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ABSTRAKT

Tato prace v teoretické ¢asti popisuje ¢tyii zakladni kapitoly, kde v prvni byl
popsan obecny piehled gelovych soustav. Dale navazuje na hlavni kapitolu o
kyselin¢ hyaluronové (HA) jakoz to vyznamného zastupce biopolymert se
Sirokym vyznamem jak v biologii tak i Vv praktickych terapeutickych a
biomedicinskych aplikacich. V této kapitole je podrobné¢ popsano chemické
slozeni HA a jeho struktura v roztoku, ale také chovani polymerniho klubka
spolu s polyelektorolytickym a reologickym chovanim. Dal$i podstatna kapitola
se zabyva zakladnimi typy derivati této kyseliny, postupu syntézy a jejich
materidlové a fyzikalné-chemické charakterizace. Posledni kapitola teoretického
ramce je zaméfena na viskozitu a charakteristiku viskozimetrického méfent,
kterou byly studovany polymerni roztoky HA.

PtedloZzena prace je v praktické Casti zaméfena na studium reologickych
vlastnosti roztokli hyaluronatu sodného. Predmétem studie bylo pomoci
fyzikdln¢ chemickych metod sledovat chovani hyaluronovych roztoki
Vv zavislosti na koncentraci. Pro bliz§i zkoumani vlivu prostiedi byly testovany
rizné iontové sloZeni rozpoustédla. Z diivodu termodynamickych parametri
toku je dale popisovan vliv rostouci teploty na viskozitu roztokli a také vliv
meéniciho se pH. Na zékladé ziskanych dat z viskozimetrického méfeni byly
urceny hodnoty limitniho viskozitniho ¢isla a Hugginsovy konstanty, které jsou
dalezité pro pochopeni chovani polymerniho klubka a jeho konformacénich
zmén.

Soucasti prakticke Casti byla také charakterizace povrchové energie pomoci
inverzni plynové chromatografie (SEA), charakterizace praskové formy kyseliny
hyaluronové na zdkladé¢ reologického méfeni, analyza povrchu prasku HA
metodou SEM a studovani procesu probihajiciho ve struktufe pomoci
termogravimetrie.



ABSTRACT

This thesis is divided into 4 theoretical basic parts. Gels systems in general
are described into first part followed by main part regarding hyaluronic acid as
significant biopolymers with wide range of use in biology and also in
therapeutic fields in biomedical applications. There is a chemistry description
and its structure in solution study, but also approach of polymeric coil behaviour
with respect to polyelectrolytical and rheological behaviour aspects. Next part
deals with basic HA derivates, syntehesis description and physico-chemical
characterization. Last theoretical part is mainly focused HA polymeric solution,
by studying of viscosimetric measurement.

Submitted thesis is deeply focused on rheological properties of studied
sodium hyaluronate solution. The main body of practical part is solved by
polymer concentration dependence to rheological sodium hyaluronate solution
study from methodical point of view with respect to physico-chemical
characterization. Therefore, a viscometric measurement is also discussed as a
basic of polymer solution study. Influence of increasing temperature and effect
of pH change to viscosity solution is described further due to thermodynamic
parameters of flow. lonic composition of solvents and chemical modification by
acid and alkaline substances are also mentioned. Based on viscosimetric
measurement data of polymeric coil and conformation changes, intrinsic
viscosity and Huggin's constant were calculated.

Surface energy characterization by inverse gas chromatography (SEA)
approach is also mentioned. HA topography study by scanning electron
microscophy and structure processes by thermogravimetry are described as well.
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1. UVOD

Samotna aplikace gelli nebo gelovych soustav v materidlovém inzZenyrstvi
spadd do velice Sirokého spektra riznych obor. Pouzivaji se piedevSim
inteligentni materidly, jako jsou hydrogely, které maji své uplatnéni naptiklad
Vv I€kafstvi, jak pfi vyrobé kontaktnich cocek, ¢i jako nosiCe 1éCiv s fizenym
uvoliiovanim v oblasti davkovani 1éCiv [1, 2]. Aplikace polymernich bio-
materiald je v soucasné dob¢ trendem v rekonstrukéni medicing tzv. tkanové
inZzenyrstvi. Tento obor se zaméiuje na postupy, které regeneruji poskozené ¢i
nemocné tkan¢ a také nadhradni tkdn¢ uméle pripravenou cestou. V regenerativni
mediciné je aplikace hydrogelu nedilnou soucésti oSetieni mist, které se tézce
zaceluji a chronickych ran tzv. hydrogelovym krytim. Kryti je schopno
absorbovat sekret zran ale pfedevSim rehydratovat suchou tkan. Kyselina
hyaluronova (HA) je ¢im dal tim vice studovana vzhledem K jeji aktivni
vyuzitelnosti v praxi, coZ také dokazuje vysoka cetnost odbornych publikaci.
Vyvoj a vyzkum prameni z potieb dneSni doby, proto se tento linedrni
polysacharid, vyskytujici se v Zivych organizmech drzi na Spi¢ce populérnosti
v mnoha oborech 1ékarstvi [3, 4, 5].

V primyslu se tato kyselina pouziva pfedevs§im na bakteridlnim zakladu, ale
Vv prvopocatcich vyzkumu byla ziskdvana extrakci, predev§im ze zvitecich tkani.
Pro komer¢ni vyuziti se HA vyskytuje v fadé forem, kde odliSnost je déana
jednak molekulovou hmotnosti, piivodem, ale také chemickou modifikaci. K
novym aplikacim ptispivd samotna modifikace, ktera méni biologické vlastnosti.
Suzitim chemickych modifikaci je dosazeno napt. zlepSeni reologickych
vlastnosti. V soucasné literatufe je jen z Casti zastoupeno studovani reologického
chovani HA, a proto se tato prace z vétsi ¢asti zabyva problematiku fyzikalnich
vlastnosti biologické a fyziologické funkce roztoku kyseliny hyaluronove.
Ziskané vysledky z praktického méteni viskozit mohou byt uZite¢né pro vyvoj
vV biomedicinském priimyslu, ktery se intenzivné zabyva vyvojem nanovldken
HA. Efektivnost produkce hyaluronovych vldken nese veliké mnozstvi fakti,
které jsou pfedmétem dalSich studii s uplatnénim v tkanovém inZenyrstvi [6, 7].



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Viskozimetrické vlastnosti roztok jsou velice vyznamnym okruhem pro
zdroj informaci o chovani molekul. Na zdklad¢ méfeni viskozity je mozné ziskat
parametry jako je napf.: molekulova hmotnost, limitni viskozitni ¢islo, primérna
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viskozity pomoci viskozimetru, se jedna zpravidla o pfesnou a pomérné rychlou
metodu, kterd vzhledem ke své jednoduchosti provedeni se da vyuzit jak
v primyslovych provozech, tak v laboratornich podminkach. Pro urcujici
parametry reologickych vlastnosti jako je zéavislost redukované viskozity na
koncentraci polymerniho roztoku se pouzivaji rovnice, at’ uz empirické ci
odvozené od riznych teoretickych modeld. Aplikaci rovnic, které se pouzivaji
pii extrapolaci ze ziskanych dat viskozimetrického méfeni jsou: Hugginsova
rovnice (Huggins eq.), Kraemerova rovnice (Kraemer eq.), Schulz-Blaschkeho
rovnice (Schulz-Blaschke eq.) a Martinova rovnice (Martin eq.) [8, 9, 10].

V soucasné dobé se uplatituje vV hojném zastoupeni pro vyjadieni zavislosti
viskozity na koncentraci Hugginsova rovnice, ze které se pro interpretaci
pouziva tzv. Hugginsova konstanta ky a limitni viskozitni ¢islo [n].
V publikacich se miizeme bézn¢ setkat s konstantami odvozenymi z rovnic, kde
se v mnoha prtipadech diskutuje pravé hodnota ky. Vyskytuje se také Kraemertv
koeficient kg, ktery se liSi oproti ky ve vypoétu a to logaritmem relativni
viskozity na koncentraci [9, 11, 12, 13, 14]. U vypoc¢tu Hugginsovy konstanty se
jedna o linedrni zéavislost redukované viskozity na koncentraci, kde nam tato
konstanta popisuje interakce mezi polymernimi klubky a rozpoustédlem.
V mnoha publikacich je Hugginsova konstanta sledovana z pohledu
konformacnich zmén, ale je zde bran ohledem na okolni podminky méteni- pH,
iontova sila, typ proti-iontu, teplota, stupenn degradace polymeru. Teoreticka
hodnota ky byla stanovena jiz mnoha odbornymi ¢lanky na ptibliznou hodnotu
0,4, ale odchylky od této hodnoty mtzou byt zptisobeny neidedlnim chovanim
polymera [15-20].

V literatufe lze najit fadu odbornych publikaci, které se zabyvaji reologickym
chovanim kyseliny hyaluronové. V publikacich jsou jako méfici pfistroje
predev§im vyuzivany kapilarni nebo rota¢ni viskozimetry [12, 21, 22, 23].
Vstupni podminky pro méteni jako je teplota a rozpoustédlo se méni vzhledem
K provadéné studii, ale obecné se da predpokladat, Zze se jedna o laboratorni
teplotu £10°C. Mnoho odbornych publikaci se zabyvaly studiem roztokovych
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forem HA v NaCl. Takto zvolené rozpoustédlo evidentné simuluje fyziologicky
roztok, ktery se pouziva v 1ékarském pramyslu [24, 25].

Vzhledem ke kombinaci fyzikalné-chemickych vlastnosti plni kyselina
hyaluronova nescetn¢ fyziologickych funkci v lidském téle. Jednou z funkci je
lubrika¢ni uc¢inek v synovidlnich tekutinach, dale ovliviiuje transport tekutin v
zavislosti regulace interakce polymer-rozpoustédlo. Podstatna funkce je
vytvafeni specifické vazby s proteoglykany, které zabezpecuji stabilizaci
organizovanych struktur. V neposledni fad¢ vyc¢tu funkci nesmi chybét také
ovliviiovani distribuce plazmovych proteinli mezi intra- a extravaskuldrnimi
prostorem a také transportni déje v tkanivu, které se reguluji vlivem na diftzi
Jinych makromolekularnich latek [2].

Pro konkrétni aplikaci ve farmakologii na cilenou distribuci 1éCiv se
hyaluronan vyuziva jako nosi¢ 1¢éCiva, kde jsou hlavni interakce mezi
karboxylovymi a hydroxylovymi skupinami na fetézci. Z 1ékli podavanych
béZnym zplsobem- Ustn¢ je dostano jen malé procento 1éku a to predevSim
z ditvodu, Ze se latka dostava pies krevni obch do celého téla a ne jen k cilené
oblasti. Pro metodu cilené distribuce léCiv, je stéZejni vytvoreni vhodné
prostorové struktury, tak aby nedochazelo k deformaci ftetézch vlivem
elektrostatickych sil. Tato aplikace je nyni ve fazi vyzkumu a vyvoje pro lecbu
rakoviny pomoci chemoterapie za vyuziti cytostatik [26].

Vzhledem k praktickému vyuziti také praskové formy kyseliny hyaluronové
v riznych primyslovych odvétvich, je dileZité sledovat nestabilitu v jejim toku.
Vzniklé problémy toku, coZ je jiZ uvedena nestabilita, kdy volné tekouci prasek
piestane téct, jsou v SoucCasné dob¢ bézné zadrhely komplikujici jejich
zpracovani. Vlastni manipulace s praskovymi materidly, je béZnou soucdasti
chemického, farmaceutického, biotechnologického primyslu. Na mechanické
zpracovani sypkych pevnych latek jsou kladeny vysoké standardy kvality,
piedevsim na profily vlastnosti [27].
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3. CILE DISERTACNI PRACE

Cile disertacni prace jsou rozdélené do dvou sekci. Kde v koneéném vysledku
se jedna o pochopeni kolektivniho chovani makromolekul HA v kapalné a tuhé
tazi- praskové formé.

V prvni sekci bylo cilem sledovani zmén reologického chovéani roztokové
formy kyseliny hyaluronové. Konformacni zmény pfirodnich biopolymert
ovlivituji fadu fyziologickych procesi zivych organizmii. Tyto zmény jsou
modulovany napft.: zménou iontového sloZeni, pH, teplotou, pfi¢emz tyto zmény
probihaji jak na mikro Skale, tak v nékterych piipadech 1 makroskopickych
dimenzich. Jednd se zeyjména o zmény tercidlnich a kvartérnich nad-
molekularnich struktur. Pro struktury biopolymerti konkrétné
glykosaminoglykanli jsou to degradacni procesy primarnich a sekundarnich
struktur. Tyto zmény konformace ptipadné i konfigurace se projevuji ve zméné
reologického chovani jednak v pfimé blizkosti primarni a sekundarni struktury
biopolymeru v dasledku napf.: kontrakce nebo expanze makromolekularniho

klubka ptipadné zménou tercidlni struktury napft.: zménou dvojité Sroubovice
v klubko.

V druhé sekci se studovala praskova forma této kyseliny. Tato problematika
se jevi z hlediska praktické aplikace jako velice zajimava k vySe uvedenym
roztokovym formam. Znalost povrchovych charakteristik tj. napf.: smacivost a
povrchova energie praskovych forem, najdou své praktické vyuziti pro formy
inhala¢nich kompozic, pro pfipravu a vyrobu tablet doplinki stravy. Pro
problematiku smésovani praskovych forem je dulezitd detailni znalost
povrchovych charakteristik pro rizné stupné pokryti povrchu. Pokryti povrchu
pak zdsadnim zplsobem ovliviiuje tokové vlastnosti a schopnost tabletovani
v konecné aplikacni formé¢.

Hlavnim cilem pldnované disertatni prace je ziskani Siroké Skaly
experimentalnich idajii zmén kinematické viskozity vodnych roztoki HA a
jejich zmén vlivem teploty a koncentrace. Na zakladé Hugginsovy rovnice
charakterizovat tokové vlastnosti a rozmér makromolekuldrnich klubek pfi
danych experimentalnich podminkdch. Vysledky budou dale teoreticky
zpracovany a statisticky vyhodnoceny. Pro dosazeni cilii k disertaéni praci bylo
nezbytné stanovit nasledujici dil¢i cile:
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Prostudovat zakladni problematiky chovani HA v roztoku.

Zvladnout metodiky viskozimetrického meéfeni na Ubbelohdeho
viskozimetru.

Vypocitat kinematickou a redukovanou viskozitu pro vSechny sady
vzorkd.

Graficky zpracovat Hugginsovu rovnici.

Vypocitat Hugginsovu konstantu a limitni viskozitni ¢islo pro vSechny
sady vzorkti ve 2 rozpoustédlech (0,01 M KCl a demi- vod¢) pii 3
riznych teplotach (25 °C, 30 °C a 35°C).

Pozorovat zmény chovani makromolekularnich klubek na zékladé
ptidavki kyselého a zasaditého prostiedi.

Naméfit pH vSech sad vzorkt, které byly sledovany.

Jako dalsi cile vedouci k prostudovéni tokovych vlastnosti praSkové formy
HA a jeji povrchové energie, identifikaci déji spojenych s vyménou tepla a
analyzovani povrchu bylo nezbytné stanovit nasledujici dil¢i cile:

Provést charakterizaci povrchové energie pomoci inverzni plynové
chromatografie (SEA).

Studovat tokové vlastnosti praSkovych vzorkdt pomoci praskového
reometru.

Sledovat povrch pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM).
Studovat proces probihajici ve vnitini struktufe pomoci termogravimetrie.
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4. TEORETICKY RAMEC

4.1 Makromolekularni gelova forma hmoty

Makromolekularni gely nebo také gelové soustavy jsou popisovany a
zkoumany jiz od 19. stoleti naseho letopoctu, kde prvni zminky o systémech
vytvarejicich gely definoval Thomas Graham roku 1861. Definice gelu jsou
rizné a lisi se podle autora, ale jednoduSe se da popsat jako systém, ktery je
tvofeny trojrozmérnou siti o0 makroskopické velikosti. Tato sit’ vytvafi strukturu
tvofenou z fetézcii makromolekul, ktera souvisle prostupuje disperznim
prostiedim. Za vznik polymerniho gelu je tedy povazovano samovolné bobtnani
polymerni sité ve vhodném rozpoustédle, kdyz je rozpoustédlem vodné prostiedi
vznika polymerni hydrogel [28, 29, 30].

Polymerni gely jsou obecné popisovany jako m&kké materialy, které obsahuji
velké mnoZstvi kapalného disperzniho prostiedi, kde na zaklad¢ jejiho obsahu
délime gely na xerogely a lyogely. DalSim nejCastéjSim kritériem pro déleni
gelovych soustav je chovani ve vysuseném stavu, kde se gely déli na reverzibilni
a ireverzibilni [31].

Tvofeni gelu nebo pifesné proces vzniku gelu se nazyva gelace, a je to
disledek pti¢ného sitovani linearnich polymernich fetézcl, kde se vytvori
dostate¢ny pocet spojii mezi makromolekulami. Sitova struktura je tedy tvofena
ze spojovacich oblasti, které se mohou také nazyvat uzlové oblasti. Samotné
tvorb¢ gelil 1ze dosdhnou bud’ za pomoci chemickych reakci, kde takto vznikle
gely nazyvame kovalentné sitovane, druhou moZnosti vzniku je pusobeni
fyzikélni vlivil, kde vzniknou fyzikalné sitované gely. Pti tvorbé polymerni sité
je kladen pifedevSim dulezity pozadavek na vzdjemné piisobeni reagujicich
molekul a také na podminky, jako je vliv teploty, koncentrace, mechanické
vlastnosti a v neposledni fade vliv pH.

Z hlediska vlastnosti gelu mulzeme fici, Zze ¢im  vEétsi je rozmér
makromolekuldrni sit¢ gelu, tim vice je pravdépodobny vyssi pocet moznych
vazeb v uzlovych bodech. To znamena, Ze ¢im vic vazeb mezi fetézci polymeru
je, tim mensi pravdépodobnost zmény tvaru makromolekuly nastdva. Hustota a
pocet funkénich vazeb v uzlovych oblastich ve vzniklé prostoroveé siti ma
predevsim vliv na rigiditu neboli tuhost gelu a také na jeho porozitu [2, 32, 33,
34].
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4.1.1 Chemicky sitované gely

Uzly siti vzniklé chemickou reakci nazyvame kovalentnimi sitémi nebo
piesnéji kovalentn¢ sitované gely. Tyto gely jsou tedy vzniklé¢ v disledku
primarnich vazeb, kde za obecnou chemickou vazbu uvazujeme vazbu
kovalentni, iontovou a také kovovou. Kovalentni gel miiZeme brat jako sitovou
strukturu tvorenou chemickymi vazbami, kde tato nekonecnd trojrozmérna
struktura se miize chapat jako makromolekula velikych rozmért.

