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ABSTRAKT 

Tato diplomová práce je zaměřena na studium mechanických vlastností dynamicky namá-

haného hyaluronanu v tahu. Teoretická část se zabývá strukturou hyaluronanu a moţnostmi 

jeho chemické modifikace s dŧrazem na přípravu filmŧ, síťovaných pomocí rŧzných síťo-

vacích činidel. Další kapitoly popisují princip dynamické mechanické analýzy a hodnotí 

termické a mechanické vlastnosti zkoumané pomocí vybraných metod. Experimentální část 

se věnuje přípravě síťovaného i nesíťovaného hyaluronanu o rŧzné molární hmotnosti ve 

formě filmu. Dále je popsáno vytváření optimální a reprodukovatelné metody pro měření 

filmŧ pomocí dynamické mechanické analýzy. Závěrem jsou hodnoceny mechanické 

vlastnosti připravených filmŧ, měřené jako teplotní a frekvenční závislosti. 
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ABSTRACT 

This thesis is focused on the study of mechanical properties of dynamically stressed hyalu-

ronan by tension. The theoretical part deals with structure of hyaluronan and the possibili-

ties of its chemical modification with emphasis on preparation of films, cross-linked with 

different cross-linking agents. Other chapters describe the principle of dynamic mechanical 

analysis and evaluate thermal and mechanical properties examined by selected methods. 

The experimental part deals with preparation of cross-linked and non-cross-linked hyalu-

ronan of various molecular weights in the form of film. Further, the creation of an optimal 

and reproducible method for measuring films by using dynamic mechanical analysis is 

described. In the end there are evaluated mechanical properties of the prepared films, 

measured as temperature and frequency dependencies. 
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ÚVOD 

V posledních letech se stále více rozvíjí aplikace biopolymerŧ, zejména proteinŧ a 

polysacharidŧ, v rŧzných odvětvích prŧmyslu. Jednou z těchto látek je i kyselina hyaluron-

ová, polysacharid o velké molekulové hmotnosti, který se skládá ze dvou opakujících se 

disacharidových jednotek. V roce 1934 do té doby neznámou látku poprvé izolovali 

z kravských očí Karl Mayer s kolegou Johnem Palmerem a pojmenovali ji jako kyselina 

hyaluronová. Skutečný potenciál této látky byl však objeven aţ roku 1942 maďarským 

vědcem Endre A. Balazsem, který vytvořil první patent jejího vyuţití jako náhradu vaječ-

ného bílku pro pekařský prŧmysl. Balazs věnoval značnou část ţivota studiu kyseliny 

hyaluronové. Vytvořil mnoho patentŧ týkajících se rŧzných postupŧ izolace a aplikace této 

látky. Mimo jiné zjistil, ţe se tato kyselina častěji vyskytuje ve formě soli a zasadil se o 

zařazení termínu “hyaluronan“ do mezinárodního názvosloví polysacharidŧ. V 50. letech 

20. století byla kyselina hyaluronová poprvé pouţita v oblasti medicíny jako náhrada oční-

ho sklivce. Od té doby se tato látka stala velmi atraktivním biomateriálem, který našel 

uplatnění v mnoha odvětvích, jako například farmacie, kosmetický prŧmysl, tkáňové inţe-

nýrství, ortopedie, oftalmologie a dalších oblastech medicíny. 

Jednou z předních vlastností kyseliny hyaluronové je její schopnost vázat a udrţovat 

velké mnoţství vody. Díky svým hydrofilním vlastnostem mŧţe její řetězec ve vodných 

roztocích expandovat aţ na tisícinásobek svého pŧvodního objemu. Kyselina v čistém sta-

vu poměrně rychle podléhá biodegradaci a mŧţe být lehce znečištěna rŧznými mikroorga-

nismy. Proto bývá často modifikována pomocí konzervačních látek a síťovacích činidel, 

coţ vede k tvorbě hydrogelŧ, které jsou mnohem odolnější vŧči pŧsobení bioaktivních lá-

tek. Molekulová hmotnost kyseliny hyaluronové je poměrně vysoká. Pohybuje se mezi sto 

tisíci aţ několika miliony Daltonŧ, v závislosti na zdroji a metodě jejího získávání. Dalším 

typickým znakem je viskoelastické chování hyaluronanu. Se zvyšující se koncentrací kyse-

liny a s rostoucí molekulovou hmotností mají její roztoky značně nenewtonské chování a 

velmi vysokou viskozitu. 

