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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva roztokovym chovanim kyseliny hyaluronové v pritomnosti soli
Hofmeisterovy fady. Polymerni roztoky byly studovany pomoci viskozimetrického méteni
Ubbelohdeho kapilarnim viskozimetrem. V praci byly stanoveny zakladni viskozitni cha-
rakteristiky, a to limitni viskozitni ¢islo a Hugginsova konstanta. Bylo zjisténo, Ze ptitom-
nost soli v polymernim roztoku zpisobuje pokles viskozity oproti viskozité stanovené
Vv demineralizované vod¢. Pfidavkem chaotropnich ionti do roztoku kyseliny hyaluronové
dochdzi k intenzivnéj$imu snizeni jeji viskozity ve srovnani s ptidavkem iontl kosmotrop-
nich. Stanovena viskozitni data byla srovnana s analyzou vzorku hyaluronanu provedenou

pomoci gelové permeacéni chromatografie a dynamického rozptylu svétla.

Klicova slova: kyselina hyaluronova, Hofmeisterova fada, viskozita

ABSTRACT

The thesis focuses on the solution behaviour of hyaluronic acid in the presence of salts of
Hofmeister series. Polymer solutions were studied by viscometric measurements using
Ubbelohde capillary viscometer. In the thesis, the fundamental viscosity characteristics
were determined, namely the intrinsic viscosity and the Huggins constant. It has been
found that the presence of salt in the solution decreased polymer viscosity compared to
viscosity measured in demineralized water. Furthermore, the addition of chaotropic ions to
the hyaluronic acid solution leads to a more intensive decrease of the viscosity than in the
case of the addition of kosmotropic ions. The determined viscosity data were compared
with the analysis of the hyaluronan performed by gel permeation chromatography and dy-

namic light scattering.

Keywords: hyaluronic acid, Hofmeister series, viscosity
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UvVOD

Kyselina hyaluronova je nevétveny zaporné nabity glykoproteoglykan, jehoz zakladni sta-
vebni jednotku tvoii monosacharidy, Kyselina B(1,3)-D-glukuronova a B(1,4)-N-acetyl-D-
glukosamin. Za fyziologickych podminek se vyskytuje ve formé sodné soli, hyaluronatu
sodného. Najdeme ji prakticky ve vSech tkanich obratlovct. V téle ¢lovéka tvori zakladni
stavebni jednotku mezibuné¢né matrix, je zastoupena Vv synovialni tekutiné, pupeéniku,
v kiizi, sklivei, lymfé€ a séru. Nachazi se také v bunécné stén¢ prokaryotickych organizmi,
napiiklad v bakteriich rodu Streptococcus, Pasteurella. Dulezitymi vilastnostmi kyseliny
hyaluronové je jeji biokompaktibilita a schopnost vazat a zadrzovat velké mnozstvi vody.
V organismu slouzi jako humektant v kizi, lubrikant v kloubech, slozka vypliiové hmoty
V pupeéni $itife ¢i latka udrzujici tvar oéni bulvy. Siroce se vyuziva ve farmaceutickém
a kosmetickém primyslu. Diky svoji vysoké kapacité zadrzovat vodu, nedrazdivosti
a rychlé adsorpci je pridavana do oc¢nich ¢i nosnich kapek. Dale je vyuzivana jako nosi¢
peptidovych a proteinovych 1é¢iv ¢i 1éki proti rakoviné a uplatiuje se také pii artroskopic-
kych operacich, k prevenci tvorby jizev pii endoskopickych operacich, terapii mocové in-
kontinence, intraartikuldarné pii osteartroze, k intravezikalni instilaci pii cystidach

a Vv neposledni fadé€ 1 v plastické chirurgii jako vypln vrasek.

Prestoze je kyselina pomérné dobie rozpustna ve vodég, V praxi se pro jeji prevedeni
do roztoku vyuziva spiSe riznych typl soli. Jelikoz se chovani hyaluronanu ve vodé
a v roztocich soli velmi 1i8i, je zadouci je podrobnéji studovat. V ramci této diplomové
prace byly aplikovany soli Hofmeisterovy fady. Hofmeisterova fada je lyotropni série,
ve které jsou soli sefazeny dle jejich schopnosti vysolovat bilkoviny. Podle pozice
Vv Hofmeisterove fade€ jsou ionty déleny na kosmotropy a chaotropy, toto déleni je zalozeno
na vlastnostech jednotlivych iontd. Kosmotropni ionty jsou slabé hydratované mékké kati-
onty s nizkou hustotou naboje a siln¢ hydratované tuhé anionty s vysokou hustotou néboje,
které zvySuji povrchové napéti a stabilitu bilkovin, snizuji rozpustnost uhlovodiki a dena-
turaci bilkovin a maji silny vysolovaci ucinek. Oproti tomu chaotropni ionty jsou slabé
hydratované me&kké anionty s nizkou hustotou naboje a silné hydratované tuhé kationty
s vysokou hustotou naboje, které snizuji povrchové napéti a stabilitu bilkovin, zvySuji roz-
pustnost uhlovodiki a denaturaci bilkovin a maji silny vsolovaci u¢inek.

Pro experiment byly zvoleny soli s kombinaci 1) chaotropni kationt a chaotropni aniont

(NH4SCN), 2) kosmotropni kationt a kosmotropni aniont (Na;SO,), 3) kosmotropni kationt

a chaotropni aniont (NaSCN a NaCl) a 4) chaotropni kationt a kosmotropni aniont
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((NH4)2SO4). Chovani kyseliny hyaluronové, resp. jejiho polymerniho klubka, pak bylo
sledovano pomoci viskozimetrického méfeni na Ubbelohdeho kapilarnim viskozimetru.

Pro praci byla zvolena jednotna iontova sila roztoki soli, a to | = 0,1 M.
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1 KYSELINA HYALURONOVA

Objev kyseliny hyaluronové (dale jen HA) je pfipisovan Karlu Mayerovi a Johnu Palmero-
vi, ktefi ji roku 1934 poprvé izolovali ze sklivce skotu. O nékolik let pozdéji, roku 1950,

popsali také jeji chemickou strukturu.

Za fyziologickych podminek existuje HA jako polyelektrolyt, obvykle ve formé sodné so-
li — hyaluronatu sodného (NaHY). V téle ¢loveka tvori hyaluronat zakladni stavebni jed-
notku mezibunécné matrix a je zastoupen piedevSim v synovialni tekutin€, pupecniku
a dale také v mensich mnozstvich v kazi, sklivci, lymfé a séru. Vyskytuje se prakticky
ve vSech tkanich obratlovci, a to jak ve volné formé, tak vazany. Mimo to je zastoupen
V bunééné sténé prokaryotickych organizmi, napiiklad v bakteriich rodu Streptococcus,

Pasteurella.

1.1 Syntéza a biotransformace

V téle savcu probiha syntéza HA, na rozdil od ostatnich glykosaminoglykani, které jsou
vytvareny v Golgiho aparatu, v plazmé. HA syntetizuji pfedevsim bunky zapojené do tvor-
by extracelularni matrix, fibroblasty, keratinocyty, krevni desticky, a t0 prostfednictvim
enzymu hyaluronan syntazy, ktery je lokalizovan v membrané bun¢k. Enzym zpusobuje
spojeni aktivovanych monosacharidi kyseliny glukuronové a N-acetylglukosaminu a vy-
tvofend HA je vysouvéna z buiikky do extraceluldrniho prostoru, kde dochézi k jejimu na-
vazani na proteoglykanovou jednotku. Interakci s proteoglykanovymi jednotkami vznikaji
nadmolekularni Gtvary, které obsazuji znackou ¢ast extracelularniho prostoru a ovliviluji

organizaci ostatnich zde ptitomnych slozek, piedevsim kolagenu [1] [2].

Tento vliv je uplatiiovan zejména diky schopnosti HA vézat a zadrZovat velké mnoZstvi
vody. Extracelularni voda vytvafi prostor pro zivot bunék, pro pienos zivin a kysliku
od krevnich kapilar k buiikam, ¢i pro mezibunéénou komunikaci. Navazana voda je dale

nezbytna pro zajisténi spravné konformace bilkovinnych slozek extracelularni matrix.

Navic struktura nadmolekularnich Utvard, vzniklych po interakci HA s proteoglykanovymi
jednotkami, umoziuje jednotlivym slozkam matrix vzajemné se proplétat a vytvaret napt.
podpurné struktury bunék a tkani. HA je tedy slozka zodpovédna za fyzikalni a mechanic-

ké vlastnosti tkani a organt a vytvari jejich vnitini strukturu [3].
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Podobné vlastnosti vykazuji také fragmenty HA vyskytujici se v tkani za fyziologickych
I nefyziologickych podminek. Prvnim pfipadem vzniku fragmenti HA je jeji bézna obnova
Vv tkani, podminéna plisobenim enzymt hyaluronidazy a specifickych protedaz. Produktem
této obnovy jsou fragmenty HA o vysoké molekulové hmotnosti bez biologické aktivity,
které se dostavaji krvi do jater, kde jsou Stépeny na monosacharidy a klasickou cestou me-

tabolizovany [3].

Druhy pfipad nastava, jakmile se v tkdni objevi zanét nebo je tkan napadena mikroorga-
nismy ¢i jinymi organismy (napiiklad pavouci a hadi jed obsahuje hyaluronidazy). Zanét
iniciuje vznik volnych radikali degradujicich HA na fragmenty. Vysoka citlivost HA
Kk pisobeni volnych radikalt zpuisobi, ze vzniknou predevsim fragmenty s nizkou a velmi

nizkou molekulovou hmotnosti.

Cinnost buiiky v organizmu je mozno ovlivnit specifickymi signaly, které viak musi byt
nejprve rozpoznany. Déje se tak prostiednictvim receptort pfitomnych na povrchu bunék.
Nejvyznamnéjs$im z receptort, ktery fidi interakci bun€k s HA, je receptor CD44, glyko-
protein, prochazejici cytoplasmatickou membranou tak, Ze jednim koncem vyéniva do ex-
tracelularniho prostoru a druhym do intracelularniho prostoru. Cast v extraceluarnim pro-
storu interaguje s extraceluarni HA a to pouze za ur¢itého po¢tu monosacharidi ve frag-
mentu. V pfipad¢ imunitnich bunék jsou podminkou alespon ¢tyfi monosacharidy, u kera-
tinocytd devét monosacharidii a u vétSiny ostatnich bun€k je minimalni pocet monosacha-

ridt Sest [3].

1.2 Vyroba HA

Prvni metodu ziskavani HA vyvinul mad’arsky védec Dr. Andre A. Balazs. K izolaci byla
pouzivana pupeénikova $itira nebo kohouti hiebinky [4]. Surovina byla nejprve zamraze-
na, ¢imz doslo k rozruseni buné¢nych stén, a byla rozfezana na kousky, které byly nasled-
n¢ extrahovany etanolem s pfidavkem cetylpyridinia chloridu, chloroformu a vody. Ziska-
ny extrakt byl ptecistén, bylo upraveno jeho pH a iontova sila. [5]. Kromé extrakéni meto-
dy se ziskavala HA také mikrobialni fermentaci z bakterii rodu Streptococcus a Pasteurel-

la.

Tradi¢ni vyroba HA pomoci extrakce z Zivoc€iSnych tkéani, nejCastéji kohoutich hiebinkil
(viz vyse), s sebou piinasi riziko virové kontaminace a také vysoké néklady na ziskavani
a ¢isténi zivocisného materidlu. Tyto nevyhody stavi do popfedi zajmu mikrobialni fer-

mentaci, kterd navic nabizi fadu dalSich pfednosti, pfedevSim moznost optimalizace a tize-
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ni jakosti vyprodukované HA prostfednictvim kontroly kultiva¢nich podminek a genetic-

kého inzenyrstvi [6] [7]. Vyhodou jsou také nizsi vyrobni naklady [8].

Pii biotechnologickém postupu je HA syntetizovana v podobé extracelularnich kapsli
uvoliiovanych do média bakteriemi rodu Streptococcus skupiny A a C — Streptococcus
equi, Streptococcus equmilis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus uberis, Streptococcus
equi subsp. equi, Streptococcus equi subsp. zooepidemicus a rodu Pasteurella [7] [8] [9]
[10, s. 343]. Jedna se o patogenni gram pozitivni bakterie, tvofici pod mikroskopem
okrouhlé ¢i vejéité buiiky usporfadané v parech nebo fetézcich, obklopené prisvitnou mu-
koidni vrstvou — extracelularni kapsle HA [10]. Tyto kapsle podporuji migraci bakterii pies
epitelidlni vrstvy do tkani a také slouzi jako ochrana bakterii, které je pouzivaji
k zapouzdieni svych bungk, ¢imz zabranuji imunitnimu systému, aby je rozpoznal jako
patogen [10]. Kmeny pouzivané k pramyslové vyrobé HA jsou tazeny, jak bylo jiz zming-
no vyse, do Lancefield-sérologickych skupin A a C, a jsou tudiz patogennimi mikroorga-
nismy [11].

Prvni mikrobialni HA izoloval v r. 1980 Shiseido fermentaci kmene Streptococcus zooepi-
demicus [12]. Nevyhodou metody byla pfitomnost toxinti omezujici pouziti takto ptiprave-

né HA v mediciné.

Streptokoky pouzivané k syntéze HA jsou navic nutricné ndro¢né bakterie s omezenou
schopnosti syntetizovat vitaminy B a nékteré aminokyseliny. Naptiklad doplnéni argininu
a lyzinu do kultiva¢niho média pisobi pfiznivé na rust bunék i produkci HA [12]. Velkou
nevyhodou streptokokové fermentace je vznik kyseliny mlé¢né jako hlavniho produktu
kvaSeni. Kyselina inhibuje rist bunék a syntézu HA. Je tedy dualezité vytvofit optimalni
podminky fermentace, které omezi glykolyzu a tvorbu biomasy ve prospéch syntézy HA

(Obr. 1).

Vzhledem k uvedenym nevyhodam se zacalo k ptipravé HA vyuzivat alternativniho postu-
pu, a to produkce rekombinantni HA. Jako hostitelé slouzily gram pozitivni a gram nega-
tivni bakterie — Bacillus sp., Lactococcus lactis, Agrobacterium sp., Escherichia coli, kte-

rym byl pfidan gen HA synthasa ze streptokoka [12].
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Obr. 1. Biosyntetickd draha HA u Streptococcus equi subsp. zooepidemicus [11].

