byly provadény v kryostatu pfi teploté 5 °C v otevienych
dvoumililitrovych lahvi¢kdch. Kazdy pokus byl proveden tfikrat. Vysledky méreni jsou

uvedeny na obrazku 15.

p 30 T T T T T T : T T T T
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* ° ¢ sCMC
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Obrazek 15: Zavislost koncentrace oxidu chlori¢itého na case v roztoku v pfitomnosti 58,0 mM
a-CD, 57,9 mM PM-a-CD a 0,2% CMC pfi teploté 5 °C

Vypoctené polocasy pro jednotliva méreni jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3: Ziskané polocasy ubytku oxidu chlori¢itého ve vodném roztoku, v roztoku s 58,0
mM a-CD, 57,9 mM PM-a-CD a 0,2% CMC

Roztok ti2

min

Vodny roztok ClO; 75,5
ClO2 s a-CD 114,6
ClOz s PM-a-CD 141,5
ClO2s CMC 205,2

Pfi porovnani vysledk(l je patrné, Ze jakykoli CD zpomalil Ubytek oxidu chloricitého
z roztoku, ale v pfitomnosti PM-a-CD bylo ubyvani nejpomalejsi. Nejvétsi polocas ubytku
oxidu chloricitého byl v roztoku v pfitomnosti CMC. Jak je vidét z obrazku 15, pfidavek
CMC do roztoku obsahujiciho oxid chloricity témér tfikrat zpomaluje rychlost ubytku
oxidu chlori¢itého z oteviené lahvicky. Viskozita roztoku se zvySuje s rostouci
koncentraci CMC. Vyssi viskozita zpomaluje difuzi oxidu chloricitého, a tedy jeho Ubytek
z roztoku v oteviené lahvicce je pomalejsi.

Statistické hodnoty méreni jsou uvedeny v podkapitole 5.3.2. Ve vSech mérenich byla

relativni smérodatna odchylka mensi nez 5 %.

4.4 Dlouhodobé sledovani chemické stability roztokt ClO;

Monitorovani chemické stability oxidu chlori¢itého v pfitomnosti CD nebo CMC
probihalo v uzavienych dvoumililitrovych lahvickach, které byly umistény ve stojanu na
zkumavky. Stojan byl shora poklopen kartonovou krabici. Méfreni bylo provadéno pfi
laboratorni teploté. Tento pfistup poskytuje kontrolované prostredi, které minimalizuje
vliv vnéjsich faktord, jako je kolisani teploty, plsobeni svétla a vyména vzduchu, které
by mohly potencialné ovlivnit stabilitu oxidu chlori¢itého. Roztoky oxidu chloricitého s
CD a CMC byly pfipraveny podle podkapitoly 5.3.2. Absorbance byla méfrena ve vzorcich

odebiranych kazdych 24 hodin. Vysledek méreni je uveden na obrazku 16.
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Obrazek 16: Graf zavislosti koncentrace oxidu chloricitého na ¢ase v roztoku obsahujicim CD a
CMC pfi laboratorni teploté v uzaviené nadobé

Stabilita oxidu chloricitého v pfitomnosti CD a CMC byla sledovana po dobu jednoho
mésice. Jak je patrné z obrazku 16, pridani PM-a-CD zpUsobuje pomalejsi ubytek oxidu
chloricitého z roztoku. PM-a-CD zfejmé stabilizuje oxid chloricity, zatimco a-CD ziejmé

zpUsobuje rychlejsi rozklad a ubytek oxidu chlori¢itého z roztoku, protoze s nim reaguje.

Z vysledk(l dosazenych v této praci lze fici, Ze vliv a-CD a PM-a-CD na stabilitu oxidu
chloricitého je odlisSny. Zatimco a-CD ma potencial reagovat s oxidem chlorié¢itym a
urychlovat jeho rozklad, PM-a-CD zjevné stabilizuje oxid chlori¢ity. CMC pftispiva ke
snizeni rychlosti dbytku oxidu chloric¢itého tim, Ze zvysSuje viskozitu roztoku, ¢imz
zpomaluje difuzi. Kombinace PM-a-CD a CMC ve srovnani se samotnou CMC z nejasnych
dlvodu nepfrinesla lepsi vysledky. Avsak oxid chloricity se z CMC uvolfiuje dostatecné
pomalu, reakci s CMC se prili§ nerozkldadd. Proto by relativné drahy PM-a-CD

pravdépodobné nepfinesl tolik vyhod.
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4.5 Ovéreni tvorby inkluzniho komplexu a-CD s CIO;

