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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo studium reologickych vlastnosti vodnych roztokii sodné
soli kyseliny hyaluronové v zavislosti na iontovém slozeni okolntho
rozpoustédla (Cistd redestilovand voda, 0,01 M KCI) a dale vliv stupné¢ chemického
zesitovani divinyl sulfonem na zménu reologického chovani V této souvislosti byly
proméfeny jednak koncentratni zavislosti kinematické viskozity piipravenych roztoki
za raznych teplot 25, 30 a 35°C na pritokovém viskozimetru (Ubbelohde) a také
na rotaénim viskozimetru (konfigurace valec-valec). Z naméfenych dat byly vypocteny
zakladni reologické charakteristiky jako limitni viskozitni Cislo, dynamicka a kinematicka
viskozita. Byla potvrzena transformace expandované klubko - zdvojena Sroubovice
pro studované roztoky pfi teplot¢ 30°C. Byl ziStén mikro-heterogenni charakter sit‘ovaci

reakce hyaluronatu sodné¢ho pomoci divinyl sulfonu.

Klicova slova: Kyselina hyaluronova, reologie, viskozita, chemické sitovani, divinyl

sulfon, iontova sila

ABSTRACT

The aim of this MSc. thesis was to study the rheological properties of the aqueous
solutions of the sodium salt of hyaluronic acid as a fiction of the ionic strength of the
surrounding solvent (pure redistilled water, 0,01 M KCI) as well as the effect of the
chemical crosslinking degree by divinyl sulphone on rheological behaviour. With respect
to the latter mentioned there were measured concentration dependencies
of the kinematic viscosity of the prepared solutions at different temperatures 25, 30 and
35°C as well as were performed rheological measurements on rotational viscometer
(configuration cylinder-cylinder). From the measured data there were calculated basic
rheological characteristics of the studied systems such as intrinsic viscosity, dynamic
and kinematic viscosity. There was confirmed expanded coil — double helix transformation
for studied solutions at 30°C temperature. There was found micro-heterogeneous character

of the crosslinking reaction of sodium hyaluronate with divinyl sulphone.

Keywords: Hyaluronic acid, rheology, viscosity, chemical crosslinking, divinyl sulphone,

ionic strength
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UVOD

Polysacharidy fadime mezi biologické polymery a zkoumani jejich vlastnosti je z mmnoha
hledisek velmi zajimavé, protoZze sehravaji dilezitou roli pfi stavbé zivé hmoty.
Kromé wvelkého vyznamu v pitrodé¢ maji také Siroké vyuziti v potravindistvi, farmaci
a v dalich odvétvich. Polysacharidy najdeme jako hlavni slozku v papiru, textinich
tkaninach, stavebnich hmot a vneposledni tad¢ v potravindich jako zahuStovadlo

anebo jsou soucasti lékd. V oblibenych cukrovinkach jako jsou zmrzliny, a rizné dezerty

najdeme derivaty Skrobu.

Kyselina hyaluronova a jeji soli jsou nepochybné nepostradatelnou slozkou pro vSechny
zivoCichy, kde je soucasti vSech spojovacich tkdni i pokoZky, slozka synovidlnich tekutin
a najdeme ji i jako soucast extracelularntho matrixu. Jeji vyuziti dnes bez pochyby
patii do farmaceutického a kosmetického primysly, kde slouzi pro hojeni ran jako pojivy
material a je velmi ndpomocnd v boji proti vraskam.

Obsahuje dvé opakuyjici se disacharidové jednotky. Jedna z nich je kyselina D-glukuronova
a druhd N-acetylglukosamin spojené glykosidickou vazbou. Jeji biologické ucinky se lisi
na molekulové hmotnosti a prostorovém uspoiadani. Retdzec kyseliny hyaluronové
ma silné hydrofini vlastnosti, diky kterym mize ve vodnych roztocich tvofit spirdlovou
konfiguraci.

Cilem diplomové prace je zistit chovani hyaluronovych klubek v ménici se koncentraci
roztoki a teploté. Ddle budeme zjistovat chovani hyaluronidtu v zavislosti s pfidavkem

sitovadla do roztoku.
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1 POLYSACHARIDY

Polysacharidy jsou slozené cukry, které vznikaji z monosacharidii v rostlinach
nebo v Zivo¢Snych organismech postupnym ristem pifmého a rozvétveného fetézce.
Nejdiive se tvoii molekuly disacharidd a dale polysacharidy. Jednotlivé molekuly

monosacharidi jsou spojeny glykosidickou vazbou [1].

Pifrodni polysacharidy mivaji Casto pravidelnou strukturu, coz znamena, ze jsou slozeny
ze strukturnich jednotek, které obsahuji dva a vice monosacharidl, které se v fetézci
pravideln¢ opakuji v identickém prostorovém uspotfadani. Uréenim této strukturni jednotky
je definovana konfigurace celé makromolekuly polysacharidu a do wurCité miry i jeji
konformace.

Zvelkého mnozstvi hexos a pentos a jejich derivati se v pifrodnich polysacharidech
vyskytuje jen omezené mnoZzstvi:

e Hexos- D-glukosa, D-mannosa, D-galaktosa, L-galaktosa, D-idosa a L-altosa.
e Pentos- D-xylosa, L-arabinosa, D-arabinosa.

e Derivaty uronové kyseliny (hexos)- D-glukosamin, D-galaktosamin.

: o
cell wall
o

™o
NP
2
ov
o G-o ol X/
CHZOH " R TR -
—0, n W on
HY 0. /0 Q >
1 < H OH
OH H/A W )
CHOH

H CH

Obr. 1 — Prirodni polysacharid [2].

Spole¢nou vlastnosti v8ech polysacharida je jejich velka polarita, schopnost vytvaret
intra- a inter- molekularni vodikové vazby a komplexy s kationty. Znacné se [isi



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

rozpustnosti ve vodé a cCasto tvoii Viskozni roztoky a gely. Pravé tyto vlastnosti jsou
dilezit¢ pro jejich biologické funkce a pro technické wvyuzti V kyselém prostiedi
(zvlast za vysoké teploty) se hydrolyzuji postupné az na monosacharidy, V zasaditém

prostedi jsou relativné stalé.

Polysacharidy patfi v pfirodé k nejrozsifenéjSim slouCeninam a maji fadu vyznamnych
funkci:

e Stavebni — celuloza, chitin.

e Zasobni — glykogen, Skrob.

Obr. 2 — 3D schéma celulozy a beta-glukanu [3].

Z ptirodnich zdroji se izolyi extrakci vodou, vodnym dimethylsulfoxidem nebo jinymi
polarnimi rozpoustédly a zroztokli se srazeji ethanolem, acetonem, roztoky soli apod.
Takto ziskané surové polysacharidy se dale Cisti chromatograficky. Nékteré polysacharidy
byly piipraveny polymeraci, polykondenzaci nebo biotechnologicky [4,5].
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2 KYSELINA HYALURONOVA (HA)

Pfirozen¢  vyskytyjici se linearni polysacharid, o wvelké molekulové hmotnosti
Patfi do skupiny glykosammoglykani. Obsahuje dvé opakujici se disacharidové jednotky.
Jedna znich je kyselina D-glukuronova a druhda N-acetylglukosamin — spojené
glykosidickou vazbou. Jeji biologické tUcinky se 1iSi na molekulové hmotnosti
a prostorovém usporadani. V organizmu se nachaz jako sodni nebo jind sil, je tedy znama

jako hyaluronan nebo hyaluronat [6].

Tato kyselina je pfirozenou soucasti lidského téla. Nachazi se viadé tkani, prevazné
vpojivych a je hlavni soucéasti synovidlni tekutiny. Je souCéasti mezibunécné hmote,
zajiStyje hydrataci pokozky, nalezneme ji v naSem oku. Je soucasti vaziva, diky ni se
mohou naSe klouby hladce pohybovat. Spolu s kolagenem a elastinem poskytuji pokozce
konzistenci a pruznost. HA je syntetizovana v plazmatické membrané fibroblasti a ma
mimofadnou  schopnost zadrzovat vodu. Jedna se o pifirozeny polyelektolyt
s karboxylovymi a acetamidovymi funkénimi skupmami Kyselé skupiny jsou umistény
na obou stranich fetézce, které umoziuyji maximalni drzeni vody. Karboxylové skupiny
ziskaji iontovou formu pii vy$Sim pH. Struktura HA mize obsahovat atypické prvky,
které by mohly byt zodpovédné za jeji specifické biologické vlastnosti [6, 7].

2.1 Historie

Vroce 1934 byla izolovana jako neznama latka zocnich Cocek dobytka Meyerem
a Palmerem, ktefi ji dali nazev kyselina hyaluronova. Meyr taky jako prvni rozebral
chemickou strukturu této latky vroce 1950. Dale byl zskavan neSetrnou cestou
ze zvitecich tkéni (kohouti hiebinky, pupecni S$iiry, oci tunakti apod.). To s sebou
piinaselo mnoho etickych 1 zdravotnich problémi a rizk. Proto spoleCnosti zamétené
na produkci hyaluronanu pro dalsi kosmetické a farmaceutické vyuzti voli nakladnéjsi,

vvvvvv

z bunéénych stén bakterii druhu Streptococcus zooepidemicus [8].

2.2 Velikost, tvar a konformace

Makromolekuly HA jsou nerozvétvené linearni fetézce. Tuhost fetézce se piipisuje

omezené¢ rotaci kolem interglykozidické vazby.
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Fessler a Fessler urCili pomoci elektronové mikroskopie délku fetézce 2,4 um
pii M=2x10°. RTG-analjzou vliken HA byl ziténa periodicitida 119,8 nm,

coz koresponduje s disacharidickou strukturou monomerni jednotky.

Glucuronic acid N-acetyl-glucosamine

Obr. 3 — Schéma monomerni jednotky HA [9].

Meteni RTG-rozptylu fimi HA namacilo pravdépodobnou existenci konfigurace

ve formé spiralové struktury s dvoj-,troj- a Ctyi-fet€zovou svinutou symetrii.

Sodnd sil HA vtuhém stavu tvoifi hexanogilni miizZku srozméry a=1,17 nm
a se vzdalenosti opakuyjici se jednotky 2,85 nm ve formé trojietétozcové svinuté spiralové
struktury.  Bylo  zittno 1 usporaddni ve  form¢ = moniklnické — mirizky

ve form¢ dvojtetézcové svinuté spirdlové struktury.