Dynamická mechanická analýza je velmi uţitečnou metodou při studiu viskoelastic-

kých materiálŧ. Jejím principem je sledování odezvy materiálu na vybuzené kmity. Zpra-

vidla slouţí k měření teplotních a frekvenčních závislostí komplexního modulu. Díky tomu 

lze identifikovat řadu přechodŧ v polymerních materiálech a určit souvislosti mezi jejich 

mechanickými vlastnostmi a strukturou. Testování vzorkŧ pomocí dynamické mechanické 
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analýzy je obvykle nedestruktivní, jelikoţ na materiál zpravidla pŧsobí podstatně menší 

napětí neţ při zkouškách statických. 

Cílem této diplomové práce je dynamická mechanická analýza filmŧ hyaluronanu 

z hlediska viskoelastických vlastností v závislosti na teplotě a frekvenci mechanického 

zatěţování. Dále také vytvoření optimálních a reprodukovatelných metod, coţ je základ-

ním předpokladem pro zisk kvalitních výsledkŧ pro následnou analýzu. Součástí práce je 

také příprava nemodifikovaných a síťovaných filmŧ hyaluronanu o rŧzné molekulové 

hmotnosti. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 KYSELINA HYALURONOVÁ 

Kyselina hyaluronová (HA) je vysokomolekulární biopolymer řadící se mezi polysa-

charidy. Její molekula je tvořena opakující se jednotkou N-acetyl glukosaminu a kyseliny  

D-glukoronové. Molekulová hmotnost jedné makromolekuly mŧţe dosahovat od stovek 

tisíc aţ po několik milionŧ Daltonŧ, v závislosti na zdroji a metodě, pomocí které se získá-

vá [1,2]. Zpravidla se vyskytuje u řady ţivočichŧ, bakteriálních kmenŧ a podle Kendalla 

[3] ji lze nalézt i u některých druhŧ řas. Mezi její základní biologické funkce lze zařadit 

kontrolu tkáňové hydratace a transportu vody, zachovávání viskoelasticity tekutin spojova-

cích tkání a supramolekulární shromaţďování proteoglykanŧ v mezibuněčném prostoru. 

Z aplikačního hlediska bývá vyuţívána například jako lubrikant v ortopedii, látka zvyšující 

viskozitu očních kapek v oftalmologii nebo jako materiál zvyšující hydrataci a elasticitu 

pokoţky v kosmetice. Existuje i jistý potenciál jejího budoucího pouţití jako nosiče při 

cílené dopravě léčiv pro léčbu nádorových onemocnění.[1,4,5,15] 

1.1 Výskyt a výroba 

Kyselina hyaluronová je dŧleţitou součástí mezibuněčné hmoty (extracelulární 

matrix) pojivových tkání. Slíva a Minárik [2] uvádí, ţe lidské tělo o hmotnosti 70 kg  

obsahuje zhruba 15 g tohoto biopolymeru. Přibliţně jedna třetina je spotřebována během 

dne a toto mnoţství se pravidelně obnovuje. Nejčastěji se vyskytuje ve formě soli. Zpravi-

dla vytváří chemickou vazbu se sodíkem za vzniku hyaluronátu sodného (hyaluronan).  