Chemicky sitované gely se daji pfipravit dvéma zplisoby. Prvni pfidanim
sitovaciho Cinidla u linearnich polymera, dojde k zesitovani. Pii tomto zpiisobu
pfipravy dojde k vytvofeni chemicky vadzanych mustki mezi jednotlivymi
fetézci. Druhy zplsob pfipravy vznikd u nelinedrnich polymer pomoci
kondenzaéni polymerace nebo adiéni polymerace [31, 32, 35, 36]. Retézova
chemicka reakce neboli polymerace se vyznacuje velkym poctem molekul
monomeru, kde vznikaji dlouhé makromolekuly polymeru [37].

V obou piipadech zpusobu piipravy u sitovacich reakci roste polymerizacni
stupent makromolekularnich Utvarti, tzn. narist primérného po¢tu monomernich
jednotek, které pfipadaji na jednu makromolekulu v polymeru. V zavéru
chemickeé reakce tvotici kovalentné sitovany gel se utvofi jedna makromolekula,
ktera prostupuje celym systémem, kde je tento stav oznaCovan jako gel.
Spojenim  linedrni  makromolekuly  chemickymi  vazbami  vznika

vysokomolekularni sloucenina sitove struktury, kde struktura je velice pevna
[36, 38].

4.1.2 Fyzikalné sitované gely

Tyto gely vznikaji za pomoci fyzikalnich sil, kde samotna struktura je tvotrena
utvary, které vznikaji spojovadnim usekli polymernich fetézcl do uzlovych
oblasti. Makromolekularni fetézce jsou tedy pusobenim bud van der
Waalsovych sil, vodikovych vazeb a, nebo polarnich sil sdruzovany do usekd,
které plni funkci uzll charakteristické pro fyzikalni spoje. Uzlové oblasti jsou
tedy spojnici makromolekul, kde v zavislosti na své délce se mize zapojit do
vice wuzlovych oblasti. Spojné oblasti mohou vznikat bud® asociaci
makromolekularnich fetézcii, nebo nedokonalou fazovou separaci. Zakladni dva
pochody vzniku uzlovych oblasti jsou ve vysledku kombinovany do velice
sloZitych mechanizmd.
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Dtlezity ukazatel pro gely vzniklé v disledku sekundarnich vazeb jsou rtizné
typy uzli, které se lisi dobou trvani, strukturou, velikosti a také pevnosti. Tyto
parametry jsou nedilnou soucasti reologického studia fyzikalné sitovanych geli
a jejich chovani [1, 31, 32].

Pti porovnani viskozit je ziejmé, Ze u fyzikalniho gelu je nizs$i viskozita
Vv porovnani s gely chemickych a to z divodu zesitovani kovalentnimi vazbami
[39]. K porovnani geli vzniklych v disledku primarnich vazeb (chemicky
sitované) s vazbami sekundarnimi (fyzikalné sitované) poslouzi obrazek (1).
Obecné se da fict, ze vzniklé fyzikdlni spoje jsou mnohem vetsi, nez kovalentni
uzly, ale také by se nemél opomenout fakt, Ze uzly u fyzikdlnich gelt mohou
Vv Case zanikat a poté opét vznikat [38].

Obrazek 1: Struktura chemicky sitovaného gelu
(vlevo) a fyzikadlné sitovaného gelu (vpravo) [38].

4.1.3 Hydrogely

Hydrogel miizeme zatadit do skupiny zesitovanych geld s hydrofilnim
charakterem. Jeho uplatnéni je pfedevSim v medicinském a biotechnologickém
pramyslu. Z divodu jiz zminénych aplikaci se hydrogely pouZzivaji piredevSim
jako inteligentni biomateridly, které se v posledni dobé ¢im dal tim vic dostava;ji
do poptedi kvili své biokompatibilité. Tii dimenzionalni polymerni sité
s vyraznou afinitou k vodé¢ jsou schopné bobtnat do rovnovazného stavu, coz
znamena, ze volnd energie bobtnajiciho systému dosdhne svého minima.
Absorbovand voda v zesitované struktufe hydrogeld propidjcuje chovani
vlastnim mékkym tkanim.
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Pro ptipravu hydrogelii mizou byt pouzity rizné druhy materiald, jak uz
syntetické, pfirodni ¢i hybridni. Zajimavé jsou predevSsim materialy pfirozené se
vyskytujici, jako je napf.: kolagen, Zelatina, chitosan a kyselina hyaluronova.
Sitované derivaty kyseliny hyaluronové tzv. hylany jsou velice atraktivni témata
ke zkoumani. Vyjimecnost hylant tkvi pfedev§im ve vysoké elasticité [40, 41,
42,43, 4, 45].

4.2 Kyselina hyaluronova

Hyaluronan nebo také hyaluronat, je sodnd siil kyseliny hyaluronové ktera
patii do skupiny glykosaminoglykani (GAG). Tato molekula je
vysokomolekularnim linearnim polysacharidem, ktery se pfirozené vyskytuje
Kyselina hyaluronovd se v lidském téle vyskytuje piirozené¢ jako sodnd stl
(sodium hyaluronate, HyA), kde zaujima ptiblizné 15 g pii hmotnosti 70 kg a je
tedy nutna pro spravnou funkci lidského organismu. Zde se ucastni v celé skale
biologickych procesti napt.: proliferace a diferenciace bunék, kde jsou tyto
imunomodulaéni procesy vyuzivany pfi procesech hojeni ran [47, 48, 49].

Molekulova hmotnost je dilezitym ukazatelem pfi rozsahu vyuziti a s tim je
také spjata presna tUloha hyaluronanu v organismu. Vysokomolekularni
hyaluronan milize byt povazovan jako strukturni jednotka, nebot nejevi
biologickou aktivitu. Naproti tomu nizkomolekuldrni hyaluronan ma vliv na
pochody Vv tkanich a bunkach [50, 51]. Jak jiz bylo zminéno, tvoii zakladni
stavebni jednotku v extracelularni matrici, kde ptfedstavuje hlavni slozku.
V mezibunécné hmoté je tvoteny fadou bunék, kde mezi nejvyznamnéjsi a na
syntéze se podilejici jsou predevSim fibroblasty, keratinocyty a chondrocyty.
Vysoka koncentrace HA je u lidského jedince zastoupena napt. v synovidlni
tekuting, ocnim sklivei, pupecni Siilife a ledvinach. Diky struktufe je vysoka
reologické vlastnosti a lubrikacni U¢inky. Tyto vlastnosti jsou v lidském téle
charakteristické predev§im v pohyblivych Castech téla, jako jsou klouby a svaly.
Zde jsou brany jako viskoelastické latky. V synovidlni tekutiné je Zadouci
vysoka koncentrace pro jeji mazaci ucinek, ktera pomaha dobré pohyblivosti
kloubui a regeneraci vaziv [48, 52, 53, 54].
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4.2.1 Pouzitelnost a vyznam v primyslu

Obecné se da fici, ze hydrofilni chovani, snadnd biodegradovatelnost ve
tkanich a pfedevSim moznost chemické modifikace, stavi tento biopolymer na
predni piicky ve vyuzitelnosti v mnoha odvétvich. Pfedmétem této prace neni
studie aplikaci, proto je tato kapitola pouze obecnym piehledem. NiZe jsou
uvedeny piimé aplikace, se kterymi se jiz mizeme setkat v praxi. Bézn¢ se dnes
HA vyuziva pfi chirurgickych operacich v oftalmologii jako ochrana jemnych
o¢nich tkani a také k zajiSténi potiebného prostoru béhem zakroku. Dalsi
Z aplikaci je v ortopedii a revmatologii, kde se pouziva pii 1é¢bé revmatoidni
artritidy.

Dermatologie a plasticka chirurgie je oblast pro pouziti derivati hyaluronanu,
ale i hyaluronanu ve své piirozené se vyskytujici linearni formé. V kosmetickém
primyslu mé prokazatelné Uc¢inky pro pokozku napi. zpomalovani starnuti
pokozky, hydrataci spolu s protizanétlivymi GCinky. Zesitovand HA je
vyuzivana v plastické chirurgii k vyplnéni vrasek v obliceji, zvétSeni rtd,
vyhlazeni jizev ale také pi1 prevenci proti pooperacnim sristim napt. v
gynekologii. Velky ptinos ma vysokomolekularni HA v ptipravcich na lokalni
oSetfeni Cerstvych ran a takeé k hojeni zanétti kize. Modifikované HA maji své
misto v pfenosu léCiv. Zde byly vyvinuty derivaty hyaluronanu jako prostiedky
pro kontrolované a lokalizované ptenosy biologickych aktivnich molekul [55,
56, 57, 58].

Produkty na bazi kyseliny hyaluronové nesou svoji prestiz také ve veterinarni
sféfe pro technické veterindrni prostiedky. V tomto odvétvi slouzi stejné jako
pro lidské télo k 1écbé pohybového aparatu, hojeni ran a pii oftalmologickych
problémech. Hitem posledni doby jsou produkty s obsahem kyseliny
hyaluronové pro perordlni podani. Tyto preparaty maji vétSinou vysokou
molekularni  vdhu, coz mlzZe zpusobit neefektivnost absorbce pres
gastrointestinalni trakt. Pti aplikaci preparatl s nizkou molekulovou hmotnosti
je mozné dosdhnout celkového vstiebani a predpokladanou vyzivu kiize, kloubt,
pojivovych tkani, synovialni tekutiny a dalSich organu [59, 60, 61].

Hlavni pozornost pfi jednotlivych aplikacich je predevsSim fakt, Ze se da
pramyslové  vyrdbét v  dostatecném mnozstvi a  vysoké  Cistoté
biotechnologickymi procesy z organismi tzv. biosyntézou. Tato latka je
prakticky neimunogenni, necytotoxickd a nemutagenni. Kyselina hyaluronova,
vyrabéna biotechnologicky mikrobiologickou fermentaci pomoci oslabenych

vvvvvv
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izolace ze zvitecich tkani napf. z kohoutich hiebinkll. Vzhledem k néro¢nosti a
moznému vyskytu kontaminace v kone¢ném produktu je tato metoda ziskavani
piimo z tkani na Gstupu [44, 48, 62].

4.2.2 Chemické sloZzeni a struktura

Z chemického hlediska se jedna o nevétveny mukopolysacharid, ktery je
slozeny z D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu v piesném pomeéru
1:1. Skupinu sloZenych sacharidii (mukopolysacharidil) mizeme nazyvat takeé
jako glykosaminoglykany. V zakladni jednotce jsou tedy obsazeny dva rtzné
sacharidy. Samotny fetézec kyseliny vznikd postupnym spojovanim
disacharidovych jednotek kyseliny D-glukuronové (GIcA) a N-acetyl-D-
glukosaminem (GIcNAc). Celkova struktura biopolymeru je vysledkem
pravidelné¢ se opakujicich disacharidovych jednotek, které¢ jsou vzajemné
spojeny sttidajici se B-1,3 a B-1,4 glykosidickou vazbou. Jak jiz bylo zminéno
struktura této kyseliny ma nerozvétveny fetézec a jednd se o linearni bio-
polysacharid [48, 58, 63].

Kyselina hyaluronovd je zajimavym zastupitelem glykosamnoglykanti
Z divodu odlisného chovani od ostatnich ¢lenil z této skupiny a to pfedevSim
tim, Ze se nevdze na proteinové jadro a je syntetizovdn piimo do
extracelularniho prostoru. Dale nemé na sviij fetézec navazané zaporn€ nabité
sulfatové skupiny a v neposledni fadé disponuje extrémni délkou molekul [64,
65]. Na obrazku (2) je znazornéna chemicka struktura HA.

COOH CH,0H COOH CH50OH
o. § 0 0 O )—D OH
OH o] OH
HO HO
OH HN\H/CH3 COH HNYCH;;
L o dn-1 0

Obrazek 2: Chemicka struktura kyseliny hyaluronové [66].
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Kazda disacharidové jednotka molekuly n, dosahuje poétu v rozmezi 10%-10*
Da, kde molarni hmotnost HA miize dosahovat az milioni Daltonti (1Da = 1
g'-mol™). Z divodu velkého rozmezi poétu jednotek v jednom fetézci vykazuje
rizné vlastnosti pii riznych molekulovych hmotnostech. Nizkomolekularni HA
ma rozmezi hodnot od 0,5 do 0,7 mil. Da. U stfedni molekulové hmotnosti se
hodnoty pohybuji 0,8-1,5 mil. Da a HA vysokomolekularni je od vice nez 1,5
mil. Da. Molekulovd hmotnost mize dosdhnout az 4 miliont Da. Ze studii
vyplyva, ze pocet opakujicich se jednotek v hyaluronnu je okolo 10 000 a vice.
Piiblizna délka primérného disacharidu se pohybuje okolo 1 nm a ma
molekulovou hmotnost cca 400 Da. Délka rozloZzeni molekuly HA,
tvorena 10 000 mery, by mohla dosahovat 10 um [53, 62, 67].

Struktura disacharidové jednotky je velmi stabilni. Hlavni pfi¢ina je uz
Vv prostorovém uspotadani glykosaminoglykani, kde zakladni jednotkou je
krevni cukr glukéza. Objemové skupiny hydroxylové a karboxylové v 3
konfiguraci zaujimaji vyhodnou energetickou orientaci do ekvatoridlnich pozic,
t].: Ze méné stericky pfiznivé axialni polohy jsou obsazeny malymi atomy
vodikli. Molekula je dale stabilizovana vznikem vodikovych mustka vznikajici
mezi volnymi elektronovymi pary kysliku v zédkladnim gluk6zovém cyklu, ¢i
kysliky z karboxylovych skupin a vodikem z hydroxylovych skupin [68, 69, 70,
71].

4.2.3 Struktura v roztoku

Chovéani HA ve fyziologickém roztoku je vyftem mnoha okolnosti a to
pfedev§im kombinaci chemické struktury disacharidovych jednotek, vnitinich
vodikovych vazeb a v neposledni fad¢ interakce s rozpousStédlem. Vodny roztok
je zavisly na viskozité, ktera je siln¢ zavisld na molekulové hmotnosti a
koncentraci roztoku, coz jsou dalsi faktory, které ovliviiuji vyslednou strukturu.
Sekundarni strukturu tvofi polymerni fetézce zaujimajici v roztoku helikéalni
konformaci, kde ob& dvé strany fetézce jsou totozné, ale protismérné
orientované tzv. antiparalelni. Molekula HA zaujima v roztoku strukturu ve
form¢ nahodn¢ svinutého klubka [52, 53, 72, 73].

Polysacharidové fetézce se preskupuji ve vodném prosttedi vlivem rozdilné
polarity. Nepolarni casti jsou tedy axialni vodiky, které se vyznacuji
hydrofobnim charakterem. Ekvatorialni (rovnikové) postranni fetézce jsou
zastupcem polarni Casti a zaujima hydrofilni charakter. Ve strukturdlnim
uspofadani se nepolarni ¢ast orientuje dovnitf a polarni vné do prostiedi
s rozpoustédlem. Timto zpiisobem dochazi k vytvoreni kompaktni tercidlni
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struktury, kterd je vysledkem vzdjemného kontaktu mezi fetézci. Stacejici
fetézce zaujimaji tvar Sroubovice (helix). Toto chovani je zplisobené také
superpozici elektrostatickych repulzi ovliviiovanych iontovou silou a pH
prostiedi [2, 62, 68, 74]. Strukturdlni uspofadani HA fetézce ve vodném a
nevodném prostiedi je ukdzano na obrazku (3), kde znazornény tetrasacharid
obsahuje dvé¢ opakujici se disacharidové jednotky. Vzniklé vodikové mustky
mezi GIcA a GIcNAc, jsou oznaceny teckovanymi carami. Za nevodné
rozpoustédlo je bran napt. dimethyl sulfoxid. Zde vznikaji prioritné¢ vodikové
vazby (obrazek 3a). Vodikové mustky ve vodném prostfedi jsou nahrazeny
piimou vodikovou vazbou, kdy molekula vody je vazana mezi karboxylovou
skupinu D-glukuronové kyseliny a aminoskupinu N-acetyl-D-glukosaminu
(obrazek 3b) [75].
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Obrazek 3: Chovani tetrasacharidu hyaluronového fetézce v nevodném prostiedi (a) a
ve vodném prostiedi (b), kde G zndazornuje kyselinu D-glukuronovou a N zndzornuje
N-acetyl-D-glukosamin [75].

4.2.4 Konformace polymerniho klubka a polyelektrolytické chovani

Makromolekuldrni charakter a chemickd struktura jiz byly popsany
Vv predeslych odstavcich, ale na Gvod této Casti je dhlezité zminit dilezité
faktory. V tuhém stavu sodna stl kyseliny hyaluronové tvoii hexagonalni
miizku o rozmérech 1,17 nm, kde vzdalenost opakujici se jednotky je 2,85 nm.
Toto usporadani struktury je popisovano jako troj-fetézcova svinuté spirala [2].

Retézec HA obsahuje vazby o riznych typech. Vyskytujici se kovalentni
vazby v glukézovych kruzich jsou pomérné pevné a tim udrzuji staly tvar
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cukernatych zbytki. Propojeni cukernatych zbytkli nastdva ptes atom kysliku
spojen¢ho kovalentni glykosidickou vazbou, ktera je stabilizovana vodikovymi
mustky. Pfipojené substituenty ke konciim téchto vazeb mohou rotovat o 360°.
Kolem inter-glykosidické vazby je omezena rotace, coZ ma za nasledek pomérné
velkou tuhost fetézce. Molekularni modely vytvofené na pocitaci daly jasnou
ptedstavu o konfiguraci této molekuly. Bylo zjiSténo velké mnoZstvi konfiguraci
na kazdém glykosidickém mitistku. Tercidlni struktura molekuly neni ndhodn4 a
to predevsim ze sterickych divoda. Kazda disacharidova jednotka je pootocena
0 180°, kde dvéma pootocenimi se dostava do pivodni konfigurace. Struktura

této molekuly se oznacuje jako dvakrat stoCend Sroubovice (,,two-fold helix*)
[76, 77, 78].

Molekula HA se ve vodnych roztocich zachovava jako zaporné nabity
polyelektrolyt. Divod je takovy, Ze obsahuje disociovatelné karboxylové
skupiny, kde dochazi k vazani kladnych iontli o rizném mocenstvi v blizkosti
ionizovanych karboxylovych skupin. Toto chovani se projevuje zménou
konformace, kterd zavisi na stupni disociace, ktery je charakterizovan pH a
iontovou silou. Karboxylova skupina Vv monomerni jednotce je pfi
fyziologickém pH siln€é disociovana, ¢imZz dava tomuto polysacharidu
polyanionicky charakter. Disocia¢ni konstanta urcCité skupiny
v makromolekularnim fetézci polyelektrolytu velice zavisi na iontové sile
rozpoustédla a dale také na disocia¢nim stupni dalSich funkcnich skupin, které
jsou ptitomny v molekule [79, 80, 81].