Pfiprava pevného inkluzniho komplexu oxidu chloric¢itého s a-CD byla predmétem
nedavno publikované prace®. Vradmci této bakaldfské priace byla ovéfena
reprodukovatelnost pfipravy krystalického komplexu oxidu chloric¢itého s a-CD. Inkluzni
komplex byl pfipraven podle postupu popsaného v ¢lanku a je uveden v podkapitole
5.3.2. Reprodukovatelnost publikovaného postupu byla potvrzena. VytéZzek reakce Cinil
70 %. Pro pomalé uvoliovani oxidu chloricitého se planovalo pouziti suspenze tohoto
komplexu, ale od toho se upustilo vzhledem k dostatecné stabilité oxidu chloric¢itého v

roztoku CMC.

5. Experimentalni ¢ast

5.1 Obecné postupy a chemikalie

5.1.1 Chemikalie

- kyselina citronova — p.a., P-Lab

- Skrob-0,5%, p.a., P-Lab

- chloritan sodny — 24,5%, p.a., Fichema

- kyselina sirova — 96%, p.a., Penta

- jodid draselny — p.a., Penta

- thiosiran sodny — p.a., Penta

- a-cyklodextrin — p.a., Wacker Chemie

- hexakis(2,3,4-tri-O-methyl)-a-cyklodextrin — p.a., CycloLab

- sodna sll karboxymethylceluldzy — p.a., Merck
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5.1.2 Dalsi pfistroje a pomucky

K provedeni pokust byly potfeba sklenéné kadinky o rliznych objemech, automatické
pipety o objemech 1-10 pl a 100—-1000 pl, ddle byly potfeba 100ml odmérné bariky,
zasobni lahve o objemech 250 ml, lahvi¢cky o objemu 2 ml a stojan na zkumavky. UV
absorpéni spektra byla mérena na pfistroji Thermo Scientific Evolution 60 s rozsahem
vinovych délek od 190 do 1100 nm. Hamiltonova injekéni stfikacka byla zakoupena od
firmy P-Lab. Analytické vahy pochazely od spoleCnosti Kern, magneticka michacka od

spole¢nosti VWR. Kryostat byl pouzit od firmy Julabo.

5.2 Pfiprava roztokl

5.2.1 Zasobni roztok oxidu chloricitého

Byl pfipravovan zasobni roztok oxidu chlori¢itého o pfiblizné koncentraci 45 mM. Rozsah
koncentraci byl vidy 45-55 mM. Koncentrace hotového roztoku oxidu chlori¢itého byla
stanovena jodometricky (viz podkapitola 5.3.1). Do 500 ml zavarovaci sklenice bylo
nalito 250 ml deionizované vody. 10 ml 24,5% vychlazeného roztoku chloritanu sodného
bylo nalito do sklenéné kadinky objemem 25 ml a ktomu bylo pfiddno 6 g prasku
kyseliny citronové. Kadinka byla ponorena do zavarovaci sklenice a jeji horni okraj musel
byt nad hladinou vody. Zavarovaci sklenice byla vzduchotésné uzaviena, aby v ni
dochazelo k difuzi vznikajiciho ClO, do deionizované vody. Reakce probihala pfiblizné 24
hodin pfi laboratorni teploté a na tmavém misté v uzavrené skfini. Hotovy roztok oxidu
chloricitého byl prelit do tmavé sklenéné lahve a uchovavan v lednici. Pfed provadénim

experimentu byl vZidy roztok oxidu chloric¢itého zfedén na 45 mM.

5.2.2 0,01M roztok thiosiranu sodného

Bylo pfipraveno® 100 ml 0,1M odmérného roztoku thiosiranu sodného navéaZenim
2,500 g NazS;03 a 0,02 g NazCOs a smichanim s destilovanou vodou. K 10 ml tohoto

roztoku bylo pfidano 0,02 g Na;COs a doplnéno destilovanou vodou na objem 100 ml.
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5.2.3 Roztok oxidu chlori¢itého s a-CD

Byl pfipraven nasyceny roztok a-CD. Do 5 ml odmérné banky bylo odvdzeno 0,726 g a-CD
a pfidano 1 ml deionizované vody. Ndsledné byl objem doplnén vodou po rysku. Barika
byla zahtivdna horkovzdusnou pistoli, dokud se a-CD nerozpustil. Molarni koncentrace
roztoku byla 149,2 mM. Z tohoto roztoku bylo odebrano 0,7 ml a k tomu pfidano 1,1
ml 45,2 mM roztoku oxidu chlori¢itého. Vyslednd koncentrace oxidu chloricitého v

roztoku byla 27,6 mM. Molarni koncentrace a-CD ve vysledném roztoku byla 58,0 mM.

