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ABSTRAKT

Byl studovan vliv rozdilnych pfistupt piipravy polymerniho roztoku hyaluronanu sodného
na zménu jeho povrchové aktivity, stiedni velikosti polymerniho klubka a viskozity rozto-
ku. Vzorky hyaluronanu sodného liSici se stfedni molekulovou hmotnosti byly rozpoustény
ve fyziologickém roztoku za vyuziti metody tfepani, temperovaného michani a ptisobeni
teplotniho spadu (organizovaného proudéni kapaliny). Piipravené roztoky byly charakteri-
zovany pomoci goniometrie (visici kapka), tenziometrie (Wilhelmyho destickova metoda),
dynamického rozptylu svétla a kulickového viskozimetru. Z experimentalnich vysledka
vyplynulo, ze bez plisobeni organizovaného proudéni kapaliny na rozpoustéjici se polymer
nelze upravit charakter polymernich klubek tak, aby vykazovaly zvySenou povrchovou
aktivitu ¢i specifické chovani z hlediska zmény stfedni velikosti polymerniho klubka

s rostouci teplotou.

Kli¢ovéa slova: Hyaluronan sodny, parametry rozpousténi, polymerni klubko, velikost, po-

vrchova aktivita, viskozita

ABSTRACT

The influence of different approaches to the preparation of sodium hyaluronate polymer
solution on the variation in its surface activity, the mean size of the polymer coil and the
viscosity of the solution was studied. Samples of sodium hyaluronate differing in the mean
molecular weight were dissolved in saline using shaking, tempered agitation, and tempera-
ture gradient (organized fluid flow). The prepared solutions were studied by goniometry
(pendant drop), tensiometry (Wilhelmy plate method), dynamic light scattering and ball
viscometer. Experimental results show that without the effect of an organized fluid flow on
a dissolving polymer, the nature of polymer coil cannot be modified to show increased
surface activity or specific behavior in terms of changing the mean size of the polymer coil

with increasing temperature.

Keywords: Sodium hyaluronate, dissolving parameters, polymer coil, size, surface activity,

viscosity.
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UvVOD

Funkce kyseliny hyaluronové, respektive hyaluronanu sodného je v zivych organismech
podminéna nejen jeho stfedni molekulovou hmotnosti, ale rovnéz usporadanim fetézch
v polymernim klubku, tj. velikosti a stabilitou klubka. Tyto zmény uspofddani mohou mit
za nasledek zménu viskozitniho charakteru roztoku, méni se schopnost tvofit sitoveé
struktury, difuzni charakteristiky, povrchova aktivita, atd. V literatufe je popsana cela fada
faktorti ovliviiujicich konformaci polymernich fetézcii hyaluronanu sodného v roztocich.
Velikost polymerniho klubka tohoto polysacharidu lze ovliviiovat zménou pH prostredi,
mnozstvim a typem piitomnych iontl, aj. Z Cisté fyzikalniho hlediska, tzn. bez zmény
sloZzeni systému ma na velikost klubka HA vliv zejména teplota a smykové namahani.
V ramci této diplomové prace byly feSeny predevsim tyto dvé proménné pitimo zakotvené

v rozdilnych metodikéach ptipravy polymernich roztokd.
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1 HYALURONAN SODNY

Hyaluronan sodny (HA) je sodna sil kyseliny hyaluronové, kterda je tazena
mezi piirozené se vyskytujici polysacharidy. Pravé sodna stl této kyseliny s anionickym
charakterem se v pfirod¢ vyskytuje nejcastéji diky jeji pfitomnosti v zivociSnych tkanich

s fyziologickym prostiedim. [1, 2]

1.1 Vyskyt, funkce, vyznam HA

Tento vysokomolekularni biopolymer je soucasti mnoha zivociSnych tkani. Funkce v dané
tkani je urcena molekulovou hmotnosti HA, napiiklad synovidlni tekutina nebo o¢ni
sklivec jsou tvofeny HA o molekulové hmotnosti 68 milionti Da. Déle je HA pfitomna
mimo jiné intracelularné a v extracelularni a pericelularni matrix. Mezi plnéné funkce patfi
zejména udrzovani viskoelastickych charakteristik tekutin spojovacich tkani organismu
(synovidlni tekutina, o¢ni sklivec, pupec¢ni $itlira), role signalni molekuly (cyklus zivota
buiiky, rané faze hojeni ran, migrace bunck, fagocytarni reakce makrofagli, novotvorba
krevnich kapilar, supramolekularni shromazd’ovani proteoglykanii v mezibuné¢ném
prostoru). Diky schopnosti extrémni absorpce vody je umoznéno udrzovani homeostazy,

tkanové hydratace a lubrikace. [1-5]

Mimo jiZ uvedend mista vyskytu u ¢lovéka je pfitomna také u dalSich obratlovet, naptiklad
v kohoutich hiebincich, praseci kizi, krali¢i osrdecnikové tekuting, aj. Déle je soucasti
membran n€kterych mikrobidlnich patogenli, naptiklad Pasteurella multocida,
Streptococcus uberis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus equi. Tyto mikroorganismy
vyuzivaji HA k zapouzdiovani svych bun&k, ¢imz zabrafiuji imunitnimu systému

rozpoznani patogenu, a snizovani adheze k prostiedi. [6—8]

Tyto mikroorganismy, kohouti hiebinky, pupec¢ni $itira, sklivec hovéziho dobytka a hovézi

synovialni tekutina patii mezi nejvynosnéjsi zdroje priimyslové vyroby HA. [7, 9]
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1.2 Chemicka struktura

Linearni makromolekula HA je tvofena disacharidovou jednotkou sestavajici z kyseliny
D-glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu, navzijem spojenych stifidavé p(1—4)

a B(1—3) glykosidickymi vazbami, jak lze vidét na Obr. 1. [1, 2]

COOH CH,OH
O
H
@)
H/n L
| |
H NHCOCH
kyselina D-glukuronova N-acetyl-D-glukosamin

Obr. 1: Strukturni jednotka HA [1]

Na zékladé chemické struktury lze vysvétlit jeji schopnost znaéné absorpce vody, a to diky
velkému mnozstvi pfitomnych karboxylovych skupin. Navic repulze naboji téchto skupin
zapti¢inuje velmi dobrou rozpustnost HA ve vod€. Hydroxylové a karboxylové skupiny
jsou vhodnym mistem pro chemickou modifikaci molekuly. Na misto karboxylové skupiny
je mozné navic po jeji disociaci navazani kationti kovi (pravé Na' ve fyziologickém

prosttedi) nebo polykationtti. [10]

Jak popsali zeym. Hascall a kol., k energetické stabilizaci disacharidové jednotky, potazmo
polymerniho fetézce, je nutné dosazeni vyhodného stérického usporadani. V ekvatorialni
roving jsou uloZeny objemné hydroxyly, n€které karboxyly a anomerni uhlik (hydroxylové
a karboxylové skupiny tvoii polarni ¢ast fetézce). V méné energeticky vyhodné axialni

roving jsou umistény malé vodikové atomy a ptedstavuji nepolarni ¢ast fetézce. [11, 12]

Disacharidové jednotky jsou vii¢i sobé vzajemné pootoceny o 180°. Diky tomuto otadceni
je vyslednym uspotfadanim celé molekuly jednoduchd péasova Sroubovice stabilizovana
vodikovymi mistky. Tato Sroubovice piedstavuje sekundarni strukturu polymerniho
fetézce HA. Vzijemnd asociace HA fetézcl je i pfes jejich zaporny naboj umoZnéna
pfitomnosti hydrofobnich oblasti tvofenych osmi C-H skupinami uloZenymi stfidavé
na stranach Sroubovice. To zplsobuje navic jizZ zmifiované staceni fetézce a pravdépodobné

také interakce s lipidovymi membranami a proteiny v organismu. [12—19]
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2 HYALURONAN SODNY V ROZTOKU

Jak jiz bylo zminéno, terciarni strukturou HA je tocitd Sroubovice. Toto usporadani
je stabilizovano vodikovymi vazbami mezi amidovymi a karboxylovymi skupinami,
van der Waalsovymi silami, vzijemnym odpuzovanim karboxylovych skupin
a elektrostatickymi interakcemi. Kombinace téchto interakci a hydrofobniho chovéni
umoziuje ukladani velkého poctu molekul HA vedle sebe a tim vznik tzv. polymerni
sit¢ HA. Po vzniku vazby mezi dvéma hydrofobnimi misty na témze fetézci mize navic

dojit k vytvoteni tzv. smycky, kterou Ize vidét na Obr. 2. [20-22]

CHs

_____ a o / 5
cx{n.._k_‘(}xc\/wﬂ--.__c),,
-------------------------- -H_;c\ﬁ/ "'"'"“""'“'""""""'CHs/c‘\‘o
GleA GleNAG GlcA 0 GleA GlcNAc

Obr. 2: Smycka na retezci HA [20]

2.1 Polymerni Fetézce a statistické klubko HA ve vodnych roztocich

Mozné vzajemna uloZeni fetézcli HA popsali Scott a kol., viz Obr. 3:

a) Paralelni: stfidavé ulozeni karboxylovych a amidovych skupin smétujicich k ose,
nebo od osy fetézce.

b) Antiparalelni: Z paru karboxylové a amidové skupiny smétuje jedna skupina k ose
a druhd od osy fetézce.

¢) Antiparalelni: UloZeni jako v piipad¢ b), ale navic je mozné spojeni karboxylovych
skupin podobné¢ jako pii tvorbé tzv. smycek. Toto usporadani
je nejpravdépodobnéjsi diky téméef poloviéni vazebné energii oproti zbylym

moznostem uloZeni. [19]
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Obr. 3: Mozné vzajemné ulozeni retezci HA [19]

Kratké fetézce polymeru tvoii linearni ¢ast makromolekuly, zatimco dlouhé fetézce
se sbaluji a vytvareji tuhé statistické klubko, jak také popsali Scott a kol. [14] Kombinaci
chemické struktury polymerniho fetézce, vodikovych vazeb mezi sousednimi sacharidy,
repulzi mezi karboxyly, van der Waalsovymi silami, elektrostatickymi interakcemi
a interakcemi s rozpousStédlem je urceno chovani polymerniho fetézce v roztoku.
To je navic ovlivnéno shlukovanim hydrofobnich Casti fetézci ve vodnych roztocich,
aniZ by dochézelo k tvorbé chemickych vazeb. Tuhé, rozbalené polymerni klubko HA
vyplituje v roztoku velké domény, které se vzajemné prekryvaji a tvoti organizovanou sit’
(organizace sit¢ ovliviiuje napt. morfogenezi). Skutecnd koncentrace hyaluronanu
v téchto doménach je velmi nizka, asi 0,1 mg/ml, pfipadn€ méné ve zfedénych roztocich.
Sit’ v roztoku je tvofena uz od velmi nizkych koncentraci HA v roztoku, od 1 pg/ml.
Vysokomolekuldrni HA pfi této koncentraci tvoifi témét nekonecnou sit’, nejsou
detekovany okrajové fetézce. Naopak u nizkomolekuldrni HA je sit’ tvofena uz pii nizSich
koncentracich, ale vzniklé sit€¢ se vyznacuji zdanlivé separovanymi ostrivky. Spojovanim
fetézci do Sroubovic vznikd mechanicky pevnéjsi struktura ptispivajici k typickym

reologickym vlastnostem roztoki tohoto polymeru. [12, 18, 19, 23]

Ve ziedéném roztoku ma HA charakter velkého solvatovaného klubka s asi 1000krat
veétsim objemem oproti nesolvatované formé polymeru. Velikost statistického klubka
je umérna molekulové hmotnosti HA. Schopnost velké absorpce vody a tim zplsobené
velké expanze klubka je zptsobena jeho chemickou strukturou (velké mnozstvi pfitomnych

karboxyll a vodikovych vazeb ztuzujicich polymerni fetézec). [10]
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2.2 Statistické klubko HA v solnych roztocich

V polymernim fetézci HA se nachdzi znacné mmnozstvi karboxylovych skupin. Diky
tomu HA tvoii snadno komplexy s kationy pfitomnymi v roztoku, protoze tak dochazi
k neutralizaci kyselého charakteru karboxylové ¢asti fetézce. Proto se HA vyskytuje
ve fyziologickém prostfedi organismu nejcastéji ve forme své soli, hyaluronanu sodném.
Interakci se sodnymi ionty jsou vytésnény molekuly vody z nabotnalého polymerniho
klubka, ¢imz se zmensi jeho hydrodynamicky objem, jeho flexibilita a difuzni koeficient
vzrostou. Analyza koeficientu vzijemné difuze HA ukdzala, ze koeficient roste
se zvysujici se koncentraci polymeru v roztoku nebo snizujici se iontovou silou
rozpoustédla. Difuzni koeficient je zvySovan pouze do urcité koncentrace, po jejim

ptekroceni se stdva nezavislym na koncentraci iontl v roztoku. [20, 22, 24, 25]

S rostouci iontovou silou rozpoustédla je polymerni klubko HA ovliviiovano stale
siln€¢j§imi coulombovskymi interakcemi ovliviiujicimi jeho konformaci. Interakce
ovliviiyjici konformaci klubka jsou zavislé¢ také na mocenstvi iontd. VétSina kationtl
zpiisobuje uloZeni fetézci do dvojSroubovic. V pfitomnosti sodnych, draselnych
a amonnych iontli jsou fetézce ulozeny v levotoCivych ctyfSroubovicich. Pritomnost
vapenatych ionti vede kuloZzeni v levotoCivych trojSroubovicich. Charakter ionth
a vzniklych Sroubovic, respektive cCetnost pifitomnych vodikovych vazeb ztuZzujicich
klubko, ovliviiuje vysledné reologické chovani. Napiiklad ke sniZeni viskozity pfispivaji
vzestupn¢ ionty sodné, draselné, manganaté a nejvice vapenaté (z téchto piikladii). Dalsi
priklady iontii ovliviiujici tokové vlastnosti jsou znadzornény na Obr. 4. Tyto ionty jsou
pfitomné v télech organisml a s jejich pomoci mohou byt upravovany télni tekutiny

dle momentalnich pozadavkl organismu. [20-22, 26—29]
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Obr. 4: Tokova kiivka HA rozpusténé ve vodeé a solnych roztocich [21]