4.2.5 Reologické chovani

Kyselina hyaluronova je znama svymi unikatnimi reologickymi vlastnostmi.
Reologické chovani je uzce spjato s molekulovou hmotnosti a koncentraci
rozpusténé HA. Roztoky kyseliny hyaluronové vykazuji pseudoplasticke
chovani jiz pii nizkych koncentracich, to znamend, Ze roztoky maji vysokou
viskozitu, ktera se postupné sniZuje ze zvysujici se smykovou rychlosti.

Viskoelasticky charakter roztokd je zptisoben odchylkou od Newtonova
viskozitniho zdkona u dostate¢né dlouhych hyaluronovych fetézct nad 10° Da,
kde se z fyzikalniho hlediska vyznacuje vysokou hodnotou limitni viskozity.
Tato vlastnost je pozorovana u koncentrovanéjSich roztokiit HA, kde dochazi
K proplétani fetézc polymeru a tvoii se souvislé porézni sité. Tyto sité jsou
vytvotené v disledku vnitiniho tlaku, ktery vznikne mezi a uvnitt molekul a
zpusobi botnani klubka, coz vede k naristu métené viskozity. Pfi vysokych
smykovych rychlostech, dochazi k poklesu viskozity, kterd je zplsobena
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narusenim vodikovych mustkll v misté vodného mustku a dochazi k deformaci a
kritické smykové rychlosti se jiz utvary- shluky molekul nestihaji relaxovat a
celd kapalina vykazuje chovani newtonské kapaliny (roztoky nizkomolekularni
HA<100 kDa). U fetézct HA o nizkych molekulovych hmotnostech pod 10° Da
nedochazi v roztocich ke vzniku shluki, které jsou propletené. Na zaklad¢ toho

neni viskozita kapaliny zavisld na velikosti deformacnich sil a chova se jako
newtonska kapalina [67, 78, 82, 83].

4.3 Chemické modifikace hyaluronanu

Na zaklad¢ chemické modifikace se daji piipravit derivity HA o
pozadovanych vlastnostech, ¢imz je mozno cilen¢ dosdhnout specifického
chovani pfi jednotlivych aplikacich. Ptirodni HA v linearni podobé ma vysokou
rozpustnost ve vodé a rychlou degradaci v téle. V klinickém vyuziti je tato
vlastnost nezadouci, proto se pfistupuje k chemickym modifikacim, které
vytvafi stabilnéjsi derivaty HA. Fyzikalni vlastnosti, biokompatibilitu derivatu a
rychlost degradace lze ftidit typem chemické vazby, stupném substituce,
umistnénim ligandu na hyaluronan, volbou substituenti na ligandu a
V neposledni fad€¢ pouzitym typem sitovaci reakce. Zamérem chemickych
modifikaci u biopolymert je hlavné zvysit afinitu k nepolarnim G¢innym latkam,
ale zaroven je kladen diiraz na udrZeni biokompatibility a biologické ti€innosti
[6,59, 84]. Nasledujici obrazek (4) je obecnym popisem riznych podob kyseliny
hyaluronové.

% o

Obrdazek 4: Linearni (A), derivovana (B) a zesitovand podoba HA (C) [6].

C

Z predchazejiciho obrazku vyplyva, Ze existuji dva zpisoby jak je mozno
chemicky modifikovat HA a to sitovdnim nebo konjugaci. Tyto chemické
upravy jsou zalozeny na stejné chemické reakci, ale odliSnost mezi témito
variantami je takova, ze sloucenina navazana na jeden HA fetézec jednou
vazbou je konjugace. V ptipadé sitovani, se jedna o spojeni odliSnych
hyaluronovych fetézcii dvéma nebo vice vazbami. Pro sitovani HA fetézct
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existuji rizné postupy liSici se typem sitovaciho c¢inidla a reakénim
mechanismem, kde sitovani je zprostfedkovano etherovymi nebo esterovymi
vazbami [85].

Strategie k ziskani derivatl se daji popsat tfemi zpusoby: Esterifikaci, pomoci
karbodiimidii, sulfataci. Tyto zdkladni modifikacni postupy jsou pouZzivany
k vytvofeni HA derivati, které jsou vhodné pro pifimé aplikace nebo pro
nasledujici sitovaci procesy. Chemickd modifikace mize byt provadéna na
vice funkcnich mistech a to na karboxylové skupiné ¢ COOH), hydroxylové
skupiné¢ OH) a aminoskupin¢ €NH,) ve vodném prostiedi. Nekteré modifikace
musi byt uskuteCnovany v organickych rozpoustédlech, jako je naptiklad
dimethylsulfoxid (DMSQO), nebo dimethylformamid (DMF).

Vyzkum, je v soucasné dob& sméfovan na vytvareni derivatl hyaluronanu,
které maji zpisobilost vytvaret za fyziologickych podminek trojrozmérnou sit,
ktera je zédkladem pro hydrogely. Hydrogely maji lepSi mechanické vlastnosti,
vetsi odolnost proti enzymatické a chemické hydrolyze s vyuzitim pti riiznych
specializacich v medicing. Konkrétné¢ v tkanovém inzenyrstvi se pomoci
navazanych ligandi na hyaluronovy fetézec tvoii hydrogely, které miizou byt
prakticky zuzitkovany jako nosice 1é¢iv, kryty ran a popalenin [86, 87].

4.3.1 Reakce na karboxylové skupiné

Nejbéznéji pouzivané modifikace na karboxylové skupiné pro hyaluronové
fetézce jsou reakce zprosttedkované pomoci karbodiimidi (amidace),
esterifikace a oxidace jodistanem. Jednotlivé reaktivni mista na fetézci jsou
znazornény na obrazku (5), kde slouceniny navazané na hyaluronovy fetézec
jsou rozdéleny do 3 skupin (Rj, R, R3) [86, 87]. Dle nasledujiciho obrazku
skupinu R; tvofi SH:thiol; cystamin; HDMA: hexane-1,6-diamine; VS:vinyl
sulfonyl; AEMA: 2-aminoethyl metakrylat hydrochlorid; APMA: 2-aminoethyl
metakrylat; dopamin; tyramin; jod a aldehyd. Do skupiny R, spadd CDH:
karbodihydrazid; = ADH: dihydrazid kyseliny adipové a PDPH:
pyridyldithioethylamin. V posledni skupin¢ R; je =zastupce glycidyl
methakrylatu [88].
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Obrazek 5: Zakladni modifikace karboxylové skupiny HA [88].

Esterifikace na karboxylové skupin¢ slouzi pro piipravu estert, které jsou
podstatné pro rizné druhy aplikaci. V tkanovém inZenyrstvi jsou vyzadovany
estery, které se budou jen velmi pomalu v organismu odbouravat. Tyto estery
jsou ve vodé nerozpustné uz pii nizkém stupni substituce a v organismu jsou
velmi stabilni. Ptiprava esterti pro tuto aplikaci se provadi ve vodném prostiedi
oproti klasickym postuplim, které zahrnovali pfipravu tetrabutylamonné soli
(TBA) a byli provadéné v organickych rozpoustédlech. Cim vice je derivat
esterifikovan, tim vice se stava tuzsi a vice hydrofobni. Narustajici hydrofobni
charakter znamena Ze, derivaty jsou méné rozpustné ve vodé a méné nachylné
k enzymatické degradaci. Jak uz bylo zminéno, zakladni postup esterifikace
zahrnuje dva kroky, kde prvni je ptiprava kvartérni soli a pak nasleduje reakce
s esterifikaénim c¢inidlem v rozpoustédle pii urcité teploté. DalSim vyuzitim
derivati estert HA mohou byt pii vyrobé vlaken, membran, mikro-vrstev [85,
86, 88].
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Pro aktivaci karboxylovych skupin se velice rozsdhle pouzivaji reakce
prostfednictvim karbodiimidt (1-ethyl-3-(3'-dimethylaminopropyl) karbodiimid
=EDC). Karbodiimidy jsou bézn¢ zprosttedkovany kovalentni vazbou
karboxylové skupiny jedné bioaktivni molekuly s aminem jiné molekuly (napf.
reakci mezi aminokyselinami béhem peptidické syntézy). Tyto modifikace jsou
velmi citlivé na pH, proto je zfejmd vysoka zavislost na reak¢nich podminkéch.
Derivaty jsou naptiklad pouZivany jako médium k dopravé 1é¢iv. Nasledujici
obrazek (6) znazoriuje chemismus esterifikace a reakce pomoci karbodiimida.

O .
A HA—C—OH —- -—-A—:I—'J—EH__-I:-_;
i i PN
8 HA—C—OH —(—= -—;«—C—'1—|—hI——C—|::—:—_-i':-F’:—‘|I——h—_-

Obrdzek 6: Nezesitované HA derivaty zalozené na esterifikaci-etyl ester
derivatu (A), reakce pomoci karbodiimidii-hydrazid derivatu (B)[85].

Modifikace uskute¢néné pomoci alkylace na karboxylové skupiné s alkyl-
halogenidy jako jsou alkyl jodidy a bromidy, ptfinasi amfifilni derivaty HA.
Derivat hyaluronanu nesouci cystamin, cystein, ¢i jinou thiolovou slou¢eninu
jsou derivaty ptipravovany pomoci reduktivni aminace. Slouceniny tohoto typu
se jednodusSe na vzduchu spojuji a to za vzniku disulfidickych vazeb. Vyuzivaji
se pro piipravu mukoadhezivnich pfipravki na béazi hyaluronanu a také pro
oxidativni reversibilni sitovani thiolovych derivatid HA [59, 85, 86, 88, 89, 90].

4.3.2 Reakce na hydroxylové skupiné

Hydroxylové skupiny jsou obvykle upravované etherifikaci a také esterifikaci
pomoci divinylsulfonovym sitovadlem a bis-epoxidovym sitovadlem. Na
obrazku (7) jsou znazornény zakladni modifikace, kde mistem derivatizace jsou
hydroxylové skupiny C-2 a C-3 kyseliny glukuronové, které jsou sice méné
reaktivni, ale schopné sitovani [85, 86, 88].
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Obrazek 7: Zakladni modifikace hydroxylové skupiny HA [88].

Estery lze ptipravit klasickou reakci na primdrni ¢i sekundarni hydroxylové
skupiné HA. Pokud se pouzije k ptfipravé derivath esterifikace vyS$s$i mastné
kyseliny, tak bude mit molekula zménénou rozpustnost ve vodé a tim padem
zvySenou tendenci interagovat s hydrofobnimi molekulami v jejim okoli. Pro
esterifikaci je na obrazku (7) znazornén jako zastupce aktivatoru anhydrid
kyseliny methakrylove. Dalsi zplisob obmény hydroxylové skupiny HA je
etherifikace. Pokud je u tohoto typu reakce ¢inidlem DVS, tak je toto ¢inidlo
vazano kovalentné sulfonyl-bis-etylovou vazbu a vytvaii nerozpustny a silny
gel. Dalsim béznym sitovacim ¢inidlem je epoxid (BDDE-1,4 butandiolglycid
eter). GTA- glutarandehyd je méné pouzivany z diivodu toxicity ve spojitosti
s biomedicinskou aplikaci. Dalsi reakce a veskeré mechanismy jsou popsany
podrobné v nasledné citovanych publikaci [85, 86, 88, 89].

4.4 Viskozita

Viskozita je zékladni fyzikalni veli¢ina, kterd se vyuziva k charakterizaci
kapalin. Tato materidlova konstanta vyjadiuje vnitini tfeni kapaliny neboli miru
odporu tekutiny vuci teCeni. Viskozita miize byt oznaCovana také terminem
vazkost, kterd ma nulovou hodnotu pro idealni kapalinu. Coz ovSem plati jen za
predpokladu, ze neexistuji Zadné smykova napéti. V piipade skutecné tekutiny je
platnost vnitiniho tfeni=0 pouze za podminky nepohyblivosti tekutin. Vazké
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kapaliny se oznacuji predevsim jako viskézni kapaliny s nenulovou viskozitou a
pii1 laminarnim proudéni kapalin (tzn. pfi malé rychlosti proudéni) je tok kapalin
uskuteciiovan jako smykova deformace. Vzniklé vnitini sily pii laminarnim
proudéni jsou v kapalinach dtsledkem existence koheznich sil, které plsobi
mezi jednotlivymi molekulami kapalin. V pifipadé¢ laminarniho proudéni
probihaji proudové vldkna soubézn¢ a kapalina se nepromichava [91, 92].

Prvni vysvétleni a pochopeni vzniku viskozity dal Newtonlv zakon, ktery
vychazi z charakteru proudici redlné kapaliny. Tento zdkon popisuje proudici
kapaliny v relativnim pohybu, kde tato vazka tekutina Ipi na smocené sténé a
podél normaly ke sténé vytvaii rychlostni profil newtonské tekutiny. Na obrazku
(8) je znazornény rychlostni profil v proudici kapaling, na némz je také graficky
zobrazené rozd¢€leni rychlosti v pficném sméru.

dy -

PP

e TR A /
y| SO IS

Obrazek 8: Rychlostni gradient [93].

Sousedici vrstvy kapaliny maji rtiznou rychlost, kde mezi nimi na jejich
rozhrani dochazi ke tfeni a tim padem ke vzniku te¢ného napéti v jednotlivych
vrstvach proudici kapaliny. Pro newtonské kapaliny plati, Ze teCné napéti je tim
vétsi, ¢im vice roste rychlost realné kapaliny od vrstvy k vrstvé. Gradient
rychlosti je charakteristicky pro pozorovani zmény rychlosti, je kolmy na smér
proudéni a podle Newtonova zdkona o tfeni je te€né napécti pfimo Umérné
gradientu rychlosti. Tento vztah je popséan v nésledujici rovnici (1),

dv

T=1"g (1)
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kde tecné napéti oznacujeme 7 [Pa], které se da popsat jako smykové napéti
jednotky plochy v roving x, y. Rychlost toku ve sméru osy x je oznaceno Vv [M.S’
1, gradient rychlosti neboli smykovy spad dv/dy [s™] . Konstanta amérnosti # je
nazyvana viskozitou nebo také koeficientem viskozity [N.m?.s = Pa.s] [31, 94,
95].

Dynamicka viskozita n je veli¢ina a je mirou vnitiniho tfeni a velikosti
odport v tekutin€, kde definice udava pomér tecného napéti z. Toto napéti
pusobi ve sméru pohybu prostiedi k velikosti gradientu rychlosti, ktery je kolmy
na smér pohybu prostiedi. Casto se pouziva také pfepodet na kinematickou
viskozitu v, ktera je definovana podilem dynamické viskozity # a hustoty dané
tekutiny p v rovnici (2), kde jednotkou kinematické viskozity je [m®.s™].

v=" 2)

Obecné viskozita je funkci stavovych veli¢in a to teploty a tlaku. PfredevSim
zavisi na teploté, kde tento vliv je vice vyrazny nez vliv tlaku, ktery je vétSinou
zanedbatelny. U kapalin s rostouci teplotou viskozita klesa z diivodu klesajicich
mezimolekularnich sil, ale na druhou stranu s rostoucim tlakem vzrista
Vv ptipadé zvlast vysokych tlaki. Naopak u plynl s rostouci teplotou viskozita
roste z divodi narlistu vnitini energie a tim tedy i rychlosti molekul [96, 97].

4.4.1 Viskozimetrie

Jedna se o instrumentalni metodu, kterd se zabyva méfenim viskozity tekutin.
Mérnou a zékladni veli¢inou ve viskozimetrii je viskozita, jejiz charakter byl
popsan vyse. Tato metoda poskytuje informace o tvaru a velikosti biopolymerti a
dale se da viskozimetrie zafadit do skupiny hydrodynamickych metod. Zaklad
pro hydrodynamické metody spociva ve sledovani pohybu nebo zmény
orientace latek rozpusténych, které jsou pod vlivem silového pole [96].

Viskozimetrie je tedy metoda vyuzitelna predevsim k charakterizaci roztokd
makromolekularnich latek, které 1ze podle velikosti ¢astic zatadit mezi koloidni
systémy. Jako uz bylo napsano, méfenim viskozity lze zjistit chovani
makromolekul v roztocich, ale také pfinasi informaci o tvaru makromolekul.
Viskozita se zvySuje s rustem molekulové hmotnosti polymeru [91].
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4.4.2 Viskozita disperznich soustav

Disperzni soustava je soustava obsahujici alespon dvé slozky (faze), pti¢emz
jedna sloZzka je rozptylena ve druhé. Spojitd faze je disperznim prostfedim
(rozpoustédlem) a rozptylena faze je oznaCovana jako disperzni podil (Castice).
K charakterizaci viskozit disperznich systémid s kapalnym disperznim
prostfedim se vyuzivaji tyto veli¢iny:

» Relativni viskozita, vyjadiena vztahem (3) udava pomér mezi viskozitou
zkoumaného disperzniho systému 7 a viskozitou cistého disperzniho
prosttedi ny. V koloidnich systémech je relativni viskozita vzdy vétsi nez
1, bezrozmérna veli¢ina.

NMret = 7710 (3)

» Specifickd, nebo také nazyvana mérnd viskozita ptredstavuje pomérny
piirGstek viskozity. Tato bezrozmérnd veli€ina popisuje relativni zménu
viskozitniho koeficientu roztoku n proti viskozitnimu koeficientu
rozpoustédla n,. Hodnoty specifické viskozity nabyvaji vySSich hodnot
jak 0 a je definovana vztahem (4).

N—To
Mo

Nsp = = Nrer — 1 (4)

» Redukovana viskozita, je vyjadieni specifické viskozity vztazené na
hmotnostni koncentraci polymerniho roztoku c. Velikost redukované
viskozity zavisi na koncentratnim vyjadieni disperzniho podilu, které
bylo pouzito. Tato veli¢ina sdé€luje rozdilnost viskozit disperzniho
systému od viskozit disperzniho prostfedi a je vyjadiena vztahem (5).

Nyrea = T (5)

c

» Inherentni viskozita, je dana rovnici (6), kde pfirozeny logaritmus
relativni viskozity je déleny koncentraci disperzniho podilu.

Innye
Ninh = —Trel (6)

c
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» Limitni viskozitni ¢islo, je hodnota redukované a inherentni viskozity
extrapolovana na nulovou koncentraci roztoku jak je patrné z nésledujici
rovnice (7).

[7]] = lim;_,g Nyeqg = limg_ Ninp (7)

Interakce ziedénych roztokil jsou zavislé na velikosti a tvaru polymernich

klubek, a také na jejich schopnosti protékat mezi molekulami rozpoustédla [32,
98].