Molekula  kyseliny  hyaluronové obsahuje disociovatelné skupmy ~ COOH.
Proto se ve vodnych roztocich chova jako ziporné nabity polyelektrolyt a jeji konformace,
tvar, rozmery i stupen hydratace zavisi na stupni disociace, ktery je urCen pH a iontovou
silou a pfitomnosti kladné¢ nabitych iontll, jejich povahou a mocenstvim. K vyznamnym

zménam konformace miize dojit i ve smésnych rozpoustédlech.

Znalosti a predstavy o tvaru molekuly HA vroztocich jsou zivislé na vyvoji
experimentalnich 1 teoretickych metod fyzikdlni chemie makromolekularnich —sloucenin.
Vysledky metod musime 1 porovnavat v zavislosti oboru koncentraci, ve kterych

pracujeme.

V nejstarSich publikacich mterpretovali Ogston a Stainer hydrodynamické vlastnosti HA
modelem sol vatované koule o tisicinasobny piebytek vody proti organickému materialu.

Pii studiu uhlové zavislosti rozptylu svétla, bylo dospéno k zavéru, ze molekuly HA
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se chovaji jako vice méné tuhé statické¢ klubko. Na tuto strukturu poukazuje taktéz viskozni
limitni Cislo v zavislosti na molarni hmotnost. Tento nazor také podporuje skute¢nost
spojend se zménou velikosti molekuly HA, které jsou vyvolané zménou rozpoustédla, pH
a iontové sily roztoku. Napiiklad rozpousténim cetylpyridiniové soli HA v metanolu
dochazi ke zborténi expandovaného statického klubka.

Spiralova struktura byla vyvozena ze studia nizko-uhlového rozptylu RTG-zifeni.

NMR méfeni vSak ukazala, ze HA je vroztocich ve formé jednoho fetézce stabilizovaného
pevaym  systtmem vodikovych vazeb. Podobny vysledek zaznamenali 1 Scott
se spolupracovniky pii studiu tetra-,hexa- a oOkta-sacharidii piipravenych degradaci
hyaluronatu sodného.

Pfi méfeni teplotnich zavislosti viskozity roztokit HA bylo prokazino, ze zvySovani teploty
vede K postupnému trhani systému vodikovych vazeb, ¢imz se zvySuje flexibilita celého
fetézce. K trhani vodikovych vazeb dochdzi také vlivem vysokého pH a to Vvdusledku

ionizace hydroxylovych skupin, které se projevuje poklesem viskozity roztokd.

HA je ziporné nabity polyelektrolyt a ve vodnych roztocich dochdzi k vazani kladné
nabitych iontli o rlzném mocenstvi v blizkosti ionizovanych karboxylovych skupin.
To se projevu zménou konformace. Byla vyuwzita metoda cirkuldrntho dichroizmu, vliv
smésnych  rozpoustédel na zménu konformace. Bylo ziSttno ve smésovych
rozpoustédlech, Ze dochdzi k vytvofeni uspotddané struktury HA, coz se projevuje
naristanim mtenzity CD pasu a intenzitu pasu snizuje zahiivani, které signalizuje zanik
struktury.

V roztocich HA a jejich soli mizeme tedy ocekdvat polymerni fetézce ve form¢ nahodné
uspofadaného  klubka. Musime vSak pocitat s urCitymi  odchylkami 1.  Jeji
makromolekulovy fetézec vykazuje urCity stupen tuhosti zplisobeny systémem pevnych
vodikovych vazeb, 2. Vzijemny kontakt mez fetézci indukuje vznik dalsi tercidlni a vyssi
stuptiové struktury, kterd je zplsobena superpozici elektrostatickych repulzi ovliviiovanych
iontovou silou, nebo pH prostredi [10].

2.3 Relativni molarni hmotnost

Jiz  v50. letech byly prvni studie zaméfeny na relativni molarni hmotnost HA,
hlavné co se tyka piipravy a jeho vlivu na polymerizacni stupeni. Relativni molarni

hmotnost se izolované HA se pohybovala vrozmezi od 10* do 10°. Pro stanoveni byly
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pouzity metody jako je sedimentace, rozptyl svétla, osmometric a kombinace sedimentace

a difize.

Pfi analytické centrifigaci a metodou pomoci rozptylu svétla je pro stanoveni molarni
hmotnosti potfeba znat hodnoty parcidlntho mérmého objemu, resp. indexu lomu. Nejstarsi
a nejcastdji pourivanou hodnotou je ©0=0,66cm’.gl), kterou stanovil Varga. Novgjsi
vysledky podrobnych méfeni jsou podstatné nizSi. Inkrement indexu lomu HA
byl stanoven vice autory. Publikované hodnoty najdeme v rozmez od 0,14 do 0,18. Velké
rozdily jsou dany rozdilnym zneCiSténim vzorkli a nepfesnosti metod jejtho stanoveni.

Vysledek se 1isi dle stanovené hodnoty dn/dc, které maji Siroky interval

Nejbéznéjsi metodou pro stanoveni relativni molarni hmotnosti jsou viskozimetricka
meéfeni. Tato metoda neni absolutni, vyZzaduje kalibraci pomoci metod, které poskytuji

hmotnostné stfedni molarni hmotnosti. Parametry Mark-Houwinkovy rovnice

[n] = K.M*® 1)

zavisi na iontové sile roztoku. Hodnoty logaritmické zavislosti [n] vs M u polysacharidi
nebyvaji linearni v $irSim oboru molarnich hmotnosti, takze parametry Mark-Houwinkovy
rovnice zavisi do urCit¢ miry na oboru moldrnich hmotnosti Na toto je tieba dbat

pro vypocet molarnich hmotnosti z limitniho viskozitniho c¢isla.

Kvalita separace HA je zavisla na pH, iontové sile, typu soli a rychlosti toku mobilni fize
[10].

24 Priprava

Nejvétsim cilem je ziskat vysoce Cisté derivaty HA. Existuje n€kolik preparatu na bazi HA
o rizné relativni hmotnosti. Jen nékteré znich jsou ovSem vhodné pro aplikace v medicing
(z divodu vysokého obsahu bikovin, kter¢é mohou zplsobit zapalovda onemocnéni).
HA je soucésti spojovaci tkan€, v synovidlnich tekutinich a ve sklivei, odkud je mozno

ji izolovat.

Prvni izolace a ¢isténi HA byla metoda vyvinuta Balazsem. Preparat ziskame s 0,5% hm.
obsahem bilkovin a vytéznost produktu je 0,9g/kg vychozi suroviny.

vV o

K izolaci jsou pouzity suroviny, jako je napiiklad pupecni Siira nebo kohouti hiebeny.

Tyto suroviny jsou zmrazeny, aby byly rozruseny bunéné stény a roziezany na malé
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kousky. Dochazi k extrakci ethanolem s ptidavkem cetylpyridinia chloridu, chloroformu

a vody. Po-té dochaz k Cisténi a Gpravé pH a iontové sily.

Podle ceskoslovenského patentu, autort Galatlkk, Kubéna a Blazej, je mozo izolovat
vysoce Cistou HA s obsahem bilkovin pod 0,1% hm. pii vytéznosti 1,6 g/kg suroviny.
Podstatnym znakem tohoto zpiisobu je modifikace nekterych polarnich a tiolovych skupin,
kter¢é tvofi nekovalentni vazby sHA, vmolekule kontaminyjicich bilkovin pomoci
alkylacnich ¢inidel. Z téhoz produktu lze také piipravit prepardty o vysoké Cistote

ionto-vyménnou chromatografii.

Metodou podle Della Valleho a Aurelia je mozno pftipravit roztoky HA z kohoutich hebenti

vhodné pro oftomologické aplikace o rizné relativni hmotnosti.

Pro aplikace vkosmetickém prumyslu, ziskavame produkt zbakterii Streptococcus equi
a Streptococcus zoopidemicus. Kultivaci se provadi vroztocich glukozy s obsahem
kvasinek a soli pii teplot¢ 33°C a pH 8,5. Prvnim zplsobem vyrobend HA ma relativné
nizkou molekulovou hmotnost, pfi¢em? pfi druhém zptisobu 1,8 az 2 * 108, pii vyt&mosti

3-4 g/dm® kultivované smési.

Velkd pozornost byla veénovana vyzkumim vlastnosti sitovanych derivath HA
tzv. hylanim. Vyznacuji se vysokou elasticitou jejich roztoki a geld. Piiprava lze provést
dvéma zpisoby, zc¢ehoz prvni je pouztim formaldehydu pfi neutrdlnim pH, kde je mozno
vytvofit stalou vazbu mezi C-OH skupinami polysacharidu a amoni, nebo imino skupinami
protemu. Tento protein pak tvoii spojovaci vazbu mezi dvéma molekulami polysacharidu,
tvofici tak elasticko-viskozni roztok. Za vhodnych podminek reakce nevede tento sit‘ovaci
proces K vytvofeni tpn¢ sitovaného systému, ale jen k vazbé dvou az osmi molekul
kyseliny navzijem. Relativni molekulovda hmotnost takto pfipravenych hylanti je 8 az 24
milionti, obsah protemti se udava 0,4 az 0,8% vzhledem k HA.

Pfi druhém zpisobu reaguje vinyl sulfon s hydroxylovymi skupinami HA vytvafejici
tak znaCné prositovany systém prostiednictvim sulfonyl-bis-etylovych pficnych vazeb.

Timto zplsobem je mozno pfipravit gely s proménlivym obsahem vody [10].
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2.5 Vlastnosti HA

2.5.1 Polyeletrolytické vlastnosti

HA obsahuyje ve své monomerni jednotce jednu karboxylovou skupinu, ktera je pfi
fyziologickém pH silné disociovana a zpusobuje polyanionicky charakter tohoto
polysacharidu.

Hodnota disocia¢ni konstanty zivisi na disociaCnim stupni ostatnich funk¢nich skupin,

které jsou pittomny v molekule a na iontové sile rozpoustédla.

Hodnota pK HA ve vodnych roztocich se pohybuje od 3,45 v Cisté vodé do hodnoty 2,95
v0,2M NaCl vzavislosti na koncentraci elektrolytu. Hodnota je blizka k pK kyseliny
glukorové, ktera ma hodnotu 3,33.