2.3 Vliv pH na statistické klubko HA

Disociacni konstanta pK, karboxylovych skupin HA nabyva dle zbytki kyseliny
glukuronové hodnot 3—4 v zavislosti na iontovych podminkach roztoku. Hodnota pKa
ji fadi mezi stfedné silné kyseliny. Proto se zména pH roztoku vyrazné projevi na miie
disociace této kyseliny. Mirou disociace jsou ovlivnény mezimolekuldrni interakce
jak mezi fetézci HA, tak 1 s ionty pfitomnymi v roztoku, ¢imz je ovlivnéno reologické
chovani roztoki HA. Pfi pH 7 a vyse jsou karboxylové skupiny pfevazné ionizovany
a makromolekula HA se chova jako polyanion, ktery ma pfidruzené, vymeénitelné
kationové protiionty pro udrZeni neutrality ndboje. Smérovy tok elektrolytem
prostfednictvim takové polyanionové domény miiZze vést k dostatecnému oddéleni naboje
pro vytvofeni proudového potencidlu. Mirny stupeni degradace je pozorovan za kyselych

(pH < 1,6) a zasaditych podminek. (pH > 12,6). [12, 13, 30, 31]

Na Obr. 5 lze vidét srovnani velikosti polymernich klubek HA o M, = 500 kDa
rozpus$téného v de-ionizované vodé, roztoku NaCl a NaOH. Jak je uvedeno vyse, zmenSeni
hydrodynamického objemu polymerniho klubka ma za nasledek zvétSeni jeho flexibility

a difuzniho koeficientu. [20, 22]
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de-ionizovana voda

0,5M NacCl
0,5M NaOH
Polomér klubka 95 33,5 17,5
Porovnani objemu 100 4.4 0,61

Obr. 5: Porovnani velikosti polymerniho klubka HA v riiznych

roztocich, uvedené polomery klubka jsou v nm [20]

Zavislost viskozity na pH byla zkoumana Gurou a kol. V rozmezi pH 5—11 bylo naméteno
konstantni limitni viskozitni ¢islo. Pfi pH menSim nez 5 doSlo k poklesu viskozity
a objemu klubka pravdépodobné v disledku protonace glukuronovych skupin. Zjisténé
viskozitni charakteristiky 1ze vidét na Obr. 6. [32] Pii pH vyssim nez 11 dochazi k poklesu

viskozity zejm. kviili rozpadu vodikovych vazeb a tim snizeni tuhosti fetézct. [31]
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Obr. 6: Zavislost viskozity roztoku a velikosti klubka na pH a koncentraci polymeru [32]
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2.4 Difuze pres doménovou strukturu HA

V dtsledku uspotadani polymernich klubek HA do doménové struktury mohou malé
molekuly (voda, elektrolyty a ziviny) voln¢ difundovat s rozpoustédlem témito doménami.
Vétsi molekuly (proteiny) jsou ztéchto domén kvili své hydrodynamické velikosti
castecné vylouceny. Se zvétSujici se velikosti molekuly je jeji difuze pfes doménu
pomalejsi, je zadrzovana uvnitf port domény, jejichz efektivni velikost je v Case
proménna. Z toho vyplyva, Ze doménovou strukturou HA mohou projit molekuly riizné

velikosti. [12, 14]

2.5 Viskoelastické vlastnosti roztoku HA

Na rozdil od jinych polysacharidii dochazi velmi snadno u HA k tvorbé slabé vazanych siti
uz pii velmi nizkych koncentracich polymeru v roztoku. Tyto sité¢ a chemicka struktura
jsou pficinou typického viskoelastického a pseudoplastického chovéni systému v roztoku.
Viskoelasticita je zvySovana s rostouci molekulovou hmotnosti a koncentraci polymeru
v roztoku. Déle je ovlivnéna pH roztoku a iontovou silou rozpoustédla. Na zaklade¢
viskozitnich meéfeni vodnych roztokit HA Gribbon a kol. popsali, Ze s rostouci
molekulovou hmotnosti, koncentraci a rychlosti smykové deformace piechdzi roztoky

z newtonského na nenewtonské chovani. [13, 30, 33-35]

2.5.1 Vliv proudéni kapaliny na polymerni systém v roztoku

Pti natahovani polymerniho klubka za toku kapaliny, respektive jeho deformaci za toku,
pusobi zaroven dvé slozky:
e rotacni tok o tthlové rychlosti w,

e clongacni tok s rychlosti deformace § (viz Obr. 7) [36]
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Obr. 7: Deformace klubka spolupiisobenim

elongacni a rotacni slozky toku kapaliny [36]
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Krotaci klubka bez deformace klubka dochazi pii nulové rychlosti deformace.
Naopak velké deformace klubka jsou piedpoklddany pii nulové uhlové rychlosti.
V redlném toku kapalin jsou obé slozky nenulové, mira deformace klubka tudiz zavisi
na jejich relativni velikosti. Pfi stejném podilu obou slozek dochézi k nejvétsi deformaci,
natazeni klubka ve sméru proudéni. S rostoucim pritokem je umoznéna vét§i mira
protazeni, protoze je usnadnéno prekonani entropickych sil v klubku. Po natazeni klubka
nasleduje jeho relaxace. Ta je ovlivnéna jednak pfirozenou snahou systému o dosazeni
minima energie, ale i Brownovym pohybem. Po ukonceni relaxace ziistava klubko
natazené do ftetézce, nebo se sbali zpét do podoby statistického klubka. Na Obr. 8
je znazornéna deformace a nasledna relaxace polymerniho klubka. [36]

—

Obr. 8: Deformace a relaxace polymernich retézcii za toku [36]

Jak je jiz uvedeno vyse, roztoky HA vykazuji viskoelasticky charakter. Elastické vlastnosti
se projevuji odolnosti polymerni sité vici rychlému a kratkodobému proudéni roztoku.
Odolnost je umoznéna distribuci zatizeni nebo smykové sily v ramci sité. Za viskozni
projev chovani lze povazovat odolnost sit¢ pomalému a dlouhotrvajicimu proudéni,
které vede k zipovému rozruseni intermolekuldrnich vazeb mezi fetézci (zejm. vodikovych
mustkll), dale k narovnani fetézcl a jejich pieskupeni diky opétovnému znovuvytvoteni
intermolekularnich vazeb. U vySSich koncentraci HA vroztoku za pulsobeni
vysokofrekvenénich kmitii prevliada elastickd slozka deformace. Na Obr. 9 je uveden

viskoelasticky model sit¢ HA dle Hascalla. [12, 33, 34]
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Obr. 9: Model znazornujici viskoelasticky charakter site HA [12]

Tento pomérné jednoduchy viskoelasticky model byl posléze rozsifovan o dalsi poznatky.
Scott a Heatley popsali jednak fet¢zce HA jako antiparalelni Sroubovice vzhledem
podobné lanu, a jednak systém vodikovych vazeb rozsiteny o spojeni cukernych zbytkl
pfes molekuly vody. Tento popis struktury koreluje s tuhosti fetézcii a reversibilnim
poklesem vysoké viskozity pii vysokém pH. Dle této dvojice je pro viskoelastické chovani
zasadni samoorganizace fet¢zci HA. Tuto teorii podporuje zejména piitomnost

hydrofobnich oblasti umoZziujici asociaci fetézcl a jejich staceni. [37, 38]

Pseudoplasticky charakter roztoki HA je dasledkem rozbalovani klubek a fetézch
usporddanych do Sroubovic po uvedeni roztoku do toku. S pseudoplasticitou souvisi
tixotropni chovani roztokii HA. To je ureno Casoveé zavislymi a vratnymi zménami
usporddani polymerniho systému pfi rozrusovani vazeb mezi fetézci a jejich nasledném
znovuvytvofeni. Pfi smykovém naméhani polymeru v roztoku je s casem sniZovana
zdanliva viskozita, pfi ponechani systému v klidu se vazby obnovuji a viskozita opét roste.
Tim se reorganizuje nejen polymerni klubko, ale i polymerni sit’, do které jsou klubka pro-
pojena. S rostouci koncentraci roztoku je sice zvySovana pevnost sit€, nicméné
oproti tomu je snizovana moznost jeji deformace, potazmo reorganizace. Systém degraduje

az pti dlouhodobém vystaveni vysokym smykovym deformacim. [33, 34, 39]
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Maleki a kol. se zabyvali vlivem stdlého smykového toku na intermolekuldrni asociace

zfedénych a poloziedénych vodnych roztoki HA. Vysledky jejich studia lze shrnout

nasledovné:

2.5.2

Pti ptisobeni vysokych rychlosti smykové deformace na poloziedéné roztoky HA
se vyrazné projevilo jejich tixotropni chovani. Pii nasledném navratu k nizkym
rychlostem smykové deformace nebyla pozorovana hystereze.

Polymerni syst¢ém HA mechanicky nedegraduje pii vystaveni vysoké rychlosti
smykové deformace (1000 s™' po dobu 10 min).

Po zvySeni teploty z 10 °C na 45 °C u 1% hm. roztoku HA poklesla zdanliva
viskozita o cca 40 %.

Pfi aplikaci nizké rychlosti smykové deformace (0,001 s™) na zfedény roztok HA
bylo pozorovano zvyseni viskozity roztoku. Tato skute¢nost podporuje domnénku,
ze k tvorbé silnéjsSich asociacnich struktur pfi nizkych koncentracich HA dochazi
pravdépodobné diky snadngj$i reorganizaci fetézcl. Dale se predpoklada,
ze smykem indukované protazeni klubka a zipové rozruSeni intermolekularnich
vazeb mezi fetézci ovliviiuje nasledné znovuvytvoieni vodikoveé vazanych struktur
a polymerni sit¢.

Pii puisobeni vys§i rychlosti smykové deformace (0,1 s™) byly polymerni fetézce
vyrovnany a viskozita klesala s ¢asem, protoze vyssi rychlost pratoku brani tvorbé
asociacnich struktur.

Po vystaveni roztokli zvysujici se rychlosti smykové deformace béhem kratkého
¢asu se polymerni sit’ rozpadla, ale byla obnovena po navratu k nizkym rychlostem

smykové deformace. [39]

Vliv piisobeni tlaku na polymerni systém v roztoku

Studiu planarni elongace roztoki HA se vénovali Haward a kol., kdy simulovali namahéni

synovialni tekutiny v kolennim kloubu (schéma viz Obr. 10). Za podminky absence skluzu

na sténé¢ obecné plati, Ze tok generovany tlakem vytvaii slozité, ¢asové proménné

nehomogenni pole s charakterem:

silného smyku v blizkosti povrchu desek,
biaxidlniho podélného toku,
stagna¢nim bodem ve stfedni roviné mezi deskami (Cerveny kiizek na Obr. 10).

[40, 41]
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Obr. 10: Schéma tokového

pole generovaného tlakem [40]

Ve stagna¢nim bod¢ je rychlost kapaliny nulova, tudiz zdrznd doba zde muze byt
v podstat¢ nekonecnd. Za tohoto predpokladu lze ocekavat rozpleteni flexibilnich
makromolekul a jejich znaéné protazeni. Vlivem zna¢ného protazeni dochazi k prekroceni
relaxaéniho Casu makromolekul HA, respektive Weissenbergova cisla, proto fetézce
v protazeném stavu zUstanou. Protazeni fetézcli vede k fddovému nardstu elastickych
napéti a zdanlivé viskozity. Tim je umoZznén mechanismus pohlcovani energie v prub¢hu

narazového zatiZeni i pii velmi vysokych rychlostech deformace. [42—44]

Lubrika¢ni vlastnosti HA zptisobuji vznik toku v objemu tekutiny a rust vyznamu
extenzionalnich prispévkt k toku ve stfedni roviné mezi deskami oproti smykovym

ptispévkim. [40]

Stabilité lubrikacnich a tlumicich vlastnosti synovialni tekutiny na styku s chrupavkou
se veénovali Zandara a kol. Jako modelovy syst¢ém byla  pouzita
dipalmitoylfosfatidylcholinova dvojvrstva, na jejimz povrchu byla sledovana adsorpce HA
za pusobeni rtizné vysokych hydrostatickych tlaka a teplot. Byla prokdzdna mnohem vétsi
stabilita a plnd reverzibilita systému po adsorpci HA (pfes hydrofobni oblasti na

fetézcich). [45]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

2.6 Metody charakterizace roztoki HA

2.6.1 Rozptyl svétla

Rozptyl svétla je primarni metodou pouzivanou k charakterizaci molekulové hmotnosti
a velikosti makromolekul HA. Je fazen mezi absolutni techniky, jako je osmometrie,
sedimentace nebo hmotnostni spektrometrie, ale pouze rozptyl svétla 1ze pouzit ke spojeni
sonline systtmem napf. gelové permeacni chromatografie a tim ziskat kompletni

informaci o rozptylech molekulovych hmotnosti HA. [23]

2.6.1.1 Staticky rozptyl svétla

Mezi nejbéznéjsi metody analyzy pomoci statického rozptylu svétla patii Sirokothly
a viceuhlovy rozptyl svétla. Staticky rozptyl svétla umoZiluje piimé meéfeni, piipadné
extrapolaci na nulovou koncentraci, diky ¢emuz lze zjistit primérnou molekulovou
hmotnost, polydisperzitu, gyra¢ni polomér, stupen vétveni, polomér otaceni, tuhost fetézce,

hodnotu druhého viridlniho koeficientu nebo molekularni expanze HA. [23]

Kombinace gelové permeacni chromatografie s detektorem vicetthlového rozptylu

je standartni metodou pro analyzu molekulové hmotnosti HA. [23, 46, 47]

2.6.1.2 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla neboli fotonova korelaéni spektroskopie je metoda pouZivana
ke stanoveni primérné velikosti Castic (tzv. z-average) a odhadu polydisperzity suspenzi,
koloidnich roztokd, makromolekul, tekutych krystald, hydrodynamickych interakci
v koncentrovanych roztocich disperzi. [48, 49] Ptiprava vzorkd a postup méfeni HA
roztokd byl optimalizovan v ramci dizerta¢ni prace Lenky Musilové. [50, 517 Obdobny

postup ke zjisténi z-average a zeta potencialu HA pouzivaji i dalsi autofi. [25, 52, 53]