5.2.4 Roztok oxidu chloricitého s hexakis(2,3,4-tri-O-methyl)-a-CD

Do 5 ml odmérné banky bylo navdieno 0,913 g hexakis(2,3,4-tri-O-methyl)-a-CD a
rozpusténo v 1 ml deionizované vody. Nasledné byl objem doplnén vodou po rysku.
Molarni koncentrace roztoku byla 149,0 mM. Do 2ml lahvicky bylo odpipetovédno 1,1 mi
45,2 mM roztoku oxidu chloric¢itého a k tomu pfidano 0,7 ml nasyceného roztoku PM-a-
CD. Vysledna koncentrace oxidu chloricitého v roztoku byla 27,6 mM. Vysledna molarni

koncentrace PM-a-CD v roztoku ¢inila 57,9 mM.

5.2.5 Roztok oxidu chloric¢itého s CMC

Byl pfipraven 0,5% roztok CMC. V 10 ml deionizované vody bylo rozpusténo 50 mg sodné
soli karboxymethylcelulézy. Pomoci automatické pipety bylo 0,7 ml tohoto roztoku
odpipetovano do 2 ml lahvicky a pfidano 1,1 ml 45,7 mM roztoku oxidu chloricitého.

Konecna koncentrace oxidu chloric¢itého v roztoku byla 27,9 mM.

5.3 Pracovni postupy

5.3.1 Jodometrické stanoveni

Stanoveni koncentrace oxidu chlori¢itétho v roztoku bylo provddéno pomoci
jodometrické titrace. Jodometricka titrace byla provadena v souladu s €SN 1SO 7393-3:

Jakost vod. Stanoveni volného a celkového chloru. Cast 3: Jodometricka titra¢ni metoda
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stanoveni celkového chloru®. Roztok byl titrovan thiosiranem sodnym pfed kaidym
experimentem. Do titracni banky pomoci automatické pipety bylo odpipetovano 1,00 ml
roztoku oxidu chloric¢itého, k tomu ptiddano 0,1 g jodidu draselného a 1,00 ml 9,6%
kyseliny sirové. Barika byla uzaviena a ponechdna 5 minut stat na tmavém misté. Pak
byl obsah banky titrovan z byrety o objemu 25 ml 0,01M odmérnym roztokem thiosiranu
sodného do slabé Zlutého zabarveni roztoku. Poté bylo pfiddno 1 ml 0,5 % roztoku
Skrobu a obsah titraéni banky byl dale titrovan, az jedinou kapkou titracniho cinidla
hnédé zabarveni zmizelo. Ze spotreby titracniho Cinidla a ze zndmé stechiometrie byla

vypocitdna koncentrace oxidu chlori¢itého v roztoku.

5.3.2 Sledovani koncentrace oxidu chloric¢itého

Pro optimalizaci metody a monitorovani rychlosti ubytku oxidu chlori¢itého z roztoku v
pritomnosti cyklodextrinti a CMC byly ptipraveny tfi sady roztokd. Pomoci automatické
pipety bylo nalito 1,8 ml roztoku oxidu chlori¢itého do dvoumililitrovych lahvicek. Ke
kazdému vzorku byla pfiddna mald magneticka michadélka (prdmér 3 mm, délka 8 mm).
Vzorky byly umistény na magnetickou michacku (v pripadé méreni pti laboratorni
teploté) a do kryostatu (v pripadé méreni pfi 15 °C a 5 °C). Absorbance vzorku se méftila
kazdych 20 minut. Vzorky byly podle olekavané koncentrace vhodné redény vodou
100krat, do celkového objemu vzorku 1,8 ml. Vzorky byly odebirdny pomoci
Hamiltonovy stfikacky o objemu 25 pl. 20 pl vzorku bylo rozpusténo v 1,98 ml vody.
Kazdy vzorek byl zméfen tfikrat. Pfi monitorovani stability oxidu chlori¢itého v roztoku
v pfitomnosti cyklodextrinG a karboxymethylcelulézy byly pripraveny tfi sady roztoki

oxidu chloricitého podle tabulky 2.
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Tabulka 4: Priprava roztoku pro sledovani stability oxidu chlori¢itého