Za povsimnuti také stoji vliv vazani kationtl na feté¢zce makromolekuly, ktery ovliviiuje
zménu celkového poctu zbylych elektrickych nabojii a tim i zménu velikosti odpudivych
sii mezui jednothvymi karboxylovymi skupmami. To se vyrazn€¢ projevuje 1 ve zmené
velikosti a tvaru makromolekuly. Jeji klubko je pfi nizké iontové sile a vysokém pH siné
expandované a v disledku toho se zvysi 1 limitni viskozitni €islo. S tim souvisi vliv iontové
sty na sedimentani a difizni koeficient, typickd polyelektrolytickd zavislost viskozity
na koncentraci. Toto chovani bylo studovano i metodou rozptylu svétla. Zjistilo se zvétSeni
hodnoty gyracntho poloméru HA zhodnoty 84 na 190 nm vlivem zmény iontové sily
rozpoustédla z 0,3 na nulu [10].

2.5.2 Hydrodynamické vlastnosti

Hydrodynamické vlastnosti HA byly zkoumany riznymi metodami: viskozimetricky,
sedimentaénimi  metodami, difiznin  méfenim,  dvojlomem v toku, dielektrickymi
méfenimi v toku a reologickymi métenimi.

Vysoka viskozita a souCasnd elasticita je stale sttedem zkoumani. Viskozita polyeletrolytt
je komplexni funkci koncentrace pomyleru, mtové sily, pH rozpoustédla a rychlosti

gradientu je pouzitelnost viskozimetrickych dat zavisla na experimentalnich podminkach.

Vliv pH na viskozitu mizeme popsat nasledujicim piikladem. Pfi neutralnim pH a nizkych
koncentracich se wviskozita pohybuje vrozsahu od 50 do 100 Pa.s. Pii snizeni pH

na 3 az 4 dochdzi ke gelovateéni. Pfi pH 12,5 dochaz k ostrému, avSak na zménu pH
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reverzibinimu  poklesu viskozity. ZvySovanim iontové sily se potlacuje repulze
jednotlivych karboxylovych skupin, ¢imz se dosahne liberalizace zavislosti msp/C=f(C).

Zavislost viskozity roztokit HA na smykovém napéti je vyrazna hlavn€ pii vySSich
koncentracich. Pfi vysokych molarnich hmotnostech vSak zistava tato zavislost zachovana
1 pfi nekonecném zfedéni. Proto pii praktické aplikaci je nutno dodrzovat smykové napéti,
pfi kterém byl vztah [n] vs M urCeny, anebo extrapolovat [n] k nulovému smykovému
napéti.

Pokud se z [n] odvozuji informace o tvaru, rozmérech a konformaci molekul, je nutno

pracovat pii velmi nizkych smykovych napétich.

Viskoelasticita roztoktt HA byla zkoumana jiz pocatkem 50. let. Reologické vlastnosti jsou
charakteristické extrémni zavislosti viskozity na rychlostni gradient a frekvencni zavislosti
elasticity. Jeji roztoky jsou prevazné viskézni pii nizkych frekvencich a prevazné elastické
pii vysokych frekvencich. Pfi nizkych frekvenci jsou fetézce dostatecné rychlé na to,
aby umoznily klubkliim zajmout ndhodnou konfiguraci pod vlivem pusobictho wnéjsiho
napéti a klouzat jedno po druhém, vytvafejici tak viskdzni tok. Pfi vysokych frekvencich
klubka nemohou ménit svou konfiguraci tak rychle jako je zména oscilyjictho napéti,

takze jsou deformované, stridavé se stlaceji a elasticky uvoliuji [10].

2.6 Degradacekyseliny hyaluronové

2.6.1 Termicka, chemicka a enzymatické degradace

Pii dlouhodobém zahiivani roztoki HA dochazi ke snizovani relativni molarni hmotnosti.
Kinetika tepelné degradace pii neutralnim pH a teplot¢ 128°C probthd mechanismem
ndhodného Stépeni. Byla vyvinuta metoda, pii které je vyloucena degradace tohoto
polysacahridu. Byl pozorovan pokles relativni molarni hmotnosti pfi zahfivani teplotou
128° C v autoklavd. Zavislost pievracené hodnoty polymerizaéntho stupné na dase
zahitvani je linedrni, coz umoziuje urCit stfedni hodnotu zdanlivé rychlostni konstanty
termické degradace. Kratkodobym varem vodnych roztoki HA nedochazi k vyrazné
zméné viskozity jejich roztokii. V pfitomnosti tiold a pfechodnych kovl, dochaz také
k degradaci HA, protoze tyto kovy stimulyji produkci reaktivnich OH radikali, které jsou
miciatorem degradace HYA [10].
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2.6.2 Fotochemicka degradace

Viv HA na rizné druhy zafeni je sledovana nejvice v souvislosti patologickych procest,

které probihaji v oku.

UV zifeni zplsobuje pokles viskozity, a také byl pozorovan pokles schopnosti vazby
kationtl. Autofi predpokladaji, ze UV zifeni zpisobuje trhani mterglykozidické vazby

za soucasné¢ho odbouravani vedlejSich skupin.

Degradace miYe nastat také uGinkem singletového kyslku 'O,. Autofi zjistili
7ze degradace je stimulovana molekulami singletového kysliku zplisobujici tak v prvé fazi
zménu tercialni a kvartetni struktury makromolekuly HA [10].

2.7 Zpuasoby sitovani kyseliny hyaluronové

2.7.1 Reakce na karboxylové skupiné

Jedna Cast monomerni jednotky HA je kyselma glukuronova. Strukturu mizeme pro psani
reakci zjednodusit na HA-COOH. Pred reakci je dilezit¢é samotnou skupinu nejprve
aktivovat. Existuji dva zpusoby tprav. Prvni znich je pomoci nesitovanych derivatt HA,
reakci monofunkénich ¢midel. Druhd je pomoci sitovani Sitovadlo je latka,
kterd obsahuje dvé¢ nebo vice nukleofilnich ¢asti, které obsahuji napiiklad amino skupiny,
které jsou schopny reagovat s aktivovanou HA. Preferované nukleofily jsou
biokompatibilni a jsou schopny reagovat s aktivovanou HA tak aby vznikl biokompatibini
vyrobek, ktery mize byt pouzivan. Mezi preferované nukleofily jsou nekteré

aminokyseliny: metylester leucinu, izoleucin, valin, fenylalanin.

- 0O
carbodiimide I
AA—CO0OH @—r—3 HA—C—NH

NH,

Obr. 4 — Reakce HA za pritomnosti aktivatoru karbodiimidu [11].
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V této Casti mohou byt zapojeny estery HA, které jsou ve formeé nesitovanych derivati.
Zda se byt velice vyhodnd pro pouziti na systematicky uvoliované léciva, 1 kdyz jsou
estery HA nerozpustné ve vodé¢ a jejich fyzikdlné-chemické vlastnosti jsou odhisné
od plivodni HA. Esterifkace mize byt provedena s neléCebnymi alkoholy, jako jsou etyl,
propyl, benzyl alkohol do formy semisyntetickych polymert.

Pro pfipojeni ammo skupiny, kterd obsahuje lCivé latky, mize byt pouzt
2-etyl-5-fenyl-isoxuzolium-3-sulfon ~ jako  spojovaci  ¢inidlo.  Vytvofi vazbu pomoci
karboxylové skupiny. Chloramfenikol miize byt k esterové skupiné pfipojen kovalentni
vazbou na ester skupinu, nebo pies alanin jako meziprodukt propojeni [11].

0

SC-NH—CH-CH
-NH—CH- N
CHECl” [ O
?HZOH
0
!
0=C OH._CH,OH
ey 0 0
\ o
0
OH -
NH
|
C=0
l
CH

3

Obr. 5 — Chloramfenikol kovalentné vazany na karboxylovou skupinu HA [11].

2.7.2 Reakce na hydroxylové skupiné

HA obsahuje velké mnozstvi hydroxylovych skupin, které jsou schopné sitovani
Hydroxylové skupiny C-2 a C-3 kyseliny glukuronové, jsou nejdostupnéjsi
pro derivatizaci, ale obecné jsou malo reaktivni Sitovaci c¢inidlo je molekula,
kterd obsahuyje dvé nebo vice elektrofinich casti schopnych reagovat s hydroxylovymi
skupmami HA. Strukturu kyseliny hyauluronové opét zjednodusime na HA-OH

pro mechanismy reakci.

Laurent popsal prvni Gspésnou reakci sitovani HA s pouzitém 1,2,3,4-diepoxybutanu

v zasaditém prostiedi pti 50°C.
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CH, —CH—CH—CH
2, N s 2

N o 0
OH— HA—OH >

1, 2, 3, 4 diepoxybutane

—HA—O—CH2~—(|3H—(|3H—CH2— O—HA—
OH OH

Obr. 6 — Sitovani pomoci 1,2,3,4 diepoxybutanu [11].
Hydroxylové skupiny HA jsou schopné reagovat v zisaditém prostiedi s divinylsulfonem
(DVS). Cinidlo kovalentn& vazané pies sulfonyl-bis-etylovou vazbu tvoii v nékolika

minutdch siny nerozpustny gel

OH
H
CHy QooH
H on H H 0=< H
HO H g H
0 HO N L &
H~O H~O NH (6]
p COOH : § n 0
0=8=0
0
HN
H
B O H NH H
%o H o 0 H_O H o
T\ a\
0
H
H H
- NH B\ H H
H H H o=< i H o
CH3 = CH3 n

Obr. 7 — Sitovani pomoci DVS [12].

Cinidla pro vyhowujici sitovani jsou polyfunkéni epoxidy, napidklad nisi alifatické
epoxidy, nebo jejich odpovidajici halogenhydriny a halogenidy. Jako vhodné piiklady
mohou byt uvedeny epichlorhydrin, 1,4-butandioldiglycid eter, N,N-diglycid anilin.
Zesittovany gel obsahuje urCité zbytkové stopy Cinidel je tedy dilezité gel potadné promyt,
napiiklad v pafe fosfitového pufiu. Cisty gel Ize zskat sitovanim HA ze sklivce.
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Dalsi vhodnou metodou pro sitovani miize byt metoda od Balazse.Zménil Cinidla jakou

jsou polyaziridin, formaldehyd, etylen oxid a dalsi.

H,C=0
HA—OH 2 - HZC:OH
formaldehyd O—HA

hemiacetal

HA—OH

Y

HA—O—CH;0—HA
Obr. 8 — Sitovani formaldehydem [11].