2.6.2 Reometrie, viskozimetrie

Jak jiz bylo popsano vySe, roztoky HA jsou Nenewtonské, viskoelastické a vyznacuji
se pseudoplastickym charakterem. To znamend, Ze jejich viskozita je vyrazné zavisla
na rychlosti smykové deformace, molekulové hmotnosti, iontové sile rozpoustédla, teploté,
aj. Po prekrocCeni kritické koncentrace tvorby sité roste viskozita roztoku exponencialné

s koncentraci. [18, 22, 54]
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Relaxacni ¢as polymernich fetézct, respektive jejich modul pruznosti, Ize na reometrech
mefit dvéma zpiisoby. Pii méfeni rychlosti smykové deformace je relaxacni ¢as imérny
prevracené hodnoté kritické smykové rychlosti odectené z namétfené tokové kiivky.
Druhou moznosti je méfeni v oscilanim moddu, kdy pfi nizSich frekvencich prevlada
viskozitni odezva (ptfedstavujici ztratovy modul), naopak pii vyssich frekvencich prevlada
elastickd odezva roztoku (soufazovy modul). Relaxacni ¢as odpovida pievracené hodnoté
frekvence pii prekiizeni téchto kiivek. Métfeni viskozity roztokii HA by mélo probihat
pii nizkych rychlostech smykové deformace tak, aby nebyl piekroCen relaxacni cas

polymerniho fetézce a tim nedoslo ke zkresleni vysledka. [23, 55]

Stanoveni viskozity roztokd je provadéno dle Hugginsovy, Kramerovy, Martinovy
nebo Mark-Houwinkovy rovnice. Dale je mozné piepocteni viskozity na molekulovou
hmotnost polymeru. Experimentdlni zjiSténi viskozity probihd na temperovaném
kapilarnim viskozimetru (pfipadn¢ ve spojeni s metodou statického rozptylu svétla),
u rozpoustédla je pfedem stanovena Mark-Houwinkova konstanta (napf. pomoci
kapalinové chromatografie). Viskozimetr je volen dle molekulové hmotnosti HA tak,
aby méfeni probihalo za co nejmensi rychlosti smykové deformace. [20, 22, 32, 39, 56, 46,

51, 57]

Pro ve vodé rozpustné polysacharidy byly odvozeny alternativni Mark-Houwinkovy
rovnice pro korelaci viskozity, rychlosti smykové deformace a koncentrace. Tyto rovnice
plati pro oblasti bud’ velmi nizkych (respektive nulovych) nebo velmi vysokych rychlosti

smykovych deformaci, kde je viskozita konstantni. [58]

Reologicka a viskozimetrickd méteni lze provadet na rotaCnim viskozimetru s geometrii
dvojitého valce, souosych valci nebo geometrii kuzel-deska, Ubbelohdeho kapilarnim
viskozimetru, kapildrnim kuli¢kovém viskozimetru nebo ultrazvukovém viskozimetru. [22,

31, 32, 55, 56]

2.6.3 Chromatografie

Urceni molekulové hmotnosti, respektive jejiho rozptylu, probiha pomoci gelové
permeacni, iontoméni¢ové, iontové reverzni nebo kapalinové chromatografie ve spojeni
se statickym rozptylem svétla. [20, 31, 32, 46, 47, 52, 53, 59,] Byla provedena také

optimalizace frakcionace vyluCovaci chromatografie pro ultravysokomolekuldrni HA. [60]
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2.6.4 Elektroforéza

Elektroforéza je dal$i metodou kurceni molekulové hmotnosti. HA je polyanion
s konstantnim pomérem naboje a molekulové hmotnosti, pouzitim vhodného média lze
tedy na zaklad¢ rtizné mobility makromolekul ve stejnosmérném elektrickém poli rozdélit
vzorek na frakce o rizné molekulové hmotnosti. Pro nizkomolekuldrni HA jsou pouzivany
zesiténé polyakrylamidové gely, pro separaci vysokomolekularni HA agarové gely. [20,

61, 47]

2.6.5 Interferometrie

Me¢éieni difuznich koeficientd zavislych na koncentraci polymeru v roztoku bylo
optimalizovano Dudou a kol. diky zkonstruovani klinového interferometru. [62]
Tuto metodu lze pouzit také pro stanoveni koncentrace, popisu rozlozeni koncentra¢niho
gradientu a botnani polymeru rozpoustédlem. [63, 64] Mrackem a Urbanem byl vytvofen
software k analyze interferometrickych dat z pribéhu difuzniho procesu pfi botnani
polymeru, respektive HA. [65] Na zaklad¢ vysledk ziskanych z klinového interferometru
a viskozitnich charakteristik byly provedeny vypocty zdanlivého difuzniho koeficientu
botnani, aktivaéni entalpie difuze, aktivacni entalpie botnani a termodynamicka aktivita
rozpoustédla. [66] Vzajemne difuzni koeficienty byly naméteny také Wikem a Comperem
prostfednictvim mezni relaxace v analytické ultracentrifuze Raleigho interferen¢ni optikou
a absorp¢ni optikou pomoci fluoresceinem znacené HA. [24] Pro stanoveni vzajemnych

difuznich koeficientil je nové pouZivana Taylorova disperzni metoda. [57]

2.6.6 Rentgenova difrakce

Rentgenovou difrakci byla stanovena konformace HA napnutych fetézci a popsany
vybrané interakce. Jednofetézcové konformace obsahujici 2, 3 nebo 4 disacharidoveé
jednotky na oto¢ku byly popsany v pritomnosti H', Na”, K, Ca®", aj. iontd.
Dvojsroubovice se ctyfmi disacharidovymi jednotkami na oto¢ku byly popsany

v iontovych podminkach H/K', Rb", NH,". [14, 23, 27, 67-69]

2.6.7 Nuklearni magneticka rezonance

Prostfednictvim nuklearni magnetické rezonance a simulace prostoru vypliujicich
molekularnich modeld byla zobrazena sekundarni struktura HA ve smési vody

a dimethylsulfoxidu. Struktura byla pfedem stanovena v dimethylsulfoxidu, rozpoustédle
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pusobicim jako akceptor vodikovych vazeb. Zobrazeny tak byly stabilni vodikové mustky.
Po pfidavani vody byly sledovany zmény konformace HA s ohledem na tvorbu ,,vodnych
mosti* mezi karboxyly a acetamidovymi skupinami. [15, 23] Tato metoda byla pouzita
k popisu sekundarni, terciarni struktury v roztoku (napf. uspofadani intramolekuldrni
vodikové vazby kolem glykosidické vazby a jeji vliv na konformaci) a zarovei
byl sledovan vliv smykové deformace na zménu konformace klubka. Metoda mtize rovnéz
slouzit ke stanoveni Cistoty materialu pfed biologickymi testy. [16, 20, 31, 38, 53, 67, 69,
70,71, 68, 72, 73]

2.6.8 Elektronova mikroskopie

Pomoci elektronové mikroskopie a naslednych pocitacovych simulaci bylo zjisténo, ze HA
v roztoku mize tvofit utvary podobné listim nebo tubam, které jsou stabilizovany
prostfednictvim vodikovych vazeb mezi hydroxymetylovymi a karboxylovymi skupinami
u antiparalelnich fetézcl. Uspofadani do listd a tub potvrzuji nékteré viskoelastické

a biologické vlastnosti HA. [19, 52, 53, 70, 72]

2.6.9 Konfokalni mikroskopie

Spontanni asociace fetézcl byla zobrazena pomoci FRAP a FRET metod, které umoziuji
zobrazeni slabych interakci 1 za vysokych koncentraci roztoku (tj. kdy je ptekroCena
kriticka koncentrace a domény HA jsou pirekryty), kdy jsou interakce mezi fetézci
nejpravdépodobnéjsi. Koncentracni zavislost umoziiuje rozliSeni elektrostatickych
interakci a vodikovych mistkli sousednich sacharidl, které se vyskytuji za vSech
koncentraci. Také Ize popsat difuzni charakteristiky vcetné difuzniho koeficientu vzniklé

polymerni sits. [20, 23, 35, 53, 74, 75]

2.6.10 Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Tato metoda ve spojeni s termogravimetrickou analyzou byla pouzita ke stanoveni poctu
molekul vody v hydratovaném objemu HA riznych molekulovych hmotnosti v pfitomnosti
riznych protiiontd rozpoustédla. Dale bylo zjisténo, ze odpafovani vody z HA
je kompenzovano uvoliiovanim tepla a zaroven tvorbou novych vazeb v nadmolekularni

struktute. [76, 77]
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Mimo vyse uvedené techniky jsou v literatufe popsany studie vyuzivajici mikroskopii ato-
marnich sil, tenziometrii a goniometrii, jak je popsano v nasledujici ¢asti vénované chovani

HA na fazovych rozhranich.
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3 HYALURONAN NA FAZOVYCH ROZHRANICH

Dle definice T. Younga aj. W. Gibbse je rozhrani hranici mezi fazemi, na které se méni
skokové jejich vlastnosti. Je prirovnavano k hypotetické elastické membrang,
na jejimz povrchu molekuly neustdle interaguji za ucelem dosazeni stavu energetického
minima, potazmo co nejmensi a nejhladsi plochy. Rozdilné typy povrchovych rozhrani 1ze

charakterizovat pomoci povrchového, respektive mezifazové napéti. [78]

3.1 Rozhrani kapalina - plyn
Tvorba tohoto typu rozhrani je fizena a ovlivnéna zejm. témito interakcemi:

e hydrofobnimi: Ve vodnych roztocich, ve kterych jsou pifitomny nepolarni fetézce,
maji tyto interakce nejvétsi vliv na tvorbu fdzového rozhrani. Hnaci silou procesu
sniZovani povrchové energie je migrace hydrofobnich fetézcii a jejich nasledné
asociace s jinymi molekulami na rozhrani kapalina - plyn. Na fazovém rozhrani
zabranuji kontaktu hydrofobnich molekul s hydrofilnimi molekulami polarniho
rozpoustédla a tim podporuji jejich reorganizaci.

e clektrostatickymi: Jejich vliv zavisi na podminkéch systému, mezi které patii pH
nebo iontovd sila rozpoustédla, a déale na charakteru pfitomnych molekul,
zda obsahuji stejné nebo opaéné elektrické ndboje. Vysledkem téchto podminek
jsou bud’ pfitazlivé, nebo odpudivé interakce. lontova sila rozpoustédla ovlivituje
nepiimo Umérné pevnost a rozsah téchto interakei.

e vodikovymi vazbami: Jsou pfitomny v systémech, kde rozpusténa latka, ptipadné
rozpoustédlo, obsahuji sami o sobé vodikové vazby. Vzhledem k Cetnosti téchto
vazeb u makromolekul HA Ize ptedpokladat jejich zvySeny vliv.

e stérickym vyloucenim: Makromolekuly HA jsou objemné makromolekuly,
proto se v systémech stérické vylouceni vyskytuje za kazdych podminek.

e povrchovym potencidlem: Vznikd v dasledku pfitomnosti molekul vody,
které se v blizkosti fdzového rozhrani pfednostné orientuji kyslikovymi atomy
smérem k rozhrani, a dosahuje hodnoty 100200 mV. Tim dochézi k ovliviiovani
migrace a reorganizace molekul povrchové aktivnich latek (tenzidi/surfaktantit)
na fazovém rozhrani. Potencidl je v kone¢ném disledku urcovan charakterem

vzniklé mezifazové vrstvy a je imérny hustoté ptitomnych dipo6la. [79-81]
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V daném systému je mira jednotlivych interakci z&visla na charakteristikach polymeru,
respektive HA (molekulova hmotnost, konformace, flexibilita, aj.) a rozpoustédla (pH,

iontova sila). [80]

V konkrétnim systému pii dané teploté a tlaku jsou interakce fizeny snizovanim Gibbsovy
volné energie. Tudiz muZze byt sniZzena entalpie nebo zvySena entropie systému.
Pokud mé systém maly objem, pifimé pftitazlivé van der Waalsovy a coulombické sily

snizuji Gibbsovu energii na ukor entropie. [82]

Chovani vSech polysacharidi, nejenom HA, na fazovych rozhranich je predmétem
mnohych studii, protoze polysacharidy lze pouzit jako pfirodni alternativu syntetickym
latkdm vkladanych do organismu a rozhrani kapalina - plyn Ize pfipodobnit k membranadm.
Jak znamo, celé organismy jsou tvofeny a fizeny mnoha témito hierarchicky uspofddanymi
mikrostrukturami a jejich interakcemi. Studium chovani a ovlivnéni reorganizacnich
schopnosti polysacharidi na tomto fazovém rozhrani by tedy mohly pfinést poznatky
vyuzitelné pfi vyvoji systémt fizeného wuvolilovani 1é¢iv, povrchovych upravach

implantatl, vyvoji biosenzort, aj. [79, 81]

3.1.1 Adsorpce na rozhrani kapalina - plyn

Odpor molekul vody a nepolarnich ¢asti fetézcli na rozhrani zptisobuje pokles mezifazové
volné energie a tim vede k adsorpci, agregaci, formovani micel nebo separaci povrchové
aktivnich latek na tomto fadzovém rozhrani. Polymerni ftetézce migruji v disledku
Brownova pohybu a zpodnétu hydrofobnich sil krozhrani, kde se reorganizuji
nepolarnimi ¢astmi fetézce do plynné fadze a poladrnimi do vodné faze. Makromolekuly
se pfednostné na rozhrani reorganizuji kvili znaénému odporu mezi nabitymi polarnimi
skupinami, které jsou v pfimém kontaktu s vodou, pfestoze by byla v daném okamziku
energeticky vyhodné&jsi jejich agregace. Informace o zménach konformace polymeru

na fdzovém rozhrani neptimo zprostiedkovava méteni zmény povrchového napéti. [79, 81]