4.4.3 Limitni viskozitni ¢islo a Hugginsova konstanta

Pro limitni viskozitni ¢islo ziskané z viskozimetrického méfeni jsou dulezité
veli¢iny, které byly popsany rovnicemi v piedeslé Kkapitole- viskozita
disperznich soustav. Samotné ureni [n] vychazi z grafického zpracovani
redukované viskozity a koncentrace, kde nasleduje extrapolace na nulovou
koncentraci méteného polymeru. Limitni viskozitni Cislo je usekem na ose
potadnic, kde po extrapolaci pfimka tento usek protne. Jestlize zavislost neni
linearni, je mozné urcit [n] jako Inn,..4/c Vs. €. Jednotka limitniho viskozitniho
Cisla je pfevracené koncentrace, coz je (1/g) [8].

Pro vypocet limitniho viskozitniho ¢isla byla zvolena Hugginsova rovnice,
ktera vyjadfuje zavislosti limitniho viskozitniho ¢isla na koncentraci, jejiz
definice je popsdna rovnici (8). Obecné tato rovnice popisuje viskozitu

A 4 14 W W W O I4 14 W 14 . * 77
ziedéného roztoku méfenou pii riznych koncentracich. Kiivka zavislosti % VS.

c zavisi na molekulové hmotnosti polymeru. S uzitim linedrni extrapolace je
limitovano relativni viskozitou 7,,; @ hodnota je mensi nez 2.

=2 = [n] + ky[n]%c (8)

Hugginsovu konstantu ki uréime z rovnice piimky a to ze smérnice Ky[n]°.
Pokud neni zavislost linearni, tak se ky ur¢i ze smérnice teCny pii nulové
koncentraci. Podle Hugginse ma konstanta ky hodnotu 0,38 ale méfeni ukazala,
ze hodnota je konstantni pouze u roztokd polymerit o velkych molekulovych
hmotnostech [8, 9, 99].
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Hugginsova konstanta neni zavislda na molekulové hmotnosti a je
bezrozmérna. Popisuje hydrodynamické a termodynamické interakce mezi
molekulami rozpoustédla a jednotlivymi polymernimi klubky. V dobrych
rozpou$tédlech konstanta ky klesa srostoucim expanznim koeficientem az
k hodnoté 0,25. Ve stavu théta nabyva hodnot mezi 0,50-0,55 a ve Spatnych
rozpoustédlech jsou hodnoty mezi 0,8-1. Vysoké hodnoty Hugginsovy konstanty
jsou piipisovany asociaci makromolekul, kde cCetnost nariista s koncentraci.
Obecné vzato Hugginsova rovnice nam dava piimou informaci 0 konfiguraci a
konformaci polymernich fetézcii ve zfedénych rozpoustédlech [11, 32, 99].

Hodnota limitniho viskozitniho Cisla roste piisobenim faktorti, které zvétSuji
objem polymerniho klubka. Rozpoustédlo je hlavnim atributem pro ovlivnéni
hodnoty [n]. Srostouci kvalitou rozpoustédla makromolekuly bobtnaji a
rozbaluji se, ¢imz se podili na zvySeni viskozity a limitniho viskozitniho ¢isla,
které bude také vzristat. Na druhou stranu ve Spatném rozpoustédle jsou
makromolekuly silné sbaleny. V dobrych rozpoustédlech limitni viskozitni €islo
steplotou vzrista. Zavislost na teploté¢ je také dialezitym faktorem pro
posuzovani hodnoty limitniho viskozitniho ¢isla. Hodnota [n] se stoupajici
teplotou narlistd, protoZze se stoupajici teplotou pronikd rozpoustédlo do
makromolekularniho klubka, které botna. S dal$im nartistem teploty se mize
vice sbalit a hodnota [n] klesa. Pfi¢ina je, Ze pii dalSim narGstu teploty se
zmenSuje omezovani volné otacivosti kolem jednoduchych vazeb a molekula uz
neni natolik tuhi. Na zaklad€ toho, se mlZe polymerni klubko sbalit a ve
vysledku klesne hodnota limitniho viskozitniho ¢isla [8].
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5. ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

5.1 Priprava vzorki- specifikace roztoki pro viskozimetrii

Pro pfipravu roztokd se pouzivala praSkova forma HA o molekulové
hmotnosti 0,7-0,9 MDa (CPN, Ceska Republika) mikrobiologického pivodu.
Byly pouzity 2 druhy rozpoustédel, kde prvni fad¢€ byla demineralizovana voda
(A) a v druhém piipadé se jednalo o 0,01 M KCI (B). Celkové bylo namichano
pro tyto dvé rozpoustédla 5 riznych koncentraci. Jednotlivé roztoky byly dale
modifikovany pomoci pridavki kyselych a zasaditych roztokli konkrétné 0,1 M
NaOH a 0,1 M HCI, které se ptikapavaly v poctu 1, 2, 5, 10, 15, 20 kapek.
Detailnéjsi popis pfipravy jednotlivych roztokli a konkrétng&jsi specifikace
méteni bude charakterizovana v experimentalni ¢asti.

5.1.1 Priprava demineralizované vody

Jedna se o velmi jednoduchou laboratorni ptipravu Ciste¢ vody z pitné vody 0
vykonu 3-10 I/hod reverzni osmoézou. Reverzni osmoéza odstrani z vody
anorganické ionty s ucinnosti 95-99% a bakterie a mikroorganismy. Parametry
zafizeni pro vstupni vodu jsou 1000 uS/cm, teplota 5-30°C, elektricky ptikon
10W. Tento typ pfistroje ma zabudované méfidlo vodivosti, kde je mozné
sledovat kvalitu vystupni vody. Vodivost demi-vody pro tento typ je <1 puS/cm
[100].

5.2 Méreni viskozity na Ubbelohdeho viskozimetru

Principem pfistroje pro meétfeni kinematické viskozity pomoci Ubbelohde
viskozimetru je méfeni fyzikdlnich veli¢in a vlastnosti méfené kapaliny ve
specificky tvarované kapilafe. Konstrukce viskozimetru je znézornéna na
obrazku (9), kde vysledkem tohoto méfeni je prutokovy ¢as vzorku mezi
ryskami. Kapilarni viskozimetry maji ptesnost 0,01-0,1 %.

Meéteni viskozity bylo provaddéno pomoci kapilarniho viskozimetru jiz
zminéného typu Ubbelohde (Technosklo, Drzkov, Ceska Republika). Technické
parametry pouZzitého viskozimetru pii experimentu: Typ Ula, pramér kapilary 0,
6 mm a konstanta viskozimetru K=0,03020 mm?/s®. Z naméfenych priitokovych
dob jednotlivych roztokd byla dale vypocitana kinematicka viskozita v dle
rovnice ¢islo (9):

v=K.t 9)
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Z rovnice je ziejmé, ze kinematicka viskozita v [m?%/s] je soudinem zméfené
doby pratoku kapaliny kapildrou t [s] a konstanty viskozimetru uvedené
vyrobcem K [mm?/s?].

.. Vstupy a vystupy pro plnéni a nasavani
kapaliny v Ubbelohdeho viskozimetru

I: o VYSUP temperaéni kapaliny

B B B Homi barika s ryskami pro naplnéni
méfenou kapalinou a méfeni doby
pritoku kapaliny kapilarou

.. Kapilara Ubbelohdeho viskozimetru

,,,,,,,, b Teplomér pro méfeni aktualni teploty

< \>/ temperované lazné
L\

' Lo WSTUP temperalni kapaliny

Obrazek 9: Konstrukce Ubbelohdeho viskozimetru [101].

Na zakladé stanoveni kinematické viskozity se dale vypocitala specificka
viskozita dle rovnice €. (4). Nedilnou soucasti vypoctu specifické viskozity je

také stanoveni viskozity Cistého rozpoustédla v naSem priipad¢ redestilované
vody a 0,01 M KCI.

5.2.1 Vypocet limitniho viskozitniho ¢isla a Hugginsovy konstanty

Limitni viskozitni ¢islo [n] bylo urceno zrovnice (8), kde z praktického
hlediska byl zjistovan pomér redukované viskozity a koncentrace. Graficky se
znazornila zavislost jiz zminénych veli¢in (redukované viskozity a koncentrace),
kde pfi extrapolaci kiivky na c=0, pfimka vytknula usek na ose xs, /C, timto
zpusobem se ziskala hodnota limitniho viskozitniho ¢isla. Vysledkem je tedy
Cislo odectené z regresivni rovnice piimky jako usek na ose y, jak je viditelné na
obrazku (10). Na zékladé¢ stanoveni limitniho viskozitniho cisla se dale
vypocitala Hugginsova konstanta ky z rovnice piimky a to ze smérnice Kyu[n]*
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redukovana
viskozita[l'g]

1]

koncentrace [g/1]

Obrazek 10: Vyhodnoceni limitniho viskozitniho cisla [102].

Byly stanoveny limitni viskozitni ¢isla a Hugginsovy konstanty pro vodné
roztoky kyseliny hyaluronové ve 2 rozpoustédlech pro 3 teploty. Tyto zakladni
hodnoty se dale rozsitily o srovnani [n] pro modifikované roztoky 0,1 M NaOH
a 0,1 M HCI. Veskeré vypocty navazek, koncentraci, pritokovych dob a viskozit
budou detailné popsany v praktické Casti disertacni prace spolu s grafickym
zpracovanim a vyhodnocenim [n] a konstanty K.

5.2.2 Stanoveni pH

Pro pfesné méieni pH jednotlivych koncentraci byl pouzit pH metr typu
Seven Easy s elektrodou InLab Routine (Metler Toledo, Svycarsko). Byly
prométfeny vSechny koncentrace zdkladnich roztokli ve vodném tak i v 0,01 M
KCl rozpoustédle, a také vSechny koncentrace modifikovanych roztokl
upravované 0,1 M NaOH a 0,1 M HCI. Ptidavky byly ptikapadvany do roztoku o
objemu 40 ml mikropipetou, kde objem kapek byl- 15, 30, 75, 150, 225, 300 pl.
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5.3 Inverzni plynova chromatografie- SEA (Surface Energy
Analyser)

Toto zafizeni slouzi k charakterizaci povrchovych a sorpcnich vlastnosti
praski, filmt 1 vlaken. Princip této experimentalni metody spociva ve sledovani
adsorpce mnozstvi plynu na povrchu vzorku. Na zakladé mnozstvi zachyceného
plynu na povrchu zkoumaného vzorku se ur¢i specificky povrch nami
zkoumaného materialu. Plyn je vstfikovan do kolony tyCového tvaru, ve které se
nachdzi pevny vzorek a zde dochazi k interakci par se zkoumanym materialem.
Retence je sledovana pomoci odezvy detektoru plynového chromatografu.
Detektor reaguje na pfitomnost slozky v nosném plynu a vysila signal, ktery
zaregistroval. Pfitomnost slozky je indikovana méfenim urcité vlastnosti plynu
pfichazejiciho z kolony. Pro méfeni byla pouzita eluéni metoda, ktera je
zaloZzena na jednorazovém vymyvani davkovaného vzorku nosnym plynem.
Vzorek se davkuje najednou do proudu nosné¢ho plynu pred vstupem do kolony
[103, 104]. Princip inverzni plynové chromatografie je schematicky znazornény
na nasledujicim obrazku (11).

Injektor vzorku |
& g —
Requldtor pritoku | \:/ bL

Zapisoval (politaZ)

a ((' Kolona || A
WA /1) Detektor

Nasny phyn Termostaty pro Kolonu,
niektor a detektor

Obrazek 11: Schéma inverzni plynové chromatografie [105].

Az dojde v chromatografické koloné¢ krozdéleni vSech n-sloZzek
analyzovaného vzorku, chromatogram obsahuje n-eluc¢nich pikii téchto slozek.
Na zéklad¢ ziskanych retencnich parametri jednotlivych signali, vysky a plochy
pikli 1ze generovat identitu latky. Z hodnoty reten¢ni vzdalenosti tj. vzdalenost
vrcholu piku od pocatku chromatogramu se snadno zjisti retencni objem a
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retencni ¢as. Pokud mluvime o retenénim objemu tak je to objem mobilni faze,
ktery projde kolonou za urcitou dobu pii1 definovaném objemovém priitoku
nosného plynu. V piipad¢ reten¢niho Casu je to celkova doba prichodu latky
kolonou a vyjadfuje tedy silu interakce mezi parami a pevnou latkou [104, 105].

Na zékladé¢ primarnich dat zinverzni plynové chromatografie, lze urcit
mnoho fyzikalné¢ chemickych charakteristik- povrchovou energii, aciditu,
bazicitu povrchu, parametry rozpustnosti, heterogenitu aj. Pro vyhodnoceni
povrchové energie a disperzni slozky povrchové energie- y2, byly zvolené dva
piistupy, které se fidi nasledujicimi rovnicemi. Prvni je Schultzeho [106], kde
definice je popsana rovnici (10) a druhy pfistup je podle Dorris and Gray [107]
dle rovnice (11).

RTInVy = a(yP)V?2N,(y$)V* + C (10)

Kde T- absolutni teplota, a- prifez plochy adsorbovanych molekul, R-
univerzalni plynova konstanta, y2 - disperzni slozka povrchové energie kapaliny,
y2- disperzni slozka povrchové energie pevné latky, V- retenéni objem, C-
konstanta.

)/D — RT ln(VN(Cn+1H2n+4))/VN(CnH2n+2) (11)
S 4NZaZy,YCH,

Kde acn- plocha CH, jednotky (~0,6 nm?), n- podet karbonovych atomi
v alkalickém prostiedi, ycn- volna energie (piiblizné 35,6 mJ/m°).

5.4 Praskova reologie

Partikularni latky jsou charakteristické tim, Ze na rozdil od kapalin jsou
schopny piendset tieci sily 1 v klidové stavu. Silové plisobeni je oznacovéano
jako vnitini tfeni nebo ho mizeme také nazvat tfeci vazbou. K posouzeni
tokovych mechanickych vlastnosti praSkovych materidlli se vyuzivd smykova
cela, ktera je principialné popsana V praktické casti spolu se schématickym
znazornénim na obrazku (16) [108].
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Mezi procesni (mechanické) vlastnosti k charakterizaci partikularnich latek
patii: stlacitelnost, konsolidace, smykovd pevnost, souCinitel vnitiniho a
vnéjSiho tieni. Z hlediska tokovych funkci u praSkovych materidlli nastane
prekonani mezi-Casticové sily a tzn., Ze se piekroc¢i urCity mezni stav napéti.
Pokles napéti pod mezni stav vyvold v materiadlu znovu stav klidu az do té doby,
nez se napéti nezvysi znova nad mezni stav. Toto chovani mizeme aplikovat na
ptikladu, Ze prasek je zatizeny konsolida¢nim napétim o; v dutém valci a sténa
valce plsobi na vzorek normalovym napétim o,. Poté co je konsolidacni napéti
odstranéno dojde po urcité hodnoté napéti k poruseni materidlu, kde se jedna o
prostou mez kluzu o, tato zkouska se nazyva jednoosa zkouska tlakem a je
znazornéna na obrazku (12) ve spodni ¢asti spolu s vykreslenymi Mohrovymi
kruznicemi a mezni tokovou kifivkou, kterd charakterizuje rozlozené napéti
Vv konsolidovaném vzorku. Z primérnych naméienych hodnot smykového napéti
jsou ziskané body smyku a jejich spojenim vznikne mezni kiivka [109, 110].

mezni kfivka ="

K

oz=konst oz=konst
S s

<

TIZITITE

Ba: pocatek toku C: pocatek toku A: konsolidace

Obrazek 12: Mohrovy kruznice spolu s jednoosou zkouskou tlakem [109].

Tec¢na (obalova) kiivka Mohrovych kruznic prezentuje veSkeré¢ mezni stavy
napjatosti pro dané napéti konsolidovaného materialu a mize byt nazyvana také
jako mezni kiivka. Jakékoliv Mohrovy kruznice te¢né k mezni kiivce jsou
stavem, pii némZ praSkovy material zahajuje tok a je dosazeno mezniho stavu
napjatosti (kruznice Bz na obr. 12). VSechny ostatni kruznice, které se nachazeji
pod mezni kiivkou (B; a B, na obr. 12), jsou tzv. klidovém stavu a zde dochazi

pouze Kk elastické deformaci. Tokové vlastnosti partikularnich latek jsou
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definovany pomoci hodnoty tokové funkce-ff,, ktera je vyjadiena vztahem (12)
a udava pomér mezi hlavnim napétim o, a tlakovou pevnosti (mezi kluzu) o.

ffo== (12)

Oc

Klasifikace materialu podle tokové funkce se déli na tyto skupiny: ff.<1
netekouci materidl, ff.<2 velmi soudrzny material, ff;<4 soudrZzny material,
ff.<10 snadno tekouci material, ff->10 voln¢ tekouci material [111, 109].

5.5 Elektronova mikroskopie (SEM)

Princip skenovaci elektronové mikroskopie je zaloZeny na ziskéni obrazu
interakce primarniho svazku s povrchem prohlizené¢ho vzorku. Primarni paprsek
elektronti produkovanych zhavenou katodou se pohybuje po ftadcich na
prepardtu a vyrazi sekundarni elektrony. Sekundéarni elektrony jsou sniméany
sondou a pievadény na videosignal, ktery je zobrazeny na monitoru. Zhavena
katoda je obvykle elektroda se zapornym napétim a d¢j, pti kterém se pohybuje
po preparatu, se nazyva raStrovani. Na obrazku (13), mizeme vidét schéma
optické soustavy pro tzv. fadkovaci elektronovy mikroskop [112, 113].

SEM
zdroj elektroni R
svazek elektronn <
anoda > w

elektromagnetické QL-:_,_/Z‘)
Codky

o . Skenovaci civka

vzorek

Obrazek 13: Znazornéni principu SEM [112].
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5.6 Termogravimetrie (TG)

Jedna se o zékladni metodu termické analyzy, kterd studuje hmotnost nebo
zmény hmotnosti v zavislosti na teploté, kde vysledkem je termogravimetricka
kiivka. Vybaveni pfistroje pro termogravimetrii obsahuje elektrickou pec,
analytické vahy, nosi¢ vzorkl, zafizeni pro fizeni a méfeni teploty, registracni
zafizeni- pocitaC vSe znazornéné na obrazku (14). Obecné ptistroj k méteni TG
muze byt oznacovan jako termovaha, kterd se skladd z panvicky
(platinova/korundovad) a je zavéSena na citlivych vahéch, které zaznamenavaji
zménu hmotnosti daného vzorku. Vzorek ma ve svém okoli bud statickou
atmosféru (bez pouziti Zadného plynu) nebo dynamickou atmosféru tzn., Ze plyn
prochazi uréitou rychlosti. Mohou se pouzit rizné dynamické atmosféry, jako
jsou napftiklad oxida¢ni- vzduch a O, dale inertni- Ar, N, a také reaktivni SO,,
Cl,. Dulezité faktory pro analyzu jsou piedevsim, piiprava vzorku, tvar a
material panvicky (kelimku), pecici atmosféra, teplotni program a pecni tlak a
vlhkost. Program ohievu je linearni funkci ¢asu a zkoumany vzorek podléha
zménam fyzikdlnich a chemickych pifemén. Metodika slouzi predevsim
k studovani slozeni, tepelné stability, rozkladu, absorbce nebo desorbce,
odpafovani aj. [114, 115,116].

plyn s produkty
termického rozkladu

N\ pec

“

registrace
naméfenych hodnot f,...f vzorek
pec meétici
zafizen|
—
|

=
|
|l

Obrazek 14: Schéma termogravimetrické analyzy [115].

definovany teplotni program
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Pouzité chemikalie

Hlavni zkoumanou slouc¢eninou této disertacni prace byl suchy hyaluronat
sodny vyrobeny CPN spol. s. r.0., Dolni Dobrou¢, CR s vyrobnim &islem 119-
12-01. Tento praSek byl biotechnologického plivodu, bilé az lehce nazloutlé
barvy. Vzhled 0,5% roztoku- ¢iry, bezbarvy a lehce opalescentni. Obsah susiny
>90,0 %, molekulovd hmotnost 0,70-0,90 MDa, pH 0,5% vodného roztoku 5,0-
8,0. Cirost 1% vodného roztoku (660 nm, 1cm) < 0,010, obsah bilkovin < 20,0
%, celkovy mikrobialni pocet (CFU/g) < 100, kyselina uronova- UA > 45,0 %,
popel <10,0 % a bez dalSich ptisad.