Konjugaty kyseliny hyaluronové s fyziologickou aktivitou nebo chemoterapeutickymi
vlastnostmi jsou cenné léCebné latky. Obsahuji volné primarni ammno skupiny pomoci
nichz dochazi kreakci, které jsou vyhodné obzvlast pro amino skupiny obsahujici

antibiotické ucinky, napiiklad ampicilin [11].

2.7.3 Reakce na amino skupiné

Modifikované reakce na amino skupiné nejsou tak cast¢ jako reakce na hydroxylové

nebo karboxylové skuping.

Sekundarni aminy ve struktufe kyseliny hyaluronové lze aktivovat zménou pH.
N-acetylové skupmy vkyselin¢ 1lze odstrant upravou pomoci hydroxidu sodného.
Tato zadkladni hydrolyza poskytuje ammno skupinu, kterd poté mize reagovat
s polyetylenglykolem [11].

2.8 Aplikace a vyuziti

Jiz v 60. letech 20. stoleti se vyuzivala k lokalni lé¢b&é popalenin a koznich viedl.
Od r. 1979 je na trhu ur€ena pro pouzti v o¢ni chirurgi. Uzivad se k docasnému vypnéni
prostoru pfedni komory oc¢ni a ochran¢ ocnich tkani pfed poSkozenim pii operacich.
Druhé¢ nejSiusi  vyuziti predstavuje intraartikularni aplikace (tzv. viskosuplementace)
u pacientl s osteoartrozou. Novou moznosti je periartikularni aplikace pii podvrtnuti
kotniku.

Vymamné je vyuzti k augmentaci v plastické chirurgi (vypli vrasek, vtaZenych jizev,
zvétSeni prsou). Velké vyuziti ma v piipravcich pro podporu hojeni ran. Dobré
vysledky byly zaznamenany v kombinaci s jodem pii hojeni chronickych ran, diabetickych

nohou a bércovych viedi. Uplatnéni nasla také ve veterindrni medicing,
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kde se vysokomolekularni hyaluronan uplatiuje diky svym viskoelastickym a protizanétli-
vym vlastnostem. UZivd se pfedevSim pii lécbé nemoci kloubl koni, psi a kocek.
Nové vywziti nasla i v oblasti péfe o zrak, jako lubrika¢ni latka v ocnich kapkach
nebo v roztocich na kontaktni ¢ocky [13, 14].

FOR LIFE & MADAGA
FUROPE —

HYALURONIC ACID KREM

W HYALURONIC ACID CREAM ) ’
for mature 1

Obr. 9 — Vyrobek z kyseliny hyaluronové [15].
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3 REOLOGIE

3.1 Reologickéchovani

Reologie se zabyva deformaci a tokem hmoty za pisobeni vngjsich sil Resi vztah mezi

napétim, deformaci a ¢asem. Podle chovani urujeme dva limitni stavy.

e Jestlize po U¢inku vnéjsi sily nastane deformace, kterd po jejim odstranéni vymizi,
mluvime o elastickém chovani, které vykazuji tuhé latky. Bcéhem deformace
se vynaloZena energie ukladda a po relaxaci latky se uvolni Latka se chova
Videalnim stavu jako pruzina, tj. reaguje okamzit¢ a reakce je dokonale vratna.
Elastické latky se pfi malych deformaci fidi podle Hookoeva zikona. Pfi smyku
je rovnovaha napéti a deformace vyjadiena vztahem:

o=0Gx*y 2

G- smykovy modul, y— rychlost smykové deformace

Obr. 10. Elasticky model pevné latky [16].

e Jestlize plisobenim sily hmota tee a tok se zastavi, ale neobrati, je-l sila
odstranéna, mluvime o viskdznim chovani, které je charakteristické pro jednoduché
tekutmy. Viskozni tekutina reaguje na plsobeni napéti jako pist (thumic),
tj. deformuje se scasovym zpozdénim a nevratné. VynaloZzena energie

je disipovana jako teplo.

H

. HE

Obr. 11. Viskozni model tekutiny [16].
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e Polymemni taveniny jsou deformovany viskoelasticky. Pist a pruzinu lze zapojit

paraleln¢ i sériové [16, 17].

Obr. 12. Deformacni chovani polymernich tavenin (sériovy model) [16].

3.2 Debofrino ¢islo
Pfi posuzovani deformacniho chovani materiali je dllezit¢ rozhodnuti, zda na né pohlizet

jako na tekutmy ¢i pevné latky. VSechny materidly se za urCitych podminek chovaji
jako tekutmny, tj. teCou. Piikladem, ktery si lze jednoduSe ovéfit, je skuteCnost, ze okna
ve starych katedralach maji u zeme vétsi tloustku nez u stropuy, tj. z pohledu staleti je sklo

tekutina.

De = 3)

D >

A — charakteristicky symbol materidlu vyjadiujici schopnost molekuldrntho pfeskupovani,

© — doba pozorovani
Pokud jde De —0. Pak se materidl jevi jako tekutina.

Pokud jde De —oo. Pak se material jevi jako pevna latka [16].

3.3 Reologické modely
K popisu tokového chovani se vyuzivaji reologické modely.

3.3.1 Newtonské kapaliny

Nejjednodussi model, ktery je vyuwivan pro popis toku kapalny béhem smykového

namahdni, je Newtoniv zikon:
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Txy=770 * yxy (4)

Ty — Smykové napéti, no- newtonskd viskozita, yxy — rychlost smykové deformace

Pfi jeho popisu si predstavme dv€ desky znichz dolni je stacionarni a horni se pohybuje
rychlosti v ktera je vyvolana smykovou rychlosti F pusobici Vroviné desky s plochou A.

Homi deska se pisobenim sily posune. Smykové napéti je pak vyjadieno rovnici:

F ()

v

Obr. 13. Model reologického chovani béhem smykového namdhdni [16].

Viskozita

Viskozita je mirou Umérnosti mezi napétim a rychlosti smykové deformace, kterda ma
rozmér Pa.s. Pro newtonské latky je viskozita materidlovou konstantou, je nezavisla

na Case a rychlosti smykové deformace [16, 19].

7,

¥
Obr. 14. Viskozita newtonskych litek jako velicina nezavisla na rychlosti smykové
deformace [16].
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M,

4

Obr. 15. Viskozita newtonskych latek jako velicina nezdvisla na teploté [16].

3.3.2 Nenewtonské latky

Polymerni latky vykazuji newtonské chovani pouze pii nizké rychlosti smykové deformace
(obr.5 - oblast A). Pii dalsim zvySovani rychlosti smykové deformace zacina viskozita
Klesat (obr. 5 — oblast B), coz je typické pro polymerni taveniny. Hodnota se pomalu
ustaluje do konstantni hodnoty, kterd urCuje nenewtonské chovani (obr. 5 — oblast C).
Posledni oblast tokové kiivky (oblast D) je tzv. druhé newtonské plateau,
které je charakterizované opétovnym ustalenim viskozity nezivisle na stile se zvySujici

rychlosti smykové deformace [16].

17 (Pa.s)

10000

1000 —

100 —

10

T | T T |
0.1 1 10 100 1000 10000 (sh)

Obr. 16. Tokovd krivka polymernich latek [16].
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4 VISKOELASTICITA

Polymerni latky se chovaji soucasn¢ jako pevné hookovské latky a 1 jako viskdzni
newtonské kapaliny. Takové chovani se nazyva viskoelastické. Na deformaci reaguji
tyto latky vzdy se zpozdénim. Pii stanoveni odezvy viskoelastického chovani jsou
rozliSovany dva typy experimentt: [16, 18].

e Kirip
Kdy je sledovana zavislost deformace na Case pii konstantnim napéti a teploté. Napéti

je zavedeno skokové v ur¢itém cCase [16, 18].
() =D(t) xo (6)
e Relaxace

Je popsana jako mnapéti vpolymeru scasem pii konstantni deformaci a teploté.
Pfi relaxatnim pokusu se vurCitém case polymer zatizi konstantni deformaci Pfi vlozeni

deformace reaguje pruzina okamvité, zatimco u pistu je deformace nulova [16, 18].

o(t) =E(t) x¢ (7)

4.1 Viskoelastické modely

Zékladni prvky modeli je pruzina, kterd zndzoriiuje hookovské elasticity a pist,
ktery znazoriiuje newtonsky tok. U obou prvka se voli konstanty tak, aby byly jednotkové.
Cim vice prvkil je vmodelu, tim Iépe model vystihuje reologické chovani realného sytému
[16, 18].

4.1.1 Kelviniv model

Model piedstavuje paralelni spojeni pistu a pruziny. Deformacni stav pruziny je v tomto
ptipadé¢ brzdén viskdznim prvkem. Kelviniv model se tedy deformuje vratné,
jeho elasticita neni okamzita, ale Casové zavisla. Elastice je zpozdéna. Deformace u obou
prvkil je stejnd a napéti se spocitd souctem u obou prvkil. U tohoto modelu nastdva zpétny
krip, ktery nastdva, prestaneme-li pisobit vn¢jsi sila a systém se vraci do nedeformovaného

stavu. Tento jev je také nazyvan jako elastické zotaveni [16, 18].
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¥

Obr. 17. Kelvinitv model [16].

4.1.2 Maxwelliv model

Pomoci Maxwellova modelu popisuyjeme relaxaci polymeru. Model je stejné jako Kelvintiv
tvofen elastickou a newtonskou c¢asti, kde dochaz k toku, ktery je komplikovan elasticitou.
Pii sériovém zapojeni je celkovd deformace rovna souctu deformaci obou prvkil.

Napéti je u obou prvka a v celém modelu stejné [16, 18].

fa (= I

i

Obr. 18. Maxwellitv model [16].
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4.1.3 Tucketiv model

Deformaci linedrntho amorfntho polymeru je ur€ovana tfemi parametry: pruzina udava
okanvitou deformaci valennich uhli, vazeb a mezimolekulovych vzdalenosti, zpozdénou
elastickou deformaci polymernich klubek uréuje kelviniv model a pist koresponduje

S nevratnym piesunem klubek [16, 18].

L) n

Obr. 19. Tucketiiv model [16].
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5 ZAVISLOST TOKU POLYMERU NA PROCESNICH A
MOLEKULARNICH PARAMETRECH

Kazdd méfend vlastnost materidli je zivislAi na mnoha faktorech, které ovlhiviyi
jeji kone¢nou hodnotu. U stejného materialu se hodnota miize zménit na Upln€ jinou,

a to klidné nepatrnym piisobenim jednoho faktoru.