Pires uvadi [6] obecné pozadavky na kultivaéni médium k mikrobialni vyrobé HA, které
ma obsahovat glukézu jako zdroj uhliku, dale komplexni zdroje dusiku a rastové faktory
vV podobé kvasnicového extraktu, hydrolyzatu kaseinu nebo peptonu a v neposledni fadé
také mineralni zdroje. Optimalni podminky pro fermentaci streptokoka jsou teplota 37 °C,
pH 7 a dostateény piisun kysliku. Streptokoky jsou fakultativné anaerobni bakterie, pfi-

¢emz bylo zjisténo, Ze prave aerobni kultura je produktivngjsi [12].

Jiz od konce minulého stoleti existuji studie zabyvajici se metabolismem HA a ucinky ruz-
nych faktorG ovliviwyjicich jeji syntézu pomoci Streptococcus zooepidemicus. Sledovany
byly tyto kultivaéni podminky: zdroj uhliku, pomér uhliku a dusiku, vyZiva, pocatecni

koncentrace glukozy, pH, teplota, michani a provzdusnovani [12] [13].

Pires se spolupracovniky se ve své studii [7] zabyva vlivem mineralnich iontl na fermen-
taci Streptococcus zooepidemicus a produkci HA. Jedna se o nasledujici ionty — K*, Na",
Zn?*, Cu®*, Mg?*, Mn?*, Mn?*, Ca®*, Co®*, Fe*", Fe**.Liu ve své studii [8] zkoumé vliv

rozpu$téného kysliku na fermentaci Streptococcus zooepidemicus. Vysledkem studie Hu-
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anga a kol. [14] bylo zjisténi, Ze pouziti opakované vsadkové kultury pii vyrobé HA zvysi
2,5x produktivitu ve srovnani s Sarzovou vyrobou. Zavéry studie Kima a kol. [15] zlepsily

produkci HA pomoci vicestupnové rychlosti michani a regulace piistupu teploty.

Studie Huanga a kol. [16] modeluje mikrobialni produkci HA pomoci Streptococcus zoo-
epidemicus. Bunky s extracelularni kapsularni HA byly ziskany nasledujicim zptisobem.
K bunééné suspenzi byla ptidana hyaluroniddza (inkubace pii 37 °C) a k rozruseni bunck
doslo v ledové lazni ultrazvukem. Slozeni média (na 1 litr) ve fermentoru bylo nasledujici:
20 g glukoézy, 10 g kvasnicového extraktu, 2,5 g KoHPO,, 2 g NaCl, 1,5 g MgS0O,4.7H,0
[16]. Kultivace byla provadéna pti 37 °C a pH 7 (dosazeno piidavkem NaOH), michani
300 ot./min. a 20% saturaci kyslikem. Vzorek byl nejprve inkubovan s dodecylsulfatem
sodnym, ktery zpusobil uvolnéni kapsularni HA a usnadnil oddéleni bunék. Ty byly na-
sledné odstfedény a supernatant byl zfedén 2—-3x vodou. Koncentrace HA byla stanovena

spektrofotometricky vici kyseliné D-glukuronové jako standardu.

1.3 Chemicka struktura

Z chemického hlediska je HA nevétveny zaporné nabity glykoproteoglykan, jehoz zakladni
stavebni jednotkou jsou monosacharidy, kyselina B(1,3)-D-glukuronova a (3(1,4)-N-acetyl-
D-glukosamin spojené B(1,3)-glykosidickou vazbou (Obr. 2). Jednotlivé disacharidy jsou
dale spojeny PB(1,4)-glykosidickou vazbou a vytvaieji fetézce s molekulovou hmotnosti

0,2 —1.10"g/mol.

/

HaC

Obr. 2. Monomerni jednotka HA [17].

Pootoc¢enim kazdého disacharidu o 180 ° viic¢i sousedni jednotce, tedy o 360 ° u dvou ota-
cek, vytvaii HA Sroubovici stabilizovanou vodikovymi vazbami, kterd je ozna¢ovana jako
sekundarni struktura HA (Obr. 3). Vzajemnym antiparalelnim spojenim dvou molekul HA
dochéazi ke vzniku dvakrat stocené Sroubovice stabilizované vodikovymi vazbami mezi

amidy a karboxyly sousednich molekul, ¢imz vznika terciarni struktura. Tato fakta tykajici



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

se strukturniho uspofadani HA potvrdilo i méfeni pomoci nukledrni magnetické rezonance
[18]. Uvedena chemicka struktura disacharidu ovliviiuje chovani celého fetézce HA v roz-
toku spole¢né s dalsimi faktory, jako je ptsobeni vnitinich vodikovych vazeb a interakce

s rozpoustédlem [4] [19].

CO- O:C'CH3
2 ~
HOH,C., A~.----- +HO OH NH

o %O\k//&/owOZ/t‘TOH

O -<HO 0
HO P NH HOH,C
H20§C: 2
CH,

Obr. 3. Sekundarni struktura HA [17].

Atomy vodiku jsou v kazdém disacharidu HA umistény v energeticky méné vyhodné axi-
alni roviné a tvoii nepolarni — hydrofobni ¢ast molekuly, zatimco objemné skupiny orien-

tované do ekvatoridlni roviny vykazuji polarni — hydrofilni charakter.

Diky zna¢nému zastoupeni volnych hydroxylovych skupin ma HA schopnost vazat veliké
mnozstvi vody. Hydroxylové 1 pfitomné karboxylové skupiny jsou navic velmi vhodnym
mistem chemické modifikace. lontovou vazbou se na disociovanou karboxylovou skupinu

mohou vazat kationty kovi, polymerni kationty nebo kladné¢ nabité lipidické latky [3].

Dtlezitou vlastnosti HA je rozpustnost ve vod¢ zpisobend odpudivymi silami karboxylo-
vych skupin disociovanych pii fyziologickém pH. Po jejim rozpusténi vznika viskoelastic-
ky roztok. Autofi Sliva a Minarik uvadi, Ze koncentrace HA 10 mg/ml zvysi viskozitu vo-
dy az 5000x [20].

Zasadnim faktorem, ktery hraje dulezitou roli pii pusobeni HA v téle, je molekulova hmot-
nost tohoto polymeru. Obecné plati, ze HA s nizkou a velmi nizkou molekulovou hmotnos-
ti (My < 500 000 g/mol) ovliviiuje pochody v bunikach a tkanich, zatimco HA s vysokou
molekulovou hmotnosti nejevi biologickou aktivitu a slouzi pouze jako strukturni jednotka.

v

aktivita [3].

1.4 Chovani HA v roztocich

Kazda monomerni jednotka HA obsahuje jednu karboxylovou skupinu, ktera je za fyziolo-

gickych podminek siln¢ disociovana, coz propujcuje molekule charakter polyaniontu.
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V blizkosti téchto ionizovanych karboxylovych skupin dochédzi ve vodném prostiedi

k navazani kationtti a nasledné i K mozné zméné konformace makromolekuly [21].

Katie Haxaire se spolupracovniky ve své praci [22] konstatovali, ze za piitomnosti ionti
ve vodném roztoku zaujima fetézec HA odliSnou konformaci ve srovnani s konformaci
pozorovanou V Cisté vod¢. Tato fakta byla potvrzena i studiemi jinych autort [9], ktefi zjis-
tili, ze HA tvofi v kyselém prostiedi v pfitomnosti vétSiny kationtd dvojitou Sroubovici.
V piitomnosti vapenatych iontt pak trojitou levoto¢ivou Sroubovici a v pfitomnosti sod-

nych a draselnych iontd levoto¢ivou ¢tyf-Sroubovici [9].

Vodné roztoky HA vykazuji mimotadné reologické vlastnosti. Jiz v roztoku o velmi nizké
koncentraci dochazi ke vzajemnému proplétani fetézca polymeru. V roztoku polymer vy-
tvafi tuhd klubka schopnéd navazat vodu v mnozstvi odpovidajicim az tisicindsobku své
hmotnosti. [4]. Pii vysSich koncentracich roste viskozita a roztok HA vykazuje charakter
gelu. Smykovym namahanim dochazi k snizovani viskozity, coz je projevem pseudoplasti-

city [4].

A P / //
o il
88
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SJACONI—=Jt 0
e
~ I
~ ‘.\\ I
Schéma struktury sit€¢ HA Struktura Strukturni
v roztoku fetézce HA jednotka HA

Obr. 4. Schéma struktury HA ve ziedeném roztoku [23].

Klubka polymeru v roztoku jsou velka a vypliuji velké domény. V biologickych podmin-
kach to ma za nasledek, Ze malé¢ molekuly (voda, Ziviny, nizkomolekularni elektrolyty)

v ramci domény volné difunduji rozpoustédlem, zatimco velké molekuly (proteiny) jsou
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odtud diky své hydrodynamické velikosti vylu¢ovany. Prestoze sit’ makromolekul HA zau-
jiméa v domén¢ znacnou ¢ast prostoru, skute¢na koncentrace HA je uvniti (diky navazané
vodé) velmi nizka (0,1 mg/ml) a domény se piekryvaji [4]. Sit¢ HA jsou v roztoku
V neustalém pohybu, coz méni i velikosti pord. Autoii Hascall a Laurent [19] uvadi,
ze statisticky mohou existovat vSechny velikosti pord, avSak s riznou pravdépodobnosti,
z ¢ehoz plyne, Ze v zadsad¢ mohou projit hyaluronovou siti vS§echny molekuly v zavislosti

na jejich hydrodynamickém objemu.

1.5 Vyznam a praktické pouziti

Schopnost vazat vodu, viskoelastické vlastnosti ¢i biokompatibilita jsou vlastnosti, které
predurcuji HA v organizmu fadu funkci. HA slouzi naptiklad jako humektant v kuzi, lubri-
kant v kloubech, slozka vypliiové hmoty v pupe¢ni $idie ¢i latka udrzujici tvar o¢ni bulvy.
Co se tyka praktického vyuziti ve farmacii, je HA, diky své vysoké kapacité zadrzovat vo-
du a nedrazdivosti, ptidavana do o¢nich kapek. Vzhledem k viskozité a pseudoplasticité
roztokd HA kapky v o¢ich déle vydrzi. HA je také ptidavana do nosnich spreju jako alter-

nativa syntetickych 1é¢iv. Vyuziva se zde jeji rychlé absorpce v nosni duting [24].

Déle je HA vyuzivéna jako nosi¢ peptidovych a proteinovych 1é¢iv ¢i 1€kl proti rakoving,
diky afinit¢ HA k receptoru CD44, ktery je nadmérné exprimovan u nadorovych bunék.
[25]. HA se také uplatiuje pti artroskopickych operacich, k prevenci tvorby jizev pti endo-
skopickych operacich, terapii moc€ové inkontinence, intraartikularn€ pfi osteartroze,
K intravezikalni instilaci pti cystidach a v neposledni fad¢ i v plastické chirurgii jako vypli

vrasek.

Vzhledem k tomu, ze diplomova prace neni zaméfena na vyznam a pouziti HA, jsou zde

uvedeny pouze vybrané aplikace.
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2 HOFMEISTEROVA RADA

Franc Hofmeister, farmakolog, védec a profesor na Karlové univerzité v Praze sestavil
na prelomu 19. a 20. stoleti lyotropni fadu soli, kterd byla pozdé¢ji pojmenovana podle své-
ho autora jako Hofmeisterova. Oblasti zajmu France Hofmeistera se staly ionty, které mély
podle jeho minéni vyznamny dopad na biochemické procesy probihajici v lidském téle.
V 19. stoleti byly tyto mechanismy tézko pochopitelné, zatimco praveé iontové efekty se jiz
Vv této dob¢ daly snadno zméfit. Botnani nebo srazeni bylo mozné detekovat jiz pouhym
okem [26]. VSechny Hofmeisterovy zavéry tykajici se vzajemnych interakci dvou ionti,

¢i iontu s molekulou vody, jsou velmi vyznamné a jsou na nich zalozeny dalsi studie.

Hofmeisterova fada srovnava ionty podle jejich schopnosti vysolovat bilkoviny. Pivodni
studie o rozpustnosti vaje¢ného bilku v solnych roztocich a urceni koncentrace potiebné
k vysrazeni bilkoviny se stala milnikem v chemii bilkovin [27] [28]. Krom¢ denaturace,
vysolovani a vsolovani bilkovin vysvétluje také dalsi jevy, napiiklad povrchové napéti
elektrolytii, aktivitu enzymu ¢i iontovou vyménu. Pro sbalovdni a rozbalovéani proteinti

(,folding/unfolding™) zGstava vsak stale neobjasnéna [29].

2.1 Tonty Hofmeistrovy rady

Werner Kunz ve své praci [26] upozorfiuje na fakt, Ze Hofmeister navrhl fadu pouze pro
soli, nikoliv pro jednotlivé ionty. Dale podotyka, Ze kazda publikaci tuto fadu iontl uvadi
ponékud jinak, navic nékteré ionty jsou do série obtizné zatraditelné — napt. guanidinovy
iont. Podle své schopnosti slabé hydratovat by mél byt zafazen vlevo (mezi kosmotropy —
viz vysvétleni niZe) a naopak jeho denaturacni ucinek by jej mél fadit napravo (mezi chaot-
ropy). V Hofmeisterové fadé jsou podle Kunze [26] ionty sefazeny nasledujicim zptiso-

bem:

HOFMEISTEROVA RADA
kationty

N(CH;)** NH** Cst Rb™ K* Na*t Lit Mg" Ca?"

SO% HPO% OAc cit” OH™ CI' Br- NO* Cl03 BF* I ClO* SCN- PF®

anionty

Obr. 5. Hofmeisterova rada iontii [26].
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Podle pozice v Hofmeisterové fadé jsou ionty déleny na kosmotropy a chaotropy. Co se
tyka aniontil, kosmotropy jsou umisténé vlevo, az po chloridovy iont, chaotropy se nacha-
zeji od CI iontu vpravo [30]. U kationti je tomu naopak. Kunz [26] dale shrnuje nasledu-

jici fakta, uvedena v Tab. 1.

Tab. 1. Vybrané ucinky kosmotropnich a chaotrornich iontit dle Kunze [26].