Jako dalsi material a chemikalie, které byly pouzivany pro viskozimetrické

méieni:

e Demineralizovana voda o konduktivit¢ 0,061 S/cm pfipravena
demineralizaci vody reverzni osmozou pomoci pristroje Watek Demiwa
3ROS, CR.

e Chlorid draselny- KCI (Sigma-Aldrich), M=74,55 g/mol

e Hydroxid sodny- NaOH (Sigma-Aldrich), M=40 g/mol

e Kyselina chlorovodikova- HCI (Sigma-Aldrich), M=36,46 g/mol

e Laboratorni sklo a vybaveni- kadinky, vaZenky, pipety, odmérné banky aj.

e Magnetické michadlo, analytické vahy, teplomér.

6.2 Priprava zasobnich roztoku v destilované vodé- vzorek A

Byly pfipraveny zasobni roztoky Kyseliny hyaluronové a to nasledujicim
zpusobem: V prvni fazi byla odvazena navazka o hmotnosti 1 g HA na
analytickych vahach s presnosti 0,0001 g. Tato navazka byla poté presypana do
demi-vody o objemu 1 | ve které se misila na magnetickém michadle po dobu 24
hodin, pfi pokojové teploté. V druhé fazi se ztakto ptipraveného zasobni
roztoku 0,1 hm% HA fedilo na 4 dalsi koncentrace do objemu 40 ml dle
nasledujici tabulky ¢. 1:
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Tabulka 1: Redéni vzorkii na zdkladni koncentrace.

)0 e
c. 40 0 1
c 28 12 0.7
cl 24 16 06
c. 20 20 0.5
c. 16 24 04

6.3 Priprava zasobnich roztokii v 0,01 M KCI- vzorek B

Pro ptipravu HA v roztoku KCI byl nejdiive namichan zasobni roztok o
koncentraci 0,01 M postupnym rozpousténim piesné navazeného mnozstvi
chloridu draselného v demi-vodé podle rovnice (13),

m=c*xMxV (13)
kde c-molarni koncentrace (mol/l), M- molarni hmotnost (g/l), V- objem (1).

Byly piipraveny zasobni roztoky 0,01 M KCI do objemu 1l s vypocitanou
navazkou 0,7455 g KCI, které se misily na magnetickém michadle po dobu 24
hodin pii pokojové teploté. Do takto pripraveného Cerstvého roztoku 0,01 M
KCl se navazil 1 g HA a nechal se opét misit na magnetickém michadle 24 hod.,
kde vznikl 0,1 hm. % HA v 0,01 M KCI. V konec¢né fazi se také takto ptipravené
zasobni roztoky fedily stejnym zptisobem jako u vodnych roztokti do objemu 40
ml dle tabulky ¢. 1. Rozdil byl pouze v rozpoustédle HA, kde se v druhém
sloupci jednalo o vzorek B a jako tedici roztok ve 3 sloupci byl pouzit roztok
0,01 M KClI a ne voda.

6.4 Modifikace vzorka A a B pomoci 0,1 M NaOH a 0,1 M HCI

Pro pozorovani vlastnosti a zmén chovani makromolekularniho klubka byly
dale do zakladnich roztokt c;-Cs 0 objemu 40 ml ptidavany kapky v poctu 1, 2,
5, 10, 15, 20. Bylo zkoumano chovani vzorkd A a B pro dva rozdilné roztoky,
kde v prvnim piipad¢ se jednalo o zasaditou anorganickou slouceninu 0,1 M
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NaOH a v druhém ptipade o kyselinu 0,1 M HCI. Kapky se pfidavaly pomoci
mikropipety, pficemz objem jedné kapky byl pfiblizné 15 pl. Navazky pro
piipravu roztokl byly opét stanoveny na zakladé vzorce (13). Pii vypoctu se
pocitalo s objemem 100 ml, kde pro 0,1 M NaOH byla navazka 0,40049 g a pro
0,1 M HCI 0,37128 g.

V nasledujici tabulce ¢. 2 je piehled znaceni vSech zasobnich roztokd, pro
které bylo pfeméfeno pH a nasledné se méfila kinematicka viskozita pomoci
Ubbelohdeho viskozimetru. Zmény chovani byly pozorovany V zavislosti na
teploté pti 25°C, 30°C, 35°C. Pro vzorky A s piidavkem 0,1 M NaOH se jednalo
o popis pomoci pismen A-F. U ptidavkt 0,1 M HCI do vzorkii A byly pismena
A-F doplnény o ciselny index 1. Pro vzorky B s piidavkem 0,1 M NaOH se
jednalo o popis pomoci ¢iselné fady 1-6. U piidavkd 0,1 M HCI do vzorku B byl
popis Ciselné fady doplnén o apostrof. V obou piipadech za¢ind znaceni 0- tzn.
ze se jedna o Cisty roztok vzorkii A nebo B bez ptidavku kapek. Napiiklad
vzorek oznacen c3C znadi, ze se jedna o vodny roztok HA o koncentraci 0,6 g/l
s piidavkem 5 kapek o objemu 75ul 0,1 M NaOH.

Tabulka 2. Popis znaceni vzorkii pro viskozimetrické mérent.

HA ve vodném roztoku- vzorek A HA v 0,01 M KCI- vzorek B
0,1 M NaOH 0,1 M HCI 0,1 M NaOH 0,1 M HCI
Objem Pocet Objem Pocet
ZnaCeni |kapky |Znaceni Kanek Znaceni |kapky |Znaceni kaoek
pe ape
(] (]
C,-c50 0 C,-cs0 0 Ci-cs0 0 Ci-cs0 0
Ci-C5A 15 |Ci-CsA; 1 Ci-Csl 15 |Ci-cs1' 1
C,-csB 30 |Ci-csB; 2 Ci1-Cs2 30 |Ci-cs2' 2
Ci-csC 75  |Cq-c5Cy 5 C;-cs3 75 |Ci-cs3' 5
Ci;-csD 150 |[C;-csDy 10 |Ci-cs4 150 |C;-cs4' 10
Ci-CsE 225 |Ci-csE; 15 |Ci-cs5 225 | Cy-cs5' 15
C,-csF 300 |Ci-csF 20 |Cy-cs6 300 |C;-cs6' 20
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Obrazek 15: Pripravené zasobni roztoky HA (vlevo) a vzorek HA v 0,01 M KCI
o0 koncentraci 0,5 g/l s pridavkem 1 kapky 0,1 M HCI (vpravo).

6.5 Reologické méreni viskozity

Zakladem reologického méfeni bylo stanoveni dil¢ich krokd popsanych vyse
v kapitole o0 zvolenych metodach zpracovani. Pocateéni méfeni kinematické
viskozity a dale stanoveni specifické viskozity jsou hlavni body, od kterych se
stanovuji vysledné reologické veliCiny jako je limitni viskozitni Cislo a
Hugginsova konstanta.

Me¢fteni viskozity probihalo na Ubbelohdeho kapilarnim viskozimetru dle obr.
10, kde se nejdiive méftilo Cisté rozpoustédlo a az poté byly méteny prutokové
Casy vzorkd A a vzorkd B o nejvyssi koncentraci ¢;=1 g/l. Tento roztok se poté
fedil ¢istym rozpoustédlem pro vzorek A-demi-vodou a pro vzorek B- 0,01 M
KClI dle tabulky ¢. 1 na 5 zdkladnich koncentraci. Vzhledem ke zkoumané
problematice chovani makromolekuldrniho klubka, se méfily také pritokové
¢asy modifikovanych zasobnich roztokt s 0,1 M NaOH a 0,1 M HCI definované
kapitolou 6.4 a popsané Vtabulce ¢. 2. VSechny pripravené vzorky byly
temperovany a méteny pii 25, 30, 35 °C pro pozorovani zavislosti koncentraci
na teploté. Teplota lazné¢ se béhem méteni udrzovala v rozmezi 0,01 °C. Pii
vlastnim méfeni byla kladena pfedevSim nejvEétsi pozornost na spravné
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vytemperovani roztokii, kde se kazdy vzorek temperoval 20 minut a
V neposledni fadé pfesnému odecteni pritokovych casii, které se opakovalo u
kazdého vzorku 3x. Z hodnot byl vypocten primér a pouzival se k dalSim
vypoctim.

Vypocty pro stanoveni limitniho viskozitniho ¢isla z primérnych hodnot
prutokovych Casii vzorku a ¢istého rozpoustédla a hodnot koncentraci probihaly
dle rovnic 3-6. Vzhled k velkému objemu dat z viskozimetrického métfeni budou
prabézné vysledky vedouci k dosazeni sledovanych veli€in soucasti piilohy A,
ptilohy B. Na zakladé vypocti poté byly sestrojeny grafy zavislosti redukované
viskozity na koncentraci, kde extrapolaci linearni casti zavislosti redukované
viskozity na nulovou koncentraci byla ziskdna hodnota limitniho viskozitniho
Cisla [n] vypocet provadény dle rovnice (7) a Hugginsova konstanta ky se
stanovila ze smérnice dle rovnice (8).

Vzhledem k naméfenym relativné vysokym hodnotam kinematické viskozity,
budeme uvazovat, ze [v]=[n]. Toto tvrzeni je podlozené rovnici (14), u které je

posledni ¢len A= %zppo zanedbatelny u vSech méfeni,
0
_ 1-v3p9
] = V] + e (14)

kde v, je parcialni specificky objem a pq je hustota rozpoustédla [117].

6.6 Méreni pH

Samostatné méfeni pH probihalo po dokonalé homogenizaci suchého
hyaluronatu sodného s riznym druhem zasobniho roztoku. Ptiprava zasobnich
roztokll a jejich koncentrace je popsdna v piedchdzejicich kapitolach 6.2-6.4.
V tvodu méfeni probéhla kalibrace pH metru dle instrukci vyrobce kalibracnimi
vodnymi roztoky- pufry. Zakladem kalibrace je zadani vychozich podminek
programu pro vypocet hodnoty pH do paméti pH metru. Vlastni realizace métenti
probihala na zdklad¢ ponofeni elektrody pH metru do vzorku pii pokojové
teploté. Elektroda generuje napéti v zavislosti na hodnoté pH v roztoku.
Vysledek z pH-metru byl zapsan az po ustaleni hodnoty pro vSechny piipravené
koncentrace 2 zasobnich roztokl do piehledné tabulky ¢. 3. Méteni probihalo pfi
pokojové teploté, kde vysledkem je primérna hodnota z 10 opakovani
S vypocitanou smérodatnou odchylkou.
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Tabulka 3: Souhrn nameéreného pH pro 2 druhy rozpoustedel.

25°C 30 °C 35°C
0,1hm% [0,10hm% HA [0,1hm% |0,1hm% HA [0,1 hm% [0,1hm% HA
HAVH,0 |v0,01MKCI|HAVH,0 |v0,01MKCI|HAVH,0 |v0,01MKCI
CISTY 7,01+0,18 | 6,23+0,60 7,09+0,29 |6,24+0,60  |7,00+0,29 |6,24+0,60
NaOH |1 k* |9,25+0,09 [6,83+1,33  [9,22+0,10 [6,81+1,32  [9,25+0,10 |6,80+1,29
2k [9,83£0,08 |7,64+1,53  |9,48+0,08 |7,71=1,49  |9,83+0,09 |7,71%1,49
5k |10,31£0,09 |9,64+0,92 10,33+0,08 |9,66+0,93 10,33+0,09 | 9,64+0,92
10 k [ 10,64+0,09 |10,32+0,50 [ 10,66+0,09 |10,32+0,50 |10,64=0,11|10,32+0,50
15k [10,80+0,09 |10,24+1,20 [10,82+0,10 |{10,23+1,20 |10,81=0,11|10,24+1,19
20 k | 10,93+0,09 |10,54+0,82 |10,94+0,08 |10,54+0,82 |10,93+0,10|10,53+0,82
1k [5,85£0,15 [5,61£0,12  |5,89+0,17 |5,63+0,11  |5,92+0,08 |5,67+0,03
2k [5,44+0,08 |5,12+0,11 546x0,10 |5,1120,11  |5,46+0,10 |5,1120,11
Ho| Bk [4.840.14 4564010  |4.85+0.14 [4,5760.94  |4.85+0.15 |4,58+0,08
10k [4,11£0,62 [4,16£0,12  [4,31£0,22 |4,14+0,13  |4,12+0,63 |4,14+0,14
15Kk [3,99+0,22 [3,95£0,20  [4,00£0,23 |3,96+020  |4,00+0,24 |3,95+0,20
20k |3,76+0,21 [3,73£0,19  [3,76+0,10 (3,730,220  |3,77+0,21 |3,73+0,19
*k= kapka
6.7 Inverzni plynova chromatografie (SEA)
Povrchova energie byla charakterizovana pomoci inverzni plynove

chromatografie méticim pfistrojem (SEA). Disperzni slozka povrchové energie

¥® byla vypocitana na zikladé retenéniho Casu ziskaného z méfeni inverzni
plynové chromatografie pro sérii n- alkanti: Nonan, oktan, hexan, heptan (Sigma
Aldrich USA). Experimenty provadéné s nekoneénym ziedénim znamenaji
nulové pokryti povrchu a v tomto piipad¢ se izoterma fidi Henryho zékonem a

mnozstvi par je linearn¢ zavislé na koncentraci nastiiku [118].

Vzorek byl nastiiknut do komory temperované nastiikové kolony (injektoru),
kde se odpafi a je dale ve formé par unaSen nosnym plynem az do kolony 0
vnitinim priméru 4 mm a o celkové plose pfiblizné 0,5 m®. Slozky ze vzorku se
na zacatku kolony sorbuji ve stacionarni fazi a délici proces se neustale opakuje.
Okamzitou koncentraci separovanych latek v nosném plynu indikuje detektor,
kde signal detektoru je vyhodnocovan z Casového pribéhu za uréenim druhu

kvantitativniho zastoupeni slozek.
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6.8 Praskova reologie

Studium tokovych vlastnosti bylo pozorovdno pomoci FT4 praskového
reometru (Freeman Technology, UK). Experimenty byly provadény pfi
pokojové teploté 24° C a relativni vlhkosti 43 %. Jednd se o patentovanou
dynamickou metodu, ktera byla specialné¢ vyvinuta pro pochopeni chovani
praskovych material, kde vyhodnoceni je automatické. Pro naSe méteni byla
pouzita smykova cela slozena z misky, kterd je vodorovné polozena a na ni
umisténé vicko, které¢ je v ptfipadé¢ FT4 reometru pohyblivou casti. Vzorek
materialu v cele je tedy upevnény a plisobi na n¢j vertikaln¢ normalova sila Fy,
ktera se piepocitavd na normalové napéti o. Vicko se pohybuje rotatnim
pohybem, ktery tvoii v materidlu smykové napéti Tt [108, 119]. Zobrazeni
smykové cely pro typ FT4 praskového reometru je na obrazku (16).

o |

Obrazek 16.: Smykova cela pro FT4 reometr [120].

s

6.9 Elektronova mikroskopie SEM

Pro pozorovani povrchu praskové formy HA byl pouzit skenovaci
elektronovy mikroskop (Hitachi 6600 FEG, Japonsko). Vzorek praSkove formy
HA byl suchy bez cizorodych ¢astic, prachu ptichycen na podlozku. Pti expozici
primarnimi elektrony nedochazelo k nabijeni a vzorek produkoval dostatecné
mnozstvi sekundarnich elektronti.
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6.10 Termogravimetrie

Pro naSe ucely byly piipraven vzorky pro charakterizaci obsahu vlhkosti
pomoci DTA-TG, kde analyza byla provadéna na termogravimetru (Shimadzu
DTG 60, Japonsko). Zkoumany vzorek- praskova forma HA se umisti v kelimku
(nosic¢i) na termo-vahy v picce termického analyzatoru. Méfeni bylo provadéno
v dynamické atmosféte a inertnim prostiedi dusiku (N»-50 ml/min) s teplotnim
programem 10°C/min V intervalu 40°C - 500 °C. U vzorku dochézi vlivem
ohievu definovanou rychlosti k linedrnimu ristu teploty s ¢asem. Vysledek
analyzy je termogravimetrickd kiivka praSkové formy kyseliny hyaluronové,
ktera bude diskutovana v nasledujici kapitole.
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7. VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Viskozimetrické méreni

Zkoumané roztoky kyseliny hyaluronové byly jiz detailné¢ popsany co do
ptipravy, tak do problematiky vypocti potfebnych parametri. Nyni bude
nasledovat diskuze hlavnich vysledkt, kterych bylo dosazeno pro vodné a 0,01
M KCI roztoky HA. Vysledky studovanych roztokovych forem vypovidaji o
chovéani makromolekularniho klubka, které jsou vlivem pH, iontového sloZeni
rozpoustédla a teploty zapfi¢inény o zménu charakteru s projevem rozbaleni
nebo stazeni klubka. Vysledky z métfeni viskozit pro zakladni roztok HA jsou
viditelné v grafu ¢. 1 pro vodny roztok a v grafu ¢. 2 pro roztok HA v 0,01 M

KCI.
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Graf 1: Zavislost redukované viskozity na koncentraci pro HA
ve vodném roztoku.