5.1 Vliv teploty

Zavislost viskozity na teplot€¢ popisyeme jak teoretickymi tak empirickymi vzorci.
Pro empiricky vztah, ktery dobfe vystihuyje zivislost viskozity amorfhich polymernich
tavenin na teplot¢ vintervalu teplot (Tg, Tg + 100 K) je WLF (Williams—Landel-Ferry,
1953) rovnice:

logn(T) = logn(Tg) — [cl(T — Tg)]/[c2 +T— Tg] (8)

C1 a Cz jsou univerzalni konstanty.

Pomoci WLF rovnice Ize odhadnout teplotni zivislost viskoelastickych —vlastnosti

NS4

Pokud je teplota vy$si nez 100 K nad Ty lze zavislost viskozty na teplot€ popsat
Arrheniovym vztahem:

1=y » eBIAT ©

n — viskozita pfi teplot€¢ T, np- limitni (newtonskd) viskozita, E — aktivacni energie,
R — plynova konstanta, T — teplota

Vztah vychazi z energetické teorie, kterd tika, ze prenos Castice se uskutecni jen v piipadé,

7e molekula ziska dostateCnou aktivacni energii, aby mohla bariéru piekonat [16, 18].
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5.2 Vliv ¢asu

U nekterych materiali se viskozita méni s Casem, 1 kdyz je rychlost smykové deformace
konstantni. Tato zivislost je déna strukturnimi zménami béhem smykového namahdni
anesouvisi s elasticitou tavenin. Tyto zmény ve struktufe jsou vratné.

Pokud je latka cCasov€ zavislda a viskozita roste, chovani oznaCujeme za reopexii,
kdy viskozita roste s dobou, po kterou pusobi smykové namahani. Je-li systém v klidu,
viskozita se vrati postupné na nizkou hodnotu. Opacny jev, kdy viskozita klesa, je nazyvan
tixotropii, ktera je Zidouci napi. u barev, kdy potfebujeme, aby latka byla v tekutém stavu
[16, 18].

A reopexni

Newtonské

tixotropni
N
7

[

Obr. 20 — Zavislost viskozity na case [16].

5.3 Vliv sitovani

Zavedenim chemické pficné vazby do linearntho polymeru zpiisobi pokles volného objemu
Vjejim okoli. S vy$$im stupném sitovani roste Tgq a tim roste viskozta latky. V oblasti
hustych siti roste Ty az o desitky stupiiti a tim i viskozita [18].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

6 MERENIVISKOZITY

Pro méfeni tokovych vlastnosti latek jsou pouzivany reometry (viskozimetry). Polymerni
procesy probihaji pii riznych rychlostech smykové deformace, proto jsou stanoveny

reologické vlastnosti v Sirokém rozmezi.

injekeni
| lisovani | valcovani |Vytlaéovéni | vstiikovani |

10° 10! 102 103 104

rychlost smykove deformace (s)

Obr. 21 — Rychlost smykové deformace pro zpracovatelské procesy [16].
Pro méteni viskozity jsou nejCastéjSimi typy vyuzivany reometry:

e rotacni — méfime pfii nizké rychlosti smykové deformace (10'2— 10? st
e kapilarni (pritokové) — méfime pii stfednich az vysokych rychlostech smykové
deformace (10 — 10° %) [16].

6.1 Rotaéniviskozimetry

Skladaji se ze dvou valc nebo kuzele a desky, znichz jeden je stacionarni a druhy se otaci
konstantni uhlovou rychlosti. Pfi proudéni kapaliny uvnitt valce dochdzi k vnitinimu tfeni
kapaliny, pficemz se otaivy moment prendsi na druhy valec. Métime thel potoceni valce
od puvodni polohy, ktery je umérny uhlové rychlosti vnéjsiho valce @ a viskozité kapaliny

ve chvili kdy ustane rovnovéha.

p=knw (10)

k — konstanta pfistroje, ¢ — tthel pootoceni valce, ® — tthlova rychlost vnéjstho valce

Viskozimetry jsou vhodné i K méfeni nenewtonskych kapalin, protoze umoziuji méfit uhel

pootoceni v zavislosti na rychlosti otaceni [19].
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6.1.1 Typ valec-valec

Typ je vhodny pro nizkoviskdézni latky. Méfime torzni silu, kterou pusobi kapalina,
kterd rotuje uvnitt valce. Rychlost smykové deformace se u typu viskozimetru valec-valec

meéni s polomérem valce:

) dw (11)
Y=l
smykové napéti vyjadiuyjeme vztahem:
M (12)
T =
2mr?

RS
T s e s LT st e g VI g 5

motor
]] torzni
senzor
torzni
senzor

Obr. 22 — Rotacni viskozimetr a) s otacivym vnitinim vdlcem, b) S otacivym vnéjsim valcem

[20].

6.1.2 Typ kuzel-deska

U viskozimetru tohoto typu jsou piesn¢ definovany tokové podminky. Mefeny material
je umistén mezi desku a kuzel. Popularita tohoto typu je zajiSténa hlavné, pokud je maly
uhel mezi kuzelem a deskou, podle niz jsou napéti a rychlost smykové deformace v celém

objemu vzorku konstantni: [16, 21].
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3M (13)
‘L' =
2nR?
. r-0 w (14)
y = = -_—
ra r
E:,{f:‘;‘g':ﬂ. CHTRTAIH A
Lo L L D B B S O B
motor
torzni
senzor
torzni
senzor
motor

(b)

Obr. 23 — Rotacni viskozimetr a) s otacivym Kuzelem, b) s otacivou deskou [20].

6.1.3 Typ deska-deska
Rychlost smykové deformace u tohoto typu je zavisld na vzdalenosti mez deskami:

. WR (15)
V="

Spodni deska je stacionarni a horni deska pii méfeni osciluyje. Smykové napéti ziskame

z krouticiho momentu, ktery namétime: [16].

L ()
R3
>
| R o
[ ]
$ )
[ ]

Obr. 24 — Viskozimetr deska-deska [16].
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6.2 Kapilarni viskozimetr

NejvyuzivanéjSim  typem je  zafizeni pro méfeni index toku taveniny (ITT).
Jednd se o normovanou zkouSku, podle které mizeme stanovit hmotnostni index toku
taveniny (MFR) a objemovy index toku taveniny (MVR). ITT uddvd mnoZstvi taveniny
protékajici kapilarou o pfesné¢ daném prifezu a délce za pfesny Cas a pfesné¢ definované
teplot¢ a zatizeni Hodnotu najdeme v materidlovém Listu u polymernich granulati.

Hodnota ITT je pouze orientacni, na tokové kiivce predstavuje pouze jeden bod [16, 22].

Rychlost smykové deformace Ize pro neronské latky vyjadiit vztahy:

C dv 40 (17)
V= dr  mR3
. _ dvR (18)
2L

Ap —tlakovy spad v kapildte, Q — objemovy prutok v kapilate, L- délka kapilary

R — polomér kapilary

-

7

kapilara

/
Z

Obr. 25 — Kapilarni viskozimetr [16].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

6.3 Hoppleriv viskozimetr

Znamy také jako kulickovy (tcliskovy) viskozimetr. Méfeni je zalozeno na Stokesove
vztahu pro pad koule ve viskoznim prostiedi. Méfime srovnadvacim zplsobem:

n_ulp—p) _tPe—pP) (19)
n ulpe—p) T(o—p)

pk — hustota kulitky, u, u — rychlost padu kulicky, T — doba prichodu kulicky mezi dvéma
ryskami

Obr. 26 — Hoppleriiv viskozimetr [20].

Viskozimetr je vhodny pro kapaliny o veétSi hustot¢ a viskozité, mize vSak byt pouzt

jen pro prihledné neronské kapaliny [13].
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. PRAKTICKA CAST
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7 PRIPRAVAA POUZITI VZORKU

Vzorky A a B pfipravené pro méfeni viskozity na prutokovém viskozimetru
pro 5 koncentraci a 3 teploty. Dale byl piipraven vzorek C pro dalsi ¢ast méfeni,
kde byla kyselina hyaluronovad sitovana DVS a na rotatnim viskozimetru byla méfena

viskozita pro 5 rliznych stupii zesit'ovani.

7.1 Charakteristika pouzitych materiala

Hlavni chemickou sloueninou pouzivanou pii praci je suchy hyaluronat sodny
(viz tabulka ¢. 1). Dale je pouzit suchy chlorid sodny (Mn = 58,43), ¢isty ethanol,
deionizovana voda, chlorid draselny od firmy PENTA, hydroxid sodny a sitovadlo
divinylsulfon (viz tabulka ¢. 2).

7.1.1 Hyaluronan sodny

Tabulka 1 - Hyalurondt sodny

Vyrobce CPN spol. s. . 0, Dolni Dobrou¢, CR
Vyrobni ¢islo 119-12-01
Ptivod Biotechnologicka vyroba
Vzhled Bily aZ naZloutly prasek nebo granuky
Vzhled 0,5 % roztoku Ciry, bezbarvy, lehce opalescentni
Cirost 1% vodného rozt. (660nm, 1cm) <0,010
Susina (%) >90,0
Molekulova hmotnost (MDa) 0,70-0,90
pH 0,5% vodného roztoku 5,0-8,0
Obsah bikovin (%)* <20.0
Celkovy mikrobidlni pocet (CFU/g) <100
Kyselina uronova —UA (%)* | >45,0
Hyaluronan sodny — UA x 2,067 (%)* >93,0
Popel (%)* <10,0
Ptisady 7adné

* vztazeno na suchy zaklad
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7.1.2 Divinylsulfon

Obr. 27 - Strukturni vzorec divinylsulfonu

Tabulka 2 - Divinylsulfon

Vyrobce Aldrich®
Hustota pfi 25 °C (g/ml ) 1,177
Koncentrace (%) 97
Bod varu (°C) 234
Molekulovd hmotnost (Da) 118.15

7.1.3 Vzorek A-HA 0,1 hm% v 0,01M roztoku KCI
Byl piipraven zasobni roztok 0,01M KCldle vypocitané navazky podle vzorce:

m="VcM (20)

m — hmotnost, V — objem, ¢ — koncentrace, M — molarni hmotnost

Navazka byla vypocitdna na 0,3727 g KCI, navazeno bylo 0,3716g KCL Navazka byla
rozpusténa v 0,5 | destilované vody a pies noc byla nechana na michadle, kde se smes

dokonale promisila.