Zda se bude dany typ materidlu adsorbovat na fazovém rozhrani lze odhadnout z Gibbsovy
rovnice a pokles povrchového napéti s casem v zavislosti na koncentraci roztoku
dle Hua-Rosenovy rovnice. Vliv koncentrace a teploty na casovy vyvoj povrchového
napéti solnych roztokiit HA byl popsan Ribeirem a kol. U zfedénych roztoki je nejdiive
povrchové napéti témét konstantni (tzv. indukéni perioda), poté rychle poklesne (tvorba
jedno/vicevrstevné adsorbované vrstvy na rozhrani) a je dosazeno mezirovnovahy,

kdy je pokles povrchového napéti velmi maly a makromolekuly jsou reorganizovany.
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Nakonec je dosazeno rovnovazného stavu, kdy je povrchové napéti konstantni.
U koncentrovanéjsich roztokid neni detekovana indukéni perioda, protoze pocet molekul
adsorbovanych na rozhrani je dostatecny, aby bylo zajisténo rychlé obsazeni
a reorganizovani makromolekul HA na rozhrani. Casovy vyvoj povrchového napéti

zahrnujici jak adsorpci, tak i reorganizaci HA na rozhrani je znazornén na Obr. 11. [83]
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Obr. 11: Vyvoj povrchového napéti v case [84]

U zifedénych roztoki prakticky bez povrchové aktivity jsou fetézce HA prevazne
odpuzovany od rozhrani v souladu s jejich hydrofilnim charakterem. U koncentrovang;Sich
roztoku je adsorpce vyrazné vyssi a odpovida hodnotam pro tvorbu vice vrstev na rozhrani.
U roztokl prevySujicich kritickou koncentraci je na rozhrani posléze vytvorena také sit’.
Tvorba sité, ptipadné filmu, je studovana s ohledem na interakce s buitkami. Dalsi studie
se zabyvaji tvorbou micel nebo derivati HA a jejich chovanim na tomto rozhrani

pro tizenou distribuci 1éCiv. [83, 85, 86]

3.1.2 Reorganizace na rozhrani kapalina - plyn

Reorganizaci pfedchazi difuze makromolekul na rozhrani. K charakteristikam tohoto déje
patii rozptylovani cCastic a vyrovnani jejich koncentrace v celém objemu. Fyzikalni
podstatou je druhy termodynamicky zakon, tedy zvySovani entropie systému tak,
aby bylo dosazeno stavu s co nejnizsi energii. Rychlost je dana charakterem a koncentraci

molekuly vzhledem k rozpoustédlu, coz ovlivituje silové interakce a difuzni koeficient,
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dale je ovlivnéna teplotou a viskozitou. Tyto parametry ovliviiuji také cely nasledny proces

reorganizace. [79, 81]

Po nadifundovdni makromolekul na rozhrani za¢ind jejich rozprostirani a rozbalovani.
Linearni molekuly difunduji k rozhrani a ukladaji se paralelné¢ snim, rozvétvené
se rozprostiraji dle typu molekul pod ur¢itym uhlem k rozhrani. Poté je makromolekula
reorganizovdna nepolarnimi fetézci k plynné fazi a poldrnimi do vodné faze.
U polysacharidi je jejich volna energie ovlivnéna stérickym odporem jednotlivych fetézct,
ktery ve vysledku omezuje reorganizaci. Znazornéni difuze, adsorpce a reorganizace v ¢ase

lze vidét na Obr. 12. [79, 81, 87]
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Obr. 12: Difuze, adsorpce a reorganizace

polysacharidu na fazovém rozhrani v case [87]

3.1.3 Metody charakterizace adsorpce a reorganizace na rozhrani kapalina - plyn
Povrchové napéti je méteno za pouZiti nasledujicich metod:

e visici kapky [83],
e Wilhelmyho destickové metody [50] [51],

e Du Noiiyho odtrhovanim prstence [86].
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3.2 Rozhrani kapalina - pevna latka

Pro tento typ rozhrani je z fyzikalniho hlediska dilezitad znalost miry povrchové energie
astim spojené smaceci charakteristiky a velikost kontaktniho thlu mezi fazemi.
Na zakladé téchto charakteristik lze popsat rozlozeni a velikost sil pusobicich

na tomto rozhrani. [78]

3.2.1 Smaceni

V souladu s druhym termodynamickym zakonem je snahou kapky dosazeni stavu
v rovnovaze kohezni sily pasobici uvniti kapaliny a adhezni sily pasobici mezi kapalinou
a pevnou fazi. Velikost kontaktniho thlu je vysledkem poméru povrchovych energii

kapaliny a pevné latky spojené s rovnovahou adheznich a koheznich sil. [78]

3.2.2 Adsorpce a reorganizace na rozhrani kapalina - pevna latka

Na rozhrani kapaliny a hydrofobniho povrchu dochazi k adsorpci a reorganizaci
makromolekul dle obdobnych pravidel jako u rozhrani kapalina - plyn. Mezi vyznamnéjsi
rozdily patfi ftizeni adsorpce pomoci elektrostatickych a vodikovych sil namisto
hydrofobnich. S ohledem na pH a iontovou silu rozpoustédla dochéazi k tvorbé vodikovych
mustkl a orientaci hydroxylovych skupin k rozhrani. U zfedénych roztoki jsou polymerni
fetézce rozprostirany rovnobézné s rozhranim, u koncentrovanéjsich jsou fetézce ukladany
kolmo k rozhrani, stejn¢ jako fazovych rozhrani kapalina - plyn popisovanych vyse. [88,

89]

U koloidnich roztokii s velmi malymi pevnymi ¢asticemi je adsorpce zavisla na jejich
koncentraci v roztoku. Pii nizké koncentraci je adsorpce ndhodna, pii tzv. kritické
koncentraci dochazi k obsazeni pravé vSech molekul schopnych adsorpce a pii vySsi
koncentraci  pfebytecné  makromolekuly = mohou rozruSovat stavajici  vazby

a tim destabilizovat stdvajici uspofadani na fazovém rozhrani. [79, 81]
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3.2.3 Metody charakterizace adsorpce a reorganizace na rozhrani kapalina - pevna

latka

e kolorimetrické metody: Hustota adsorbovanych molekul je sledovéana pomoci
UV-VIS spektroskopie s ohledem na vyvoj absorbance vzorku v ¢ase. [90, 88]

o clektrokinetickd méfeni: Je méfen zeta potencial roztokli o rizném pH a iontové
sile, jsou popsany elektrostatické interakce. [88]

e FTIR, fluorescen¢ni spektroskopie: Béhem adsorpce je sledovan posun spekter
aznich popsano usporadani charakteristickych skupin s ohledem na vzniklé
vodikové vazby mezi polymerem a povrchem. [52, 88] Metodu lze pouzit také
k zobrazeni hustoty adsorpce HA na povrchu. [45]

e AFM: Jsou zobrazeny polymerni fetézce v pevném stavu a jejich adheze k povrchu
substratu (slidy, piip. grafitu) za rdznych podminek. [88, 89, 91, 92]
Pokud je polymer v plném kontaktu s povrchem, Ize urcit navic délku fetézce,
molekulovou hmotnost a jeji rozptyl. Lze také zobrazit HA v kapalném stavu. [93]

e RTG analyza: Je zobrazena struktura substratu (dvojvrstvy), pribéh a hustota

adsorpce HA. [45]

Interakce a chovani polysacharidi, potazmo HA, na fizovém rozhrani kapalina - pevna
latka jsou studovany za tcelem aplikace ziskanych poznatkli do oblasti zvySovani bunééné
adheze na rtznych povrSich, pro popis vzijemnych reakci polysacharidii s proteiny,
pro vyuziti v tkdnovém inzenyrstvi nebo v dalSich odvétvich mediciny. [23, 89, 91, 94]
Prace Bertsové a kol. je ptikladem chemické modifikace povrchu biomateridlli a vyvoje
implantatd. Na silikagel s povrchovou vrstvou oxidu kiemi¢itého byla chemicky
naroubovéana HA o riznych koncentracich. NanadSenim méné¢ koncentrovanych roztoktit HA
dvoustupniovou depozici vznikaji struktury s vyS$im obsahem vody a jsou citlivéjsi
na pfitomnost iontd, jsou tedy vhodné pro dopravu léciv. Naproti tomu struktury vzniklé

z koncentrovangjSich roztokt maji dobré bariérové vlastnosti. [95]

3.3 Rozhrani kapalina - kapalina

Toto rozhrani vznika na styku dvou vzdjemné nemisitelnych kapalin nebo v ramci jedné
kapaliny, ve které se vyskytyji mista sriznym povrchovym napétim, riznymi
reologickymi charakteristikami, aj. Tato mista vznikaji napiiklad v disledku plisobeni

samoorganizované¢ho Bénard-Marangoniho proudéni v roztoku. Adsorpce a reorganizace
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makromolekul probiha na zaklad¢ obdobnych zakonitosti jako u rozhrani kapalina - plyn.

[78, 96]

3.3.1 Bénard-Marangoniho proudéni

Samoorganizované Bénard-Marangoniho proudéni (B-M proudéni) vznika v roztocich
s volnym povrchem (fazové rozhrani kapalina - plyn) a vySkou vodniho sloupce
do jednoho centimetru. Vznik tohoto proudéni je podminén nehomogenitou povrchového
napéti kapaliny vyvolavajici vznik tecného napéti z ditvodu teplotnich fluktuaci, poptipadé
rozdilnych koncentraci v povrchové vrstvé, coz muze byt rovnéz zapfi¢inéno
horizontalnim teplotnim gradientem. Dusledkem téchto zmén je transport po fazovém
rozhrani z mist o vyS$i teplot¢ do mist snizsi teplotou (tj. zmist o niz§i hodnoté
povrchového napéti do mist s vy$§im povrchovym napétim). Mimo rychlych zmén
koncentrace v povrchové vrstvé kapaliny ovliviluje prabéh proudéni vypatfovani
rozpoustédla z horni vrstvy. To znamend, Ze vznikajici proudéni je snahou systému
o vyrovnani hodnot povrchového napéti a koncentraci. Mimo to na styku jednotlivych

B-M buné¢k dochézi ke tvorbé rozhrani kapalina - kapalina. Trajektorie proudéni a posuvu

¢astic v hexagonalnich bunikach je zndzornéna na Obr. 13. [97]

Obr. 13: Bénard-Marangoniho bunky [97]

3.3.2  Vliv B-M proudéni a tokovych nestabilit na polymerni klubko

Bylo prokazano, ze polymerni klubko je tokem deformovano nebo orientovano a tvofi
pravidelné Casoprostorové struktury v zavislosti na své elasticite, jak bylo popsano vyse.
Separace toku na makroskopické urovni s riznymi reologickymi charakteristikami muize
zpiisobovat smykem indukovany vznik struktur, jejichz ptekryv je ovlivnén elasticitou
polymernich klubek. Nestability spojené s reorganizaci tokovych mikrostruktur
a doprovazené formovanim past s raznou rychlosti smykové deformace jsou béznou

soucasti toku. [98—100]
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Propojime-li vyse uvedené tokové nestability s nelinearitou B-M proudéni, kdy na styku
B-M bunék je proudéni rychlej§i oproti proudéni ve stfedu bunék, vznikd velmi
komplikovany systém separovanych toka v rdmci B-M bungk s riiznou rychlosti, teplotou
a povrchovym napétim. Tyto separované toky o rtznych reologickych charakteristikach
rizné¢ deformuji a reorganizuji polymerni klubka. Na styku B-M bunék dochazi
k interagovani polymernich klubek na rozhrani kapalina - kapalina, na hornim okraji
kapalina - vzduch. Polymerni klubka jsou tedy neustale mechanicky reorganizovana. [97,

98, 101]
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I. PRAKTICKA CAST
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4 POPIS EXPERIMENTU

V souladu s hlavnimi cili této prace byly pfipravovany roztoky hyaluronanu sodného
orozdilné stfedni molekulové hmotnosti. Pro pfipravu roztokli bylo pouzito tiepaci
zafizeni, temperované magnetické michadlo a =zafizeni generujici teplotni spady.
Ptipravené roztoky byly charakterizovany pomoci tenziometrie, goniometrie, dynamického

rozptylu svétla a viskozimetrie.

4.1 Pouzité chemikalie

K ptipravé roztoka byl pouzit hyaluronan sodny v kosmetické Cistoté o rizné molekulové
hmotnosti, viz Tab. 1, od spole¢nosti Contipro a. s. Pro piipravu fyziologického roztoku
(0,9% hm.) byl pouzit NaCl — Bioextra od Sigma-Aldrich a ultradista voda s odporem

18,2 MQ-cm pfipravend pomoci reverzni osmézy na zafizeni Direct-Q.

Tab. 1: Prehled pouzitych vzorkit HA

Stfedni M, [kDa] Distribuce My, [kDa] Oznaceni
124 100-150 My 124
243 150-350 My243
370 250450 M,,370
600 500-1 200 My600
1180 500-1 200 M, 1180
1 500 1 400-1 600 M, 1500

4.2 Cisténi skla, kontrola jeho povrchové &istoty

Veskeré sklo pouzité k piipraveé a charakterizaci roztokti bylo ocisténo v sérii lazni v fadé
za sebou: kyselina sirova, oplach destilovanou vodou, kyselina chlorovodikova, oplach
destilovanou vodou, peroxid vodiku. V kazdé z lazni kyselin a peroxidu bylo sklo
ponechano minimalné 20 minut. Poté bylo sklo oplachnuto destilovanou vodou, acetonem,
destilovanou vodou a etanolem, s naslednym umisténim do suSarny vytemperované
na 120 °C na dobu 20 min pro zajisténi jeho sterility. Povrchova Cistota skla s ohledem
na piitomnost povrchové aktivnich latek byla nasledné kontrolovdna méfenim zmén
povrchového napéti Cistého rozpoustédla, z n€éhoz byly nasledné pfipravovany polymerni

roztoky.
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4.3 Piiprava roztoki

Ptiprava roztokid probihala tfemi rozdilnymi pfistupy, v nichz se neménila pouze stiedni
teplota rozpousSténi, ale rovnéz mira namdhini polymerniho systému v pribchu

jeho rozpousténi.
Byly pouzity nasledujici zafizeni a nastaveni procesnich parametri:

e Tftepaci stroj: HA byla rozpousténa ve fyziologickém roztoku ve sklenéné lahvi
za pokojové teploty (24 £ 1) °C na tfepacim stroji LT 2 po dobu 12 az 48 h,
viz Obr. 14.

Obr. 14: PouZité trepaci zarizeni s umistenym roztokem polymeru

e Temperované michadlo: HA byla rozpousténa ve fyziologickém roztoku
ve sklenéné lahvi na magnetickém michadle (typ IKA RCT basic) s temperacni

lazni pfi teploté 24 nebo 50 °C po dobu 12 az 48 h, viz Obr. 15.