Kosmotropni ionty

Chaotropni ionty

zvySuji povrchové napéti

snizuji povrchové napéti

snizuji rozpustnost uhlovodikt

zvySuji rozpustnost uhlovodikl

vysolovaci U€¢inek (tvorba agregatl)

vsolovaci ucinek (rozpousténi)

snizuji denaturaci bilkovin

zvySuji denaturaci bilkovin

zvySuji stabilitu bilkovin

snizuji stabilitu bilkovin

slabé hydratované mekkeé kationty s nizkou

hustotou naboje

silné hydratované tuhé kationty s vysokou

hustotou naboje

siln¢ hydratované tuhé anionty s vysokou

hustotou naboje

slab¢ hydratované mékké anionty s nizkou

hustotou naboje

Kosmotropni ionty jsou co do velikosti malé (Obr. 6), silné hydratované ionty s vysokou
hustotou naboje (coz je pomér mezi nabojem a velikosti iontu), ktera zpisobuje silnou
elektrostatickou vazbu v tésném uspoiadani okolnich molekul vody. Maji schopnost rozru-
§it vodikové vazby v systému ,,voda-voda“. S vodou vykazuji tyto ionty interakce silngjsi,
nez je vzajemnd interakce molekul vody. SniZuji rozpustnost nepolarnich molekul a maji

silny vysolovaci Gi¢inek na proteiny a jiné makromolekuly.

Chaotropni ionty jsou velké (Obr. 6), slabé hydratované ionty S nizkou hustotou naboje,
diky niz zGstavaji okolni molekuly vody spojeny vodikovymi vazbami. lonty vykazuji
s vodou naopak slabsi interakci, nez je vzdjemna interakce molekul vody. ZvySuji rozpust-

nost nepolarnich molekul a maji vsolovaci ucinek.

Werner Kunz ve své praci [26] rovnéz uvadi déleni iontd na tzv. mekké (,,soft”) a tvrdé
(,,hard*). Tvrdi, Ze, kdyz je iont maly, okolni molekuly vody jsou kolem n¢j pevné vazany.

Iont ptsobi jako tuhy, tvrdy (kosmotropy). Naopak velké ionty maji hydrata¢ni slupku vol-
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né vazanu a pasobi mékce (chaotropy). Rozliseni mezi obéma typy vychazi z pevnosti in-

terakce ,,iont-voda“ ve srovnani s interakci ,,voda-voda“ (Obr. 7).

Rozdé€leni kationt ze I. A skupiny a halogend (VII. A) skupiny periodické tabulky prvka
na silné hydratované kosmotropy a slabé hydratované chaotropy je uveden na Obr. 6. Také
Collins [31] podotyka, ze kosmotropni ionty piedstavuji skupinu slabé hydratovanych
mekkych kationtli s nizkou hustotou naboje a silné hydratovanych tvrdych aniontii
s vysokou hustotou naboje. U chaotropti je tomu naopak, jsou skupinou siln¢ hydratova-

nych tvrdych kationtli s vysokou hustotou naboje a slabé hydratovanych mékkych aniont

s nizkou hustotou naboje [26].

Kosmotropes
Chaotropes @ @

Obr. 6. Clenéni ionti . A a VI. A skupiny periodické

@ ®

tabulky na kosmotropni a chaotropni dle velikosti [26].

Déle se zde zabyva faktem, ze dva opacné nabité silné hydratované malé ionty se silné
pfitahuji, vytvari pary a vylucuji mezi sebou hydratacni sféry. U slabé hydratovanych
meékkych iontd je situace sice odlisna, ovsem se stejnym vysledkem. Elektrostaticka pritaz-
livost mezi nimi je men$i nez u kosmotroptl, hydrata¢ni sféry jsou vSak volné vazané,
a chaotropy mohou tudiz také tvofit iontové pary a vypuzovat hydrata¢ni vodu. Interakci
tvrdého iontu S opacné nabitym mékkym iontem silny iontovy par nevznika — pfitazlivost
meékkého iontu neni dostatecné silnd, navic tvrdy iont ztraci hydratacni slupku, tim padem
je tento iontovy par tvrdy-mékky iont vzdy oddelen vodou (Obr. 7). Kunz také zminuje
pravidlo [26], kdy tvrda hlavni skupina bude piednostné reagovat s tvrdym protiontem

a mekka hlavni skupina s mé€kkym protiontem.
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Obr. 7. Interakce iontii [26].

Werner Kunz ve své praci [26] také dale vysvétluje, pro€ je rozdé€leni iontti na kosmotropni
a chaotropni obracené pro kationty a anionty. Podle zavért této prace bilkoviny obsahuji
mnoho silnych aniontovych hlavnich skupin (karboxylova skupina) a slabé kationtové sku-
piny (amidova skupina), pfi¢emz interakce proteinti se silnymi kationty a slabymi anionty
je vyraznéjsi nez u slabych kationtl a silnych anionti. Obecné plati, Ze u¢inky kationtd
jsou mén¢ vyrazné nez specifické u€inky aniontii. Anionty silnéji interaguji s vodou nez

kationty stejné velikosti @ mocenstvi [26].

Podle autort Kumara a Venkantesua [29] bylo prokazano, ze specificka kombinace chao-
tropniho kationtu a kosmotropniho aniontu stabilizuje proteiny. Interakce iontli Hofmeiste-
rovy fady s proteiny je podminéna schopnosti iontl narusit vodikové vazby, nepolarnimi
interakcemi a dale elektrostatickym efektem, ktery pfispiva ke stabilité proteind. Interakce
a chovani aniontl v roztocich zavisi na prostiedi rozpoustédla a typu rozpusténé latky, pro-
to ionty Hofmeisterovy fady nemusi proteiny stabilizovat ¢i destabilizovat v pfesném po-
fadi série. Hlavnim faktorem vlivu iontdl v roztoku na stabilizaci proteind je energeticka
rovnovaha mezi separaci naboje a tvorba nebo poruSeni solvata¢niho plasté kolem povrchu

proteint [29].

Je popsano, Ze ionty Hofmeisterovy fady maji vliv nejen na vySe uvedené interakce
S proteiny, ale i na rozpustnost a chovani dalSich polymerti. Ovliviiyji jejich strukturu
a stabilitu ve vodnych roztocich. Z tohoto divodu je studium chovani HA (polyelektrolyt)
Vv piitomnosti iontd Hofmeisterovy fady zajimavé a muze piinést nové informace o kon-

formac¢nim chovani tohoto polymeru.
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3 VISKOZITA

Reologie je véda zabyvajici se popisem chovani materialu, na ktery ptisobi vné&jsi sily. Stu-
duje vzajemny vztah mezi napétim, deformaci a casem. Projevem deformace pii pusobeni
napéti na kapalinu je tok. Rychlost toku kapaliny je pfimo imérnéd plisobici vnéjsi sile
anepiimo umérnd vnitinim sildm plsobicim proti toku. Toto wvnitini tfeni vznika
Vv kapaliné jako disledek tepelného pohybu molekul a mezimolekularnich ptitazlivych sil.
Veli¢inou charakterizujici vnitini tfeni je zakladni veli¢ina reologie — viskozita [32] [33]
[34].

3.1 Viskozita — zakladni pojmy

Viskozita urcuje odpor proti toku neboli miru vnitiniho odporu materidlu vici vnéjsimu
zatizeni. Zékladnim vztahem definujicim viskozitu je Newtoniiv zakon stanovujici vztah
mezi smykovym napétim 7 a rychlosti smykové deformace y jako pfimou tméru. Jeho zné-
ni je uvedeno v Rov. 1:

T=TI@ (1)

Smykové napéti 7 je pfimo umérné poméru piirtstku rychlosti dv mezi dvéma sousednimi
proudicimi vrstvami kapaliny a vzdalenosti téchto vrstev dy. Je tedy pfimo umérné gradi-
entu rychlosti mezi vrstvami kapaliny dv/dy, tedy rychlosti smykové deformace y. Kon-

stantou umérnosti je zde dynamicka viskozita # [35].

Uvazujeme-li kapalinu proudici kapildrou, v ptipad¢ ideéalni kapaliny bude ve vSech mis-
tech prifezu kapilary proudit stejnou rychlosti. V pifipadé realné kapaliny bude rychlost
V jednotlivych vrstvach proménna, uprostied kapilary bude nejvyssi, a smérem ke sténam
bude Kklesat k nule. Zménou rychlosti ve sméru kolmém na smér rychlosti dochazi k vniti-
nimu tfeni, které mé za nésledek vznik te¢nych napéti. Newtonova rovnice popisuje vztah
mezi teCnym napétim a zménou rychlosti proudéni ve sméru kolmém ke sméru proudeéni y
[36]. Proudéni, pri kterém nedochazi k miseni kapaliny mezi jednotlivymi vrstvami,
se nazyva laminarni proudéni. Laminarné proudi kapalina pii nizSich rychlostech, zvyse-
nim rychlosti proudéni dochdzi k tvorbé virit a proudéni se méni v turbulentni, pifi kterém

jiz dochazi k miseni vrstev kapaliny [37].
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Podle zplisobu méfeni 1ze rozliSit vzajemné na sob¢ zavislé veliciny, a to viskozitu dyna-
mickou a kinematickou. Dynamicka viskozita je definovana vyse pomoci Newtonovy rov-

nice (Rov. 1).

Kinematickou viskozitu lze ziskat jako podil viskozity dynamické # k hustoté p mérené

kapaliny (Rov. 2):
2,
v[m*/s] ) )

Latky, které¢ se béhem pisobeni smykového napéti chovaji dle Newtonova zékona
(Rov. 1), se oznacuji jako newtonské. Jejich viskozita je nezavisla na Case i rychlosti smy-

kové deformace. Radime sem napiiklad vodu, olej ¢ med.

Odlisné chovani vykazuji tzv. nenewtonské kapaliny, jejichz viskozita mize v zavislosti
na smykové deformaci klesat — pseudoplastické, ¢i stoupat — dilatantni (Obr. 8). Typickym
ptedstavitelem pseudoplastickych kapalin jsou roztoky polymert a dilatantnich kapalin
Skrobova suspenze. Zvlastni skupinu tvoii tzv. binghamské kapaliny, které zacinaji téci
az po prekonani tzv. prahového napéti 7o. Mohou byt newtonské, pseudoplastické i dila-
tantni. Mezi binghamské kapaliny lze zafadit naptiklad zubni pastu. Dale existuji také ne-
newtonské kapaliny s ¢asovou zavislosti. U tixotropnich kapalin viskozita s dobou ptisobe-
ni napéti klesa (natérové hmoty), u reopexnich roste (suspenze bentonitu) [32] [33]. Vy-

brané ptiklady typu kapalin jsou nazorné popsany na Obr. 8:

A . , A
n dilatantni n reopexni
Newtonské Newtonské
pseudoplastické tixotropni
y > t »

Obr. 8. Zavislosti viskozity na rychlosti smykové deformace a na case.
Ke stanoveni viskozity existuje n€kolik zdkladnich méficich metod. K t€ém nejjednodussim
patii metoda vytokového pohérku, padajici kulicky ¢i méfeni kapilarnimi viskozimetry

(Cannon-Fensketv, Ostwaldtv, Vogel-Ossagtiv, Ubbelohdeho). Modernéjsi metody méie-
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ni jsou zalozeny na rotacnich reometrech s riiznou geometrii, naptiklad valec-valec, deska-
deska a kuzel-deska [34]. V ramci této diplomové prace byl pro méteni viskozity pouzit
kapilarni Ubbelohdeho viskozimetr, a proto bude tomuto typu méfeni vénovana vétsi po-

zornost.

3.2 Viskozita zfedénych roztokii polymerii

Zakladni vztah kapilarni viskozimetrie newtonskych kapalin pfedstavuje Poiseuilliv zakon

(Rov. 3):

X (pp—p) Xrtxt

Q= 8xIxn @)

Francouzsky 1ékai Jean Lednard Marie Poiseuille na zakladé svych experimentt pii studiu
krevniho ob¢hu odvodil zédkon proudéni viskéznich kapalin tzkou kapilarou (proudéni
krve cévami). Sou€asné a nezavisle na ném odvodil tento vztah i némecky inZenyr Gotthilf
Heinrich Ludwig Hagen, a proto se lze v literatufe setkat téZ s oznaCenim Hagen-

Poisseuilova rovnice.

Rovnice vyjadiuje skutec¢nost, ze objemovy tok Q viskozni kapaliny pii laminarnim prou-
déni tenkou kapilarou kruhového prifezu o poloméru r a délce | je pfimo tmérny tlakové-
mu spadu na koncich kapildry (p2 — p1), ¢tvrté mocnin€ praméru kapilary a dob¢ pritoku t
a nepiimo umérny délce kapilary a dynamické viskozité [38] [9].