Dale bylo piipraveno 0,5 1 roztoku kyseliny hyaluronové o 0,1 hm %. Bylo navaZeno
0,5097g HA a knavazce byly pridany 2 ml ethanolu dale byl roztok doplnén
do pozadovaného objemu a rozpustén Vpiipraveném roztoku 0,01M KCL Piipraveny

roztok byl taktéz pies noc nechan na michadle pro lepsi smichani.
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Obr. 28 — Vzorek na magnetickém michadle.

7.1.4 Vzorek B-HA 0,1hm% v destilované vodé

Bylo navazeno 0,5032g HA, do které byly pro lepsi rozpustnost piidany 2 ml ethanolu.
Roztok byl déle doplnén do pozadovaného objemu 0,5 1 destilovanou vodou a pfes noc

byl nechan na michadle pro lepsi smichani roztoku.

715 Vzorek C-HA 1hm% v 0,1M NaOH

Byl piipraven zasobni roztok 0,1M NaOH, kde bylo navazeno 2,08g NaOH a rozpusténo
v0,5 | destilované vody a nechdno pfes noc na michadle. Dale bylo navazeno 5g HA
do které bylo piidano 20 ml ethanolu a roztok byl dale rozpustén v pfipraveném roztoku
0,1M NaOH.

Obr. 29 — Vzorky.
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8 POUZITE PRISTROJE AVYBAVENI

Pfi méfeni byly vyuzity dva typy viskozimetr. Pritokovy Ubbelehde viskozimetr Ula
od firmy TECHNOSKLO s.r.o. Drzkov. Druhym typem viskozimetru byl rotacni
viskozimetr typu Visco Tester 6L od firmy Gebr HAAKE GmbH v zastoupeni Pragolab

s.r.o, Praha.

8.1 Ubbelohde viskozimetr
Me¢teni viskozity u pratokovych viskozimetri je zaloZzeno na Poiseuillové rovnici
pro pritok kapaliny kapilarou:

mr* Apt (21)
8Vl

7”:

Kde: r- polomér kapilary, t-cas, V-objem kapaliny, l-délka kapilary, Ap-rozdil tlaka

Rozdil tlaki je dany hydrostatickym tlakem kapaliny ve svislé kapilate, ktery je umérny
hustot¢ kapaliny. Viskozita je tmérnd hustoté kapalny a dobé& pritoku. Méfeni se provadi
zpusobem, pii némz se na stejném viskozimetru porovnava viskozita métené kapaliny
N se znamou viskozitou srovnavaci kapalny myes.

n _t.p (22)
nref trefpref

Kde: t,tet- doba pritoku, p,pref- hustota mérné a srovnavaci kapaliny.

Kapilarni  viskozimetry jsou pfesné 0,01 az 0,1 %, ale nemohou byt pouzity
pro nenewtonské latky, nebot rychlostni gradient neni konstantni — roste se vzdalenosti
od osy kapilary [24].

Soucasti sklenéného viskozimetru byl sklenény termostatovy plast s kovovym drzikem.
V plasti je mozné termostatovat Viskozimetry na teplotu 8 az 180°C pomoci ob&hového
termostatn. Pfi méfeni bylo pro kazdou koncentraci méfeno s tiemi teplotami:

25,30 a 35°C.
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Obr. 30 — Ubbelohde viskozimetr se sklenénym drzikem a termostatem.

8.1.1 Technické parametry

Viskozimetr pouzity pro méfeni byl vyroben firmou TECHNOSKLO s.r.o. Drzkov.

Tabulka 3 - Technicka specifikace Ubbelhde viskozimetru.

Typové oznaceni:

Primér kapilary:

Konstanta viskozimetru:

Kinematicka viskozita vymétované kapaliny:
Aritmeticky primér vytokovych dob:

Ula

0,836 mm
0,2870 mm’s™
8,0173 mm’s™
279,30 s

Konstanta viskozimetru byla stanovena podle instrukce pro tfedni ovéfovani viskozimetrii

| 13-50 ovétenou kalibraéni kapalinou pie teploté +20°C podle etanolového viskozimetru.

Vzorec pro vypocet kinematické viskozity:

rvr=A.t

(23)
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8.1.2

Zasady pro pouZziti

Ptistroj musi byt pted pouzitim odmastén, musi byt dokonale suchy a Cisty.
Pinéni viskozimetru vzorkem méfené kapaliny musi probihat pozvolna tak,
aby se v kapalin¢ netvotily vzduchové bubliny.

Viskozimetr musi vyt zavéSen v temperovaci lazni piesné ve svislé poloze a nesmi
se dotykat stén ani dna. Vzdalenost od dna musi byt mnimaln¢ 20mm.

Naplnéni viskozimetr musi byt temperovan minimalné¢ 30minut.

Teplota 14zné musi byt béhem méfeni udrovana v rozmezi 0,01 °C.

Podrobny popis je uveden v instrukci pro ovéfovani viskozimetrd I 13-50 a technické

pozadavky a popis piistrojii jsou uvedeny v CSN 257901 A CSN 257910.

8.1.3 Pracovni postup méreni
e Ubbelohde viskozimetr byl odmastén, vyCistén a dokonale vysusen v susarné pfi
teploté 65°C.
e Sklenény termostatovy plast byl umistén na drzdk a pevné pfichycen svorkami,
poté byl plast’ naplnén vodou.
e Viskozimetr byl po vysuSeni vlozen do kovového drzaku a vlozen
do termostatového sklenéného plaste.
e Obghovy termostat byl napnén vodou a vytemperovan na teplotu 25°C.
e Nejprve byl ve viskozimetru méten referencni vzorek (destilovana voda).
e Po kazdém vzorku byl viskozimetr vyplachnut destilovanou vodou a ethanolem
a poté byl vysuSen v suSarn¢.
e Vzorek A ivzorek Bbyly méfeny pii S riznych ziedéni a to nasledovné:
Tabulka 4 - Zredeni vzorkii.
& seden Vzorek A 0,01MKCI & sedént Vzorek B H,O
(mh) (mb) (mh) (mb)
1 15 0 1 15 0
2 10 5 2 10 5
3 10 7,5 3 10 7,5
4 10 10 4 10 10
5 10 12,5 5 10 12,5

Kazdé ziedéni bylo m&feno pii teplotich 25,30 a 35°C.
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e Byl méfen Cas pratoku kapalny mez ryskami, hodnoty byly nasledné zapisovany
do tabulky, z které byly vyhodnoceny vysledky méfeni.

8.2 Visco Testero6L

Viscotester je klasicky rotacni viskozimetr ureny k rychlému stanoveni viskozity,
jak to definuje ISO 2555, a dale standardy ASTM. Haake pouziva kvalitni fidici systém,
certifikovany podle EN 29001. Viskozimetr pracuje na stejném principu, jako vSechny
ostatni rotacni viskozimetry, tj. valec je ponofen do testované latky a méii se sila, potfebna
k ptekonani viskozntho odporu viCi rotaci nebo prutoku. Mezi valcem je pruzina
a motorova hiidel, kterd se otac¢i urCitou rychlosti Deviacni uhel vietene vic¢i mefic
pruzing se meti elektronicky, a vysledkem je hodnota toc¢ivého momentu.

Toc¢ivy moment, namcfeny viskozimetrem, se vypocitda na zaklad€é rychlosti a geometrie
vietene. Vysledkem je piimi odecet viskozity v mPas.

Model mé celkem 19 rychlosti (0,3 /0,5/0,6 /1,0/1,5/2,0/2,5/3,0/4,0/5,0/6,0/10
/12 /20 /30 /50 /100 /a 200 min) a 4 druhy victene. P¥i méfeni bylo vywito vieteno

typu L1, které se pouziva pii nejnizSim stupni viskozity.

Tabulka 5 - Technicka specifikace Visco Tester 6L.

Teplota prostiedi od 10 do 40°C

Relativni vlhkost méne nez 80%

Ptesnost vice nez 0,5% abs.hodnoty
Rozsah méfeni 3-2 000 000 mPas
Rychlosti 19

Vietena 4
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8.2.1

Obr. 31 — Visco Tester 6L.

Pracovni postup méieni

Visco Tester byl nastaven dle pokyni a bylo pouzito vreteno L1.

Do kadinky o objemu 250ml byl odméfen vzorek C a postupné byly odecitany
hodnoty, které byly automaticky vyhodnocovany programem HAAKE RheoWin,
ktery byl spustén na pocitaci.

Rychlosti smykové deformace byly postupné zvySovany a odecitany aZz po
maximadlni moznou hodnotu a poté opét snizovany po maximalni moznou hodnotu.
Déle byl vzorek C sitovan pomoci divinylsulfonu v mnoZstvi od 1 do Sml

Kazdy stupenn zesitovani byl opét Visco Testrem zméien.
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9 NAMERENE HODNOTY VISKOZITY

Vzorek A a B byly méfeny na pritokovém Ubbelohde viskozimetru a vzorek

C byl podroben zkousce na rota¢nim viskozimetru typu Visco tester 6L.

9.1 Namérené hodnoty pro vzorek A

Podstatou zkousky bylo stanoveni doby pritoku stalého objemu kapaliny v Ubbelohde
viskozimetru pii piesné méfené teploté. Kinematicka viskozita byla uréena dle rovnice

(23), kde hodnota A pro dany viskozimetr méla hodnotu 0,2870 mm?s™.