V obou ptipadech se jedna o grafickou zavislost redukované viskozity (vg/C)
na koncentraci pro 3 sledované teploty. Na zakladé vypocti z grafu ¢. 1 a 2 se
ziskali jiz popsanou metodikou pro ziskani limitniho viskozitniho ¢isla z rovnice
(8) hodnoty [n] a konstanty Ky pro ¢isty roztok HA. Tento princip ziskani
hodnot limitniho viskozitniho ¢isla a Hugginsovy konstanty se aplikoval 1 u
dalsich modifikovanych roztoka s pfidavkem 0,1 M NaOH a 0,1 M HCI
popsanych v tabulce €. 2.
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Graf 2: Zavislost redukované viskozity na koncentraci pro HA
v 0,01 M KCI.

Pro vodné roztoky byla konstanta ky stanovena pro 25°C na 0,007, pro 30°C
na -0,003 a pro 35°C na -0,005 na zaklad¢ grafu ¢. 1. Pro roztoky HA 0,01 M
KCI byla konstanta ky vypocitana na 0,56 pii 25°C, dale na 0,24 pti 30°C a pro
posledni sledovanou teplotu 35°C na 0,20 z grafu €. 2. V dobrém rozpoustédle
makromolekularni klubko botna a viskozita roztoku roste, tato skutecnost se da
také popsat tak, ze se makromolekula snazi vystavit plisobeni rozpoustédla co
nejvice. Konstanta ky klesa s rostoucim expanznim koeficientem az k hodnotam
0,25. Ve stavu théta hodnoty konstanty jsou mezi 0,50-0,55, tzn., Ze jsou
vzajemn¢ interakce vyrovnané a fetézce makromolekul se pii ndhodném setkani
navzajem nepiekazeji a ani spolu neinteraguji. Ve Spatnych rozpoustédlech je
klubko vice svinuté, protoZe neni v takovém styku s molekulami rozpoustédla a
dochazi spise k tvorbé kontaktli mezi jednotlivymi segmenty makromolekuly,
kde ve vztahu ke konstant¢ jsou hodnoty mezi 0,8-1. Vysoké hodnoty
Hugginsovy konstanty jsou pfipisovany asociaci makromolekul, kde cetnost
narasta s koncentraci. Kompletni vysledky naméfenych veli€in jsou souhrnné
uvedeny v tabulce €. 4 a ¢. 5. Diskutované veliC¢iny vychazi z viskozimetrického
méteni a podklady pro vypocty jsou v ptiloze A, ptiloze B.
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Tabulka 4: Celkové vysledky viskozimetrického méreni pro HA v 0,01 M KCI.

25°C 30 °C 35°C
pH [ig) | ka() | pH [MIWig) | ku() | PH [[nl(g) | k()
3.7 1.49 0.46 3.7 0.76 2.47 3.7 0.44 7.96
4.0 1.27 0.96 4.0 0.95 1.59 4.0 0.56 5.18
4.2 1.56 0.55 4.1 1.15 1.04 4.1 0.70 3.02
4.6 1.69 0.53 4.6 1.25 0.96 4.6 0.86 2.17
51 1.91 0.39 51 1.49 0.64 51 1.06 1.32
5.6 1.96 0.37 5.6 1.53 0.59 5.7 1.16 1.06
6.2 1.82 0.56 6.2 2.38 0.24 6.2 2.48 0.20
6.8 1.85 0.45 6.8 1.39 0.81 6.8 1.63 1.34
7.6 1.81 0.48 1.7 1.38 0.82 1.7 1.04 1.39
9.6 1.80 0.46 9.7 1.31 0.90 9.6 1.00 1.52
10.3 1.66 0.56 10.3 1.23 1.03 10.3 0.87 2.01
10.2 1.91 0.33 10.2 1.28 0.85 10.2 0.95 1.56
10.5 1.61 0.53 10.5 1.12 1.20 10.5 0.86 1.91
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Tabulka 5: Celkové vysledky viskozimetrického mereni pro HA ve vodném
roztoku.

25°C 30 °C 35°C

pH | l(/g) | ku() | pH [ mI(/g) | Ku() | pH | [nl(/9) | ku(-)

3.8 1.71 1.74 |3.8 1.77 1.67 |3.8 1.75 1.70

4.0 2.83 0.63 |4.0 2.95 0.58 |4.0 2.87 0.63

4.1 4.87 020 |43 4.94 020 |41 4.76 0.25

4.8 8.75 0.04 |49 8.39 005 |49 8.54 0.04

5.4 11.00| 0.01 9.5 11.13| 0.01 5.5 11.32| 0.01

5.9 1222 0.00 |59 1266 0.00 |5.9 12.80| 0.00

7.0 12.68| 0.007 |7.1 14.80| -0.003 |7.0 15.26| -0.005

9.3 9.70 005 [9.2 11.12| 0.02 |93 11.16| 0.02

9.8 9.56 0.02 |95 9.70 0.03 |98 9.90 0.02

10.3 6.59 0.09 |103 | 8.03 0.05 103 | 6.74 0.09

106 | 3.79 033 [10.7 | 3.92 031 106 | 3.88 0.33

10.8 3.36 0.34 10.8 3.50 0.32 10.8 3.65 0.27

10.9 2.79 0.46 10.9 2.92 0.41 10.9 2.95 0.40
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Na nésledujicim grafu ¢. 3 je zfejma zména viskozitniho chovani na zakladé¢
zmény Hugginsovy konstanty v roztoku 0,01 M KCI. Z grafu je jasn¢ viditelna
skokova zména reologického chovani odrdzejici se v konformacni zméné ze
zdvojené Sroubovice na statické klubko pii 30°C. V piipad¢ vodného roztoku se
jednd o méné patrny jev a to predevSim z ditvodu takového, ze karboxylové
skupiny HA jsou vice ionizovany v porovnani s roztokem KCI. Na zaklad¢ toho
se potlacuje jeho polyelektrolyticky charakter a ten md za nésledek pfijeti
konformace méné prito¢ného makromolekularniho klubka [78].
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Graf 3: Zavislost Hugginsovy konstanty na teploté pro 2 roztoky HA.

Soubézné ze zminénymi zménami Hugginsovy konstanty jsou takeé
korespondujici zmény limitnim viskozitnim ¢islim, které jsou evidentni pro
konforma¢ni zmény makromolekularnich fetézcu. U grafu ¢. 4 je znazornéna
zavislost limitniho viskozitniho ¢isla na teploté pro dva studované roztoky, které
popisuji zmeénu konformace ze zdvojené Sroubovice. Tato zména je popisovana
pro vodny roztok HA tak, ze pti hodnoté limitniho cisla 12,68 l/g (25°C)
zdvojena Sroubovice prechazi na statické klubko hodnotou 14,80 1/g (30°C) a u
teploty 35°C dojde k expandovani klubka. V piipad¢ roztoku HA v 0,01 M KCl
jsou hodnoty limitnich viskozitnich ¢isel nizsi, ale je zde opét viditelny piechod
mezi sledovanymi teplotami pti 25 °C bylo [n]=1,82 1/g, pti 30°C byla hodnota
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2,38 /g a pti 35°C se nepatrné zvySila na 2,48 1/g. Z hodnot limitniho
viskozitniho ¢isla je patré, Ze k narGsti dochdzi s rostouci teplotou u obou
sledovanych vzorkli a to vkonecném vysledki svéd¢i o zvétSovani
hydrodynamického rozméru makromolekularniho klubka.
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Graf 4: Zavislost limitniho viskozitniho cisla na teploté pro 2 roztoky HA.

Namétené vysledky koresponduji s vysledky, které sledovaly vliv pfitomnosti
iontl na strukturu kyseliny hyaluronové. Viskozimetrické a AFM sledovani
vlivu bivalentnich kationtd (Ba®), byly identifikovany konformaéni zménou
vedouci knarGstu viskozity roztoku HA. Bivalentni Kkationty indukuji
transformaci z prodlouzené konformace na propojené¢ molekuly, které vykazuji
mensi hydrodynamicky polomér a také ostré ohyby [121].

Pozorovana zména konformace pomoci zmény pH pro roztok HA v 0,01 M
KCI je vidét v grafu €. 5. Zde je podobné jako v piredchazejici diskuzi potvrzeni
skokové zmény z dvojité Sroubovice na expandované klubko ptiblizné v hodnoté
pH 5,4 pro 3 studované teploty. Expanze polymerniho klubka je prokazatelna se
stoupajici hodnotou pH, kde po dosazeni zlomového bodu se stava polymer vice
stabilni a tuhy. Tento fakt se projevuje v mensim sklonu limitniho viskozitniho
Cisla s pH.
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Zajimavy je také poznatek, ze bod zlomu se posouval ve sméru k vySSim
hodnotam pH se stoupajici teplotou z 5,3 pro teplotu 25 °C k 5,4 pro 35 °C dle
grafu ¢. 5. Stejn¢ho efektu bylo dosazeno v ptipadé¢ vodného roztoku HA,
vysledky dle tabulky ¢. 5, kde byl bod zlomu pozorovany pii pH 6,8.
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Graf 5: Zavislost limitniho viskozitniho ¢isla na pH pro roztok HA
v 0,01M KClI.
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7.2 Inverzni plynova chromatografie (SEA)

Na zaklad¢ plynové chromatografie byl stanoveny pribéh povrchové energie
pro praSkovou formu HA, ktery je zndzornén na grafu ¢. 6. Z grafu disperzni
slozky povrchové energie a pokryti molekulami plynu, ma kiivka exponencialné
klesajici prubéh. Hodnota povrchové energie S jeji disperzni slozkou byla 34.0
mJ/m? pro 0% pokryti a postupné klesala na 11,7 mJ/m? respektive na 4,9 mJ/m?
pro disperzni slozku povrchové energie pro 100% pokryti. Nejveétsi energeticka
stopa zaujima piiblizné 5% povrchu HA [27]. Vyznamny rozdil v povrchové
energii pro nulové a 100 % pokryti je znakem vysokého stupné nehomogenity,
ktera je vyjadien piiblizn¢ trojnasobnym poklesem hodnoty povrchové energie.

Disperzni slozka povrchové energie vypocitana podle Schultzeho
koresponduje z vysledky metodiky z kontaktnich uhlt smaceni, kde bylo
zjisténo 39,8 mJ/m? [122]. Z grafu & 6 také vyplyva acidobazickd &ast
povrchové energie, ktera ma mirné linearni nartist z 0,7 md/m? pro 0% pokryti
az do 6,8 mJ/m? pro 100% pokryti. Ziskané vysledky ukazuji majoritni disperzni
slozku povrchové energie a acidobazicka sloZka je zanedbatelna.
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Graf 6: Zavislost povrchové energie na stupni pokryti vyjadrend
pomoci acidobazické a disperzni slozky povrchové energie pro HA.
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Pro lepsi ilustraci heterogenity vzorku je vynasena do grafu prirtstku plochy
Vv zavislosti na povrchové energii, coz je znazornéni na grafu ¢. 7. Zobrazeni je
ziskano diky integraci profilti povrchovych energii. Z grafu ¢. 7 vyplyva, ze je
povrchova energie charakteristicka Sirokou distribuci celkové povrchové energie
v rozsahu 10-34 mJ/m® s maximem v 18,5 mJ/m? a disperzni &ast povrchové
energie je v distribuéni kfivee od 3,3-34,1 md/m?. Je evidentni, ¢ polarita
povrchu HA je nizkd a za chovéani odpovidd ptedevSim disperzni slozka

povrchové energie, ktera zaujima Sirokou distribuci [113].

i O Disperz. ¢ast povrch. energie
Vv Acido-bazic. ¢ast povrch. energie
[ Celkova povrchova energie

=
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|

Pfirastek plochy (%)
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Povrchova energie (mJ/m?2)

Graf 7: Distribucni krivka celkové povrchové energie a jeji
komponent pro HA.

Vysledky z grafu ¢. 8 popisuji acidobazickou volnou povrchovou energie pro

-----

zvolené kapaliny s rozdilnou polaritou a ta vyjadfuje hodnotu komponenty

distribuce byla nalezend pro acetonitril v rozsahu od -11,8 kJ/mol do 15,0
kJ/mol pro acidobazickou slozku povrchové energie. Nejuzsi distribuce byla pro
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dichlormethan v rozsahu od -10,8 do 2,3 kJ/mol. Urcujicim faktorem je polarni
slozka od -10,6 do 12,8 kJ/mol.
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Graf 8: Distribucni kirivka acido-bazické volné povrchové energie
pro prasek HA.

7.3 Praskova reologie

Vysledkem méfeni je graf zavislosti smykového napéti (t) na normalovém
napéti (o) viz graf ¢. 9, kde k vyhodnoceni je nutné sestrojit Mohrovy kruznice,
které charakterizuji rozloZzené napéti v konsolidovaném vzorku. Mohrovy
kruznice jsou vzdy symetrické vacéiose (o), takze se vykresluje pouze Cast
odpovidajici kladnym (1). V grafu jsou vyneseny body smyku a bod piedsmyku,
kde tyto body jsou ziskdny z primérnych hodnot smykového napéti. Pro
vyhodnoceni dat je podstatnd sestrojena mezni kiivka kluzu tim, Ze se prolozi
primka body smyku [109, 110].
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Graf 9: Tokova krivka spolu s Mohrovymi kruznicemi pro prdaskovou
formu HA.

Prvni Mohrova kruznice prochazejici pocatkem diagramu je zaroven tecna
k mezni tokové kiivce a prisecik s 0sou o je tzv. tlakova pevnost nebo taka
nazyvana mez kluzu o.= 5,08 k Pa. Druhda Mohrova kruznice je také tecna
k mezni tokové kiivce a prisecik této kruznice s 0S0U ¢ urcuje hlavni napéti pii
konsolidaci 6,=16,4 kPa. Body na mezni kiivce charakterizuji stavy napjatosti,
které vedou k poruse toku.

Index toku, nebo-li tokovost, je vypocitanan pomérem konsolida¢niho napéti
a mezi kluzu dle rovnice (12) na ff;=3,24. Obecn¢ se da fici, ze ¢im mensi je
mez kluzu materialu, tim lepé material teCe a tim padem se ndm zvétSuje
hodnota ff.. V nasem pfipad¢é se mize sypkost prasku HA zaradit do kategorie
soudrznych materialti, protoze hodnota indexu toku se pohybuje v této kategorii
2<ff.<4.

Z mezi kiivky, lze dale urcit dalsi veli¢inu a to kohezi (soudrznost) t.= 1,41
kPa, kterou urCuje smykové napéti ve vzorku, na ktery neptsobi zadny
normalovy tlak, tzn., Ze mezni kiivka protinad osu t pfi normalovém napéti =0.
Dalsi vyhodnocenou veli¢inou je uhel, ktery tvoii pfimka s 0sou normélového
napéti a nazyva se thel vnitiniho tfeni @;= 31,9° praskové formy HA pro dané o;.
Castice praskové formy HA jsou spojované pomoci adheznich sil i bez
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normalového napéti vykazuji smykovou deformaci. Efektivni uhel vnitiniho
tteni @= 40,75° je ukazatelem miry vnitiniho tfeni v rovnovazném stavu toku.
Sypké materidly vykazuji pfi nulovém norméalovém napéti nulovou hodnotu
smykového napéti, proto jejich mezni ptfimka prochéazi pocatkem. Vysledky thla
vykazuji, Ze se jedna o kohezni material, protoze hodnoty danych uhli jsou
rozdilné [108, 109]. Veskeré diskutované hodnoty o, ff;, 1., ¢i, ¢e vychazeji z
pevnostniho diagramu dle grafu ¢. 9.

7.4 SEM

Jak jiz byl princip této metody a definice pfistroje popsan ve zvolené
metodice zpracovani, rastrovaci elektronova mikroskopie je vyuzivana k analyze
struktury latek pomoci elektronoveho svazku. Pfi méfeni bylo pouZito
urychlovaci napéti 1 kV, které¢ je vhodné v ptipadé nevodivych vzorkl. Zvoleni
Spatn¢ho napéti by znamenalo zna¢né hromadéni elektront v preparatu a jeho
nabijeni, pfiCemzZ se tento jev projevuje deformaci vzorku nebo ztratou ostrosti
obrazu. Jak je vidét na nasledujicim obrazku hodnota urychlovaciho napéti byla
zvolena spravng, vzhledem Kk vysoké kvalité ostrého obrazu, ktery je bran jako
vystup z elektronového rastrovaciho mikroskopu.

Vysledny obraz, ktery zobrazuje povrch hyaluronového prasku, byl tvofen
pomoci sekundarnich elektronii, které maji piiblizné 50 eV a vystupuji
Z hloubky tadoveé desitek nm (5-15 nm). V kone¢ném vysledku kopiruji povrch
a vysledkem jsou informace o topografii [123]. Snimek ze skenovaciho
rastrovaciho mikroskopu je na obrazku (17), kde se vzorek HA vyznacuje
predevsim kulovitym a valcovitym tvarem pfiblizn¢ 70 pm Sirokym v praméru.
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Obrdzek 17: Snimek praskové formy kyseliny hyaluronové ze SEM.

7.5 Termogravimetrie

Kvuli velké schopnosti kyseliny hyaluronové na sebe vazat vodu, bylo
provedeno termogravimetrické méteni, kde se pozorovala celkova obsazena
vlhkost v nesuseném vzorku. Vysledkem je termogravimetricka ktivka, ktera
vyhodnocuje procentualni ubytek hmotnosti Vv zavislosti na teploté, Viz
nasledujici graf ¢. 10. Kfivka je rozd€lena na tii regiony, kde se stoupajici
teplotou je prvné viditelny ubytek hmotnosti, ktery zac¢ina s po¢atkem samotné
termogravimetrickeé analyzy a konci pi1 180°C . Tento dé&j je typicky pro ztratu
vlhkosti- suseni v tomto ptipadé voda zaujimala 13,72 hm. %. Poté probiha
termicky rozklad v regionu 2, ktery zacina v oblasti termické stability (180°C) a
kon¢i na teploté 300°C, kde dil¢i ubytek hmotnosti je 38,55 hm. %. Posledni
region 3 ma dil¢i ubytek hmotnosti 12,26 hm. %. Oblast kiivky od 180°C az
300°C je charakteristickd pro degradaci polysacharidi, u HA se jedna o
depolymerizaci. Na zdklad¢ reakce latek oznacujici se jako rozkladné dochazi ke
Stépeni fetézce na mensi Casti nebo ke zmeéné chemické povahy tzn., Ze se z
fetézce odstépi malé molekuly [124, 125].
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Graf 10: Termogravimetricka kiivka pro praskovou formu HA.
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8. PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Disertacni prace predstavuje piinos v oblasti védniho oboru a oblasti praxe
predevsim Vv odvétvi klinické mediciny. Obecné mnozstvi hyaluronanu
Vv lidském té€le je ptiblizn€¢ 10-15 g u dospé€lého jedince, kde se z 50% nachazi
v kozni tkani (dermis a epidermis) a dale v synovialni tekutiné v kloubech,
pupecni $ntife a oénim sklivci. Uloha hyaluronanu v organismu je silné zavisla
na molekulové hmotnosti a tedy i na jeho koncentraci. Je védecky dokazano, ze
biologicka aktivita HA roste se snizujici se molekulovou hmotnosti.
Vysokomolekularni HA (nad 1,5 mil. Da) predstavuje hlavn¢ organizacni a
strukturni jednotku pro zajiSténi mechanické odolnosti pravé v synovialni
tekutiné nebo o¢nim sklivci. Naproti tomu nizkomolekularni HA (od 0,5-0,7
mil. Da) je spojovano s biologickou aktivitou a ma vliv na pochody v tkanich a
bunkach. Vzhledem k dutlezité roli HA jakozto slozky mezibunééné hmoty, jsou
jeji vlastnosti s ohledem na lidské télo piedevsim zabranovat nezddoucimu tieni
a udrzovani vlhkosti [50, 51, 53, 62].