Pfi praktickém pouziti kapilarniho viskozimetru se postupuje tak, ze se provede jedno mé-
feni pratokového ¢asu kapilarou s kapalinou, jejiz viskozita je znama (77;), a ke druhému
méfeni je pouzita kapalina, jejiz viskozita ma byt stanovena (7). Za piedpokladu, ze mé-
feni je provedeno ve stejném viskozimetru, tedy Ze objem kapilary je stejny a Ap = pgh,

potom podle Hagen—Poisseuillovy rovnice plati (Rov. 4, 5):

ty ty
V=p  XgXhX—=p,XgXhXxX— 4)
N Uy
ty ty
P1 - P2 T (5)

Z této rovnice pak pro dynamickou (77) a kinematickou viskozitu (v) métené latky vyplyva
platnost Rov. 6.
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_)szlet_ (6)

3.2.1 Limitni viskozitni ¢islo

Dulezitym parametrem, ktery lze méfenim na kapilarnim viskozimetru ziskat, je limitni

viskozitni &islo /7] (LVC). Pro jeho stanoveni je nutné znat nasledujici veli¢iny:

Relativni viskozitu 7 (vizkozitni pomér) jako pomér mezi viskozitou roztoku # a viskozi-
tou Cistého rozpoustédla 7, kterou lze za predpokladu stejné hustoty rozpoustédla a rozto-

ku vyjadfit jako pomér doby prutoku roztoku t a ¢istého rozpoustédla ty (Rov. 7):

t

_ L
Nrel = o resp. to (7)

Specifickou viskozitu #s, (mérna vizkozita) definovanou Rov. 8:
Nsp = Nret — 1 (8)

Redukovanou viskozitu #req (vizkozitni ¢islo) jako pomér mezi viskozitou specifickou #sp

a koncentraci méfeného roztoku ¢ (Rov. 9):

n
Nyea = % (9)

Inherentni viskozitu #in, (logaritmické viskozitni ¢islo) jako pomér ptirozeného logaritmu

redukované viskozity Innreq a koncentrace méfeného roztoku ¢ (Rov. 10):

In
Ninh = ri?‘ed (10)

Mezni hodnota poméru specifické viskozity a koncentrace nekonecné zifedéného roztoku

odpovida limitnimu viskozitnimu ¢islu /] (vnitini viskozita) (Rov. 11):

[n] = lim— (12)

Z Rov. 8 je patrn€, ze pro stanoveni limitniho viskozitniho Cisla je viskozita ziedéného
roztoku méfena pii riiznych koncentracich a nasledné je provedena extrapolace k nulové
koncentraci méfeného polymeru. Hodnota limitniho viskozitniho cisla se vyjadiuje
Vv jednotkach ml/g, ptipadné dl/g. Jeho velikost zavisi na struktufe a konformaci molekul
polymeru, na jeho molekulové hmotnosti, na typu pouzitého rozpoustédla a dale také

na teploté, pii které je méfeni provadéno [9].
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3.2.2 Zavislost limitniho viskozitniho ¢isla na koncentraci

K interpretaci zavislosti limitniho viskozitniho ¢isla na koncentraci 1ze pouzit Hugginsovu

(Rov. 12) a Kramerovu rovnici (Rov. 13):

B2~ [) + ke x )2 x (12)

lnnred —

[n] + ki x [n]? x c (13)

Hugginstv ky a Kramertuv kg koeficient popisuji interakci polymerni molekuly s rozpous-
tédlem, jsou zavislé na charakteru rozpoustédla, jeho iontové sile, pH a na molekulové
hmotnosti polymeru. Podle stupné sbaleni makromolekularniho klubka 1ze rozlisit rozpous-
tédla dobra a rozpoustédla Spatna. U polymeru rozpusténého ve Spatném rozpoustédle jsou
ochotngji vytvafeny vzijemné kontakty mezi segmenty makromolekuly nez me-
zi polymerem a molekulami rozpoustédla. Klubka tak zdstavaji sbalena. Naopak v dobrém
rozpoustédle vyviji makromolekula snahu vystavit se co nejvice ptisobeni rozpoustédla,
jsou preferovany kontakty polymer — rozpoustédlo a klubka se rozbaluji [39]. Hodnota
konstanty ky se u polymerd v dobrém rozpoustédle pohybuje v blizkosti hodnoty

0,3 a u polymerut ve $patném rozpoustédle mezi 0,8 — 1,0 [9].

Prakticky Ize hodnotu limitniho viskozitniho ¢isla ziskat jako prisecik dvou pfimek na ose
y — z linearni zavislosti redukované viskozity na koncentraci vychazejici z Hugginsovy
rovnice (Rov. 12) a logaritmu relativni viskozity na koncentraci vychazejici z Kramerova
vztahu (Rov. 13).
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Obr. 9. Stanoveni limitniho viskozitniho cisla dle Hugginse o

a Kramera o [40].

3.2.3 Zavislost limitniho viskozitniho ¢isla na molekulové hmotnosti

Kromé koncentrace méfeného roztoku je dulezitym parametrem ovlivitujicim viskozitu
také molekulovd hmotnost polymeru. Zakonitou souvislost limitniho viskozitniho ¢isla
a molekulové hmotnosti makromolekul popsal H. Staudinger (Rov. 14), ktery také dokazal,
ze specificka viskozita ziedénych roztokli polymert s jejich molekulovou hmotnosti roste

[41]:
Msp g
— =KkM (14)

V Rov. 14 je M molekulova hmotnost polymeru a K je konstanta charakteristicka pro dvo-
jici polymer — rozpoustédlo. Vztah mezi limitnim viskozitnim ¢islem a molekulovou
hmotnosti je vyjadien pomoci Mark—Houwinkovy rovnice (Rov. 15), ktera poskytuje pfi-
mé informace o konfiguraci a konformaci polymernich fetézcti ve zfedéném polymernim

roztoku za danych podminek, kterymi jsou teplota méteni a typ rozpoustédla:

[n] = K x M¢ (15)
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Exponent a nese praveé informaci o konformaci a konfiguraci polymeru a také o jeho in-
terakci s polymerem. Oba parametry, K a a, jsou zavislé na systému polymer — rozpousté-
dlo. Hodnota a se u linearnich polymeri v termodynamicky dobrych rozpoustédlech pohy-
buje kolem 0,7. Hodnoty 0,8 — 1,0 ziidka az 2,0 pak ukazuji na prodlouzenou, ty¢inkovitou
konformaci makromolekuly. Za tzv. theta-podminek se a rovna 0,5. V piipadé, ze rozpus-
ténd makromolekula v roztoku netvofi klubko, nybrz jen kompaktni castici s konstantni

hustotou, blizi se parametr a nule [42] [43].

Pro vySe uvedeny exponent a existuje také n€kolik nasledujicich pravidel [41]. Expo-
nent a nabyva u vinylovych polymert, polyamidi, polyesteri, polyetherti a dalSich hodno-
ty 0,5 — 0,85, pricemz v dobrych rozpoustédlech dosahuje hodnot i vysSich. Zpravidla vys-
Sich hodnot blizkych jedné nabyva u derivati polysacharidil, které jsou na typu rozpouste-
dla nezavislé. Hodnota exponentu a je vV rozmezi hodnot 1 — 2 vzacna. Hodnota exponentu
a je u rozvétvenych polymert mensi nez u linearnich. U uré¢itého polymeru plati mezi kon-

stantou K a exponentem a nepiima zavislost, kdy ¢im vyssi exponent, tim niz$i konstanta.

Mark-Houwinkovu rovnici lze vyuzit pro stanoveni pramérné molekulové hmotnosti po-
lymert, pfesnost stanoveni vSak zavisi na spolehlivosti parametri K, a, obvykle ziskanych
z literatury. Dilezité je, aby byl vzorek méfen za stejnych podminek, pti jakych byly tyto

parametry urceny [42].

3.2.4 Zavislost limitniho viskozitniho ¢isla na teploté

Vliv teploty na limitni viskozitni ¢islo je pfedmétem fady experimentélnich a teoretickych
praci. Jejich vysledky ukazaly, Ze teplotni zavislost /7] je pomérmné komplikovana, o ¢emz

sv&d¢i nasledujici rovnice (Rov. 16):

] (hf)) ad
Ul hadl 16
din T 1,5dIn T +dlndT (16)

kde din ETA/AT je teplotni koeficient ETA, T je teplota, h?sje neporuseny rozmér polymer-

2
niho fetézce a o je stupeil jeho expanze. Z Rov. 16 vyplyva, Ze jeji prvni €len dln%

zavisi na zmén¢ neporuseného rozmeéru polymerniho klubka s teplotou, ktera je zptisobena
konformac¢nimi zménami klubka v roztoku. Druhy ¢len rovnice ukazuje, ze zakladni pfici-
nou teplotni zavislosti ETA v dobrych rozpoustédlech je zména . Tato zavislost mize byt
rostouci, klesajici nebo muze prochdzet maximem. Napiiklad u roztokti polymerii

Vv dobrych rozpoustédlech je zavislost ETA na teploté jen nepatrna.
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Z praktického hlediska je pro spravné stanoveni viskozity dalezité udrzet konstantni teplo-
tu méteni. Presnost, se kterou je teplota udrzovéana, by méla byt nejméné 0,1 °C. Je zndmo,
ze viskozita polymernich roztokt i viskozita rozpoustédla vzdy s teplotou klesa. Na druhou
stranu limitni viskozitni ¢islo se v zavislosti na teploté mize chovat rozdiln¢ a hodnota [7]
se milze:

1) Zvysovat s teplotou: pak  A[n]/AT >0

2) Byt na teploté nezavisla: pak  A[n]/AT =0
3) Snizovat s teplotou: pak  A[n]/AT <0
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3.3 Soucasny stav FeSené problematiky

V literatuie 1ze nalézt fadu praci zabyvajicich se reologickych studiem roztoka hyalurona-
nu. M¢éfeni viskozity se stalo zakladem pro stanoveni molekulové hmotnosti a pro charak-
terizaci chovani tohoto polymeru v roztoku. Dilezitou veli¢inou je zde limitni viskozitni
¢islo, diky kterému lze za pomoci Mark-Houwinkova vztahu (Rov. 15) ziskat praimérnou
molekulovou hmotnost HA. Zavislost limitniho viskozitniho ¢isla na koncentraci lze inter-
pretovat pomoci Hugginsovy (Rov. 12) nebo Kramerovy rovnice (Rov. 13). Pro studium
konformacnich zmén HA jsou dilezité okolni podminky méfeni, pfedev§im iontova sila,
typ protiiontu, teplota, pH a stupen degradace polymeru. Mnoho praci je vénovano naleze-
ni optimélnich hodnot vedoucich k dosaZeni cilenych fyzikalnich vlastnosti HA ¢i jejim
fyziologickym ucinkiim.

Jako méfici pfistroje byly v ramci téchto praci hojné vyuzivany kapilarni [17] [32] [44]
[45] [46] [47] [48] a rotacni viskozimetry s riznou geometrii [44] [46] [48] [49] [50].
Vzhledem k tomu, Ze je HA béZné pouzivana v mediciné ¢i kosmetice, setkavame se nej-
Castéji s méfenim pii 25 °C (laboratorni teplota) a 37 °C (télesna teplota) a s NaCl jako

rozpoustédlem (simulace fyziologického roztoku).

Jednu z takovych praci publikovali Yu a spolupracovnici [44], ktefi studovali roztok HA
v 0,15M NaCl, coz je koncentrace blizka fyziologickému roztoku, pii které bylo dosazeno
ucinku elektrostatického odpuzovani mezi aniontovymi skupinami HA fetézct obklope-
nych kationty. Studie uvadi dva opacné procesy, které zde probihaji. 1) Pfidani soli vede
obvykle k rozpadu makromolekularniho fetézce, a tim ke snizeni viskozity roztoku. 2) Sul
ovSem také podporuje interakce mezi molekulami, coZz mize naopak viskozitu zvySovat
[44]. Prakticka realizace experimentu byla provedena pomoci reometru s geometrii kuzel-
deska. Méteny byly vzorky o rizné molekulové hmotnosti pi1 25 °C. Studie prokdzala
zmény reologického chovani HA v roztocich s ptidavkem NaCl. Pfi nizké koncentraci HA
(0,4 mg/ml) se polymer v roztoku se soli choval témét newtonsky. Dalsi studované kon-
centrace roztoki HA pfipravené ve vodé s obsahem NaCl byly nizsi nez roztokt bez soli.

Vyjimkou byla koncentrace 20 mg/ml, kde tomu bylo naopak.

Meétenim NaHY rozpusténého v 0,146M roztoku NaCl se zabyva také studie autorky Cal-
ciu-Rusu a jejiho kolektivu [45]. Experiment byl provadén pomoci kapilarniho Ubbeloh-
deho viskozimetru o priméru kapilary 0,63 mm pii 25 °C. Vychozim materidlem byl Na-

HY ziskany z bakteriadlni fermentace o primérné molekulové hmotnosti 1,55.10° g/mol.
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V préci bylo stanoveno limitni viskozitni ¢islo a pro vypocet molekulové hmotnosti byla
aplikovana Mark—Houwinkova rovnice. Soucasti studie bylo také méfeni na reometru
s geometrii kuzel-deska pii 10; 20 a 30 °C. Studie slouzila pro feSeni vhodného pouziti
NaHY v I¢katstvi. Cilem bylo nalezeni optimélni molekulové hmotnosti a koncentrace
pro aplikaci v o¢ni chirurgii. Pro srovnani slouzily komeréni o¢ni viskochirurgické materi-
aly.

Viskozimetrické meéfeni pro nalezeni optimalnich podminek vyuziti polymeru
v medicinské aplikaci, konkrétné opét v oftalmologii, sleduje i dalsi studie autord Maleki
a kol. [46]. Prace je zamé&fena na studium ¢asové zavislosti viskozity pii nizkych rychlos-
tech smykové deformace a navazuje na predchozi studie, které¢ uvadi, ze se HA s rostouci
rychlosti smykové deformace i pfi pomérné nizkych koncentracich chové tixotropné
(viz Obr. 8) [46]. Pfi vyssich rychlostech smykové deformace klesa viskozita v prib&éhu
¢asu. Reologické méfeni bylo provadéno pomoci rota¢niho viskozimetru s geometrii kuzel-
deska pti 25 a 37 °C. Jako material byly pouzity vzorky NaHY o molekulové hmotnosti
1,9.10° g/mol v 0,01M NacCl. U vyssich koncentraci polymeru bylo pozorovano pii niz§ich
smykovych rychlostech newtonské chovani a tixotropni chovani pii vysSich smykovych
rychlostech. Studie také feSila zavislost relativni viskozity na teploté a koncentraci pfi niz-
kych rychlostech smyku. S rostouci koncentraci HA byl zaznamenan silny vzestup relativ-

ni viskozity.

Chovani polyelektrolyti v roztoku a vliv iontové sily modifikované piidavkem soli na jeho
vlastnosti sledoval ve své praci Garcia-Abuin se spolupracovniky [32] pomoci Ubbelohde-

ho kapilarniho viskozimetru o priméru kapilary 0,5 mm pii 25 °C.

Kapilarni viskozimetr vyuzili ve své studii také Lath s kolektivem [47] a Stankovska
s kolektivem [48]. Prvni prace uvadi pouziti Ubbelohdeho kapilarniho viskozimetru
s primérem kapilary 0,53 mm pro méteni roztoku HA v 0,2M NacCl pii 25 °C. Pro vypocet
LVC byla aplikovana Hugginsova (Rov. 12) a Kramerova rovnice (Rov. 13). Druh4 prace
se také zabyva stanovenim molekularnich charakteristik HA s vyuZitim méteni jejich roz-

tokti v 0,2M NaCl pfi 25 °C. Pro reologicka méteni byl navic vyuZit rota¢ni viskozimetr.

Kolektiv autortt s Kupskou [49] studovali NaHY o0 molekulové hmotnosti
0,7 — 0,9.10° g/mol v roztocich vody a KCI pomoci kapilarniho Ubbelohdeho viskozimetru
0 pruméru kapilary 0,836 mm. Jako rozpoustédla byla pouzita redestilovand deionizovana
voda a 0,01M KCI pti 25; 30 a 35 °C. Predmétem feSeni byly fyzikalni vlastnosti, biolo-
gické a fyziologické funkce roztoku HA, které podle autor vychézi ze schopnosti HA tvo-
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fit viskoelasticky roztok. Byly sledovany konformacni zmény, které byly ve vode i KCI

podobné, u HA rozpusténé v KCl pak mén¢ intenzivni.