= Suction Pulls Fluid
to Start Mark

- — §-—— Start Mark

-~ 4-—— Stop Mark

=—— Capillary
Section

Obr. 32 — Schéma kapilarniho viskozimetru [23].
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Tabulka 6 — Namérené hodnoty a vypocitané viskozity pro koncentraci 0,1 hm. % HA

v 0,01M KClI

Z¥edéni(ml) 15HA

0 KCI

Teplota (°C)

¢as (min)

0
¢as o(s)

Viskozita:

25

2,25
2,25
2,24

2,25

144,67

41520 mm?/s

30

2,13
2,12
2,12
2,13
132,67

3,8076 mm?/s

35

2,03
1,59
2,05

2,02

120,02

34447 mm?/s

Tabulka 7 - Namérené hodnoty a vypocitané viskozity pro koncentraci 0,07 hm. % HA

v 0,01M KClI

Z¥edéni (ml) 10 HA 5 KCI

Teplota (°C) 25 30 35

¢as (min) 1,37 13 121
1,37 1,33 121
1,38 131 12

o 1,37 131 121

¢as o(s) 97,30 91,33 80,67

Viskozita:  2,7925 mm’/s 2,6212mm?/s 2,3152 mm’/s

Tabulka 8 — Namérené hodnoty a vypocitané viskozity pro koncentraci 0,06 hm. % HA

v 0,01M KClI

Z¥edéni (ml) 10 HA

7,5 KClI

Teplota (°C)

¢as (min)

0
¢as o(s)

Viskozita:

25

123
1,23

124

1,23
83,33

23916 mm?/s

30

118
118
1,17
118
77,66

22288 mm?/s

35

112
11
11

111

70,66

20279 mm?/s
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Tabulka 9 - Namérené hodnoty a vypocitané viskozity pro koncentraci 0,05 hm. % HA

v 0,01M KClI

Z¥edéni (ml) 10 HA

10 KClI

Teplota (°C)

¢as (min)

0
¢as o(s)

Viskozita:

25

111
112

113

112
72,00

2,0664 mm?/s

30

1,09
1,09
1,09

1,09

69,00

1,9803 mm?/s

35

1,05
1,03
1,02

1,03

63,30

1,8167 mm?/s

Tabulka 10 - Nameérené hodnoty a vypocitané viskozity pro koncentraci 0,04 hm. % HA

v 0,01M KClI

Z¥edéni (ml) 10 HA

125 KCI

Teplota (°C)

¢as (min)

0
¢as o(s)

Viskozita:

25

1,07
1,08

1,09

1,08
68,00

1,9516 mm?/s

30

1,06
1,06

1,06

1,06
65,60

1,8827 mm?/s

35

60
59
59

59,33

59,33

1,7028mm?/s

9.2 Namérené hodnoty pro vzorek B

Tabulka 11 - Namérené hodnoty a vypocitané viskozity pro koncentraci 0,1 hm. % HA

v H,O

Z¥edéni (ml) 15 HA

0H0

Teplota (°C)

¢as (min)

0
¢as o(s)

Viskozita:

25

744
745

7,44

744
464,30

13,325 mm?/s

30

7,05
701

7,03

7,03
423,00

12,1401 mm?/s

35

6,24
6,22

6,23

6,23
383,00

10,9921 mm?/s
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Tabulka 12 - Nameérené hodnoty a vypocitané viskozity pro koncentraci 0,07 hm. % HA

v H,O

Z¥edéni (ml) 10 HA

5H0

Teplota (°C)

¢as (min)

0
¢as o(s)

Viskozita:

25

511
515
513

513

313,00

8,9831 mm?*/s

30

4,55
4551
452

453

292,60

8,3976 mm?/s

35

43
4,26
4,28

4,28

268,00

7.6916 mm?/s

Tabulka 13 - Nameérené hodnoty a vypocitané viskozity pro koncentraci 0,06 hm. % HA

v H,O

Z¥edéni (ml) 10 HA

7,5 H,0

Teplota (°C)

¢as (min)

0
¢as o(s)

Viskozita:

25

4,27
4,27

4,26

4,26
266,30

7,6428 mm?/s

30

4,15
4,16

4,15

415
255,30

73271 mm?/s

35

3,56
3,57

3,58

3,57
237,00

6,8019 mm?/s

Tabulka 14 - Nameérené hodnoty a vypocitané viskozity pro koncentraci 0,05 hm. % HA

v H,O

Ziedéni (ml) 10 HA 10 H,0

Teplota (°C) 25 30 35

¢as (min) 3,58 3,55 3,29
3,59 354 3,32
359 353 332

0 3,59 3,54 3,31

¢as o(s) 238,60 234,00 211,00

Viskozita:

6,8478 mm°/s

6,7158 mm?/s

6,0557 mm?/s
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Tabulka 15 - Nameérené hodnoty a vypocitané viskozity pro koncentraci 0,04 hm. % HA

\Y Hzo

Ziedéni 10 HA 125 H,0

Teplota (°C) 25 30 35

&as (min) 3,37 3,28 314
3,37 3,26 3,13
3,39 3,26 3,12

o 3,38 327 331

&as o(s) 217,60 206,60 193,00

Viskozita:  6,2451 mm?/s 5,9294 mm?/s 5,5391 mm?*/s

9.3 Namérené hodnoty pro vzorek C

Tabulka 16 — 1hm.% HA v 0,1M NaOH

v(1/s) 1(Pa) n(Pa/s) v(1/s) 1(Pa) n(Pa/s)
2 0,072 0,036 100 3,390 0,034
2,5 0,078 0,031 60 1,992 0,033
3 0,090 0,030 50 1,650 0,033
4 0,120 0,030 30 0,972 0,032
0,162 0,032 20 0,648 0,034
6 0,180 0,030 12 0,390 0,033
10 0,324 0,032 10 0,330 0,033
12 0,384 0,032 6 0,186 0,031
20 0,636 0,032 5 0,168 0,034
30 0,972 0,032 4 0,120 0,030
50 1,632 0,032 3 0,090 0,030
60 2,004 0,033 2,5 0,084 0,034
100 3,366 0,034
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Tabulka 17 — 1hm.% HA v 0,1M NaOH sitovany 1ml DVS

v(1/s) t(Pa) n(Pa/s) v(1/s) t©(Pa) n(Pa/s)
2 0,084 0,042 100 4,116 0,041
2,5 0,102 0,041 60 2,472 0,041
0,114 0,038 50 2,040 0,041
4 0,150 0,038 30 1,218 0,040
5 0,210 0,042 20 0,804 0,040
6 0,228 0,038 12 0,486 0,041
10 0,402 0,040 10 0,438 0,044
12 0,480 0,040 6 0,240 0,040
20 0,792 0,040 5 0,216 0,043
30 1,200 0,040 4 0,162 0,041
50 2,010 0,040 3 0,120 0,040
60 2,472 0,041 2,5 0,108 0,043
100 4,116 0,041 2 0,090 0,045

Tabulka 18 — 1hm.% HA v 0,1M NaOH sifovany 2 ml DVS

v(1/s) 1(Pa) n(Pa/s) v(1/s) 1(Pa) n(Pa/s)
2 0,126 0,063 100 5,838 0,058
2,5 0,156 0,062 60 3,474 0,058
0,174 0,058 50 2,886 0,058

4 0,228 0,057 30 1,728 0,058
5 0,300 0,060 20 1,152 0,058
0,342 0,057 12 0,696 0,058

10 0,594 0,059 10 0,588 0,059
12 0,708 0,059 6 0,348 0,058
20 1,156 0,059 5 0,306 0,061
30 1,758 0,059 4 0,234 0,059
50 2,940 0,059 3 0,180 0,060
60 3,546 0,059 2,5 0,156 0,062
100 5,880 0,059 2 0,126 0,063
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Tabulka 19 - 1hm.% HA v 0,1M NaOH sitovany 3 ml DVS

v(1/s) 1(Pa) n(Pa/s) v(1/s) 1(Pa) n(Pa/s)
2 0,126 0,063 100 5,838 0,058
2,5 0,156 0,062 60 3,474 0,058
3 0,174 0,058 50 2,886 0,058
4 0,228 0,057 30 1,728 0,058
0,300 0,060 20 1,152 0,058
0,342 0,057 12 0,696 0,058
10 0,594 0,059 10 0,588 0,059
12 0,708 0,059 6 0,348 0,058
20 1,156 0,059 5 0,306 0,061
30 1,758 0,059 4 0,234 0,059
50 2,940 0,059 3 0,180 0,060
60 3,546 0,059 2,5 0,156 0,062
100 5,880 0,059 2 0,126 0,063

Tabulka 20 - 1hm.% HA v 0,1M NaOH sifovany 4 ml DVS

v(1/s) t(Pa) n(Pa/s)
2 0,378 0,189
2,5 0,486 0,194
3 0,588 0,196
0,798 0,200

1,026 0,205

1,260 0,210

10 2,148 0,215
12 2,598 0,217
20 4,380 0,219
20 4,422 0,221
12 2,700 0,225
10 2,280 0,228
6 1,356 0,227
5 1,146 0,229
4 0,918 0,230
3 0,696 0,232
2,5 0,588 0,235
2 0,480 0,240
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Tabulka 21 - 1hm.% HA v 0,1M NaOH sitovany 3 ml DVS

v(1/s) t©(Pa) n(Pa/s)
2 0,516 0,258
2,5 0,642 0,257
0,762 0,254

4 1,002 0,254
5 1,260 0,252
6 1,500 0,250
10 2,520 0,252
12 3,012 0,252
20 5,028 0,251
20 5,040 0,252
12 3,072 0,255
10 2,556 0,256
6 1,530 0,255
5 1,284 0,256
4 1,026 0,257
3 0,804 0,268
2,5 0,654 0,262
2 0,552 0,276
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10 VYPOCTENE HODNOTY AVYHODNOCENI MERENI

Byla stanovena kinematickd viskozita rozpoustédla a vypocitan inkrement relativni

viskozity (specifickd viskozita), kterd udava pomérny pfiiristek viskozity:

YV — Vg (24)
wz — kinematickd viskozita vzorku, ve- kinematickd viskozita rozpoustédla

Koncentracni zavislosti viskozity byly zpracovany pomoci Hugginsovy rovnice:

Nsp
c

= [n] + ky [n]*c (25)

Vypoctené hodnoty limitntho viskozitniho ¢isla a Hugginsovy konstanty jsou uvedeny
viabulce 22. Ztéchto hodnot je patrnd zména rozméru makromolekularniho klubka
hyaluronatu sodné¢ho vlivem teploty i iontového sloZeni rozpoustédla. Jak je patmo
z absolutnich hodnot limitntho viskozitntho Cisla, S rostouci teplotou dochazi k jeho
narlisty, coz svéd¢i o zvétSovani hydrodynamického rozméru makromolekularniho klubka
vobou pifpadech studovanych roztokli. Byla ziSt€éna skokovda zména interakéniho
parametru ky pii teplot¢ 30°C, kdy dochazi ke zméné¢ svinuti makromolekularnich klubek
z konformace expandovaného klubka na zdvojenou Sroubovici v 0,01 M KCI. Tento jev
je také mén¢ patrny v pfipadé¢ vodného roztoku HA, kdy ionizované karboxylové skupiny
hylurondtu jsou vice ionizovany v porovnani sroztokem KCl Tim se potlacuje jeho
polyelektrolyticky charakter, ktery ma za nasledek pfijeti konformace méné pruto¢ného

makromolekularniho klubka.