Pro konkrétni ptimou aplikaci HA muze byt napiiklad viskosuplementace,
ktera redukuje tfeni v chrupavce zniCené osteoartritidou za pomoci
intraartikularni injekce, zde dochéazi k zlepSeni Ilubrikace mezi povrchy
chrupavky. V dermatologii se setkavame s velkou cetnosti pouziti HA ve formé
vnéj$i aplikace v podobé krémi ale také ve formé tzv. hydrogelového kryti,
které pomaha hydratovat, regenerovat a hojit poskozenou tkan predevsim jizev a
ran. V oftalmologické chirurgie slouzi k ochrané tkani pti chirurgickém zakroku
a Vv estetické medicin¢ se hojné vyuzivaji produkty na bazi HA pro dermalni
vyplné [6, 84].

Nativni molekula HA ma vyborné vychozi vlastnosti, ale pro pouziti
Vv I€kafstvi jsou nutné modifikace bud’ fyzikdlni, nebo chemické. Vzhledem
K uplatnéni této disertacni prace, se nabizi pouzitelnost vysledkt pfedevsim pro
nevazebné fyzikdlni modifikace polymerniho ftetézce HA. Pochopeni
kolektivniho chovani studované v této praci napomize napiiklad pii vlastni
studii nevazebné interakce s dalSimi molekulami, kterymi mohou byt tfeba
amfifilni aminokyseliny, tenzidy, proteiny. Tyto interakce jsou podstatné pravé
pro stabilizaci chrupavkové mezibunééné hmoty (extracelularniho matrixu), dale
také v bunécné proliferaci, v morfogenezi ale také pii zanétech a rakoving. Pii
terapii rakoviny se HA zkouma z hlediska nosice bioaktivni latky, pro cilenou
distribuci 1é¢iva k rakovinotvornym buiikam [52,55].
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9. ZAVER

Predmétem této disertatni prace bylo studium jak kapalné, tak tuhé faze
kyseliny hyaluronové. Pfredem je dulezit¢ zminit fakt, Ze veSkeré vytyc€ené cile,
které se d¢lily do dvou sekci v ivodu disertacni prace, byly splnény. V prvni
tazi se jednalo o pochopeni kolektivniho chovani HA, ve kterém bylo sledovano
viskozitni chovani polymernich klubek za rtiznych podminek. Pro sledovani
konformac¢nich zmén byly stanoveny parametry- limitni viskozitni ¢islo [n] a
Hugginsova konstanta ky pro vodny roztok HA a roztok HA v 0,01 M KCI.
Druha faze byla zaméfena na charakterizaci praskové formy Kkyseliny
hyaluronové. Na zikladé¢ vybranych experimentdlnich technik, které jsou
popsany a diskutovany v experimentalni ¢asti, 1ze vyvodit nasledujici zavéry:

» Z provedenych viskozimetrickych méfeni je mozno konstatovat, ze na
zakladé jiz zminénych parametri je evidentni zména rozméru
makromolekuldrniho klubka a to ptfedev§Sim vlivem teploty, iontového
rozpoustédla ale 1 pH. Nelze vSak opomenout skute¢nost, Ze kyselina
hyaluronova se chova jako zaporny polyelektrolyt.

» Z experimentalnich dat byl zjistén nardst hodnot limitniho viskozitniho
Cisla pro oba studované c¢isté roztoky HA, ktery zcela jisté vypovida o
zvétSovani hydrodynamického rozméru makromolekularniho klubka. Pro
vodny roztok HA byl pozorovan nartst z teploty 25°C, kde [n] ¢inilo
12,68 I/g na teplotu 30 °C- 14,80 l/g a expanze klubka nastala pti 35°C-
15,26 1/g. Stejny trend mél i druhy sledovany roztok HA v 0,01 M KClI,
pouze s tim rozdilem, ze hodnoty byly nizsi z diivodu vyssi iontové sily.

» Z komplexnéjsiho pozorovani konformac¢nich zmén struktury HA, pii
které se upravovalo pH piidavky kyselé¢ a zasadité¢ slouCeniny svéd¢i o
schopnosti expanze nebo kolapsu makromolekuldrniho klubka. Pii
fyziologické iontové sile a neutrdlnim pH zaujimd HA konformaci
statického klubka, kter¢ je stabilizované vodikovymi vazbami.

» Zvysledki Hugginsovy konstanty vyplyva, Ze nastala transformace ze
zdvojené Sroubovice do expandovaného polymerniho klubka, kde tento
fakt vyplyva ze skokové zmény interakéniho parametru ky pii 30°C.
Svinuti makromolekularnich klubek nastdvd v okamziku poklesu
hydrodynamického rozméru daného limitnim viskozitnim ¢islem, protoze
v tomto okamZiku dosahne koncentra¢niho maxima.
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V experimentalni ¢asti zaméfené na analyzu praskové formy HA, byla za
pouziti inverzni plynové chromatografie (SEA) definovana povrchova
energie, kde na zdklad¢ vysledkli dominuje predevSim disperzni Cast
povrchové energie a podil polarni slozky je velice nizky.

Bylo zjisténo pro 0% pokryti povrchu, ze celkova povrchova energie byla
30 ml/m% Povrchova struktura polymerniho prasku HA byla
vyhodnocena jako relativné nehomogenni a to hlavné na zékladé
trojnasobného poklesu povrchové energie, které bylo zjisténo pro 100%
pokryti- 11,7 md/mZ.

Dale lze také konstatovat, Ze celkovad povrchova energie je dana
distribu¢ni kfivkou v rozsahu 10- 34 mJ/m’ s maximem v 18,5 mJ/m?.
Pomoci praSkového reometru byla studovana a vyhodnocena tokova
ktivka, kde z hlediska makroskopického tokového chovani smykového
napéti oproti riznému typu zatizeni byl zjiStén parametr tokovosti
ff.=3,24. Ztéto analyzy bylo zjisténo, Ze praskova forma HA ma
charakter kohezni latky, kde toto tvrzeni potvrzuji namétfené uhly-
efektivni thel vnitiniho tfeni ¢.= 40,75° a thel vnitiniho tieni ¢i= 31,9°.

Z termogravimetrické analyzy bylo zjiSténo, Ze voda v nesuSeném vzorku,
ktery je praSkové konzistence zaujimal 13, 72 hm. %. Termicky rozklad
HA nastal v oblasti termogravimetrické kiivky v oblasti od 180°C az
300°C.

Pti pozorovani povrchu prasku pomoci SEM byl vyhodnocen valcovity a
kulovity tvar ¢astic s primérnou velikosti ptiblizné 70 pm.
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15. SEZNAM PRILOH

15.1 Priloha A: Vysledky z viskozimetrického méreni pro vodny
roztok HA

Tabulka 6. Pritbézné vypocty pro HA ve vodném roztoku bez pridavku-

cisty nemodifikovany roztok.

25°C
K kinematicka specificka ) Limitni viskozitni
oncentrace | . . 3 ) redukovana iy
viskozita viskozita : . ¢islo [n] (1/9)
¢ roztoku (v) (Vsp) viskozita (vreq) Hugginsova
(g/l) 2 P (I/9)
(m</s) - (-) konstanta ky (-)

0,4 5,71.10° 5,33 13,32
0,5 6,85.10° 6,59 13,18 M]= 12,68 /g
0,6 7,98.10° 7,84 13,07 k= 0,007
0,7 9,39.10° 9,04 13,43
1 1,33.10° 13,76 13,76

30°C
0,4 5,41.10° 5,76 14,40
0,5 6,72.10° 7,38 14,77 [n]= 14,80 /g
0,6 7,65.10° 8,55 14,25 ky=-0,003
0,7 8,78.10° 9,96 14,22
1 1,21.10° 14,14 14,15

35°C
0,4 5,06.10° 5,93 14,83
0,5 6,06.10° 7,30 14,60 [M]= 15,26 Vg
0,6 7,10.10° 8,74 14,56 k= -0,005
0,7 8,04.10° 10,02 14,31
1 1,10.10° 14,1 14,07

kinematicka viskozita rozpoustédla (v,):

25°C=9,03.10" m?%/s; 30°C= 8,01.10" m?/s; 35°C=7,30.10" m?/s
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Tabulka 7: Pritheézné vypocty pro HA ve vodném roztoku s pridavkem-1 kapky

0,1 M NaOH.
25°C 30°C 35°C

c v) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred)
@) |(m*s) [() |(Vg) |(m’fs) () |(g) |[(ms) () [(Vg)
0,4 |4,74.10° |4,25 |10,63 |4,35.10° [4,43 [11,09 |3,93.10° 4,39 [10,98
05 |6,38.10° 6,07 |12,14 |5,82.10° |6,26 |12,53 |5,37.10° 6,37 |12,73
06 8,29.10° (8,19 |[13,65 |6,84.10° |7,54 [1256 |6,24.10° |7,56 [12,59
0,7 9,09.10° [9,07 [12,96 |8,22.10° |9,26 [13,23 |7,47.10° 9,24 (13,20
1 1,34.10° |13,88 13,88 [1,09.10° |12,64 |12,64 |9,95.10° |12,64 |12,64

[n]= 9,70 Vg; k= 0,05 |[n]=11,12 V/g; ky= 0,02 |[n]= 11,16 l/g; ky= 0,02

kinematicka viskozita rozpoustédla (v,):
25°C=9,03.10" m°/s; 30°C=8,01.107 m’/s; 35°C=7,30.10" m?/s

Tabulka 8: Pritbezné vypocty pro HA ve vodném roztoku s pridavkem-2 kapek

0,1 M NaOH.
25°C 30°C 35°C

c ) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred)
@) |(m*s) [(-) |(Mg) |(m°fs) () |(Fg) | (m?fs) () |1(/g)
04 |4,54.10° [4,03 |10,08 |4,15.10° [4,18 |10,46 |3,79.10° 4,20 |10,50
05 |5,67.10° |528 [10,56 |5,15.10° |543 |10,85 |4,72.10° |5,48 |10,95
06 |7,08.10° 6,84 |11,40 |6,41.10° |7,00 |11,67 |5,82.10° |6,97 |11,62
0,7 /8,06.10° [7,93 |11,32 |7,22.10° |8,01 |11,45 |6,60.10° |8,05 |11,51
1 1,13.10° |11,51 11,51 |1,05.10° |12,06 |12,06 |9,43.10° |11,93 |11,93

[n]= 9,56 l/g; ky= 0,02 | [n]=9,70 Vg; k= 0,03 | [n]= 9,90 V/g; k,;= 0,02

Tabulka 9: Pribezné vypocty pro HA ve vodném roztoku s pridavkem-5 kapek

0,1 M NaOH.
25°C 30°C 35°C

C v) (Vsp) (Vred) ) (Vsp) (Vred) v) (Vsp) (Vred)
@) |[(m*s) [() |(g) |[(m’fs) () [(Fg) |(m?fs) () |(/g)
04 |3,82.10° 3,23 |8,07 |348.10° |3,34 (8,35 |3,19.10° |3,37 [8,43
05 |4,58.10° [4,08 |8,16 |4,14.10° |4,17 |8,34 |3,77.10° |4,17 8,33
06 |581.10° |544 |9,06 |7,07.10° [7,83 |13,05 [4,79.10° |556 |9,27
0,7 |6,94.10° |6,68 |9,55 |6,33.10° 6,90 [9,85 |5,78.10° |6,92 |9,88
1 1,01.10° 10,19 10,19 |9,16.10° |10,44 |10,44 |8,47.10° |10,60 |10,60

[n]= 6,59 V/g; ky=0,09 |[n]=8,03 I/g; ky=0,05 |[n]=6,74 V/g; ki;= 0,09

86




Tabulka 10: Priibezné vypocty pro HA ve vodném roztoku s pridavkem-10 kapek

0,1 M NaOH.
25°C 30°C 35°C

c v) (Vsp) (Vrea) | (V) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred)
@ |(m*s) () |(Fg) |(m’fs) () |(/g) |(m?fs) () [(/g)
04 |293.10° [2,25 |5,62 |2,62.10° |2,27 |568 |2,40.10° [2,29 |5,73
05 |3,55.10° [2,93 |587 |3,23.10° |3,03 [6,06 |2,91.10° [2,99 |5,97
06 |4,52.10° [401 |6,68 |4,10.10° |4,12 |6,86 |3,69.10° |4,06 |6,77
0,7 |571.10° |533 |7,62 |5,09.10° |535 |7,65 |4,62.10° |533 |7,61
1 8,38.10° (8,28 8,28 |7,54.10° [8,41 |841 |6,90.10° [8,46 |8,46

[ml= 3,79 l/g; ky=0,33 |[]=3,92 I/g; ky=0,31 |[n]=23,88 I/g; kiy= 0,33

Tabulka 11: Pribezné vypocty pro HA ve vodném roztoku s pridavkem-15 kapek

0,1 M NaOH.
25°C 30°C 35°C

c v) (Vsp) [ (Vred) | (V) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred)
@) |[(m%s) |() |(g) |(m?fs) () |(g) |(m?fs) () |(V9)
04 |2,65.10° [1,94 (4,85 |2,40.10° [2,00 |500 |2,19.10° [2,01 |5,02
05 |3,26.10° [2,61 |[522 [2,96.10° [2,69 |539 |2,70.10° {2,69 |5,39
06 [3,97.10° [3,40 |567 |359.10° |348 |580 |[3,29.10° |351 |5,84
0,7 |4,89.10° [4,42 |6,32 |4,45.10° |455 |6,50 |4,04.10° (4,54 |6,49
1 7,32.10° (7,12 |7,12 |6,63.10° 7,28 |7,28 |5,95.10° 7,15 |7,15

[n]=3,36 I/g; ky=0,34 |[n]=3,50 l/g; ky=0,32 |[n]=3,65 l/g; ky=0,27

Tabulka 12: Priibezné vypocty pro HA ve vodném roztoku s pridavkem-20 kapek

0,1 M NaOH.
25°C 30°C 35°C

C v) (Vsp) (Vred) v) (Vsp) (Vreq) ) (Vsp) (Vred)
N [(m’s) [(-)  |(g) [(ms) ) |(fg) | (m°fs) () [(/g)
04 |2,31.10° |156 (3,90 |2,06.10° [1,57 [3,93 |1,91.10° [1,62 |4,06
0,5 |3,04.10° [2,37 [4,74 |2,75.10° 2,43 |4,87 |2,48.10° {2,40 |4,80
06 |3,60.10° [2,99 (4,99 [3,23.10° |3,03 [505 [2,93.10° [3,02 |[5,03
0,7 |4,42.10° [3,90 |557 |4,03.10° 4,03 |576 |3,64.10° [3,99 |5,70
1 6,47.10° 6,17 |6,17 |5,75.10° |6,17 |6,17 |5,26.10° 6,21 |6,21

[ml= 2,79 l/g; ky= 0,46 | [M]=2,92 I/g; ky=0,41  |[n]=2,95 I/g; kiy= 0,40
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Tabulka 13: Pritbezné vypocty pro HA ve vodném roztoku s pridavkem-1 kapky

0,1 M HCI.
25°C 30°C 35°C

c v) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred)
@) |(m*s) [() |(Vg) |(m’fs) () [(Fg) | (m’fs) () |(/g)
04 |5,26.10° 4,83 |12,07 |4,79.10° [4,98 |12,46 |4,43.10° |5,07 |12,68
05 |6,63.10° 6,35 |12,69 |6,090.10° |6,61 |13,21 |5,51.10° |6,55 |13,11
06 |7,83.10° |7,68 |12,79 |7,10.10° |7,87 |13,12 |6,48.10° |7,88 |13,13
0,7 19,02.10° 8,99 |12,85 |8,13.10° |9,15 |13,07 |7,42.10° |9,17 |13,10
1 1,23.10° [12,63 |12,63 |1,12.10° |13,00 [13,00 [1,02.10° |13,02 |13,02

[n]= 12,22 I/g; ky= 0,00 | [n]=12,22 V/g; k= 0,00 |[n]=12,80 l/g; k= 0,00

Tabulka 14: Priibezné vypocty pro HA ve vodném roztoku s pridavkem-2 kapek

0,1 M HCI.
25°C 30°C 35°C

c v) (Vsp) | (Vrea) | (V) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred)
@) |[(m*s) [() |(Vg) [(m’fs) () [(Fg) | (m?fs) () [(Mg)
04 |5,08.10° 4,63 |11,57 |4,62.10° 4,77 |11,92 |4,25.10° 4,82 |12,05
05 |6,17.10° |584 |11,67 |5,59.10° |5,98 |[11,97 |5,09.10° |598 |[11,95
06 |7,18.10° 6,96 |11,59 |6,14.10° |6,67 |11,11 |5,73.10° |6,85 |11,42
0,7 1/8,80.10° 8,75 |12,50 |7,94.10° |8,91 |12,73 |7,30.10° |9,01 |12,87
1 1,20.10° (12,32 (12,32 [1,09.10° |12,57 |12,57 |9,92.10° |12,60 |12,60

[n]= 11,00 I/g; ky=0,01 | [m]=11,13 l/g; ky= 0,01 |[n]=11,32 l/g; k= 0,01

Tabulka 15: Pritbéezné vypocty pro HA ve vodném roztoku s pridavkem-5 kapek

0,1 M HCI.
25°C 30°C 35°C

C v) (Vsp) (Vred) ) (Vsp) (Vred) v) (Vsp) (Vred)
@) |[(m*s) [() |(g) |[(m°fs) () [(Fg) |(m?fs) () |(/g)
04 |4,12.10° |357 |8,92 |3,74.10° |3,67 [9,17 |3,44.10° |3,71 |9,27
05 |531.10° {489 |9,77 |4,85.10° |5,06 |[10,11 |4,42.10° |5,05 |10,11
06 |7,67.10° |7,50 |12,50 |5,94.10° |6,42 |10,70 |5,38.10° |6,38 |10,63
0,7 |7,73.10° |7,56 |10,80 |7,56.10° |8,44 |12,06 |6,35.10° |7,70 |11,00
1 1,09.10° |11,06 |11,06 [9,87.10° |11,33 |11,33 |8,91.10° |11,21 |11,21