Autori Chytil a Pekat [50] ve své praci sleduji reologii roztoki HA a hydrofobné modifi-
kované HA pfi 25 °C pomoci automatického mikrokapilarniho viskozimetru. Bylo stano-
veno limitni viskozitni ¢islo a Hugginsova konstanta. V praci bylo navic sledovano chova-

ni roztoku podrobeného smykové deformaci pifi méfeni reometrem s geometrii kuzel-

deska.

Ve studii autort Cowman a Matsuoky [51] lze nalézt teoreticky ramec interpretace reolo-
gickych dat pro roztoky HA. V poptedi stoji viskozimetrickd méteni vyuzivana K uréeni
tvaru molekuly, jeji tuhosti, expanze ¢i mezimolekularnich interakci. Soucasti experimenti
bylo ur€eni vlivu proménnych — molekulové hmotnosti, teploty, koncentrace, iontové sily
a smykové rychlosti na chovani klubka HA. Tato studie rovnéz shrnuje dostupné hodnoty
Hugginsovy konstanty a exponentu a z Mark—Houwinkovy rovnice (Rov. 15), které byly
publikovany v literatute. V préci jsou uvedeny hodnoty exponenti, které byly ziskany vis-
kozimetrickym méfenim zfedéného roztoku HA v 0,15M NaCl pii 25 °C. Prestoze se jed-
nalo o méfeni za stejnych podminek (koncentrace, teplota, typ rozpoustédla), hodnoty ex-
ponentt se u riznych autort lisi, pfedev§im u vysokomolekularni HA (Tab. 2). Zajimavé
vysledky byly ziskany pro nizkomolekularni HA, kdy vSichni autofi shodné publikovali
hodnotu a v rozmezi 1,0 — 1,2 R. L. Cleland (1970, 1984), E. Shimada a G. J. Matsumura
(1975), R. E. Turner, P. Lin a M. K. Cowman (1988), S. Hokputsa a kolektiv (2003)

[51]].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

36

Tab. 2. Hodnoty exponentu a Mark-Houwinovy rovnice pro HA v roztoku NaCl

pri teplote 25 °C uvedené ve studii [51].

Autoii studie (rok)

Hodnota exponentu a

T. C. Laurent (1960) 0,780

E. A. Balazs (1965) 0,800

R. L. Cleland a J. L. Wang (1970) 0,816

E. Shimada, G. J. Matsumura (1975) 0,760
H. Bothner, T. Waaler, O. Wik (1988) 0,779
E. Fouissac a kolektiv (1992) 0,780

A. Gamini, S. Paoletti, F. Zanetti (1992) 0,810
T. Yanaki, M. Yamaguchi (1994) 0,829

N. Berriaud, M. Milas, M. Rinaudo (1998) 0,790
R. Takahashi a kolektiv (1999) 0,790

R. Mendichi, L. Soltés, A. Giacometti Schieroni (2003) 0,778
S. Hokputsa a kolektiv (2003) 0,730

K. Hayashi a kolektiv (1995) 0,920

Podobné tomu bylo 1 s hodnotami publikovanymi pro Hugginsovu konstantu. Teoreticka

hodnota byla uvedena jako 0,4, ovSem realné stanovené hodnoty se opét v riznych studiich

ligf (Tab. 3).
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Tab. 3. Hodnoty Hugginsovy konstanty ky pro HA v roztoku NaCl pri teploté
25 °C uvedené ve studii [51].

Autofri studie (rok) Hodnota exponentu ky
E. Shimada, G. J. Matsumura (1975) 0,350 - 0,450
A. Gamini, S. Paoletti, F. Zanetti (1992) 0,370 - 0,430
E. Fouissac, M. Milas, M. Rinaudo (1993) 0,330 - 0,570
T. Yanaki, M. Yamaguchi (1994) 0,350
N. Berriaud, M. Milas, M. Rinaudo (1998) 0,396 — 0,427
K. Hayashi a kolektiv (1995) 0,340 — 0,430
K. Hayashi a kolektiv (1996) 0,340 - 0,430
Y. Mo a kolektiv (1999) 0,370 — 0,450
M. Milas a kolektiv (2001) 0,400
W. E. Krause, E. G. Bellomo, R. H. Colby (2001) 0,340

Jako posledni studii je mozno zminit praci kolektivu Mracka [17], ktera je vénovana po-
dobnému tématu jako je feSend diplomova prace, a to vlivu ionti Hofmeisterovy fady
na roztoky hyaluronanu. V experimentalni ¢asti studie bylo pomoci interferometru prova-
déno stanoveni difizniho koeficientu reprezentujiciho hydrofobni a hydrofilni interakce
makromolekul HA. Vedle sledovani procesu botnani byla soucasné pomoci Ubbelohdeho
viskozimetru stanovena kinematicka viskozita. V studii byla pouzita HA o molekulové
hmotnosti 0,63.10° g/mol, ktera byla rozpusténa v chloridu sodném, chloridu hofenatém,
jodidu draselném a fluoridu draselném. M¢feni probihalo pti 25; 30; 37; 40 a 45 °C
pii koncentraci polymeru 0,01M. Ptidavky iontti zpasobily snizeni kinematické viskozity,
nejmensi pokles byl zaznamenan piidavkem fluoridu draselného, coz podpofilo hypotézu

0 zvySeni tuhosti fetézce HA ptitomnosti fluoridového aniontu.
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4 CILE DIPLOMOVE PRACE

Prvnim cilem diplomové prace bylo zpracovat literarni resersi na zadané téma. Teoreticka
¢ast shrnuje zakladni informace o kyselin¢ hyaluronové, jeji struktute, vyrobé, vyuziti
a chovani v roztoku. Dale jsou uvedeny informace o Hofmeisterové fadé iontd a o meto-
dach vhodnych pro stanoveni viskozity polymert ve zfedénych roztocich se zaméfenim

na roztoky hyaluronanu.

Cilem praktické c¢asti diplomové prace bylo sledovat viskozitni chovani hyaluronanu
ve ziedénych roztocich soli s ionty Hofmeisterovy fady. Byla studovana zavislost viskozity
na typu iontu (chaotropni, kosmotropni) a na teploté. K tomuto ucelu bylo pouzito méfeni

viskozity v roztocich pomoci Ubbelohdeho viskozimetru.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIALY A PRISTROJE

5.1 Vzorek hyaluronanu

Pro experiment byl pouzit vzorek hyaluronanu, laskavé poskytnuty firmou Contipro Group

s. 1. 0., Dolni Dobrou¢, s molekulovou hmotnosti v rozsahu 1,8 — 2,1.10° g/mol.

5.2 Soli s ionty Hofmeisterovy rady

Vzorek hyaluronanu byl pro méfeni viskozity rozpustén v roztocich soli uvedenych

v Tab. 4.

Tab. 4. Prehled soli pouZitych pro experiment.

Nazev Vzorec M [g/mol] Vyrobce
Thiokyanatan sodny NaSCN 81,07 Sigma-Aldrich, s. r. o.
Thiokyanatan amonny NH,SCN 76,12 Lach-ner, s. r. 0.
Siran sodny Na,SO4 142,04 Sigma-Aldrich, s. r. 0.
Siran amonny (NH4)2SO,4 132,14 Lach-ner, s. r. 0.
Chlorid sodny NaCl 58,44 Sigma-Aldrich, s. r. o.

5.3 Pristroje a pomiicky

e Kiryostat Ministat cc1, vyrobce — Huber;

e Ubbelohdeho viskozimetr s vodni 1azni;

e Analytické vahy Denver Summit SI-234, vyrobce — Denver Instrument;
e Magnetické michadlo s ohfevem MR Hei-Tec, vyrobce — Heidolph;

e Teplomér vertex 50 °C;

e Be¢&zné laboratorni sklo a vybaveni (odmérné barky, kadinky, vazenky, pipety).
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6 METODIKA

6.1 Priprava roztoki soli pro rozpousténi hyaluronanu

Z kazdé ze soli uvedenych v Tab. 4 byl pfipraven roztok jejim rozpusSténim v deminerali-
zované vod¢. lontova sila roztoku | ¢inila vzdy 0,1 M. Piiklad vypoctu mnozstvi NaSCN
potiebného pro piipravu roztoku o 1 = 0,1 M je uveden v Rov. 17 — 19. Mnozstvi vSech soli

potiebnych pro ptipravu 100 ml roztokt jsou pak uvedena v Tab. 5.

lontovou silu roztoku je mozno stanovit podle rov. (17)

1 2
1=§zci><2i (17
i
Kde
Ci koncentrace jednotlivych iont
Z; naboj jednotlivych iont

Vypocet koncentrace a navazky soli NaSCN pro pripravu roztoku o iontové sile 0, IM
MNCI.SCN = 81,06 g/mol
Vioztoru = 100 ml

NaSCN - Na* + SCN~ (18)
1
I=§x(1X12+1X12)XC

01=1xc
¢ =0,1mol/l

Mygsen = € X Mygseny XV (19)

Myascy = 0,1 mol/l x 81,06 g/mol x 0,11 =0,8106 g NaSCN
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Tab. 5. Hmotnost soli pro pripravu 100 ml roztokai.

Sil Navazka [g]
NaSCN 0,8106
NH4SCN 0,7614
Na,;SO4 0,4730
(NH4)2SO4 0,4401
NaCl 0,5844

6.2 Priprava vzorka hyaluronanu

Pro vlastni analyzu byly vzorky pfipraveny navazenim polymeru a jeho rozpusSténim
v daném roztoku soli. Hyaluronan byl navazen na analytickych vahach s ptesnosti
na 0,0001 g tak, aby vychozi koncentrace polymeru v roztoku &nila 1,0.10° g/ml. Roz-
pousténi probihalo za michani pii teploté 50 °C po dobu pfiblizn¢ 20 hodin. Pied méfenim
byl vzorek vzdy filtrovan ptes sklenénou fritu S1. Takto pfipravené vzorky byly pouzity

k viskozimetrické analyze.

6.3 Méreni viskozity

Méfeni probihalo pomoci Ubbelohdeho kapilarniho viskozimetru (Obr. 10). Nejprve bylo
vzdy provedeno méfeni prutokového casu ¢istého rozpoustédla (15 ml) a nasledné byly
méfeny pritokové Gasy vzorku polymeru o nejvyssi koncentraci (1,0.10°g/ml). Tento roz-
tok byl postupné fedén Cistym rozpoustédlem tak, aby bylo pfipraveno 5 koncentraci
v rozmezi cca 7,5.10™; 6,0.10; 5,0.10™: 4,3.10™: 3,7.10™ g/ml. Pro kazdou z nich byl opé&t
méfen Cas pratoku kapilarou viskozimetru. Prutokovy ¢as byl méfen 5x a jednotlivé hod-
noty se neliSily vice nez 0 0,5 s. Z téchto hodnot byl vypoéten primér a pouzit k dal§im

vypoctiim. Kazdy vzorek byl proméfen pfi teploté 15; 25; 30; 35 a 45 °C.
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Obr. 10. Ubbelohdeho viskozimetr [52].

6.4 Stanoveni limitniho viskozitniho ¢isla a Hugginsovy konstanty

Z prumérnych hodnot prutokovych ¢ast roztokd vzorku a ¢istého rozpoustédla a z hodnot

koncentraci pfislusnych roztokti vzorku byly podle Rov. 7 — 10 vypocteny potiebné udaje

pro stanoveni limitniho viskozitniho ¢isla. Ptiklad vypoctu pro vzorek HA rozpuStény

v NaSCN méteny pfi 25 °C je uveden v Rov. 20 az 23. Z téchto udaju pak byly sestrojeny

grafy zavislosti redukované viskozity na koncentraci (Hugginsova Rov. 12) a zavislosti

Innye

na koncentraci (Kramerova Rov. 13). Dale byl vypocet limitniho viskozitniho ¢isla

proveden nasledujicimi zptsoby:

1)

2)

Extrapolaci linearni ¢asti zavislosti 74 Na nulovou koncentraci (koncentraéni roz-
mezi 1,0.10° a2 5,0.10™ g/ml) byla ziskana hodnota odpovidajici limitnimu visko-
zitnimu ¢islu /n/ (Obr. 11). Hugginsova konstanta ky pak byla stanovena

ze smérnice Hugginsovy rovnice (Rov. 25 a 26). Obdobné byla data zpracovana

podle Kramerovy rovnice (Rov 27 a 28), kdy zavislost M"T”” VS C extrapolovand

k nulové koncentraci rovnéz poskytla hodnotu limitniho viskozitniho ¢isla.

Vzhledem K nelinearité zavislosti g VS C V oblasti nizkych koncentraci byly vy-
sledky viskozitnich méfeni zpracovany rovnéz pomoci postupu doporuceného Fu-
ossem [53], ktery je uveden v Rov. 20. V této rovnici je B parametr, ktery charakte-

rizuje interakci polyiontt. Podle [41] tento parametr zavisi na molekulové hmot-
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nosti polymeru a relativni permitivité rozpoustédla. Podrobnéji bude tento zptsob

vyhodnoceni i jeho teoretické zaklady diskutovan v ¢asti 7.3 diplomové prace.