Největší mnoţství hyaluronanu odpovídající přibliţně 50 % jeho celkového mnoţství se 

vyskytuje v pokoţce (epidermis a dermis), kde poskytuje buňkám mobilitu a vytváří  

vhodné prostředí pro jejich pohyb mezibuněčným prostorem [1,6,13]. Díky své schopnosti 

vázat obrovské mnoţství vody také výrazně napomáhá hydratovat pokoţku a zvyšovat její 

elasticitu. Hyaluronan se dále vyskytuje v koncentraci přibliţně 3-4 mg.ml
-1 

ve spojení 

s proteiny v synoviální tekutině. Tato tekutina tvoří vrstvu silnou asi 2 μm pokrývající 

vnitřní povrch kloubŧ. HA zde pŧsobí jako lubrikant. Díky svým viskoelastickým vlastnos-

tem sniţuje tření a absorbuje tlakové nárazy, čímţ dochází ke zmírnění opotřebování klou-

bŧ. Kvŧli tomuto namáhání je neustále degradována a následně znovu obnovována [1,7]. 

Hyaluronan se taktéţ vyskytuje v očním sklivci o koncentraci 0,1 mg.ml
-1

. Na povrchu oka 

vytváří hydratační film, který slouţí k udrţení dostatečné vlhkosti a také jako ochrana  

tkáně před mechanickým poškozením [1,8]. Ve vyšších koncentracích se HA vyskytuje 
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ještě v pupeční šňŧře a kohoutích hřebíncích, které se zvláště v minulosti staly preferova-

ným zdrojem její prŧmyslové výroby. 

Kromě ţivočišných zdrojŧ lze hyaluronan nalézt u některých bakteriálních kmenŧ 

v jejich slizovitých obalech (membránách). Membrány jsou pouţívány k zapouzdření bak-

teriálních buněk. Tyto buňky jsou pak nerozpoznatelné imunitním systémem, jelikoţ je 

kyselina hyaluronová biokompatibilní a nevyvolává imunitní reakci organismu. Mezi bak-

teriální kmeny obsahující HA lze zařadit například Pasteurella multocida, Streptococcus 

zoopidemicus, Streptococcus pyogenes nebo Streptococcus equi. Zmíněné kultury patří 

v současnosti k velmi významným zdrojŧm prŧmyslové produkce kyseliny  

hyaluronové. [1,9,14] 

Prŧmyslová výroba kyseliny hyaluronové je moţná pomocí rŧzných postupŧ. Jedna 

z prvních metod, zaloţená na extrakci z ţivočišných tkání, byla vytvořena v roce 1968 

Swannem [13]. Jako výchozí surovina pro tento zpŧsob izolace byly pouţity kohoutí hře-

bínky a lidské pupeční šňŧry. Tyto jsou nejprve zmrazeny, aby došlo k rozrušení buněčné 

stěny, a následně jsou rozemlety na malé kousky. Takto připravená surovina poté prochází 

extrakcí v etanolu s přídavkem cetylpyridinium chloridu, chloroformu a vody. Extrakce je 

několikrát opakována, aby bylo dosaţeno co nejvyšší čistoty. Získaný materiál je pak třeba 

přefiltrovat od extrakční směsi a stabilizovat pomocí přídavku NaCl. Výsledný produkt 

obsahuje 0,5 % bílkovin a jeho výtěţnost se pohybuje okolo 1 g.kg
-1

 výchozí látky. Pro 

další sníţení obsahu bílkovin pod 0,1 % je moţno vyuţít čištění pomocí iontově výměnné 

chromatografie [11,13]. Hlavní nevýhodou této metody je degradace produktu zpŧsobená 

aktivitou enzymu hyaluronidázy a moţnost kontaminace viry z proteinové surovinové zá-

kladny. Další nevýhodou je také náročnost samotného procesu extrakce, kdy musí být do-

drţeny striktní podmínky. Takto připravený hyaluronan se předně vyuţíval k laboratorním 

účelŧm s cílem charakterizovat biopolymer a jeho aplikační moţnosti [1,12,13]. V roce 

1979 maďarský výzkumník Balazs vyvinul postup izolace a purifikace hyaluronanu 

z ţivočišných zdrojŧ, který splňoval kritéria prŧmyslové výroby s moţností pouţití HA pro 

farmaceutické aplikace [10]. 