[n]= 8,75 l/g; ky= 0,04 |[M]=8,39 I/g; k= 0,05 |[n]=8,54 I/g; ki;= 0,04
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Tabulka 16: Priibezné vypocty pro HA ve vodném roztoku s pridavkem-10 kapek

0,1 M HCIL.
25°C 30°C 35°C

c v) (Vsp) (Vrea) | (V) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred)
@ |(m*s) () |(Fg) |(m’fs) () |(/g) |(m?fs) () [(/g)
04 |3,18.10° [2,52 |6,30 |2,88.10° |2,60 [6,49 |2,60.10° 2,56 |6,41
05 |4,13.10° |357 |7,15 |3,77.10° 3,70 |7,41 |3,40.10° 3,65 |7,31
06 |54210° |501 (8,35 |4,50.10° 4,62 |7,70 |4,09.10° (4,61 |7,68
0,7 |6,18.10° |585 |[8,35 |6,19.10° |6,73 [9,61 |6,26.10° |7,58 [10,83
1 9,30.10° (9,30 9,30 [8,32.10° [9,39 |9,39 |7,62.10° 9,45 |9,45

[n]= 4,87 V/g; ky=0,20 |[n]=4,94 V/g; k= 0,20 [n]=4,76 I/g; ky= 0,25

Tabulka 17: Pribezné vypocty pro HA ve vodném roztoku s pridavkem-15 kapek

0,1 M HCI.
25°C 30°C 35°C

c v) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred)
@) |[(m%s) |()  |(fg) |(m’fs) () |(g) |(m’fs) () |(Vg)
04 |2,63.10° [1,91 (4,78 |2,39.10° [1,99 [4,97 |2,15.10° [1,95 |4,88
05 [3,26.10° [2,61 |522 |2,92.10° |2,65 [530 |2,67.10° [2,66 |5,31
06 |4,09.10° [353 |588 |3,67.10° |3,58 |597 |[3,36.10° 3,60 |6,00
0,7 |511.10° |466 |6,65 |4,61.10° |4,75 |6,79 |4,17.10° |4,71 |6,73
1 7,88.10° (7,73 |7,73 |7,11.10° |7,88 |7,88 |6,49.10° |7,90 |[7,90

= 2,83 V/g; ky= 0,63 |[M]=2,95 I/g; k= 0,58 | [m]=2,87 l/g; ky= 0,63

Tabulka 18: Priibezné vypocty pro HA ve vodném roztoku s pridavkem-20 kapek

0,1 M HCI.
25°C 30°C 35°C

C v) (Vsp) (Vred) v) (Vsp) (Vreq) ) (Vsp) (Vred)
@) |(m*s) () |(lg) |[(m°)s) () |(rg) |(m?fs) () [(/g)
04 |2,21.10° |145 (3,63 |2,00.10° [1,50 |3,75 |1,82.10° {149 |3,73
05 |2,86.10° [2,17 |4,34 |258.10° 2,23 (4,45 [2,33.10° [2,20 (4,40
06 |3,60.10° [2,99 |4,98 |3,24.10° |3,05 |508 |2,95.10° 3,04 |5,07
0,7 |4,18.10° 3,64 |519 |3,78.10° 3,72 |532 |3,42.10° 3,69 |5,27
1 7,05.10° (6,81 |6,81 |6,41.10° |[7,00 |7,00 |5,80.10° 6,95 |6,95

[nl= 1,71 Vg; k= 1,74 | [m]=1,77 Vg; ky= 1,67 | [n]=1,75 I/g; k= 1,70
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15.2 Priloha B: Vysledky z viskozimetrického méreni pro HA v
0,01 M roztoku KCI

Tabulka 19: Pribézné vypocty pro HA v 0,01 M roztoku KCI bez pridavku-

cisty nemodifikovany roztok.

25°C
kinematicka specificka . Limitni viskozitni
koncentrace | . . ; . redukovana by
viskozita viskozita . . ¢islo [n] (I/g)
C K viskozita (Vreq) Huaai
g/l roztoku (v) (Vsp) (1/g) ugginsova
(m?/s) ) konstanta ki (-)
0,4 1,85.10°° 1,07 2,67
0,5 2,07.10° 1,31 2,63 [n]= 1,82 I/g
0,6 2,46.10° 1,76 2,93 kn= 0,56
0,7 2,89.10° 2,23 3,19
1 4,16.10° 3,65 3,65
30°C
0,4 1,98.10°° 1,22 3,04
0,5 2,20.10° 1,47 2,94 [n]= 2,38 I/g
0,6 2,57.10° 1,87 3,12 k= 0,24
0,7 3,02.10° 2,38 3,41
1 4,24.10° 3,75 3,75
35°C
0,4 1,98.10°° 1,22 3,04
0,5 2,28.10° 1,55 3,10 [n]=2,48 I/g
0,6 2,58.10° 1,89 3,15 kn=0,20
0,7 2,96.10° 2,31 3,30
1 4,25.10° 3,76 3,76

kinematicka viskozita rozpoustédla (v):
25°C=8,93.10"" m*/s; 30°C= 8,01.10" m’/s; 35°C=7,24.10" m°/s
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Tabulka 20: Prubeézné

kapky 0,1 M NaOH.

vypocty pro HA v 0,01 M roztoku KCI s pridavkem-1

25°C 30°C 35°C
C v) (Vsp) | (Vred) | (V) (Vsp) | (Vred) | (V) (Vsp) | (Vrea)
@ |(m*s) () |(Fg) |(m’fs) () |(/g) |(m?fs) () [(/g)
04 ]1,81.10° [1,03 |2,56 |1,62.10° |0,81 [2,03 |1,50.10° 0,68 |1,69
05 |2,0510° [1,29 |2,58 |1,85.10° |1,07 [2,15 |1,69.10° |0,89 |1,78
06 |2,34.10° |1,61 (2,69 |2,12.10° 1,38 [2,30 |1,94.10° 1,17 |1,95
0,7 |2,73.10° [2,06 (2,94 |2,47.10° |1,76 |2,52 |2,25.10° |1,52 |2,17
1 3,96.10° 3,43 (3,43 |3,52.10° (2,94 [2,94 [3,18.10° (2,56 |2,56

[n]= 1,85 l/g; ky= 0,45

[m]=1,39 V/g; ky= 0,81

[n]=1,63 l/g; ky= 1,34

kinematicka viskozita rozpoustédla (v,):

25°C=8,93.10" m?%/s; 30°C=8,01.107 m%/s; 35°C=7,24.10" m?/s

Tabulka 21: Prubezné vypocty pro HA v 0,01 M roztoku KCI s pridavkem-2
kapek 0,1 M NaOH.

25°C 30°C 35°C
C ) (Vsp) (Vrea) | (V) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred)
@) |[(m%s) |() |(fg) |(m?fs) () |(g) |(m?fs) () |(Vg)
04 |1,78.10° |0,99 (2,49 |1,61.10° |0,80 |2,01 |1,48.10° (0,65 |1,63
05 |2,01.10° [1,25 (2,49 |1,82.10° |1,04 |2,07 |1,67.10° |0,87 |1,75
06 |2,39.10° [1,68 (2,79 |2,16.10° [1,41 |2,36 |1,95.10° [1,19 |1,98
0,7 |2,72.10° [2,05 (2,93 |2,44.10° |1,73 |2,47 |2,21.10° [1,48 |2,11
1 3,91.10° (3,38 3,38 [3,49.10° (2,91 |2,91 [3,14.10° [252 |2,52

[n]= 1,81 l/g; ky= 0,48

[n]=1,38 l/g; ky= 0,82

[n]=1,04 I/g; ky=1,39

Tabulka 22: Pribezne vypocty pro HA v 0,01 M roztoku KCI s pridavkem-5
kapek 0,1 M NaOH.

25°C 30°C 35°C
c v) (Vsp) [ (Vred) | (V) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred)
(9/) [(m?fs) () (lg) | (m%s) ) |(fg) | (m°s) () [(/g)
04 |1,76.10° |0,97 |[2,44 |1,60.10° 0,79 |1,97 |1,47.10° (0,65 |1,63
05 [1,99.10° [1,23 (2,46 |1,81.10° [1,03 |2,05 |1,65.10° |0,84 |1,69
06 |2,33.10° |1,61 (2,69 |2,10.10° [1,36 |2,26 |1,91.10° [1,13 |1,89
0,7 [2,69.10° [2,01 |2,87 |2,41.10° (1,69 |2,42 |[2,21.10° |1,47 |2,10
1 3,82.10° |3,28 (3,28 [3,46.10° |2,88 2,88 [3,11.10° (2,49 |2,49

[n]= 1,80 l/g; ky= 0,46

[n]=1,31 V/g; k= 0,90

[n]=1,00 V/g; k.= 1,52
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Tabulka 23: Pribezné vypocty pro HA v 0,01 M roztoku KCI s pridavkem-10
kapek 0,1 M NaOH.

25°C 30°C 35°C
c v) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred)
@) |(m*s) [() |(Vg) |(m’fs) () [(Fg) | (m’fs) () |(/g)
04 |1,70.10° [0,90 |2,26 |1,54.10° 0,72 (1,81 |1,41.10° |0,58 |1,45
05 [1,98.10° [1,21 |2,42 |1,80.10° 1,02 [2,04 |1,62.10° |0,82 |1,64
06 [2,28.10° |1,56 |2,59 |2,05.10° |1,30 (2,16 |1,88.10° |1,11 |1,84
0,7 12,59.10° [1,90 |2,72 |2,32.10° |1,60 [2,28 |2,11.10° |1,36 |1,94
1 3,74.10° [3,18 |3,18 |3,37.10° [2,77 (2,77 |3,02.10° 2,38 2,38

[n]= 1,66 I/g; k= 0,56

[n=1,23 I/g; ky= 1,03

[n]=0,87 I/g; ky= 2,01

Tabulka 24: Prubezné vypocty pro HA v 0,01 M roztoku KCI s pridavkem-15
kapek 0,1 M NaOH.

25°C 30°C 35°C
c v) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred)
@) |[(m*s) [() |(Vg) [(m’fs) () (lg) [(m*s) () [(Mg)
04 |1,72.10° 0,92 |2,30 |1,54.10° 0,72 [1,81 |1,42.10° |0,59 |1,48
05 [1,96.10° (1,19 |2,38 |1,77.10° |0,98 [1,96 |1,62.10° 0,81 |1,62
06 [250.10° [1,79 |2,99 [2,04.10° 1,28 [2,14 |1,88.10° |1,10 |1,83
0,7 |2,56.10° [1,87 |2,67 |2,34.10° 1,62 [2,31 |2,13.10° |1,38 |1,97
1 3,63.10° [3,06 |3,06 |3,25.10° [2,64 [2,64 |2,96.10° |2,31 [2,31

[n]= 1,91 VVg; k= 0,33

[n]=1,28 I/g; k= 0,85

[n]=0,95 V/g; k= 1,56

Tabulka 25: Priubezné vypocty pro HA v 0,01 M roztoku KCI s pridavkem-20
kapek 0,1 M NaOH.

25°C 30°C 35°C
C v) (Vsp) (Vred) ) (Vsp) (Vred) v) (Vsp) (Vred)
@) |[(m*s) [() |(Vg) |[(m’fs) () [(Fg) |(m?fs) () |(/g)
04 |1,67.10° |0,87 |2,18 |1,52.10° |0,70 |1,74 |1,40.10° |057 |1,41
05 [1,89.10° |1,11 |2,23 |1,70.10° |0,90 [1,81 |1,57.10° |0,75 |1,51
06 [2,23.10° [1,49 |2,48 [2,00.10° |1,24 [2,06 |1,84.10° |1,05 |1,76
0,7 |2,54.10° |1,84 |2,63 [2,29.10° |156 [2,23 |2,10.10° 1,35 [1,92
1 3,55.10° (2,98 (2,98 [3,23.10° [2,61 (2,61 |2,89.10° 2,24 |[2,24

[n]=1,91 VVg; k= 0,33

[m]=1,12 Vg; k= 1,20

[n]=0,86 I/g; k= 1,91
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Tabulka 26: Pribezné vypocty pro HA v 0,01 M roztoku KCI s pridavkem-1
kapky 0,1 M HCI.

25°C 30°C 35°C
C v) (Vsp) | (Vred) | (V) (Vsp) | (Vred) | (V) (Vsp) | (Vrea)
@ |(m*s) () |(Fg) |(m’fs) () |(/g) |(m?fs) () [(/g)
04 |1,81.10° [1,02 |255 |1,65.10° |0,85 [2,12 |1,50.10° |0,68 |1,71
05 |2,11.10° [1,36 (2,72 [1,90.10° [1,13 |2,26 |1,74.10° |0,95 |1,89
06 |2,34.10° [1,62 (2,70 |2,11.10° 1,36 |2,27 |1,95.10° 1,18 |1,97
0,7 |2,73.10° [2,05 (2,93 |2,47.10° |1,76 |2,52 |2,26.10° [1,53 |2,19
1 3,93.10° 3,40 (3,40 |3,52.10° [2,94 [2,94 [3,18.10° (2,56 |2,56

[n]= 1,96 Vg; kp= 0,37

[n]=1,53 I/g; ky= 0,59

[nl=1,16 l/g; k= 1,06

Tabulka 27: Pribézné vypocty pro HA v 0,01 M roztoku KCl s pridavkem-2
kapek 0,1 M HCI.

25°C 30°C 35°C
c v) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred)
@) |[(m%s) |()  |(fg) |(m’fs) () |(g) |(m’fs) () |(Vg)
04 |1,78.10° [1,00 (2,49 |1,64.10° |0,84 |2,10 |1,47.10° (0,65 |1,62
05 |2,08.10° [1,33 |2,66 |1,88.10° |1,11 [2,21 |1,72.10° 0,93 |1,86
06 |2,34.10° [1,62 (2,71 |2,10.10° 1,35 |2,26 |1,90.10° 1,13 |1,89
0,7 |2,71.10° 2,04 (2,91 |2,44.10° |1,73 |2,47 |2,22.10° [1,48 |2,12
1 3,80.10° (3,35 3,35 [3,52.10° (2,94 |2,94 |3,15.10° (2,53 |2,53

[n]= 1,91 VVg; ky= 0,39

[n]=1,49 l/g; k= 0,64

[n]=1,06 l/g; k= 1,32

Tabulka 28: Prubezné vypocty pro HA v 0,01 M roztoku KCI s pridavkem-5
kapek 0,1 M HCI.

25°C 30°C 35°C
C v) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vrea) | (V) (Vsp) (Vred)
@) |(m*s) () |(lg) |(m’)s) () |(/g) |(m?fs) () [(/g)
04 |1,71.10° |0,92 (2,30 |1,55.10° 0,74 |1,85 |1,42.10° |0,59 |1,48
05 |2,01.10° [1,25 (2,50 |1,82.10° [1,04 |2,07 |1,66.10° |0,86 |1,72
06 |2,2510° |151 |[2,52 [2,02.10° |1,26 (2,10 |1,86.10° [1,08 [1,80
0,7 |2,58.10° [1,89 (2,70 [2,30.10° |1,58 [2,25 [2,11.10° 1,36 |[1,94
1 3,77.10° (3,22 3,22 |3,38.10° (2,78 |2,78 [3,10.10° [2,47 |2,47

[n]= 1,69 Vg; ky= 0,53

[n]=1,25 Vg; k= 0,96

[n]=0,86 VVg; ky=2,17
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Tabulka 29: Pribezné vypocty pro HA v 0,01 M roztoku KCl s pridavkem-10
kapek 0,1 M HCI.

25°C 30°C 35°C
c v) (Vsp) | (Vred) | (V) (Vsp) | (Vred) | (V) (Vsp) | (Vrea)
@) |(m*s) [() |(Vg) |(m’fs) () [(Fg) | (m’fs) () |(/g)
04 |1,65.10° (0,85 |2,12 |1,50.10° |0,68 |[1,71 |1,36.10° 0,52 [1,30
05 [1,89.10° |1,12 |2,24 |1,73.10° |0,94 [1,87 |1,55.10° |0,74 |1,47
06 [2,12.10° 1,37 |2,29 [1,91.10° |1,13 [1,89 |1,73.10° |0,93 |1,56
0,7 |245.10° |1,75 |2,50 [2,19.10° |1,45 [2,07 |1,99.10° |1,23 |1,75
1 3,49.10° 2,91 |2,91 |3,16.10° [2,53 [2,53 |2,86.10° |2,20 [2,20

[n]= 1,56 I/g; k.= 0,55

[n]=1,15 l/g; k= 1,04

[n]=0,70 /g; ki= 3,02

Tabulka 30: Pribezné vypocty pro HA v 0,01 M roztoku KCl s pridavkem-15
kapek 0,1 M HCI.

25°C 30°C 35°C

c ) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred) | (V) (Vsp) (Vred)
@) |[(m*s) [() |[(Mg) |[(m°fs) () [(g) | (m?fs) () |(/g)
04 |1,60.10° |0,79 |1,97 [1,46.10° |0,64 [1,59 |1,33.10° |0,49 |1,22
05 [1,83.10° [1,04 |2,09 |1,65.10° |0,85 |[1,70 |1,49.10° |0,67 |1,34
06 |2,0210° |1,26 |2,09 |1,81.10° |1,02 [1,70 |1,64.10° |0,83 |1,39
0,7 |2,31.10° |1,58 |2,26 |2,07.10° |1,31 |1,88 |1,88.10° |1,11 |1,58
1 3,47.10° (2,89 |2,89 |3,07.10° [2,44 |[2,44 |2,80.10° 2,13 [2,13

[n]=1,27 Vg; k= 0,96

[n]=0,95 I/g; k= 1,59

[n]=0,56 l/g; k= 5,18

Tabulka 31: Prubezné vypocty pro HA v 0,01 M roztoku KCI s pridavkem-20
kapek 0,1 M HCI.

25°C 30°C 35°C
c v) (Vsp) (Vrea) | (V) (Vsp) (Vrea) | (V) (Vsp) (Vred)
@) |[(m*s) [() |(g) |[(m’fs) () [(Fg) |(m?fs) () |(/g)
04 |1,65.10° |0,84 |2,10 |1,37.10° |0,54 [1,34 |1,26.10° |0,40 |1,01
05 [1,75.10° (0,96 [1,91 |1,57.10° |0,75 |[1,51 |1,43.10° 0,60 |1,20
06 [1,93.10° 1,17 [1,94 |1,73.10° |0,94 |[1,56 |1,59.10° [0,78 |1,29
0,7 12,22.10° 1,49 |2,12 [1,98.10° 1,22 [1,74 |1,83.10° |1,05 [1,50
1 3,22.10° 2,61 |2,61 |2,86.10° 2,21 [2,21 |2,59.10° |1,90 [1,90

[n]= 1,49 Vg; k= 0,46

[n]=0,76 Vg; k= 2,47

[1=0,44 Vg; k.= 7,97
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