Obr. 15: Pouzitd temperacni lazen na magnetickém

michadle s roztokem polymeru
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e Zafizeni generujici teplotni spad: HA byla rozpousténa ve fyziologickém roztoku
ve sklenéné Petritho misce (o poloméru 5,5 cm a vysce 1,1 cm) v zafizeni
generujicim definované teplotni spady (TFFC, viz Obr. 16) po dobu 24 h
za raznych teplotnich spadi. Rozlozeni teplot a smér teplotniho spadu ptisobiciho

na rozpoustény roztok je znazornén na Obr. 17.

Obr. 16: Specialné zkonstruované zaiizeni na UFMI pro generaci

definovanych teplotnich spadii (TFFC)

V dolni ¢asti Obr. 16 je vyobrazena pracovni jednotka zafizeni s popisem hlavnich
konstrukénich soucésti: 1) pomocny ram, 2) ventilaéni tunel, 3) horni topna/chladici
plocha, 4) spodni topné/chladici plocha, 5) chladi¢, 6) zékladna, 7) antivibrac¢ni blok,
8) drzak teplotniho ¢idla, 9) teplo vodivy ,,sendvic* (Cu-polymer-Cu), 10) topny clanek,
11) plastova deska, 12) modifikacni cela, 13) nerezovy plech, 14) kondenzator, 15) ocelova
deska.
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Napajeni horni plochy

Chladici‘topna plocha
Teplotni ¢idlo - [
kontrola teploty
Topna plocha
Napajeni dolni plochy Ty =Ty

AT
T1

Obr. 17: RozlozZeni teplot a smer teplotniho spadu piisobiciho na roztok polymeru

umistény v Petriho misce mezi funkcni plochy zarizeni uvedeného na Obr. 16

4.4 Pouzité mérici metody

4.4.1 Wilhelmyho destickova metoda

Pomoci této metody bylo méfeno povrchové (mezifazové) napéti

na rozhrani

kapalina - plyn - pevnd latka. Princip metody je zaloZen na méfeni okamzité sily plisobici

na desticku prochézejici fAzovym rozhranim, viz Obr. 18. Sila je méfena velmi citlivym

systémem vah. PliSek je nejcastéji vyroben ze zdrsnéné platiny kvili jeji inertnosti a velmi

vysoké povrchové energii, respektive nulovému kontaktnimu uhlu smaceni. [84] [102]

Povrchové napéti roztoku je piepocitano ze vztahu (1). [84]
F =mg + Lo - cosf — shpg,

kde: sila potfebna k vyrovnani Pt plisku do svislé polohy,
hmotnost plisku,

gravitacni zrychleni,

delka smaceni plisku,

povrchové napéti,

kontaktni tthel smaceni,

tloustka Pt plisku,

vyska ponofeni,

hustota.

DT > QNI Y

(1
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F = sila [mN]
" Pt plisek
_r/“‘ =0° \
kapalina desticka |
5 \'\
A _~ L = smacena délka [mm)]
~— ~

—_— e

plyn (vzduch)

kapalina

Obr. 18: Schéma Wilhelmyho destickové metody [102]

V této praci byla metoda pouzita ke sledovani ustalovani rovnovéahy roztokii HA v Case,
pozorovatelné v podobé poklesu povrchového napéti roztokii s HA v Case, kde se HA

muze za urcitych podminek samovolné adsorbovat a reorganizovat.

K méfeni povrchového napéti byl pouzit Processor Tensiometer, Kriiss K12 od spole¢nosti
KRUSS GmbH. Vzorky byly pfed méfenim vytemperovany v susarné na teplotu 37 °C.
Poté byly pfelity do vytemperované méfici nadoby, kterd prosSla standardnim postupem
Cisténi skla a byla ovétena jeji Cistota kontrolnim méfenim povrchového napéti Cisté vody
nebo fyziologického roztoku. Vlastni meéfeni na tenziometru Kriiss K12 probihalo
pfi konstantni teploté¢ 37 °C. Pfed zapocetim méfeni byl vzorek 30 s intenzivné michan,
aby doSlo krozruSeni organizace HA na fdzovém rozhrani kapalina-plyn, poté byl
ponechan 30 s v klidu, nasledné probihalo méteni povrchového napéti platinovou sondou
po dobu 300 s. Mezi kazdym meéfenim byl plisSek oplachnut vodou, etanolem, vodou

a vyzihan nad plamenem.
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4.4.2 Metoda visici kapky

Druhou metodou pouzitou pro analyzu zmén povrchové aktivity pfipravenych roztoki HA
byla metoda visici kapky. Princip této metodiky je zaloZen na analyze profilu kapky,
respektive porovnani skutecného profilu zkoumané kapky, viz Obr. 19, s teoretickym

tvarem, ktery je dan Laplaceovou-Youngovou rovnici (2):

1 1
Ap=o- (Rl(x.yz) + Rz(x,y.Z))’ @

kde kapilarni tlak Ap i hlavni poloméry kiivosti R; a R, udédvaji polohy povrchu kapky

V prostoru.

Obr. 19: Schéma proménnych
analyzovanych na visici kapce nezbytnych

pro vypocet povrchového napeti [103]

Pro ucely tohoto kontrolniho méfeni bylo pouzito zatizeni Kriiss Drop Shape Analyzer
DSA30. M¢feni na tomto zafizeni probihalo za konstantni teploty 37 °C pii konstantni

relativni vlhkosti.

4.4.3 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS) je metoda pro stanoveni velikosti ¢astic (tzv. z-average)
a odhadu polydisperzity, respektive intenzitné¢ vazené distribuce velikosti vSech populaci
Castic pritomnych ve zkoumaném vzorku. Dopadem monochromatického svétla
z laserového zdroje do roztoku s ¢asticemi konajicimi Browniiv pohyb dojde k interferenci
a Dopplerovu posunu. Diisledkem Dopplerova posunu je zména frekvence rozptyleného
zéafeni oproti pavodnimu zatfeni spojena s velikosti Castic. Vysledkem jsou fluktuace

intenzity rozptyleného zafeni pohybujici se okolo jeji primérmé hodnoty. V pfipadé¢ zndmé
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teploty a viskozity rozpoustédla je fluktuace intenzity rozptyleného svétla ptimo umérna
velikosti molekuly, respektive jejimu hydrodynamickému priméru. Ptrevod intenzity
fluktuaci rozptyleného svétla na korelacni funkci, meéfeni stupné¢ podobnosti mezi
jednotlivymi signaly a prepocet na z-average zajisStuje korelator. Schéma metody Ize vidét

na Obr. 20. [49, 103, 104]

zeslabovac

Obr. 20: Schéma principu DLS metody [105]

K naméfeni z-average byl pouzit Zetasizer Nano ZS od spole¢nosti Malvern Instruments.
HA ve fyziologickém roztoku byla pfefiltrovana pfes PTFE mikrofiltr (velikost
port 0,45 ul). Poté byl vzorek HA v kyveté nafedén fyziologickym roztokem na vhodnou
koncentraci k detekci velikosti ¢astic HA. Samotné meéfeni velikosti €astic probihalo
pod uhlem 173° pii teploté 25 °C. Méfeni zavislosti z-average na teploté byla provedena
v rozsahu teplot 5 aZ 60 °C s krokem po 1 °C nebo vrozsahu 30 az 45 °C s krokem
po 3 °C.

4.4.4 Kulickovy viskozimetr

K méfeni dynamické viskozity byl pouzit kuli¢kovy Hopplertv viskozimetr. Hlavni ¢ast
pfistroje je tvofena temperovanou a uzavienou sklenénou kapildrou, ktera je naplnéna
charakterizovanou kapalinou. Samotn¢ meéteni viskozity spo¢iva v méfeni doby padu ku-
licky mezi dvéma znackami na kapilate. Typ kulicky je volen dle pfedpokladané velikosti

viskozity. Dynamicka viskozita je poté spocitana dle vztahu (3). [106]
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n=1t(p; —p) K-107°, (3)

kde: n dynamicka viskozita,
T doba padu kulicky,
p1  hustota kulicky,
p,  hustota méfené kapaliny,
K  konstanta kulicky.

Na Obr. 21 je schéma Hopplerova (kulickového) viskozimetru.

- teplomér

Obr. 21: Schéma Hopplerova viskozimetru [106]

V ramci této prace byl pouzit Hoppleriv automaticky kuli¢kovy kapilarni viskozimetr
Lovis 2000 M/ME v kombinaci s hustomérem od spolecnosti Anton-Paar. Byla pouzita
sklenéna kapilara o vnitfnim praiméru 1,59 mm a ocelova kulicka s primérem 1,5 mm
a hustotou 7,66 g-cm™. M&feni viskozity probihalo pod tthlem 10 a 70° v rozsahu teplot

25 az 50 °C s krokem 5 °C.
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5 VYSLEDKY A JEJICH DISKUZE

V ramci této Casti prace bude rozdiskutovan vliv rozdilnych postupii piipravy na zménu
chovani a charakteru polymerniho klubka HA v roztoku. Pro tcely tohoto popisu byly
pouzity tfi hlavni charakteriza¢ni metodiky, jak je popsano v ptedeslé kapitole. Ve snaze
o co nejpiehlednéjsi prezentaci ziskanych vysledkl a jejich diskuzi bude nasledujici text

¢lenén podle pouzitych méficich metodik.

5.1 Charakterizace zmén povrchové aktivity HA v roztoku

Dosavadni poznatky o chovani polymernich klubek polysacharidii, potazmo HA
na fdzovych rozhranich jsou popsany v kapitole 3.1 teoretické ¢asti prace. Vlastni difuze,
adsorpce a reorganizace polymeru na fazovém rozhrani zasadnim zplisobem ovliviuji
vyvoj povrchového napéti v Case. Pro ucely charakterizace rozdilného chovani HA
v roztocich pfipravenych za odlisSnych podminek byla pouZita tenziometrie (Wilhelmyho

destickova metoda) a goniometrie (metoda visici kapky).

5.1.1 Srovnani vysledkii z méFeni pomoci tenziometrie a goniometrie

V odborné literatuie je nejCastéji pro charakterizaci zmén povrchové aktivity polysacharida
na fazovych rozhranich zminovana metodika visici kapky [83] Mimo to jsou zminovany
postupy vyuzivajici Wilhelmyho destiCkovou metodu [108]. Otdzkou zustava, ktera
z metodik je vhodngjsi pro ucely této charakterizace. Odpoveéd na tuto otdzku lze nalézt
z porovnani Obr. 22 a 23. V prvnim experimentu byl charakterizovan roztok HA a voda
metodou visici kapky. Z dat uvedenych na Obr. 23 Ize vidét, Ze voda 1 HA vykazuji
podobnou miru poklesu povrchového napét v ¢ase, nicméné hodnoty povrchového napéti
pro roztok HA jsou poloZeny o néco nize oproti ¢isté vod€. Podobné chovani a hodnoty
pro obdobné vzorky muzeme pozorovat na Obr. 22, jehoz data byla ziskdna pomoci
tenziometrického pfistupu. Z porovnani téchto dat plyne, Ze ziskané¢ vysledky z obou
metodik jsou srovnatelné. Nevyhodou metody visici kapky je jeji extrémni citlivost
na pusobeni sebemensi vibraci zokoli, coz se projevuje ,kostrbatou zavislosti
povrchového napéti na Case, viz Obr. 23 a 24. Tyto vibrace z okoli mohou negativné
ovlivilovat proces organizace polymeru na fazovém rozhrani, coz se muze projevovat
pomalej§im poklesem hodnoty povrchového napéti, jak je patrné z porovnavanych
obrazku. Z tohoto divodu byla piednostné pouzivana Wilhelmyho destickova metoda,

kterd neni na tuto proménnou tak moc citlivd. Na druhou stranu nutno poznamenat,
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ze pro dlouhodoba méfeni zavislosti povrchového napéti na Case, viz Obr. 24, je vhodnéjsi

metoda visici kapky, kde data z podstaty uspotadani méfeni a méfici cely nejsou ovlivnéna

odparovanim rozpoustédla a vysychanim povrchové vrstvy, jako v ptipadé dlouhodobych

méieni na tenziometru (tato méteni nebyla provadéna v ramci této diplomové prace).
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Obr. 22: Zmény povrchového napéti v case pro roztok HA a vody mérené

pomoci Wilhelmyho destickové metody
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Obr. 23: Zmeny povrchového napéti v case pro roztok HA a vody mérené

pomoci metody visici kapky
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Obr. 24: Zmeny povrchového napéti v case pro roztok HA a vody mérené

pomoci metody visici kapky v dlouhém casovém intervalu

5.1.2 Michané a tfepané roztoky

V ramci mé bakalarské prace [109] bylo zjiSténo, Ze vhodnym nastavenim procesnich
parametri rozpousténi HA (stfedni teplota, teplotni spad, organizované proudéni kapaliny,
hmotnostni podil polymeru v roztoku, vySka rozpousSténé¢ho roztoku, ¢as) lze upravit
charakter polymerniho klubka HA tak, Zze vykazuje zvySenou povrchovou aktivitu
na fAzovém rozhrani. Otazkou zlstava, zdali neexistuje jind moznost piipravy polymerniho
roztoku, kterd zplsobi zménu fyzikalnich charakteristik polymerniho systému tak,
aby vykazoval obdobné chovani, aniz bychom museli zasahovat do chemického slozeni
systému. Ve snaze o nalezeni odpovédi na tuto otazku byly pfipravovany tfady roztoki
pomoci rozdilnych pfistupti a byly charakterizovany zmény jejich povrchovych aktivit
a dale pak diskutované stfedni velikosti polymernich klubek ¢i zmény viskozity systému

jako celku.