Roztok Veio, Mmcp McMc
ml mg mg

ClO; + a-CD 1 100 -
ClO; + a-CD + CMC 1 50 12,5
ClO,+ PM-o-CD 1 145 -
ClO,+ PM-a-CD + CMC 1 70 12,5
ClO, + CMC 1 - 25,3
Standard ClO, 1 - -

Ke kazdému vzorku byla pfidana mald magneticka michadélka (primér 3 mm, délka 8
mm). Reakce probihaly v uzavienych dvoumililitrovych lahvi¢kach pfilaboratorni teploté
(25 °C) na magnetické michacce (220 ota¢/min.) a ve tmé. Absorbance byla méfena ve
vzorcich odebranych kazdych 24 hodin. Vzorky byly fedény vodou na celkovy objem
vzorku 1,8 ml. Ze zmérenych hodnot absorbanci jednotlivych sad v riznych ¢asech byly
vypocitany koncentrace oxidu chlori¢itého podle rovnice kalibraéni kfivky. Z nich byl
spocitan medidn, ze kterého byla ziskdna smérodatna odchylka a nasledné mohla byt
spocitana relativni smérodatnd odchylka. Ddle v tabulkach jsou uvedeny statistické

hodnoty pro kazdé méreni.
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Tabulka 5: Ziskané mediany koncentraci oxidu chlori¢itého v roztoku a-CD, smérodatné
odchylky a relativni smérodatné odchylky pro ptislusnd méreni v rdznych casech

t Cclo,(median) S RSD
min mmol | — %
0 27,51 0,0007 1,32%
20 24,08 0,0010 0,51%
40 21,51 0,0013 0,74%
60 19,22 0,0024 1,55%
80 16,35 0,0013 1,00%
100 13,50 0,0013 1,24%
120 11,70 0,0035 3,94%
140 10,33 0,0003 0,36%
160 8,76 0,0011 1,66%
180 7,75 0,0007 1,27%
200 6,73 0,0004 0,93%
220 5,31 0,0010 2,82%
240 4,18 0,0005 2,06%
260 3,43 0,0002 1,20%
280 2,98 0,0002 2,71%
300 2,74 0,0002 2,87%

Tabulka 6: Ziskané mediany koncentraci oxidu chlori¢itého v roztoku PM-a-CD, smérodatné
odchylky a relativni smérodatné odchylky pro pfislusnd méreni v rlznych ¢asech

t Ccio,(median) s RSD

min mmol I — %

0 27,62 0,0007 1,32%
20 24,21 0,0006 1,28%
40 21,68 0,0010 0,55%
60 19,75 0,0004 2,27%
80 17,80 0,0003 1,20%
100 16,32 0,0005 3,41%
120 15,12 0,0006 1,51%
140 13,92 0,0007 2,62%
160 12,71 0,0005 1,53%
180 11,28 0,0003 1,30%

200 10,26 0,0022 2,53%
220 9,15 0,0009 1,21%
240 8,27 0,0007 1,02%
260 7,37 0,0005 0,81%
280 6,57 0,0002 0,37%
300 5,99 0,0005 1,36%
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Tabulka 7: Ziskané mediany koncentraci oxidu chlori¢itého ve vodném roztoku, smérodatné
odchylky a relativni smérodatné odchylky pro ptislusnd méreni v rdznych casech

t Cclo,(medidn) s RSD

min mmol [ — %

0 27,27 0,0002 0,90%
20 22,54 0,0009 0,47%
40 19,16 0,0007 0,46%
60 16,51 0,0010 0,80%
80 13,03 0,0008 0,77%
100 10,52 0,0004 0,52%
120 8,88 0,0005 0,83%
140 7,47 0,0001 0,16%
160 6,43 0,0002 0,42%
180 5,19 0,0009 2,81%

200 4,35 0,0004 1,45%
220 3,27 0,0001 0,47%
240 2,87 0,0004 2,70%
260 2,45 0,0002 2,44%
280 2,22 0,0002 2,81%
300 1,98 0,0001 2,54%