Další moţností výroby kyseliny hyaluronové je metoda bakteriální fermentace. Mezi 

nejpouţívanější bakteriální kmeny pro tyto postupy se řadí zejména Streptococcus equi a 

Streptococcus zoopidemicus. Kultivace bakteriální buněčné struktury probíhá v roztocích 

glukózy a fruktózy s obsahem soli a kvasinek při rozmezí teplot 30-37 °C a pH mezi 7-8,5. 

Vytvořené kultury produkují hyaluronan ve svých membránách. Ten je dále izolován za 
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pomoci filtrace a sráţení pomocí propanolu s acetátem sodným. Výtěţnost této metody se 

pohybuje v rozmezí 5-7 g.l
-1

 [11,13,14]. Vzhledem k tomu, ţe vstupní materiály nejsou 

ţivočišného pŧvodu, je tímto postupem zabráněno kontaminaci produktu priony (infekční 

bílkoviny) a viry. Nevýhodu této metody je moţno spatřit v moţné kontaminaci produktu 

bakteriálními endotoxiny, které mohou zpŧsobovat zánětlivé reakce při styku s ţivou tkání 

[13,14]. 

 V současnosti stále probíhá výzkum ve snaze dosáhnout vyšší výtěţnosti hyalurona-

nu zejména u procesu fermentace, který se staví do popředí zájmŧ, jelikoţ jsou tyto metody 

méně nákladné a taktéţ měně zatěţují ţivotní prostředí. Ke zvýšení efektivity je přistupo-

váno z více směrŧ. V prvním případě je to snaha o optimalizaci stávajících postupŧ  

změnou procesních podmínek. V druhém případě pak nalezení nových zdrojŧ výroby,  

například pouţití odlišných bakteriálních kmenŧ, či příprava rekombinantních mikroorga-

nismŧ (geneticky modifikované) produkujících vyšší mnoţství HA. Součástí těchto vý-

zkumŧ je také snaha o přípravu hyaluronanu o vyšších molekulových hmotnostech a niţší 

polydisperzitě. Tyto vlastnosti jsou odlišné na základě výchozího zdroje a pouţité metody 

[1,11,13]. 

 

Tabulka 1 – Hodnoty relativní molekulové hmotnosti HA připravené z rŧzných zdrojŧ [11] 

Tkáň 
Relativní molekulová  

hmotnost  
Technika měření 

lidská pupeční šňůra 3,4 x 106 rozptyl světla 

hovězí sklivec 
7,7 x 104 rozptyl světla 

1,7 x 106 sedimentace a difuze 

hovězí synoviální tekutina 14 x 106 rozptyl světla 

lidská synoviální tekutina zdravá  6 x 106 rozptyl světla 

revmatická (2,7 - 4,5) x 106 rozptyl světla 

kohoutí hřebínek 1,2 x 106 sedimentace 

Streptokokové kultury 
0,115 x 106 

sedimentace a viskozimetrie 
0,93 x 106 
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1.2 Struktura kyseliny hyaluronové 

Z hlediska chemické struktury kyseliny hyaluronové se jedná o glykosaminoglykan. 

Jedná se o nevětvený, lineární mukopolysacharid. Je tvořený opakující se disacharidovou 

jednotkou sloţenou z β(1,3)-D-glukuronové kyseliny a β(1,4)-N-acetyl-glukosaminu 

v poměru 1:1. V molekule jsou navzájem spojeny glykosidickou vazbou a kaţdá jednotka 

obsahuje jednu karboxylovou skupinu, čtyři hydroxylové a jednu acetamidovou skupinu. 