Tabulka 22 — Vypocitané limitni viskozitni cisla a Hugginsovy konstanty

Vzorek
Vodny roztok HA 0.01M KCI HA
v k v k
Teplota [C] [1/kErr1%] [hm.g/oz] [1/h[r71%] [hm.:/oz]
25 126.8507 0.006481 18.2150 0.563778
30 147.9793 -0.00313 237613 0.241965
35 152.6445 -0.00533 24,8323 0.199157
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Obr. 33 - Teplotni zavislost Hugginsovy konstanty pro 0,1 hm. % hyalurondtu
sodného ve vodném roztoku (plné kolecko) a v roztoku 0,0IM KCI

(prazdné kolecko).
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Obr. 34 - Teplotni zavislost limitniho viskozitniho cisla pro 0,1 hm. % hyaluronatu

sodného ve vodném roztoku (plné kolecko) a v roztoku 0,0IM KCI
(prazdné kolecko).
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Tabulka 23 — Vysledky vypocti specifické kinematické viskozity/c pri riiznych teplotdach pro

vzorek A
¢ (hm. %) | vsp/c pfi 25°C (9/100g) | vsp/c pii 25°C (¢/100g) | vsp/c pii 25°C (g/100g)
0,10 137,63 141,53 140,60
0,07 134,28 142,22 143,07
0,06 130,68 142,54 145,59
0,05 131,73 147,65 145,94
0,04 133,17 144,02 148,25
Vodny roztok HA
152 i I
? 148 :— \ & - \Q
> - - Y
c 144 - O \O\ o~
— 140 N v
~—" C
(&) B
S 136 F —*
) B [ 25°C
> - ® O 3OZC
132 | v 3
C o
128 C [ N TR SN NN N (N TN S SN SN AN SN N N N R
0.04 0.06 0.08 0.10
¢ (hm.%)

Obr. 35 - Zavislost mérné kinematické viskozity/c na koncentraci (Hugginsovy rovnice)

vodného roztoku sodné soli kyseliny hyaluronové pri riiznych teplotach.
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Tabulka 24 - Vysledky vypoctii specifické kinematické viskozity/c pri riznych teplotdch pro

vzorek B
¢ (hm. %) | vsp/c pii 25°C (9/100g) | vsp/c pii 25°C (9/100g) | vsp/c pii 25°C (g/1000)
0,10 36,47 37,51 37,57
0,07 31,89 34,06 32,96
0,06 29,35 31,17 31,51
0,05 26,26 29,42 31,01
0,04 26,65 30,36 30,41

Vodny roztok 0,01 M KCI

N
o

W
(o))
|

vsp/C (1/hm.%)
W
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N
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|

N
AN

0.04 0.06 0.08 0.10
¢ (hm.%)

Obr. 36 - Zavislost merné kinematické viskozity/c na koncentraci (Hugginsovy rovnice)

sodné soli kyseliny hyaluronové v 0,01 M KCI p7i ruznych teplotach.
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Obr. 37 - Zavislost dynamické viskozity 1 hm. % roztok hyalurondatu sodného v 0,1 M
NaOH.
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1w.% HA in 0.1 M NaOH
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Obr. 38 - Zavislost smykového napéti na smykové rychlosti 1 hm. % roztoku sodné soli
kyseliny  hyaluronové v 0,1 M NaOH pri 25°C. Plné kolecko: bez DVS,
prazdné kolecko: 1 ml DVS, plny trojuhelnik: 2 ml DVS, prazdny trojuhelnik: 3 ml DVS,

plny ctverec: 4 ml DVS, prazdny ctverec: 5 ml DVS.

Na obr. 38 jsou vyneseny zavislosti smykového napéti na smykové rychlosti
pro rizné stupné zesitovani studovaného roztoku hyalurondtu sodného. Z téchto zivislosti
jsou vypocteny dynamické viskozity studovanych roztokt. Zgrafu je patrny
narist dynamické viskozity s rostoucim stupném zesiténi. Jak je patrno zobrazku 38 tento
narGst ma nelinearni charakter, charakteristicky pro mikro-heterogenni priibéh sitovaci
reakce. Ztoho vyplyva, ze dominantnim typem reakce je intramolekularni sitovani
a az vdruhém kroku intermolekularni sitovani. Z obr. 38 je patrno, Ze studované roztoky

nevykazuji hysterezi tokovych kiivek.
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Obr. 39 — Zavislost smykového napéti na smykové rychlosti 0,1 hm. % HA
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Obr. 40 - Zavislost dynamické viskozity na smykové rychlosti 0,1 hm. % vodného roztoku
sodné soli kyseliny hyaluronové pri 25°C. Plné kolecko: ve sméru vzristu smykové

rychlosti, prazdny trojuhelnik: ve sméru poklesu smykové rychlosti.
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo ziSténi chovani hyalurondtu sodného V zavislosti na teploté,

koncentraci a také zesitovani pomoci divinylsulfonu.

V teoretick¢é Casti je zpracovana problematika tykajici se polysacharidii obecné,
déle je podrobné popséna kyselina hyaluronova a jeji vlastnosti. Dalsi ¢ast teoretické prace
je veénovana reologii a chovani viskoelastickych latek. V praktické c¢asti byla mcrena
viskozita pomoci dvou metod, proto byla vteoretické ¢asti zahrnuta 1 Cast tykajici
se méfenim viskozity.

V praktické casti byla popséna detailni piiprava vzorki A, B a C, které byly pouzity
pii méfeni. Vzorky A a B byly pfipraveny z hyaluronatu sodného, ktery byl rozpustén
v roztoku KCIl a redestiované vodé. U obou vzorki byl méfen pritokovy Ccas
na Ubbelohde viskozimetru smeénici se koncentraci a teplotou. Oba vzorky byly
od koncentrace 0,1 hm. % zed'ovany po hodnotu 0,04 hm. % a jejich tokové vlastnosti
byly méfeny pii teplotach 25, 30 a 35 °C. Nasledné byla vypo¢itina hodnota kinematické
viskozity. U obou zkoumanych vzorki bylo zisténo, Ze viskozta piipravenych roztoku
klesd v zivislosti na snizujici se hmotnostni koncentraci a zvySujici se teplote.
Z vypoctenych hodnot limitntho viskozitntho ¢isla a Hugginsovy konstanty je patrna
zména  rozméru  makromolekuldarntho  klubka hyaluronatu sodného  vlivem teploty
1 iontového slozeni rozpoustédla. Z absolutnich hodnot limitntho viskozitniho Cisla
je patrno, ze Kjeho nartstu dochaz s rostouci teplotou, u obou roztoki tedy dochaz ke
zvétSovani makromolekularniho klubka. Skokova zména interakéniho parametru ky byla
zjisténa pfi 30°C, kdy dochdzi ke zméng svinuti makromolekulirnich klubek z konformace
expandovan¢ho klubka na zdvojenou Sroubovici u vzorku A. U vzorku B je jev patmy
mén¢ nebot ionizované karboxylové skupiny hyaluronidtu jsou vice ionizovany
Vvporovnani se vzorkem A. V piipadé vzorku A je timto potlaCen jeho polyelektrolyticky
Charakter, ktery ma za nasledek pfijeti konformace méné pritocného makromolekularniho

klubka.

Vzorek C byl pfipraven zhyaluronatu sodného a rozpustén v zisaditém prostfedi NaOH
aby bylo docileno sitovaci reakce. Vzorek byl méfen na rotaénim viskozimetru, kde byla
na pocitai zaznamenavana jeho dynamicka viskozita v zavislosti na rychlosti smykové
deformace a dale na zavislosti pfidaného sitovadla. Uz pii méfeni nezesitovaného roztoku

bylo patrné, ze dynamicka viskozita neni zavisla na rychlosti smykové deformace zcehoz
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je patrno, ze se jedna o Newtonskou kapalinu, kdy je jeji viskozita nezavisla na teploté
a rychlosti smykové deformace. Dynamickd viskozita ma rostouci charakter v zavislosti

na stupni zesitovani. Rust je nelinearni coz je charakteristické pro mikro-heterogenni

pribéh sitovaci reakce. Z¢ehoz mizeme usoudit, Z¢ dommantnim typem reakce

je mtramolekuldrni sitovani a az v druhém kroku mtermo lekularni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

a konstanta pro dvojici polymer-rozpoustédlo
A plocha[nm?]
c koncentrace, [mol/]

CSN  Ceskoslovenskd norma
De deboimo ¢islo

DVS  diwnylsulfon

EN evropska norma

E aktivaéni energie

F sila [N]

G smykovy modul

ITT index toku taveniny

ISO International Standard Organization

k konstanta pfistroje,

K konstanta pro dvojici polymer-rozpoustédlo

KCI chlorid draselna

L dé¢kka kapilary[ m]

M kroutici moment,

m hmotnost, [kg]

M molarni hmotnost[k g mol-1]

MVR  objemovy index toku taveniny

MFR  hmotnostni index toku taveniny
NaOH hydroxid sodny

Ap tlakovy spad v kapilate, [Pa]

Q objemovy pritok v kapilafe, [m®.s-1]

R polomér kapilary[m]
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R plynova konstanta,

Tg teplota skelného ptechodu [°C]

T teplota[°C]

u, u’ rychlost padu kulicky, [m.s-1]

\Y; objem, [m’]

WLF  Williams-Landel-Ferry rovnice

T teCné napéti [Pa]

Y smykova rychlost [s-1]

o smykové napéti [Pa]

n dynamicka viskozita [Pa.s]

o primér

A charakteristicky ~ symbol  materialu ~ vyjadifujici  schopnost ~ molekularniho
preskupovani,

0 doba pozorovani [s]

no newtonskd viskozita,

n viskozita pfi teploté T,

(0] uhel pootoceni valce, [0]

® uhlova rychlost vnéjstho valce[rad.s-1]

® thlova rychlost na poloméru r

pk hustota kuli¢ky, [kg.m-3]

doba prichodu kulicky mezi dvéma ryskami[s]
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PRILOHA P III: ZAVISLOST SMYKOVEHO NAPETINA SMYKOVE RYCHLOSTIS 2ML DVS.
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PRILOHAPIV: ZAVISLOST SMYKOVEHO NAPETINA SMYKOVE RYCHLOSTIS 3MLDVS.
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