V nasledujici Tab. 2 jsou uvedeny hodnoty povrchového napéti roztokti vSech dostupnych
sttednich molekulovych hmotnosti (My) pfipravovanych tiepanim 24 a 48 h za pokojové
teploty a michanim pfti 50 °C po 24 h. Pro tyto zdkladni metody pfipravy roztok a jejich
charakterizaci byly vybrany koncentrace od 1 % hm. pro nejniz§i dostupnou stiedni
molekulovou hmotnost do 0,05 % hm. pro nejvyssi stifedni molekulovou hmotnost.
SniZujici hmotnostni podil HA v roztoku byl volen zdmérné tak, aby stfedni hodnota

viskozity byla co nejpodobnéjsi. Jak je vidét v Tab. 2, povrchovéa aktivita vSech
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srovnavanych roztoki po 300 s se od zacatku méfeni pfili§ nezménila oproti rozpoustédlu,
respektive fyziologickému roztoku. Z ¢ehoz plyne, Ze pfi takto nastavenych hmotnostnich
podilech polymeru o rozdilnych stfednich M,, nelze tfepanim po dlouhou dobu
48 h pii pokojové teploté, ¢i michanim pii zvySené teploté 50 °C upravit charakteristiky

HA v roztoku tak, aby vykazovala zvySenou povrchovou aktivitu na fizovém rozhrani.

Pozn.: Zména povrchové aktivity je vyjadiovana Acy3p = Go - G300 , kde oy se rovnad
hodnoté povrchovéeho napéti rozpoustédla (fyziologického roztoku) mérené v case
10 s od zacatku mereni (70,50 £ 0,05) mN/m. Tento propocet byl volen zamérné s ohledem
na nezanedbatelnou skutecnost, podle niz by pocdtecni hodnota povrchového napéti
roztokit meéla vychazet z jednoho bodu. To znamend, Ze pokud bychom idealne rozrusili
organizaci polymeru na fazovém rozhrani pred pocatkem méreni a zacali bychom mérit
roztok, meli bychom v prvotnich okamzicich mérit pouze povrchové napéti rozpoustédia,
coz je prakticky pomoci Wilhelmyho destickové metody nemozné z ditvodu casovych

prodlev popsanych v experimentalni casti prdce.

Pozn.: Vysvétleni symbolu v ndsledujicich tabulkach:

M, stredni molekulova hmotnost HA,

w hmotnostni podil polymeru v roztoku,

T, teplota rozpousteni nebo rozsah teplot na TFFC,
T stredni teplota v roztoku na TFFC,

t, cas rozpoustent,

o0 povrchové napéti roztoku HA v case mereni 10 s,
0300  povrchové napéti roztoku HA v case meéreni 300 s,
0o povrchové napéti fyziologického roztoku hodnota zaznamenand

v ¢ase 10 s od zacatku meéreni; og = (70,50 = 0,05) mN/m.
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Tab. 2: Zmena povrchové aktivity polymerniho klubka trepanych a michanych roztoki

vSech dostupnych strednich molekulovych hmotnosti

Povrchové Povrchové Zména
M., W o T; t; .. wur "
(kDa] | [%] Ptiprava °C1 | [h] napéti po 10 s | napéti po 300 s | povrch. napéti
010 [mN/m] 0300 [mN/m] A(So_300 [mN/m]
Fepatk 4 24 70,89 + 0,12 69,02+ 0,11 1,48
fepacka
124 | 1 |["P 48 | 7122+0,18 | 70,66+ 0,23 20,16
michadlo| 50 24 70,89 £ 0,07 70,22 +£0,21 0,28
L 24 71,41 £0,06 70,10 £ 0,06 0,40
trepacka | 24
243 | 0,8 48 70,81 £ 0,04 70,19 +£ 0,07 0,31
michadlo| 50 24 71,42 £0,08 70,08 + 0,09 0,42
tepacka | 24 24 71,30 £ 0,02 68,86 £ 0,02 1,64
370 | 0,6 | P 48 | 71,16£0,05 | 69,14+ 0,26 1,36
michadlo| 50 24 71,27 £0,21 70,13 £0,08 0,37
L 24 70,66 + 0,04 69,12 +0,11 1,38
trepacka | 24
600 | 0,3 48 71,09 £ 0,08 69,86 £ 0,11 0,64
michadlo| 50 24 70,04 £ 0,33 69,82 + 0,33 0,68
tepacka | 24 24 70,90 £ 0,16 69,78 £ 1,12 0,72
11801 0,1 p 48 70,73 £ 0,06 69,85+ 0,08 0,65
michadlo| 50 24 71,01 £ 0,09 70,03 £ 0,02 0,47
Hepatk o4 24 70,83 £ 0,24 70,29 +£ 0,27 0,21
fepacka
1 500 (0,05 P 48 70,64 + 0,09 69,40 + 0,00 1,10
michadlo| 50 24 70,32 £ 0,23 69,44 £ 0,29 1,06

V Tab. 3 jsou niZe uvedeny povrchové aktivity koncentracni fady 0,1-0,8 % hm. tfepanych
roztokll pii pokojové teplote¢ po dobu 24 h pro vybranou stfedni molekulovou hmotnost
370 kDa. Nejvétsi povrchovou aktivitu lze pozorovat u 0,1 % hm. roztoku HA.
Z porovnani tohoto pozorovani s daty uvedenymi v Tab. 2. by se mohlo zdat, Ze pokud
chceme zvysit povrchovou aktivitu HA v roztoku, musime zvolit optimalni hmotnostni
podil polymeru v roztoku pro jeho ptipravu tak, aby bylo zajisténo optimalni ovliviiovani
makromolekuldrnich klubek v roztoku a pfitom nedochazelo k tvorbé provazanych
sitovych struktur. Nicmén¢ pokud porovndme data uvedend v Tab. 3 a Tab. 4, vidime,
ze zvysSené povrchové aktivity je dosazeno 1 u nizkého podilu polymeru v roztoku
pfipravené¢ho michanim. Co je ovSem zasadni pro roztoky pfipravované michanim,
viz Tab. 4, nebyly ziskany z roztoki pro kazdy z uvedenych hmotnostnich podilii polyme-
ru v roztoku, nybrz postupnym ziedovanim zasobniho roztoku 1 % hm. Jednoprocentni

vw v

roztok nevykazuje téméf Zadnou povrchovou aktivitu, oproti tomu zfedéni tohoto roztoku
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na 0,1 % hm. ma za nésledek prudké zvyseni povrchové aktivity na fazovém rozhrani,
coz vypovidd o dominantnim vlivu hmotnostniho podilu polymeru na zménu povrchové
aktivity HA bez ohledu na to, zda byl roztok pfipravovan pii nizkém, nebo vysokém
hmotnostnim podilu polymeru v roztoku. Z téchto vysledki plyne, ze pokud zvolime
dostate¢né nizky hmotnostni podil polymeru v roztoku, dame polymeru dostatek prostoru
k tomu, aby mohlo dojit k rozruseni sitové struktury HA v roztoku a jednotliva klubka
se mohla chovat jako samostatné entity schopné samoorganizace na fazovych rozhranich

kapalina - plyn.

Tab. 3: Zmena povrchové aktivity polymerniho klubka v roztocich pripravovanych

trepanim pro molekulovou hmotnost 370 kDa a rozdilné hmotnosti podily HA

v roztoku
M,, [kDa] Ptiprava: T, [°C] t. [h]
370 tfepanim 24 24
Povrchové napéti Povrchové napéti y “or
o Zména povrch. napéti
w [%] po 10 s po 300 s Ao [mN/m]
o610 [mMN/m] 6300 [MN/m] 0-300

0,1 69,12+ 0,78 66,53 + 0,95 3,97
0,2 71,22 £0,18 70,09 £ 0,27 0,41
0,4 71,09 £0,13 70,21 £ 0,34 0,29
0,6 70,87 £0,12 70,17 £0,15 0,33
0,8 70,47 £ 0,03 69,87 £ 0,02 0,63
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Tab. 4: Zmena povrchové aktivity polymerniho klubka v roztocich pripravovanych
michanim pro molekulovou hmotnost 370 kDa a roztoky pripravené postupnym

ziredovani zasobniho roztoku o hmotnostnim podilu w = 1 % hm.

M,, [kDa] Ptiprava: T; [°C] t; [h]
370 michanim 50 24
Povrchové napéti Povrchové napéti y "
o Zména povrch. napéti
w [%] po10s po 300 s Ao [mN/m]
010 [mN/m] 0300 [mN/m] 0-300

0,1 66,86 = 0,04 64,30+ 0,19 6,20
0,2 69,43 + 0,09 67,82+ 0,81 2,68
0,3 70,54 £ 0,19 69,93 + 0,33 0,57
0,4 70,13 + 0,03 69,39 + 0,01 1,11
0,5 70,64 + 0,07 69,81 = 0,04 0,69
0,6 69,57 + 0,05 68,39+ 0,16 2,11
0,7 70,35+ 0,39 68,70 = 0,39 1,80
1,0 70,97 + 0,09 69,65 + 0,08 0,85

V Tab. 5 jsou uvedeny zmény povrchové aktivity HA pro rizné pfipravované roztoky
vybrané molekulové hmotnosti 370 kDa. Tato data pouze rozsifuji uvedené vysledky
aznovu ukazuji, Ze nevhodné zvoleny hmotnostni podil polymeru v roztoku, v némz
probiha rozpousténi, znemoznuje zvySeni povrchové aktivity HA na fizovém rozhrani.
Oproti tomu pokud pouZijeme dostatecné¢ vysoky hmotnostni podil polymeru v roztoku
w = 1% hm., Ize pomoci zafizeni generujici teplotni spady a stim souvisejici toky
kapaliny vyrazné zvysit povrchovou aktivitu HA, viz Tab. 6 a Obr. 25. Tento obrazek
vyobrazuje celkovy pribéh zmény povrchového napéti v Case a jasné demonstruje
zvySenou povrchovou aktivitu HA v roztoku, ktery byl pfipraven v TFFC zafizeni.
Tuto zvySenou povrchovou aktivitu lze zdivodnit zménou konformaci polymerniho
syst¢ému v disledku dlouhodobého smykového namahani vzdjemné se ovlivilujicich

fetézcl HA, jak je naznaceno v teoretické ¢asti prace.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

52

Tab. 5: Zména povrchové aktivity polymerniho klubka roztokit vybrané molekulové

hmotnosti 370 kDa pripravovanych riznymi zpuisoby prow = 0,6 % hm.

M W ¢ Povrchové Povrchové Zména
[kDV;] (%] Piiprava | T.[°C] [ﬁ] napéti po 10 s | napéti po 300 | povrch. napéti
° 610 [MN/m] | s 6300 [MN/m] | Aco.300 [MN/m]
12 71,26 £0,09 | 70,33 £0,02 0,17
ttepacka 24 24 71,30 £0,02 | 68,86 +0,02 1,64
48 71,16 £ 0,05 | 69,14 £0,26 1,36
12 71,32+0,06 | 69,98 +0,07 0,52
24 24 71,56 £0,11 | 70,81 £0,09 -0,31
michadlo 48 71,10 £0,03 | 70,25 +£0,09 0,25
50 12 71,41 £0,03 | 70,59 £0,13 -0,09
370 | 06 24 | 7127£021 | 70,13+0,08 0,37
48 70,96 +£ 0,10 | 70,25 +£0,11 0,25
50/24
(T=45.8) 71,32 +£0,20 | 70,10 £0,13 0,40
50/17
TFFC (T=44.7) 20 71,09 £0,08 | 69,62 +£0,26 0,88
50/10
(T=44.3) 70,85+0,03 | 69,95+0,06 0,55

Tab. 6: Zména povrchové aktivity polymerniho klubka roztokii vybrané molekulové

hmotnosti 370 kDa pripravovanych riuznymi zpusoby prow = 1 % hm.

(T=44,3)

M W ¢ Povrchové Povrchové Zména
[kDV;] %] Ptiprava | T;[°C] [ﬁ] napéti po 10 s | napéti po 300 | povrch. napéti
’ 010 [mN/m] S 0300 [mN/m] A00_300 [mN/m]
tiepacka 24 71,54 +£0,01 | 70,20 +0,01 0,30
) 24 71,44 +0,06 | 70,13 +£0,20 0,37
michadlo
370 1 50 20 | 71,51+£0,02 | 70,03 +0,04 0,47
TFFC >0710 6742+1,13 | 63,41+1,15 7,09
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Obr. 25: Vliv zpiisobu pripravy na zménu povrchové aktivity roztoki

HA 370 kDa pripravenych za jinak srovnatelnych podminek

5.1.3 Roztoky pripravené na TFFC zarizeni

Z dat uvedenych v ptedeslych podkapitolach plyne, Ze u HA obsazené v relativné velkém
hmotnostnim podilu nelze zvysit jeji povrchovou aktivitu bez vyuziti TFFC zafizeni,
tj. bez plisobeni organizovaného proudéni kapaliny. Otazkou zlstava, lze-li roztoky HA
o néjakém dalSim hmotnostnim podilu polymeru v roztoku upravit tak, aby vykazovaly
zvySenou povrchovou aktivitu. Je mozZzné nastavit TFFC jiné parametry (zvolit jinou
velikost teplotniho spadu), aby doslo opét ke zvySeni povrchové aktivity dispergované HA
ve fyziologickém roztoku. Odpovédi na tuto otazku lze nalézt v nasledujicich tabulkach

vvvvvv

praci [109].

V Tab. 7 a 8 jsou uvedeny zmény povrchové aktivity HA roztokii pro vybranou stfedni
molekulovou hmotnost pii ptipravé v TFFC. V Tab. 7 jsou srovnany povrchové aktivity
ruzné koncentrovanych roztokli vystavenych shodnému teplotnimu spadu, v Tab. 8
jsou srovndny povrchové aktivity shodné koncentrovanych roztokli vystavenych riznému
teplotnimu spadu. V obou tabulkach lze vidét markantni zménu povrchové aktivity
u 1% hm. roztoku pfi teplotnim spadu 50/10 °C. Vyvoj povrchové aktivity HA oproti

roztoklim vystavenym odlisSnym teplotnim spadiim je uveden na Obr. 26.
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Tab. 7: Zmena povrchové aktivity roztokii rozpustenych na TFFC, srovnani riznych

hmotnostnich podilit HA v roztoku

My, [kDa] T: [°C] tr [h]
370 50/10 20
Povrchové napéti Povrchové napéti y s
Zmeéna povrch. napéti
w [%] po10s po 300 s Ao [mN/m]
010 [mN/m] 0300 [mN/m] 0-300

0,4 70,91 £ 0,14 70,10 £ 0,03 0,40
0,6 71,04 + 0,08 69,84 £0,12 0,66
0,8 71,48 £0,18 70,27 £ 0,24 0,23
1,0 67,42 + 1,13 63,41 + 1,15 7,09
1,2 72,68 £ 0,02 70,55 + 0,20 -0,05
1,4 71,72 £ 0,05 70,36 £ 0,02 0,14

Tab. 8: Zmena povrchové aktivity roztokit rozpustéenych na TFFC, srovnani teplotnich

spadii
M, [kDa] w [%] t; [h]
370 1 20
Povrchové napéti Povrchové napéti Zména povrch.
T, [°C] po 10 s po 300 s napéti
010 [mN/m] 0300 [mN/m] A00_300 [mN/m]
50/10 (Ts=44,3 °C) 67,42 + 1,13 63,41 + 1,15 7,09
50/5 (T, =43,8 °C) 71,82 £0,02 70,55 £0,02 -0,05
55/10 (Ts=46,3 °C) 71,57 £ 0,00 70,15 + 0,04 0,35
55/5 (Ts=44,1 °C) 71,42 £0,07 69,53 £ 0,49 0,97
60/10 (Ts=47,5 °C) 71,59+ 0,11 70,11 £ 0,10 0,39
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Obr. 26: Vliv pusobictho rozsahu teplot na zménu povrchové aktivity polymerniho
klubka HA v roztoku pro Mw = 370 kDa a vychozi podil polymeru

v roztoku w = 0,6 nebo 1 % hm.