Nsp _ [l
¢ (1+Byo) (20)

V dalsi ¢asti textu je uveden priklad vypoctu limitniho viskozitniho ¢isla a Hugginsovy
konstanty podle Rov. 7 — 12. Vypocet je proveden pro NaSCN, koncentraci HA ve vzorku
Cha = 1,02.10° g/ml, dobu pritoku &istého rozpoustédla ty = 69,00 s a doba pritoku poly-
merniho roztoku = 318,19 s

t 31819s

et = = 555 = 461 1)
Nep = Tret — 1 = 4,61 — 1 = 3,61 22)
Nop 3,61
llrea =~ = 500102 g7ml = 3 55436 ™I/9 (23)
_ e InAOImI/G 04 40 ml/g (24)

Tinh = == 0,00102 g /ml

Rovnice regrese ziskana z linedrni zavislosti (n%) na ¢ (dle Hugginse, Rov. 25, 26)

a (W’Tr‘*l) na ¢ (dle Kramera, Rov. 27, 28):

y = 1319 716x + 2 203 (25)
77% = 1319 716¢ + 2 203 (26)

y = —530889x + 2 036 27)
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In
Irel _ _530889¢ + 2 036 (28)

Z rovnic lze pak vyjadrit hodnoty limitniho viskozitniho ¢isla:

[n] = 2203 ml/g (dle Hugginse)

[n] = 2036 ml/g (dle Kramera)

1319716 1319716

= = = 0,27 29
H [n]2 22032 (29)
" _ —530889 —530889 013 (30)
K™ Im2 — 20362 ’
4500
4000 -
i_3500 - y=1319716x+ 2 203
c
= 3000 -
2500 -
2000 -
E \.\.\.\.
E 1500 - y =-530889x + 2 036
£1000 -
[=y
500 -
0 ;
0,000 0,001 0,002
c HA [g/ml]

Obr. 11. Stanoveni limitniho viskozitniho cisla dle Hugginse A a Kramera ® pro vzorek

HA rozpustény v roztoku NaSCN, teplota meéreni 25 °C.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Volba typu soli a iontové sily vodnych roztokii soli

Jak jiz bylo uvedeno vyse, pro rozpousténi vzorku NaHY byly ptipravovany roztoky so-
li s ionty Hofmeisterovy fady, které jsou uvedeny v Tab. 4. Pouzité soli byly zvoleny
tak, aby obsahovaly nasledujici kombinace iontt: 1) chaotropni kationt a chaotropni
aniont (NH;SCN), 2) kosmotropni kationt a kosmotropni aniont (Na,SOy), 3) kosmo-
tropni kationt a chaotropni aniont (NaSCN a NaCl) a 4) chaotropni kationt a kosmo-
tropni aniont ((NH4)2S0O,).

Volba iontové sily solnych roztokd byla motivovana skuteénosti, ze predstavena visko-
zitni studie je soucasti rozsahlejsi prace sledujici vliv iontt na chovani HA pomoci dal-
Sich metod. Jsou naptiklad vyuzity dynamicky rozptyl svétla a méfeni povrchového na-
péti. Proto byla i pro viskozitni méfeni zvolena stejna iontova sila roztoku soli,

ato 0,1 M (Tab. 5).

7.2 VIliv soli na viskozitu HA

Jiz v teoretické Casti prace bylo zminéno, Ze HA je polymer fazeny do skupiny polyelekt-
rolyta. Polyelektrolyty jsou obecné polymery obsahujici skupiny schopné disociace. Nesou
ve své molekule velky pocet iontovych naboju polyiontt, spolu s malymi protiionty zajis-
t'ujicimi elektroneutralitu systému [53]. Na rozdil od béznych polymeri, pro které je zavis-
lost redukované viskozity #7req Vynesena proti koncentraci polymeru linearni (Rov. 12), je
viskozitni chovani polyelektrolytd v roztocich odlisné. To je ziejmé z Obr. 12, ktery uka-
zuje charakteristicky rys této zavislosti, a to Ze #yeq VS C linedrni neni, pro nizké koncentrace

vykazuje zakiiveni a #req S klesajici koncentraci roste.
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Obr. 12. Graf zavislosti redukované viskozity na koncentraci pro polyelektrolyt.

Obdobné chovani bylo zaznamenano i pro vzorky hyaluronanu studované v této praci.
Obr. 13 znéazornuje viskozitni chovani HA v roztoku NaSCN o iontové sile 0,1 M, sta-
novené pii teplotach 15 — 45 °C. Z grafu je zfejmé, ze pro nizké koncentrace se hodnota
Nred ZVYSUje, a jak bylo naznaceno vyse, zavislost vykazuje nelinedrni chovéni. Obr. 13
zaroven ilustruje skuteCnost, ze s rostouci teplotou viskozita roztokd HA postupné kle-
sa, coz je vsouladu s teoretickymi piedpoklady. Obdobné chovani bylo pozorovano
i v piipadé roztoktt HA ve vSech ostatnich solich s drobnymi vyjimkami, které jsou dis-

kutovany dale v textu.
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Obr. 13. Graf zavislosti redukované viskozity na koncentraci pri teploté 15 — 45 °C u Na-
SCN.

Na tomto misté je tieba konstatovat, ze koncentrace roztoktt HA zvolené pro viskozitni
méfeni jsou, oproti koncentracim béznych polymert (napft. polystyrenu), nizké. Obvyk-
1y koncentracni rozsah pro viskozitni méfeni béznych polymeru je (v zavislosti na mo-
lekulové hmotnosti) 1 — 0,2 %, zatimco v ptipadé HA se pohybovaly koncentrace
v intervalu 0,1 — 0,02 %. Divodem této volby byla vysoka viskozita studovanych rozto-
kit HA (molekulova hmotnost vzorku byla 2,1 10° g/mol) a tedy dlouhé pritokové Gasy
téchto roztokl kapilarou viskozimetru, které ¢inily az 400 s. Vzhledem ke skuteCnosti,
ze pti viskozitnich méfenich musi byt pritokovy ¢as rozpoustédla (tedy vodného rozto-
ku soli), které¢ protékd stejnou kapilarou, alespont 100 s, aby bylo mozno zanedbat
pii vypoctu vliv kinetické energie [41], a vzhledem k dlouhym pratokovym ¢asim roz-

toku HA bylo tedy nutno pouzit tyto nizké koncentrace.

Srovname-li viskozitni chovani HA v roztocich soli (Tab. 6 a 7) s chovanim jejich roz-
tokti v demineralizované vodé [9], jsou na prvni pohled ziejmé velké rozdily. Limitni
viskozitni ¢islo HA stanovené v demineralizované vod¢ je oproti jeho hodnotam stano-
venym V roztocich soli vyrazné vyssi a ¢ini 5940 ml/g (hodnota pievzata z disertani
prace L. Gfundé€lové) [9]. V roztocich soli pak byly stanoveny jeho hodnoty vzdy nizsi

nez 2800 ml/g. Vyssi viskozita HA ve vod¢, ve srovnani s viskozitou V roztocich soli, je
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zpusobena rozdilnou konformaci polymernich fetézcti v daném rozpoustédle. Zatimco
ve vod¢ jsou feté¢zce HA vice nataZeny, v pfitomnosti iontl je struktura HA kompakt-
néjsi, a viskozita polymeru se snizuje. Divodem vét§iho sbaleni polymerniho klubka
Vv roztocich soli je efekt stinéni elektrostatickych repulzi mezi podobnymi naboji umis-
ténymi podél polymerniho fetézce, zplisobeny piidavkem nizkomolekuldrni soli. Ten

ma za nasledek pokles viskozity polymerniho roztoku.

Uvedeny tvar viskozitni zavislosti rovnéz ukazuje, Ze zvolena iontova sila roztoku neby-
la zcela postacujici pro to, aby byla viskozitni zévislost linedrni v celém studovaném
koncentra¢nim rozsahu hyaluronanu. Podle zavért prace [51] zahrnuji nejbéznéjsi pod-
minky pro studium HA rozpusténi polymeru v roztoku soli o dostate¢né iontové sile (I >
0.1 M), napt. NaCl pfi neutralnim pH, a teploté 20 — 37 °C. Obecné je mozné konstato-
vat, Ze vodny roztok NaCl je nejvice pouzivanym rozpoustédlem pro viskozitni méteni
HA a jeji chovani v tomto rozpoustédle je v literatufe popsano nejlépe. Divodem je, ze

tato situace simuluje chovani HA v kontaktu s télnimi tekutinami a tkanémi.

Na Obr. 14 jsou uvedeny zavislosti redukované viskozity na koncentraci polymeru roz-
pusténého Vv jednotlivych solich Hofmeisterovy fady, stanovené pii 25 °C. Na dalSich
obrazcich (Obr. 15 — 18) pak jsou stejné zavislosti stanovené pii ostatnich studovanych
teplotach (15, 30, 35 a 45 °C). Z Obr. 14 je ziejmé, ze svym viskozitnim chovanim se
vzajemné podobaji roztoky HA v siranech, jejichz viskozita je obecné nejvyssi, a zavis-
losti #req VS C lezi vySe ve srovnani s kiivkami pro HA rozpusténou v obou solich, kde je
aniontem thiokyanatan a chlorid. Ty lezi ve spodni ¢asti grafu zavislosti redukované

viskozity na koncentraci.

Obdobny vysledek ukazuji i dalsi grafy zavislosti #yeq VS € (Obr. 15 az 18). Nejvyssich
viskozit dosahuji vzdy vzorky HA, pokud jsou rozpustény ve vodnych roztocich obou

soli, kde aniontem jsou sirany. S vyjimkou situace pfi teploté 15 °C byla nejvyssi visko-

cv v

v

namétena pro HA v thiokyanatanu amonném, s vyjimkou teploty 35 °C (zde je nejnizsi
viskozita HA rozpusténé v NaCl). Stejné potadi viskozit HA rozpusténé v jednotlivych
solich bylo pozorovano pii teplotach 25 a 45 °C. V pfipadé méfeni pii teploté 15 °C byl
rozdil pouze v poradi viskozit HA v roztocich siranu, pfi teploté 30 °C pak v poradi
Vv roztocich chloridu sodného a thiokyanatanu sodného, kdy HA v NaCl ma vyssi visko-
zitu nez v NaSCN. Vyjimka z pomérné systematického chovani HA v roztocich soli by-

la pozorovana v piipadé HA v NaSCN charakterizované pii teploté 35 °C, kde viskozit-
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ni HA v thiokyanatanu sodném lezi mezi viskozitnimi kiivkami zaznamenanymi pro

HA v roztocich obou sirant (Obr. 17).
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Obr. 14. Graf zavislosti redukované viskozity na koncentraci pro HA v roztocich studo-

vanych soli pri teploté 25 °C.
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Obr. 15. Graf zavislosti redukované viskozity na koncentraci pro HA v roztocich studo-

vanych soli pri teplote 15 °C.
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Obr. 16. Graf zavislosti redukované viskozity na koncentraci pro HA v roztocich studo-

vanych soli pri teplote 30 °C.
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Obr. 17. Graf zavislosti redukované viskozity na koncentraci pro HA vV roztocich studo-

vanych soli pri teplote 35 °C.
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Obr. 18. Graf zavislosti redukované viskozity na koncentraci pro HA Vv roztocich studo-
vanych soli pri teplote 45 °C.

Hodnoty LVC stanovené z vyse uvedenych grafii podle Hugginsovy rovnice jsou uve-
deny v Tab. 6 a na Obr. 19. Pro jejich stanoveni pomoci linearni regrese byly pouzity
pouze hodnoty z linearni Casti zavislosti #req VS C (rozmezi koncentraci 5,0 — 10,0.10™
g/ml). Stejné tomu tak bylo také u LVC vypo¢itanych dle Kramerovy rovnice (Tab. 7,
Obr. 20).

Z Obr. 19 a Tab. 6 lze pozorovat, Ze pii teplotach 15; 25 a 45 °C LVC hyaluronanu sta-
novené V roztocich soli roste v tomto potadi: NH;SCN < NaCl < NaSCN < (NH,4),SO4
< Na;SO4. U hodnot limitnich viskozitnich ¢isel stanovenych pii teploté 30 °C byl za-
znamenan rozdil pouze v pofadi NaSCN a NaCl a pii teplot¢ 35 °C v potadi NaCl
a NH,SCN. Zaroveri je vSak tieba konstatovat, ze hodnoty LVC pro HA v rozto-
ku NaSCN a NaCl jsou si velmi podobné.

Obdobnych vysledkil bylo dosazeno pfi stanoveni LVC dle Kramera. Z Obr. 20 je ziej-
mé, Ze hodnoty limitniho viskozitniho ¢isla pro HA ve studovanych roztocich rostou
obdobnym zptisobem jako v pfedchozim ptipadé (pro teploty 15; 25 a 45 °C). Pti teplo-
t& 30 °C se opét objevil rozdil v pofadi hodnot LVC pro HA v roztoku NaSCN a NaCl
a pti teploté 35 °C v potadi LVC v roztocich NaCl, NaSCN a NH;SCN. Korelace mezi
daty ziskanymi pomoci Hugginsovy a Kramerovy rovnice vychazi z teoretickych pied-

pokladti uvedenych v kapitole 3.2.2, kdy by obé rovnice mély pii extrapolaci k nulové
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koncentraci roztoku poskytnout spoleény prisedik a jedinou hodnotu LVC. V nasem
ptfipadé tomu tak neni, hodnoty se mirn¢ 1isi vzhledem ke skutecnosti, Ze extrapolace
zéavislosti 7req VS C typické pro polyelektrolyty Vv roztocich s nedostate¢né vysokou ion-

tovou silou.

Tab. 6. Hodnoty limitnich viskozitnich cisel [ml/g] stanovené podle Hugginse pro HA roz-

pusténou v roztocich uvedenych soli.

Teplota stanoveni [°C]
15 25 30 | 3 | 45
Limitni viskozitni ¢islo [ml/g]

NaSCN 2177 2036 1957 2005 1907
NH4SCN 2055 1868 1928 1982 1791
Na,SO4 2341 2423 2149 2090 2066
(NH,),SO4 2319 2280 2059 2007 2015
NaCl 2169 2044 2027 1911 1877
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[n] [ml/g]

1000,0
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0,0 : -
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ONaSCN CINHASCN B Na25S04 W (NH4)2S04 NaCl

Obr. 19. Limitni viskozitni cisla stanovend pro HA v roztocich soli Hofmeisterovy rady

dle Hugginse.
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Tab. 7. Hodnoty limitnich viskozitnich cisel [ml/g] stanovené podle Kramera.

Teplota stanoveni [°C]
15 25 | 30 | 3 | 45
Limitni viskozitni ¢islo [ml/g]

NaSCN 2387 2203 2145 2153 2122
NH4SCN 2270 1819 2093 2250 1948
Na,SO4 2588 2840 2354 2287 2290
(NH,4)2S0O4 2505 2423 2248 2250 2185
NaCl 2354 2184 2215 2092 2039

3000,0

2500,0

2000,0

1500,0

[n] [ml/g]

1000,0

500,0

0,0
15°C 25°C 30°C 35°C 45°C

ONaSCN I NH4ASCN B Na25S04 W (NH4)2S04 NaCl

Obr. 20. Limitni viskozitni ¢isla stanovana dle Kramera.