Tabulka 8: Ziskané mediany koncentraci oxidu chlori¢itého v roztoku v pfitomnosti 0,2% CMC,
smérodatné odchylky a relativni smérodatné odchylky pro pfislusna méfeni v rliznych ¢asech

t Cclo,(median) s RSD
min mmol | — %

0 27,84 0,0122 5,32%
60 22,20 0,0028 1,57%
120 17,25 0,0023 1,64%
180 13,21 0,0025 2,44%
240 10,50 0,0019 2,44%
300 7,57 0,0017 3,24%

5.3.3 Priprava inkluzniho komplexu ClIO; a a-CD

Inkluzni komplex byl pfipraven postupem podle literatury®3. V bafice o objemu 500 ml
byl rozpustén a-CD (2 g, 2,06 mmol) ve 14 ml deionizované vody. Po Uplném rozpusténi
o-CD pomoci dratu byla do bariky umisténa dvoumililitrova lahvi¢ka jako generacni
nadoba obsahujici hydrogensiran sodny (0,3 g, 2,5 mmol) a 24,5% roztok chloritanu
sodného (0,8 ml, 2,6 mmol). Barika byla uzaviena silikonovym septem. Pomoci injek¢ni

stfikacky do lahvicky byla pres septum vstfiknuta deionizovana voda, ¢imz byla zahajena
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generace ClO,. Oxid chloriCity se vytvarel na zakladé okyseleni chloritanu sodného. Poté
byl cely systém umistén na mechanickou tfepacku pfi laboratorni teploté po dobu 2
hodin, béhem niz se v bance s roztokem a-CD vytvarela zelenozZlutd srazenina. Cely
systém byl pfes noc uloZen do chladnicky (pfi 4 °C). Po uloZeni v chladnicce byl vysrazeny

prasek (inkluzni komplex) promyt ethanolem a oddélen vakuovou filtraci. Vytézek Cinil

70 % (1,4 g).

- Deionizovana
voda

T (T

~
~y
[ . |
B
' 0

‘ A

hydrogensiran
sodny a

U e

chloritan sodny
roztok
a-CD

]

Obrazek 17: Experimentalni sestava (A: generaéni nadoba, B: enkapsulaéni nadoba)
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6. Zavér

Cilem této prace bylo kvantifikovat stabilizacni ucinky cyklodextrinl na oxid
chlori¢ity pravé tak jako hydrogelacniho cinidla. Byly pouzity nativni CD (a-CD),
methylovany CD (PM-a-CD) a CMC. Byla optimalizovana teplota, pfi které byly
provadény dalsi studie. Byla ovéfena tvorba inkluzniho krystalového komplexu a-CD
s oxidem chloricitym.

Rychlost ubytku oxidu chlori¢itého z roztoku byla sledovana v pfitomnosti CD a
CMC v oteviené nadobé, simulujici pfipravek aplikovany na ranu. Pfi monitorovani
rychlosti ubytku oxidu chlori¢itého z roztoku bylo zjisténo, Ze pfitomnost nativniho a
methylovaného CD zpomaluje Ubytek oxidu chloricitého z roztoku, v pfitomnosti PM-a-
CD byl rozklad nejpomalejsi. Bylo zjisténo, Ze v pfitomnosti CMC ubyval oxid chloricity
vyrazné nejpomaleji, témér trikrat, oproti samotnému ClO..

V uzaviené nadobé byly provedeny studie chemické stability, aby se zjistil vliv CD
a CMC na rozklad oxidu chlori¢itého. Nativni a-CD snizoval stabilitu roztoku oxidu
chlori¢itého ve srovnani se samotnym ClO,, protoze s nim reagoval. Pfitomnost
permethylovaného a-cyklodextrinu v roztoku oxidu chlori¢itého vedla ke zvyseni
chemické stability ve srovnani s nativnim cyklodextrinem a samotnym ClO,. Bylo v3ak
zjisténo, Zze z nejasnych dlivodi kombinace PM-a-CD a CMC v roztoku oxidu chlori¢itého
nevedla ke zlepseni chemické stability. AvSak roztok oxidu chlori¢itého stabilizovany
samotnou CMC vykazuje dostate¢nou stabilitu pro praktické pouzZiti bez nutnosti
stabilizace permethylovanym cyklodextrinem. VSechna méreni byla provedena za vyuziti

UV-Vis spektroskopie.
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