5.1.4 Vliv filtrace na povrchovou aktivitu

Posledni diskutovanou proménnou majici vliv na zménu povrchové aktivity je vliv filtrace
roztoku HA pted jeho charakterizaci na dynamickém rozptylu svétla (vysledky z této
metodiky budou diskutovany v nésledujici podkapitole). Tok kapaliny a tim spojené
smykové namahani HA pfi prichodu ma v ur€itych piipadech za nasledek reverzibilni

zménu povrchové aktivity HA, jak bude diskutovéano nize.

V Tab. 9 a 10 jsou uvedeny povrchové aktivity rizné pripravovanych nefiltrovanych
roztokd a roztokili méfenych okamzité po filtraci ptes PTFE filtr s velikosti port 0,45 pm,

s uvedenim vysledki pro roztok pfeméfenych nasledujici den.

V Tab. 9 pro michané roztoky je pozorovatelné, ze povrchova aktivita nefiltrovaného
roztoku druhy den mirné vzroste. Oproti tomu filtrace roztoku zplsobi vyrazné zvysSeni
povrchové aktivity oproti nefiltrovanému roztoku a s Casem tato aktivita klesa k hodnote

povrchové aktivity nefiltrovaného roztoku z druhého dne, coz je vidét rovnéz z Obr. 27.

V Tab. 10 jsou uvedeny povrchové aktivity tfepanych roztokti. Z dat uvedenych pro tento
experiment plyne, Ze takto pfipraveny systém nevykazuje zvySenou citlivost na proces

filtrace, to znamend, ze se neméni povrchova aktivita filtrovaného systému, viz Obr. 28.
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Tyto vysledky naznacuji, ze HA v roztoku pfipraveném metodou michani zaujimaji jinou
konformaci oproti HA, jez byla pfipravena metodou tfepani. Roztoky pfipravené v TFFC
zafizeni nebyly s ohledem na tento vliv testovany, protoze jak bylo diskutovano v diivéjsi

praci [110] vykazuji minimalni citlivost s ohledem na tuto proménou.

Tab. 9: Vliv filtrace na zménu povrchové aktivity v michanych roztocich

My, [kDa] w [%] Ptiprava: T; [°C] t; [h]
243 1 michanim 50 24
Povrchové napéti Povrchové napéti Zména povrch.
po 10 s po 300 s napéti
010 [mN/m] 0300 [mN/m] AG()_3()() [mN/m]
, 1. den 71,46 + 0,08 70,19+ 0,14 0,31
nefiltrovany
2. den 70,70 £ 0,14 67,72 +£2,97 2,78
. 1. den 67,24 +£ 0,72 61,62 +0,78 8,88
filtrovany
2. den 70,43 + 0,05 67,05+0,14 3,45
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Obr. 27: Vliv filtrace na zménu povrchové aktivity polymerniho klubka HA
v michaném roztoku (M,, = 243 kDa, w = 1 % hm.)
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Tab. 10: Vliv filtrace na zmenu povrchoveé aktivity HA v trepanych roztocich

M,, [kDa] | w[%] Ptiprava: T, [°C] t; [h]
243 1 ttepanim 24 24

Povrchové napéti | Povrchové napéti y o
Zmeéna povrch. napéti

po10s po 300 s
G1o [mMN/m] G300 [MN/m] Ado-300 [mN/m]
, | 1.den 71,44 £ 0,04 69,96 £ 0,29 0,54
nefiltrovany
2. den 71,37 + 0,09 70,44 + 0,16 0,06
, 1. den 71,27 + 0,06 70,02 + 0,08 0,48
filtrovany
2. den 71,28 £ 0,12 70,02 + 0,03 0,48
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Obr. 28: Vliv filtrace na zménu povrchové aktivity polymerniho klubka HA

v trepaném roztoku (M,, = 243 kDa, w = 1 % hm.)
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5.2 Velikost polymernich klubek a jejich chovani se zménou teploty

Obecn¢ je znadmo, ze velikosti polymernich klubek HA vroztoku zavisi
na charakteristikach rozpoustédla (pH, iontova sila), polymeru (molekulova hmotnost
a jeji rozptyl) a vneposledni fad¢ na historii smykového namahani, jak je popsano
v literatufe a ukézdno na nasledujicich vysledcich. To znamena, Ze rozdilné metody
piipravy roztoki maji vliv rovnéz na stiedni velikost polymerniho klubka
ve fyziologickém roztoku. Mimo jiné nelze zanedbat vliv filtrace vzorku pied samotnou

analyzou, jak bylo diskutovano vyse. Méfeni z-average probihalo pti 25 °C.

5.2.1 Z-average tiepanych a michanych roztoki

V Tab. 11 jsou uvedeny hodnoty z-average a zmény povrchové aktivity michanych
a tfepanych roztokli v§ech dostupnych stfednich molekulovych hmotnosti. Jak lze ocekavat
s ohledem na rostouci stfedni M, velikost polymernich klubek se zvétSuje. U vysSich
molekulovych hmotnosti jsou rozdily mezi jednotlivymi metodami pfipravy vyraznéjsi.
V ramci jedné molekulové hmotnosti lze fici, Ze hodnota z-average klesa pro systémy
pfipravené pii vyssi teplot¢ na michadle oproti postupu tfepani pii pokojové teploté.
V nékterych ptipadech je tato hodnota srovnatelna v ramci chyby méteni. Nelze vsak fici,
ze v disledku michani roztoku pii vySsi teploté dochazi k riistu hodnoty z-average.
Porovname-li zmény hodnot z-average se zménami hodnot povrchového napéti,
tak lze konstatovat, ze vtomto piipadé¢ nelze pozorovat jakoukoliv zavislost téchto

proménnych.
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Tab. 11: Z-average trepanych a michanych roztokii vsSech dostupnych strednich

molekulovych hmotnosti

M,, W PHiprava T, t; Zmeéna povrch. napéti | Z-average
[kDa] | [%] P [°C] | [h] AGo.300 [mN/m] [nm]

194 { tiepacka 24 24 1,48 34,9 +0,8
michadlo 50 24 0,28 26,3+0,2
trepacka 24 24 0,40 33,1+0,1

243 0,8 -
michadlo 50 24 0,42 22,6 £0,1
ttepacka 24 24 1,64 56,3 +0,9

370 0,6 -
michadlo 50 24 0,37 58,1 +1,5
tirepacka 24 24 1,38 64,3+0,9

600 0,3 -
michadlo 50 24 0,68 59,5+0,8
1 180 01 tirepacka 24 24 0,72 50,1 +0,7
’ michadlo 50 24 0,47 542 +29
1500 0.05 trepacka 24 24 0,21 129,7 £ 1,8
’ michadlo 50 24 1,06 73,8 +0,9

V Tab. 12 jsou prezentovany zmény hodnoty z-average klubek HA pro jednu stiedni My,

v zavislosti na zpisobu a dobé rozpousténi. Z dat je patrné, Ze s rostouci dobou mirné

narstd nebo se neméni hodnota z-average dan¢ho systému. Z téchto dat by se dalo

konstatovat, ze u dané metodiky neni dilezité, jak dlouho je dany systém rozpoustén.

Nicméné toto konstatovani neni pravdivé, jak ukazuji vysledky uvedené na Obr. 29-31.

Tyto obrazky popisuji vyvoj hodnoty z-average s rostouci teplotou od 30 do 45°C,

zatimco data v Tab. 12 byla stanovena z méteni pfi teploté 25 °C.
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Tab. 12: Viiv doby pripravy roztoku rozpusteného za jinak srovnatelnych podminek
na z-average polymerniho klubka HA

M,, W Piiprava T; t Zména povrch. napéti Z-average
[kDa] | [%] P [°C] [h] AGg.300 [MN/m] [nm]
12 0,17 58,9+ 1,1
tfepack 24 2 . .
fepacka 48 1,36 67,9+ 0,1
+
370 | 06 | michadlo | 24 |—2 0,52 82+1,5
48 0,25 60,5+1,3
12 -0,09 59,8+ 0,4
michadlo 50
48 0,25 61,2+34

Z Obr. 29 je patrné, ze polymerni klubka rozpousténd na tfepacce po delsi dobu (48 h)
se vyznacuji daleko vyssi termalni stabilitou. To znamend, Ze s rostouci teplotou méteni
se témeéf neméni hodnota z-average oproti systémim roztokli méfenych po 12 h
rozpousténi. Oproti tomu u roztokid pfipravovanych na michadle pti 24 °C, viz Obr. 30,
nepozorujeme vyrazn&j$i narGist hodnoty z-average s rostouci teplotou méfeni. Uplng
opacna situace nastava u roztokli HA pfipravenych na michadle pti 50 °C, viz Obr. 31.
V tomto piipad¢ jsou hodnoty z-average posunuty k vys$sim cCislim a s rostouci dobou
rozpousténi nedochéazi k poklesu hodnoty z-average, ba naopak tato hodnota roste. To opét
nasvédcuje skutecnosti, Ze s Casem rozpousténi se meéni konformace makromolekularniho
systému, jak bylo naznafeno diive v piipadé diskuze vlivu filtrace na zménu povrchové

aktivity tfepanych a michanych vzorktt HA v roztoku.
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Obr. 29: Teplotni trend z-average polymernich klubek HA
v roztocich pripravenych trepanim pri 24 °C
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Obr. 30: Teplotni trend z-average polymernich klubek HA

v roztocich pripravenych michanim pri 24 °C
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Obr. 31: Teplotni trend z-average polymernich klubek HA

v roztocich pripravenych michanim pri 50 °C

5.2.2 Z-average roztoki pripravenych na TFFC

V Tab. 13 jsou uvedeny hodnoty z-average HA v roztoku pfipraveném pii rozdilnych
teplotnich spaddech na TFFC zafizeni. Nutno poznamenat, Ze se v tomto srovnani,
viz Tab. 13, prolinaji dv€ proménné, velikost teplotniho spadu a hmotnostni podil
polymeru. Pfes tuto nejednotnost ve srovnani je opét vidét, jak je dilezité zvolit optimalni
hmotnostni podil polymeru v roztoku, abychom mohli pozorovat zvySeni povrchové

aktivity, které je spojeno s vyraznym narustem hodnoty z-average.

Tab. 13: Z-average hodnoty polymernich klubek HA roztoku pripravenych na TFFC

zarizeni za rozdilnych teplotnich spadit a hmotnostnich podilit polymeru v roztoku

My, [kDa] w [%] t; [h]
370 0,6 20
o Zména povrch. napéti
T; [°C] AGlozoo [mN /ml]) Z-average [nm]
50/24 (Ts=45,8 °C) 0,40 56,8 0,2
50/17 (Ts = 44,7 °C) 0,88 58,3+0,1
50/10 (Ts =44,7 °C) 0,55 60,7 £ 0,4

50/10 (w =1 %, Ts = 44,3 °C) 7,09 95,1 +1,8
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5.2.3 Srovnani z-average roztoki pripravenych tfepianim, michanim a na TFFC

K roztoku pripravenému na TFFC vykazujici zdaleka nejvyssi povrchovou aktivitu
a zménu hodnoty z-average klubek HA méienych pii 25 °C byly pro srovnani pfipraveny
srovnatelné roztoky o daném hmotnostnim podilu polymeru a case rozpousténi.
Tyto roztoky se liily pouze metodikou piipravy a s tim spojenou mirou smykového
namahdni polymerniho systému. Vysledky v podobé zméfenych stfednich hodnot
z-average jsou uvedeny v Tab. 14. Zmény povrchové aktivity tiepanych a michanych
roztokli oproti roztoku pfipravenému na TFFC jsou zanedbatelné. Naméfené hodnoty
z-average u tiepanych a michanych roztokli se vzajemné blizi v rdmci chyby stanoveni
sttedni hodnoty. Jediny vzorek, ktery vybocuje jak svou povrchovou aktivitou,
tak 1 hodnotou z-average je ten, ktery byl pfipraven na TFFC zafizeni. Z dat uvedenych
na Obr. 32 plyne, ze polymerni klubka HA rozpousténa v TFFC zatizeni po ptekroceni
teploty 33 az 36 °C misto toho, aby zvétSovala svou velikost, ji zmenSuji oproti

srovnavanym systémuam.

Tab. 14: Z-average polymernich klubek 1% hm. roztoku HA o M,, = 370 kDa pripraveného

riiznymi zpiisoby za stejny cas

My, W | Piiprava T, tr Zména povrch. napéti Z-average
[kDa] | [%] P [°C] [h] AGo.300 [mN/m] [nm]
trepacka 24 0,30 62,4+2,7
michadlo 50 0,47 57,1+£1,2
370 1 S0/10 20
TFFC (T.=44.3) 7,09 95,1+ 1,8
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Obr. 32: Teplotni trend hodnot z-average polymernich klubek
HA o M,, = 370 kDa v roztoku rozpoustené po dobu 20 h

5.2.4 Vliv filtrace na zménu velikosti polymerniho klubka

Jak bylo diskutovano v Casti vénované studiu zmén povrchové aktivity HA, filtrace

nékterych systémii mtize mit vliv na kratkodobou zménu povrchové aktivity. Na zaklade

tohoto zjisténi byl testovan vliv této promé€nné na zménu velikosti polymerniho klubka,

hodnotu z-average. Z dat prezentovanych v Tab. 15 a na Obr. 33 plyne, Ze ihned po filtraci

roste hodnota parametru z-average,

coZ je snejvetsi

pravdépodobnosti

spojeno

s kratkodobou zménou konformace makromolekularniho systému. Po 6 hodinach

od filtrace klesd zméfend hodnota z-average, coZ se mimo jiné projevuje do teploty 39 °C

rozdilnou zménou velikosti tohoto parametru, viz Obr. 33.