Problematikou konformaénich zmén HA v roztocich se ve své praci zabyvali i Cowman
a Matsuoka [51], kteti dosli k zavéru, ze kromé elektrostatickych interakci mize ptispivat
ke kondenzaci polyelektrolytu i efekt hydratace. Jako kondenzace se zde oznacuje jev,
pii kterém se mohou protiionty vazat na polyionty, dokud hustota naboje mezi sousednimi
monomernimi naboji umisténymi podél polymerniho fetézce neklesne pod urcitou Kritic-
kou hodnotu. Vysoce hydrofilni polymery zvysuji strukturovanost vody ve své bezpro-
sttedni blizkosti. Zplisobem, ktery je teoreticky obdobny hydrofobnimu efektu, vede pro-

ces hydratace ke zvySeni entropie molekul vody uvolnénych spojenim dvou polymernich
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segmentl. Spojené povrchy polymeru si vS§ak mohou ponechat jednu nebo vice vrstev mo-
lekul vody, které segmenty polymeru nadale propojuji. Zajimavym aspektem tohoto pfi-
spévku hydratace ke kondenzaci polyelektrolytu je skute¢nost, Ze chaotropni ionty, které
maji schopnost rozrusit strukturu vody v okoli polymeru (,,bulk water<), budou pusobit
ve prospéch smrsténi klubka, protoze rozdil entropie mezi vodou vézanou na fetézec po-

lyelektrolytu a okolni vodou (,,bulk water) se zvysi.

7.2.1 Hugginsuv koeficient

Kromé [#7] lze z viskozitnich méfeni (Rov 7 — 13) ziskat i dalsi dilezity parametr, ktery
popisuje chovani polymerniho klubka v roztoku, a to Hugginsuv koeficient (ky). Jeho hod-
noty pro HA ve studovanych roztocich soli jsou shrnuty v Tab. 8 a Obr. 21. Jak jiz bylo
uvedeno Vv teoretické ¢asti, Hugginstv koeficient slouzi k popisu interakce polymer — roz-
poustédlo a dle teorie nabyva hodnoty kolem 0,3 u polymert v dobrém rozpoustédle
a 0,8 az 1,0 u polymert ve $patném rozpoustédle. Koeficient je tedy zavisly na charakteru
rozpoustédla a molekulové hmotnosti polymeru. Z teoretického hlediska jsou interakce
mezi polymerem a rozpoustédlem pomérné slozité a neni jednoduché je popsat [41]. Do-
stupné teoretické prace fikaji, Ze koeficient je klesajici funkci expanze polymerniho klubka
(jeho velikosti), vyjadfené faktorem ¢, Ten pak zavisi na molekulové hmotnosti a sile
interakce polymer-rozpoustédlo. Proto by ky mél byt nizsi v dobrych rozpoustédlech
a u polymerti o vy$si molekulové hmotnosti [41]. Hodnoty ky pro HA byly publikovany
fadou vyzkumnych tymu a jsou shrnuty v teoretické ¢asti v Tab. 3, ktera uvadi data ziskana
méfenim pii 25 °C pro HA rozpusténou v NaCl. Na zakladé téchto dat je mozno konstato-
vat, ze hodnoty ky se pro méfené vzorky lisi a pohybuji se v intervalu 0,33 — 0,57.
Z méfeni provedenych v této diplomové praci (Tab. 8) lze shrnout, ze ky pro HA v danych
roztocich soli nabyvala, s vyjimkou HA v roztoku NHsSCN pii 25 °C, hodnot lezicich
v intervalu 0,20 — 0,30. Tyto hodnoty jsou ve srovnani s hodnotami publikovanymi o néco
niz8i a nachazeji se na spodni hranici intervalu uvedeného v Tab. 3. Nelze v§ak opomenout
skutecnost, Ze tato data z teoretické Casti prace jsou stanovena v roztocich chloridu sodné-
ho a pro polymery, které maji jinou molekulovou hmotnost, nez nami studovany polymer.

Z Tab. 8 nelze rovnéZz ucinit zadny zaveér o vlivu teploty na hodnotu ky.
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Tab. 8. Hodnoty Hugginsovych konstant pro jednotlivé soli pri mérenych teplotdch

Teplota stanoveni [°C]

15 | 25 30 | 35 45
Kn
NaSCN 0,26 0,27 0,23 0,28 0,20
NH,SCN 0,23 0,47 0,24 0,19 0,23
Na,SO,4 0,26 0,18 0,26 0,26 0,23
(NH4);S0, 0,31 0,32 0,26 0,20 0,26
NaCl 0,27 0,29 0,24 0,23 0,24
0,50
0,45 B
0,40
0,35
0,30 \
F025 | [ N [] N .
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7.3 Zpracovani viskozimetrickych dat podle Fuosse

Obr. 21. Hugginsovy konstanty pro HA v roztocich studovanych soli.

Dulezitymi parametry viskozity roztokl polyeletrolytl jsou koncentrace polymeru a jeho

ionizacni stupenl. Vzhledem k zavislosti na ioniza¢nim stupni mutze dochazet k tomu,

ze elektrostatické sily pritomnych skupin brani sbaleni fetézce. Vlastnosti takovych rozto-

ka lze pak silné ovlivnit pravé ptidavkem jednoduchych soli, napf. NaCl, coz zpusobi zvy-

Seni koncentrace protiiontli, a zaroven jsou do systému zavadény malé ionty stejného nabo-

je, jako nese polyiont [53]. V roztoku bez ptidavku soli ptisobi mezi naboji hlavniho fetéz-

ce coulombické interakce, které mohou zpiisobovat natazeni jednotlivych casti fetézce po-

lymeru, a ovliviiovat tak reologické chovani polyelektrolytu. Tyto elektrostatické interakce

mohou byt vhodnym ptidavkem protiiontu zastinény, coz umoziuje molekule polymeru
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zaujmout sbalengj$i a kompaktnéjsi konformaci. Tuhost polymerniho fetézce v roztoku pak

bude udavat jeho stupeii sbaleni.

Jestlize je viskozita stanovovana u roztoku bez piidavku soli, je nutné uvazovat také vliv
interakce nabitych fetézcu a vysledky nelze interpretovat jen na zakladé smrsténi nebo roz-
pleteni polymerniho klubka. U nenabitych polymert mtize byt vyloucen vliv interakci ex-
trapolaci #7req Na Nulovou koncentraci polymeru v roztoku. Tvar jednotlivych makromole-
kul pak malo zavisi na koncentraci roztoku. U polyelektrolyti dochazi k uplné jiné situaci.
Pokud roste ztfedéni, roste i objem dostupny pro protionty. Ty se mohou vzdalit vice od
polyiontu, a snizit tak stinéni vazanych naboju. Dochazi tak k narustu odpudivych sil
a snaze polyelektrolyti se rozpinat. Redukovana viskozita polyelektrolytt pak pii fedéni

roste, zavislost #req VS C je zakiivena a extrapolace je obtizna. Z tohoto divodu Fuoss navr-
1

hl postup pro zpracovani podobnych dat podle Rov. 20, podle niz by m¢éla byt linearni

Nred
funkci v/c. Tento postup s tspéchem pouzili napiiklad Yoo a kol. [54] pro popis viskozit-

niho chovani methoxy-pektint.

Jak jiz bylo uvedeno, charakteristickym rysem chovani HA v roztocich je vliv pfitomnosti
soli na chovani jejich zfedénych roztoki. Je typické, ze zvySovanim koncentrace soli do-
chazi ke sbalovani polymerniho klubka, a tim padem ke snizovani viskozity. Tento jev byl
JiZ vySe v textu vysvétlen pomoci stiniciho vlivu pfidanych jednoduchych soli, které ovliv-
nuji elektrostatické interakce polymeru. V piipadé HA je pokles viskozity vysledkem po-

tlaceni elektrostatického odpuzovani mezi disociovanymi karboxylovymi skupinami.

Hodnoty limitniho viskozitniho ¢isla zpracované podle této metody jsou uvedeny v Tab. 9
a graficky znazornény na Obr. 22. Je tfeba konstatovat, Zze ani tato extrapolace urcena
pro zpracovani viskozitni dat polymerli v roztocich s nizkou iontovou silou neposkytla
linearni zavislost v celém studovaném koncentra¢nim rozsahu. Vzhledem k tomu, ze pro
stanoveni byla pouzita viskozitni data méfenda pfi nizSich koncentracich
(3,7 — 6,0.10 g/ml), takto stanovené LVC nabyvaly vyssich hodnot. Podobné jako u sta-
noveni dle Hugginse a Kramera vykazovaly vzorky hyaluronanu rozpusténé v roztocich
siranti vys$3i hodnoty LVC neZ vzorky v roztocich thiokyanatani. Jedinou vyjimku piesta-

vovalo méfeni pii 30 °C, kde tomu bylo naopak.
Vysledky této asti prace ukazuji, ze pfi nizké iontové sile jsou hodnoty LVC hyaluronanu
vys$§i, nez je tomu v piipadé, kdy je polymer rozpustén v roztocich s vyssi iontovou silou.

Tuto skutecnost potvrzuji i literarni studie [58] [59].
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Ze souhrnného zhodnoceni postupti pouzitych pro vyhodnoceni viskozitnich dat je mozno
udinit zavér, e i pies to, Ze se absolutni hodnoty LVC li8i, viechny metody vedou ke stej-

nému zaveru, a sice ze polymerni fetézec HA je vice sbaleny ve vodnych roztocich thio-

kyanatanli nez v roztocich sirand.

Tab. 9. Hodnoty limitnich viskozitnich cisel [ml/g] pro HA podle Fuosse.

Teplota stanoveni [°C]
15 25 30 35 45
NaSCN 2976 2646 3067 2674 2618
NH.SCN 2865 2755 2747 2618 2597
Na,SO4 2959 3424 2740 2793 2755
(NH.),S0, 3086 3049 2646 2681 2755
NaCl 2985 2793 2786 2591 2717
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Obr. 22. Limitni viskozitni ¢isla stanovena pro HA dle Fuosse.
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7.4 Srovnani reten¢niho chovani vzorkii hyaluronanu pri chromatogra-

fické analyze a vysledki z viskozimetrie

Vysledky z viskozimetrickych méteni byly srovnany s analyzou stejného vzorku hyaluro-
nanu provedenou pomoci gelové permeaéni chromatografie (GPC) [55]. Tato separac¢ni
chromatograficka metoda slouzi bézné ke stanoveni molekulové hmotnosti polymera [56].
Pti analyze je zfedény roztok polymeru nanesen do chromatografické kolony obsahujici
napln s poréznimi Casticemi. Prostory mezi ¢asticemi a pory gelové naplné jsou vyplnény
rozpoustédlem. Po naneseni vzorku na vstup dochazi k separaci analyzovanych latek mezi
mobilni a stacionarni fazi. Molekuly jsou pfi prichodu kolonou zadrzovany podle toho, jak
pronikaji do port chromatografické naplng, ve kterych se nachazi rozpoustédlo, a to tak, ze
nejmensi molekuly difunduji az dovnitt gelové naplné€, coz zpomaluje jejich prichod kolo-
nou. Molekuly se stiedni velikosti proniknou do vétSich pora gelu. Molekuly, S rozméry
ptesahujicimi velikost pord, prochéazeji kolonou bez zadrzeni a do gelové naplné neproni-
kaji viibec. Dé€leni probihéd primarné podle hydrodynamického objemu polymernich mole-
kul a malé molekuly, u kterych je klubko vice sbaleno, vychazeji z kolony pozdé&ji (v del-
Sich reten¢nich Casech) nez polymerni klubka, ktera jsou expandovana [57]. Z hodnot re-
tencnich casii Ry 1ze tedy usuzovat velikost polymerniho klubka a porovnat ji kvalitativné

s viskozimetrickym métfenim.

Na Obr. 23 a v Tab. 10 jsou znazornény reten¢ni ¢asy vzorku hyaluronanu o stejné mole-
kulové hmotnosti, jako je studovana v této diplomové praci. V praci [55] bylo zjisténo,
zZe retenni ¢asy zaznamenané pro vzorky HA byly delsi pfi analyze v mobilni fazi obsahu-
jici sirany, naopak krat§i v mobilni fazi s thiokyanatany. Toto chovani by tedy znamenalo,
ze klubko HA v pfitomnosti siranti ziistdva vice sbaleno, coz prodluzuje reten¢ni ¢asy, za-
timco v pfitomnosti thiokyanatani dochazi k jeho rozbalovani (Obr. 24) a retencni Casy

pfi prichodu kolonou by se mély zkracovat.

Viskozimetricka méfeni vsak ukazala opacny vysledek. Na grafech zavislosti redukované
viskozity na koncentraci (Obr. 13 — 18) lze vidét, ze kiivky zaznamenané pro HA
Vv roztocich obou sirant lezi vzdy v horni ¢asti grafu, a maji tedy vySsi viskozitu (vice ex-
pandované klubko) ve srovnani s HA méfenou v roztocich thiokyanatani a chloridu sod-
ného, jejichz viskozitni kiivky lezi ve spodni €asti grafu. Z této skutecnosti by pak mélo

vyplyvat, ze Sirany snizuji viskozitu HA s mensi G¢innosti a polymerni klubka by v jejich
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pfitomnosti méla byt vice rozbalena. V pfitomnosti thiokyanatanii, které viskozitu snizuji

vice, by méla klubka ziistdvat naopak sbalena.

Pro vysvétleni tohoto nesouladu mezi chovanim HA pii chromatografické analyze a visko-

zimetrickém stanoveni lze navrhnout nasledujici hypotézy:

1. Vliv interakce polymeru s naplni kolony. Pii GPC analyze se piredpoklada, ze se-
parace probihd pouze na zéklad¢ sitového efektu a nedochazi k Zzadnym interakcim
polymeru s naplni kolony. V piipadé polyelektrolytti tomu tak neni a k riznym in-
terakcim mezi polymerem a kolonovou naplni dochézet miize. Mohou to byt napf.
intermolekularni a intermolekularni elektrostatické interakce ¢i adsorpce. Tyto ne-
zadouci vlivy Ize eliminovat pisobenim zvysené iontové sily, zménou pH mobilni
faze ¢i ptidavkem organického rozpoustédla. Lze se proto domnivat, Ze iontova sila
roztokl soli pouzitych jako mobilni faze nebyla dostate¢na k eliminaci interakci
mezi HA a naplni kolony, coz ovlivnilo reten¢ni ¢asy polymeru.