Tab. 15: Vliv filtrace na zmenu velikosti polymerniho klubka

M,, [kDa]
370

w [%]
0,6

Ptiprava:
tfepacka

t; [h]
48

Z-average [nm]

thned po filtraci

73,5+0,2

6 h po filtraci

62,1+ 1,5
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Obr. 33: Vliv filtrace na teplotni zavislost zmény velikost polymerniho klubka pro roztok
0,6 % hm. HA se stredni M,, 370 kDa, trepany po dobu 48 h

5.2.5 Teplotni zavislosti z-average a jeho ¢asova stalost

Na Obr. 34-36 jsou uvedeny teplotni zavislosti z-average v rozmezi 30—45 °C vybranych
molekulovych hmotnosti s ohledem na rizné metody pfipravy roztokd. Z-average

polymernich klubek piislusnych roztok namétenych pii 25 °C lze nalézt vyse v Tab. 11.

Na Obr. 34 jsou zobrazeny zavislosti z-average na teploté¢ roztokd tfepanych 24 h
pfi pokojové teploté. Lze pozorovat, Ze u stfednich molekulovych hmotnosti
124 a 600 kDa jsou z-average téméi konstantni s teplotou, zatimco u stfedni molekulové
hmotnosti 1 500 kDa Ize pozorovat po piekroceni teploty 39 °C vyraznéjsi nariist hodnoty

z-average. Polymerni klubko se nad touto teplotou rozbaluje.
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Obr. 34: Zmény velikosti polymernich klubek v zavislosti na teploté u trepanych roztoku

pripravovanych po dobu 24 h pri teplote 24 °C. Vychozi hmotnostni

podily HA roztokii odpovidaji datiim uvedenym v Tab. 2

Na Obr. 35 jsou zobrazeny zavislosti z-average na teploté roztokl pfipravenych tiepanim

po dobu 48 h. Ve srovnani s roztoky tfepanymi 24 h uvedenymi vySe na Obr. 34 lze

pozorovat vyrazny pokles hodnot z-average pro systém s nejvyssi stfedni My,.
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Obr. 35: Zmeény velikosti polymernich klubek v zavislosti na teploté u trepanych roztokii

pripravovanych po dobu 48 h pri teploté 24 °C. Vychozi hmotnostni
podily HA roztokii odpovidaji datiim uvedenym v Tab. 2
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Na Obr. 36 lze pozorovat zavislosti z-average na teploté roztokl pfipravenych michdnim
pfti teploté 50 °C. U nizké a stfedni molekulové hmotnosti je pozorovatelny obdobny vyvoj
hodnot z-average. Oproti tomu vysokd stfedni molekulovd hmotnost 1500 kDa
ma z-average mnohokrat vétsi, nez naméfeny pii 25 °C. S vyssi teplotou klubko dale
expanduje, zejm. pak po piekroCeni teploty 36 °C. Z porovnani téchto vysledkt je patrné,

ze nejcitlivéjsi z pohledu zmény hodnoty z-average je HA o nejvyssi stfedni My,.

600

Z-average [nm]
w
o
o

\ ¢ 2 e . 2 * ¢
0

30 32 34 36 38 40 42 44
T[°C]

¢ 124 kDa 600 kDa 1500 kDa

Obr. 36: Zmeny velikosti polymernich klubek v zavislosti na teploté u michanych roztokii
pripravovanych po dobu 24 h pri teploté 50 °C. Vychozi hmotnostni
podily HA roztoku odpovidaji datiim uvedenym v Tab. 2

V Tab. 16 a 17 ana Obr. 37 a 38 jsou srovnany 1% hm. roztoky HA o stfedni molekulové
hmotnosti 243 kDa pfipravené riznymi metodami s ohledem na jejich povrchovou aktivitu,
hodnoty z-average polymernich klubek méfenych pii 25 °C a z pohledu zavislost hodnoty
z-average na teploté. Mimo to je zde hodnocena ¢asova stalost ziskanych dat z DLS méfeni
ve dvou po sob¢ nasledujicich dnech a Casova stalost systému, respektive preméieni
charakteristik roztokl nésledny den. Z hlediska zmén povrchové aktivity neni ve dvou
po sob¢ nasledujicich dnech pozorovana vyraznéj$i zména povrchové aktivity HA. Stejné
tak ve vétSin¢ pfipadl (aZ na tfepany roztok) se neméni stfedni hodnota parametru
z-average méfena pii 25 °C. Co se vSak méni, jsou termalni stability polymernich klubek,
viz zavislosti parametru z-average uvedené na Obr. 37 a 38. Data uvedend na Obr. 37

naznacuji, ze tfepanim HA o této sttedni My, a hmotnostnim podilu v roztoku nelze
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pfipravit termalné stabilni systém. Body na Obr. 37 métené ve dvou po sob¢ nésledujicich
dnech jsou zna¢n€ rozskakané. Oproti tomu michany roztok se vyznacuje vyrazné

stabilngj$ich chovanim, viz Obr. 38.

Tab. 16: Zmeny parametru trepaného roztoku HA ve dvou po sobé ndasledujicich dnech

My, [kDa] | w[%] Ptiprava: T; [°C] t; [h]
243 1 ttepanim 24 24
Zména povrch. napéti Z-average pii 25 °C
AGo300 [MN/m] [nm]
1. den 0,59 39,5+ 6,5
2. den 0,08 34,8 £0,8

Tab. 17: Zmeény parametrit michaného roztoku HA ve dvou po sobé ndasledujicich dnech

M,, [kDa] | w [%] Ptiprava: T, [°C] t; [h]
243 1 michénim 50 24
Zmé&na povrch. napéti Z-average pii 25 °C
Aco-300 [MN/m] [nm]
1. den 0,46 23.9+1,4
2. den 2,80 25,0+ 0,6
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Obr. 37: Teplotni zavislost z-average trepaného roztoku
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Obr. 38: Teplotni zavislost z-average michaného roztoku
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5.3 Viskozitni charakteristiky roztoki HA

Vybrané typy roztokii (pfipravené metodou tiepani a michédni) byly charakterizovany
pomoci viskozitnich métfeni na kulickovém viskozimetru. Byly charakterizovany roztoky

o rozdilnych molekulovych hmotnostech v rozmezi teplot 25-50 °C, viz Tab. 18.

Tab. 18: Viskozitni charakteristiky trepanych a michanych roztoki HA

Zména povrch. D}{namip ka
M, | w PHprava T; t; napéti Aco.300 Z-average viskozita
[kDa] | [%] [°C] | [h] [nm] 25-50 °C
[mN/m]
[mPa.s]
124 { tiepactka | 24 48 -0,16 23,86 +0,16 8,60—4.,41
michadlo | 50 24 0,28 26,32 +£0,18 7,47-3,91
370 | 0.6 trepacka | 24 48 1,36 67,93 £0,14 15,34-7,25
" | michadlo | 50 24 0,37 58,04 + 1,46 13,86-6,78
1180 | 0.1 tiepaCka | 24 48 0,65 62,07 £0,30 3,57-1,95
" | michadlo | 50 24 0,47 54,23 +2,91 1,86—1,09
1500 |0.05 tff:paéka 24 48 1,10 118,7+ 0,13 2,01-1,17
michadlo | 50 24 1,06 73,76 + 0,86 1,86—1,09

Z vysledkti prezentovanych v Tab. 1 lze konstatovat nasledujici. Tiepané roztoky
se vyznacuji vysSimi hodnotami viskozity, coZ je ve vétSin€ piipadu logicky spojeno
s vys8i hodnotou parametru z-average, kdy vétsi, tj. vice expandované, méné organizované
klubka HA spolu mohou vzajemné interagovat a tvofit zapleteniny, coz je pfi¢inou prave

této vyssi hodnoty méfené viskozity oproti roztoklim pfipravovanym na michadle.

Na Obr. 39 je uvedeno srovnani pribéhu zmény viskozity s teplotou pro roztok pfipraveny
michanim a tfepanim. Data uvedend na tomto obrazku odpovidaji datim uvedenym

v Tab. 18.

Na Obr. 40 je porovnani dynamickych viskozit nefiltrovaného a filtrovaného roztoku
vybrané sttedni molekulové hmotnosti 370 kDa. Filtrovany roztok vykazuje nizsi viskozitu
oproti nefiltrovanému, coz koresponduje s teorii snadnéjSiho toku natazenych polymernich
klubek oproti nedeformovanym klubkiim, podobné jak bylo diskutovdno pro zmény

povrchovych aktivit vybranych roztokli a zmén hodnoty parametru z-average.
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Obr. 39: Zména viskozity s teplotou mérend na kulickovém viskozimetru
pro roztok obsahujici 0,6 % hm. HA o stiedni M,, = 370 kDa
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Obr. 40: Vliv filtrace na zménu dynamické viskozitu 0,6 % hm.
roztoku o stredni Mw = 370 kDa, trepaného po dobu 24 h
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ZAVER

Byly studovany zmény charakteristik polymernich klubek HA v roztocich piipravovanych
pomoci rozdilnych ptistupti. Vzorky HA o rozdilnych stiednich My, byly rozpoustény
na tfepacce, temperovaném magnetickém michadle a ve specidlnim zafizeni generujicim

teplotni spady a znich plynouci samoorganizované proudéni kapaliny. Z charakterizaci

pomoci vybranych experimentalnich technik vyplynuly nasledujici zavéry.

Zmény povrchové aktivity 1ze u studovanych systémii charakterizovat jak pomoci metody
visici kapky, tak s vyuzitim Wilhelmyho desti¢kové metody. Zaznamenavana data z obou
metodik jsou srovnatelnd. Pomoci metody michéni nebo tfepani nelze zvysit povrchovou
aktivitu rozpousténé HA. Povrchovéd aktivita takto pfipravenych systémi mulze byt
zdanlivé zvySena vyraznym ziedénim systému do stavu, kdy jednotlivé makromolekuly
maji dostatek prostoru k tomu, aby se mohly reorganizovat na fazovém rozhrani
kapalina - plyn. Déle bylo potvrzeno, ze roztoky pfipravené v teplotnim spadu v TFFC
pfi optimdlné zvoleném vychozim hmotnostnim podilu polymeru v roztoku vykazuji
vyrazn€ vys$si povrchovou aktivitu, coz je s nejvetsi pravdépodobnosti spojeno se zménou
jejich konformace v prostoru, jak je naznaceno v odborné literatuie. Mimo to vykazuji
roztoky pfipravené michanim pii zvySené teploté vyraznou citlivost na proces jejich
filtrace, kdy zdanlivé roste jejich povrchova aktivita bezprostfedné po prichodu systému

ptes mikrofiltr.

Z vysledkit charakterizace zmén velikosti polymernich klubek HA v roztocich
pfipravovanych rozdilnymi pfistupy lze konstatovat nasledujici. S rostouci molekulovou
hmotnosti roste stfedni hodnota z-average. Velikosti klubek HA v tfepanych roztocich
se vyznacuje stejnymi nebo mirné¢ vyS$imi hodnotami oproti systémim piipravenym
michanim. Zasadnim parametrem z hlediska piipravy je doba rozpousténi polymerniho
systétmu danym piistupem, kterd zasadnim zpusobem determinuje termalni stabilitu
polymernich klubek z hlediska moznosti jejich expanze v pribéhu zahfivani. Déle bylo
zjiSténo, ze zvySeni povrchové aktivity HA v roztoku pfipravovaném v TFFC zafizeni
je pfimo spojeno se vyraznym rustem hodnoty z-average, coz svéd¢i o vyrazné
reorganizaci makromolekularniho systému v roztoku. Mimo to se méni termalni stabilita
makromolekularniho systému. Misto toho, aby se hodnota z-average s teplotou zvétSovala,

klesa.
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Bezprostiedni filtrace tiepané¢ho roztoku pted méfenim zpusobuje mirny néartist hodnoty
z-average, kterd se v prub¢hu nckolika hodin vraci na ptvodni hodnotu. Vzorky HA
o nejvyssi stiedni My, = 1500 kDa se vyznacuji nejvetsimi zménami parametru z-average
v zavislosti na zpisobu jejich rozpousténi. Z hlediska termalni stalosti velikosti
polymerniho klubka vykazuji lepsi vlastnosti roztoky pfipravované metodou michéani
pfi vyssi teploté.

Viskozitni méfeni potvrdila, Ze roztoky HA pfipravené na michadle se vyznacuji nizsimi
hodnotami viskozity, coz je pifimo spojeno s nizSimi hodnotami stiedni velikosti
polymerniho klubka. Mimo to lze z viskozitnich méfeni pozorovat vliv procesu filtrace

na hodnoty méfené dynamické viskozity.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HA kyselina hyaluronova, respektive hyaluronan sodny
® uhlova rychlost
¥ rychlost smykové deformace
B-M proudéni Bénard-Marangoniho proudéni
B-M buiky Bénard-Marangoniho bunky
TFFC zafizeni generujici teplotni spady a s tim spojené proudéni kapaliny
T, teplota topné plochy
T, teplota chladici/topné plochy
T, rozsah pouzitych teplot v TFFC nebo teplota rozpousténi
T, sttedni teplota rozpousténi v roztoku na TFFC
t; ¢as rozpousténi
F sila potiebna k vyrovnani Pt plisku do svislé polohy
m hmotnost Pt plisku
g gravitaéni zrychleni
L délka smaceni Pt plisku
c povrchové napéti
0 kontaktni (thel smaceni
S tloustka Pt pliSku
h vyska ponoteni
p hustota
Ap kapilarni tlak
Ri» polomér kiivosti
n dynamicka viskozita
T doba padu kulicky

P hustota kulicky
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