2. Vliv smykovych sil na solvata¢ni obal polymerniho klubka: Pii prichodu HA
porézni naplni GPC kolony jsou polymerni klubka vystavena zna¢nym smykovym
silam. Je tedy mozno spekulovat, ze pii prichodu polymeru rozpusténého v roztoku
kosmotropniho iontu, kde je typickd ptfitomnost solvatac¢ni vrstvy, je plisobenim

smykovych sil tato solvatacni vrstva odstranéna, coz opét ovlivni reten¢ni Casy.

Tab. 10. NaméFené retencni casy v GPC pro HA o molekulové hmotnosti 2,1.10° g/mol pro
N = 3 podle [55].

Pouzita sil NaSCN NH4sSCN Na;SO4 (NH4)2SO4 NaCl

Rt [min] 15,12+ 0,02 | 15,09+ 0,03 | 15,29+ 0,03 15,23+ 0,01 15,32+ 0,01
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Obr. 23. Retencni casy maxim chromatografickych piki (Ry) vzorku HA
oMy = 2,1.106 g/mol ve studovanych solich.
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Obr. 24. Interakce molekuly proteinu s iontovymi roztoky [29].
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7.5 Srovnani vysledkii z viskozimetrie s velikosti ¢astic stanovenou dy-

namickym rozptylem svétla

Vysledky z viskozimetrickych méfeni byly srovnany rovnéz s méfenim velikosti Céstic
pomoci dynamického rozptylu svétla [9]. Méfenim intenzity rozptyleného svétla je mozné
u polymeru ve ziedénych roztocich urcit molekulovou hmotnost, tvar a velikost molekuly.
Dynamicky rozptyl svétla je dilezitou experimentalni metodou Siroce vyuzivanou pro ur-
ceni velikosti Castic V koloidnich systémech. M¢feni je zalozeno na vysilani svétla
Z laserového zdroje dopadajiciho do polymerniho roztoku. Interakci svétla s ¢asticemi
v roztoku dochézi k fdzovému posunu, ktery je doprovazen zménou frekvence rozptylené-

ho zéfeni, zavislou praveé na velikosti ¢astic.

V Tab. 11 jsou uvedeny vysledky méfeni velikosti ¢astic/polymernich klubek HA, které
byly ziskany pomoci dynamického rozptylu svétla pii teploté 25 °C. Data byla ptevzata
z prace L. Grundélové [9]. Hodnota z-priméru velikosti ¢astic, coz je intenzitné vazeny
pramér velikosti vSech Castic v disperzi, je uvedena v prvnim sloupci tabulky. Hodnoty
velikosti oznacené jako Pik 1 a 2 poukazuji, Ze ve vzorku jsou pfitomny castice/polymerni
klubka dvou odlisnych velikosti a prevazujici populace klubek s velikosti v rozmezi
od stovek nm je doprovazena malymi ¢asticemi s velikosti v desitkdch nm. Téchto malych
¢astic vSak neni mnoho, cca 10 %. V roztoku HA rozpusténé v deionizované vod¢ byly
pfitomny castice o velikosti 38 a 297 nm, coZ vedlo k zavéru, ze HA tvofi ve vodé spiSe

rozvolnénou konformaci.

V tabulce dale vidime, Zze piidavkem soli dochazi ke zmenSeni velikosti klubek, kdy
z-pramér poklesl z hodnoty 286 nm (demineralizované voda) na hodnoty Vv rozmezi
61 — 70 nm, které byly stanoveny Vv jednotlivych solich. Tento pokles je projevem shalova-
ni polymernich fetézctl, které zaroven vede 1 k pozorovanému sniZeni viskozity. Timto
srovnanim je potvrzeno, ze pridavek soli snizuje viskozitu polymerniho roztoku. Z Tab. 11
vsak neni mozné jednoznacné urcit, jaky vliv na konformaci klubka maji jednotlivé soli,
protoze rozdily v hodnotach z-priméru nejsou velké a neni moZzné pozorovat ani systema-

tické rozdily mezi velikostmi klubek u HA v pfitomnosti sirant a thiokyanatant.
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Tab. 11. Z-priumer velikosti castic stanoveny pro HA v roztocich studovanych soli metodou

dynamického rozptylu svetla [9].

Z-pramér [nm] Pik 1 [nm] Pik 2 [nm]
H,0O 286 38 297
NaSCN 69 9 121
NH,SCN 68 12 105
Na,SO4 70 12 116
(NH4)2SO04 66 14 107
NaCl 61 13 99

Studie dynamického rozptylu svétla je soucasti disertaéni prace zahrnujici také vlastni vis-
kozimetrické méteni roztokit HA v roztocich soli Hofmeisterovy fady [9]. Autorka ve své
praci uvadi nékolik zajimavych vysledkid shodnych s na$imi viskozitnimi méfenimi.
V prvni fadé je zde uveden fakt, ze ionty Hofmeisterovy fady snizuji viskozitu, pfi¢emz
chaotropni ionty jsou u¢innéjsi nez ionty kosmotropni [9]. Tento zavér byl potvrzen také
nasim métenim, kdy podle Obr. 14 — 17 sniZuji kosmotropni sirany viskozitu S mensi ucin-
nosti nez chaotropni thiokyanatany a chlorid. V obou viskozitnich studiich bylo pouzito
shodné kombinace chaotropniho kationtu a aniontu, kosmotropniho kationtu a aniontu

a kombinace kosmotropniho a chaotropniho iontu.

Podle vysledkt nasi prace snizuje viskozitu nejvyrazné€ji NH,SCN a nejméné pak Na,SOa.
NH4SCN predstavuje kombinaci chaotropniho kationtu i aniontu, coZ potvrdilo fakt,
ze chaotropni ionty snizuji u¢inngji viskozitu oproti pravé kombinaci kosmotropniho kati-

ontu a aniontu Na,SQOy, ktery by mél mit na viskozitu HA nejmensi vliv.

NaSCN a NaCl jsou kombinaci chaotropniho aniontu (SCN™ a CI") a kosmotropniho kati-
ontu (Na"), v jejichZ pritomnosti jsou viskozity HA podle vysledk{ nasi prace oproti sira-
niim niz§i. Prevlada zde pravdépodobné vliv G€¢innéjSiho chaotropniho aniontu. Grundé€lo-
va [9] ve své praci uvadi fakt, Zze u kombinace chaotropniho aniontu a kosmotropniho kati-
ontu prevlada sice vliv kationtu, aniont vsak tuto pfevahu omezuje. U opa¢né kombinace,

tedy v pripadé (NH4);SO; = chaotropni kationt a (NH4") = kosmotropni aniont
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(SO4), uvadi prevahu kosmotropniho aniontu, ktery by mél viskozitu snizovat s mensi
ucinnosti. V nasem méteni, kdy je viskozita HA v roztoku siranu vyssi, se tento ptedpo-

klad tedy opét potvrdil.

7.6 Vliv teploty na limitni viskozitni ¢islo NaHY

Na Obr. 25 a 26 je uvedena teplotni zavislost hodnot LVC stanoveného dle Hugginse

a Kramera.
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Obr. 25. Graf teplotni zavislosti LVC stanoveného dle Hugginse.
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Obr. 26. Graf teplotni zavislosti LVC stanoveného dle Kramera.
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Z obou obréazkii je patrn jiz vye naznacena skute¢nost, ze LVC s rostouci teplotou klesa.
Tento graf vsSak ilustruje dals$i zajimavy efekt, a to rozdilné viskozitni chovani HA
pii 25 a 35 °C. Zatimco hodnoty LVC stanovené pro HA v jednotlivych solich pti 25 °C se
vyrazné lisi, pfi teploté 35 °C naopak lezi v pomérne tizkém intervalu. To by nasvédcovalo
tomu, ze teplotni zavislost expanze a smrsténi polymerniho klubka je do ur€ité miry rovnéz
ovlivnéna typem pfitomné soli. Teplotni zavislosti HA se ve své praci zabyvali Fouissac
s kolektivem [60]. Studovali teplotni zavislost LVC roztoktt HA v 0,1 M NaCl v rozsahu
15 — 55 °C a s rostouci teplotou zaznamenali rovnéz pokles LVC odraZejici nartst hustoty
konfomeru pii vysokych teplotich. Nové&ji se teplotni zavislosti HA zabyval Hoefling
s kolektivem [61], ktefi navrhli postup pro predikci teplotni zavislosti viskozity v rozmezi

25 — 65 °C pro semi-ziedéné roztoky HA.

Zajimava skute¢nost tykajici se chovani iontii v roztocich v zavislosti na teploté byla pub-
likovana Vv praci [62], ktera uvadi, ze, jak teplota, tak tlak, maji vliv na ,,kosmotrop-
ni/chaotropni® stav iontl, ktery se ztraci pti vysokych teplotach a pti vysokych koncentra-
cich. I kdyz to neni situace, kterd by nastala v ptipadé€ nasi diplomové prace, stoji tento fakt

za zminku.
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo sledovat viskozitni chovani hyaluronanu ve zfedénych rozto-

cich soli s ionty Hofmeisterovy fady. Studovana byla pfedevsim zavislost viskozity na typu

iontu a na teplot¢.

Jiz z ptedeslych studii bylo znamo, ze ptidavek soli do vodného roztoku kyseliny hyaluro-
nové zpusobuje snizeni jeho viskozity. V provedeném experimentu byla pomoci Ubbeloh-
deho viskozimetru ziskdna hodnota redukované viskozity a dva dulezité parametry:
1) limitni viskozitni ¢islo, které udava za danych podminek (teplota méfeni, typ rozpousté-
dla) pfimé informace o konfiguraci a konformaci polymernich fetézcti ve ziedéném poly-
mernim roztoku. 2) Hugginsova konstanta, ktera siln¢ zavisi na charakteru rozpoustédla

a molekulové hmotnosti polymeru a slouZzi k popisu interakce polymer — rozpoustédlo.

Z provedenych méfeni bylo zjisténo, ze piidavkem chaotropnich ionti do roztoku HA do-
chazi k intenzivnéj§imu snizeni jeji viskozity ve srovnani s pridavkem iontti kosmotrop-
nich. Viskozita roztoku kyseliny hyaluronové v roztoku soli obsahujici chaotropni kationt
s kosmotropnim kationtem i aniontem (Na;SO4) nejvyssi. Mezi témito hodnotami lezely
viskozity roztokt HA rozpusténych v pfitomnosti soli s kombinaci kosmotropniho a chao-
tropniho iontu (NaSCN, (NH4)2SO4, NaCl). Lze tedy predpokladat, Zze chaotropni ionty
snizuji viskozitu u¢innéji nez kosmotropni a Ze tedy efektivnéji piispivaji ke sbaleni poly-
binaci kosmotropniho a chaotropniho iontu. Vzhledem k tomu, Ze viskozity roztokia HA
s chaotropnim aniontem (SCN™ a ClI") a kosmotropnim kationtem (Na*) byly niz$i nez
u roztoki s kosmotropnim aniontem (SO,") a chaotropnim kationtem (NH,"), Ize usoudit,
7e v prvnim piipadé pievladal vliv chaotropu (SCN a ClI), ktery viskozitu vice snizuje,
a v druhém piipad¢ naopak kosmotropu (SO, ). Tato skute¢nost potvrzuje informace, které

1ze nalézt v literatufe [26], a to Ze efekt aniontl je vyznamnéjsi nez efekt kationtd.

Hodnoty limitniho viskozitniho ¢isla byly srovnany s vysledky studie roztokového chovani
hyaluronanu v roztocich Hofmeisterovych soli, ziskanymi metodou dynamického rozptylu
svétla. Zde bylo rovnéz potvrzeno, ze piidavkem soli dochazi ke sbalovani polymernich
fetézcl, coz vysvétluje pokles viskozity roztokti HA. V roztocich soli byla namétena pfi-
blizn¢ ctyfikrat mensi primérna velikost ¢astic/klubek HA oproti velikosti po rozpusténi

Vv demineralizované vode¢.
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Je vsak tfeba konstatovat, ze celd prace vychazi z viskozitniho méteni provedeného v roz-
tocich soli s pouzitou iontovou silou | = 0,1. Vysledky vsak naznacuji, Ze tato iontova sila
nebyla dostate¢na k potlaceni elektrostatickych repulzi mezi podobnymi naboji umistény-
mi podél polymerniho fetézce, coz mélo za nasledek nelinearni chovani zavislosti #yeq VS C,
a LVC bylo stanoveno pouze z linearni ¢asti této zavislosti. Pro dalsi praci lze tedy navrh-
nout provedeni obdobné studie v roztocich o vyssi iontové sile. Zajimavé by rovnéz bylo
rozsifit studii o srovnani viskozitnich dat ziskanych pomoci Ubbelohdeho viskozimetru

a viskozitnich méfeni provedenych pomoci rotacniho reometru.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Ca2+
Cu2+
C02+
Fe?*
Fe**

HA

ki

Kic
K>;HPO,
I

M

My
Mg?
MgSO4.7H,0
Mn**
Na*
NaCl
NaHY
NaOH

NaSCN

Konstanta Mark—Houwinkovy rovnice
Koncentrace

Vépenaty kationt

M¢édnaty kationt

Kobaltnaty kationt

Zeleznaty kationt

Zelezity kationt

Kyselina hyaluronova

Iontova sila

Konstanta Mark—Houwinkovy rovnice
Draselny kationt

Hugginstv koeficient

Kramertv koeficient
Hydrogenfosfore¢nan draselny

Délka kapilary

Stfedni molekulova hmotnost
Hmotnostni pramér molekulové hmotnosti
Hoftecnaty kationt

Heptahydrat siranu hofecnatého
Manganaty kationt

Sodny kationt

Chlorid sodny

Hyaluronat sodny

Hydroxid sodny

Thiokyanatan sodny
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Na,SO4
NH;SCN

(NH,),S04

Mo
MNrel
MNred
Nsp

MNinh

Siran sodny

Thiokyanatan amonny

Siran amonny

Tlak

Objemovy tok

Pramér kapilary

Retencni Cas

Doba pratoku kapilarou

Doba pritoku ¢istého rozpoustédla
Zinec¢naty kationt

Limitni viskozitni ¢islo
Viskozita

Viskozita ¢istého rozpoustédla
Relativni viskozita
Redukovana viskozita
Specificka viskozita
Inherentni viskozita

Smykové napéti

Hustota

Kinematicka viskozita

Ludolfovo ¢&islo
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