Na rozdíl od jiných glykosaminoglykanŧ nacházejících v mezibuněčné hmotě (např. chon-

drotin a heparin) neobsahuje sulfátovou skupinu. Díky velkému mnoţství hydroxylových 

skupin je kyselina hyaluronová schopna velmi dobře vázat vodu. Ve vodném prostředí 

dochází k disociaci karboxylových skupin. Díky tomu je HA velmi dobře rozpustná  

ve vodě. Tyto disociované skupiny taktéţ umoţňují navázání kationtŧ rŧzných kovŧ  

(např. Na
+
, K

+
, Ca

2+
), či jiné kladně nabité látky, a vytvářet tak příslušné soli. Monovalent-

ní ionty mohou vytvářet vazby pouze s jednou skupinou COO
-
. Bivalentní ionty pak mo-

hou být navázány na dvě takové skupiny, v dŧsledku čehoţ mŧţe docházet k tvorbě větších 

domén v rámci jednoho řetězce. Beta konfigurace umoţňuje, aby všechny objemné skupi-

ny (hydroxylové, karboxylová a acetamidová) mohly zaujmout stericky výhodné ekvatori-

ální pozice a malé atomy vodíku pak zabírají méně stericky příznivé axiální polohy. Díky 

tomu je tato disacharidová struktura, prezentovaná na Obr. 1, energeticky velmi stabilní. 

[2,4,15,16] 

 

 

Obr. 1 – Strukturní jednotka kyseliny hyaluronové s disociovanou karboxylovou skupinou 

(Vytvořeno a upraveno podle [16]) 
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Velikost řetězcŧ kyseliny hyaluronové se mŧţe pohybovat v rozmezí od 0,2 do  

10 MDa. Nejčastější velikost však zpravidla bývá mezi 2-5 MDa. Počet disacharidových 

jednotek v celé makromolekule HA mŧţe dosahovat 10 000 a více, přičemţ molekulová 

hmotnost jedné takové jednotky odpovídá zhruba 400 Da. Vzhledem k tomu, ţe prŧměrná 

délka disacharidové jednotky se pohybuje okolo 1 nm, lze předpokládat, ţe plně nataţený 

řetězec HA dosahuje délky 10 μm. Tato délka zhruba odpovídá velikosti lidské červené 

krvinky. Na Obr. 2, získaného pomocí elektronové mikroskopie, jsou vidět propletené 

hyaluronové molekuly na rovném povrchu zastíněné těţkým kovem pro získání kontrastu. 

[1,2,16] 

 

Obr. 2 – Snímek elektronové mikroskopie propletených molekul HA [16] 

 

Kromě výše popsané primární struktury lze u kyseliny hyaluronové pozorovat taktéţ 

strukturu sekundární. Tato byla zkoumána zejména v roztocích, kde dochází k disociaci 

karboxylové skupiny, díky čemuţ se HA chová jako záporně nabitý elektrolyt. Stupeň di-

sociace závisí na iontové síle, pH a teplotě. Počet disociovaných skupin ovlivňuje konfor-

maci i rozměry řetězce a také stupeň jeho hydratace [11]. Sekundární struktura je tvořena 

dvakrát stočenou šroubovicí v rámci jedné tetrasacharidové jednotky, která je celkově sto-

čena o 360° oproti sousedním. Kaţdá disacharidová jednotka je tedy pootočena o 180° 

vŧči předcházející i následující jednotce v řetězci HA. Toto stáčení řetězce je dŧsledkem 

existence intramolekulárních vodíkových vazeb.[1,6,17]  
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Vodíkové mŧstky mohou vznikat dvěma rŧznými zpŧsoby, v závislosti na sloţení 

roztoku. Tyto odlišné mechanismy jsou prezentovány na Obr. 3. V prvním případě (a) 

vznikají přímé vodíkové vazby mezi hydroxylovými, acetamidovými a karboxylovými 

skupinami. To bylo pozorováno v čistém roztoku dimethyl sulfoxidu. U vodných roztokŧ 

dimetyl sulfoxidu (b) bylo pozorováno nahrazení těchto vazeb vodíkovým mŧstkem přes 

molekulu vody mezi acetamidovou a karboxylovou skupinou. [17,18,19] 

 

Obr. 3 – Sekundární struktura kyseliny hyaluronové v roztocích [18] 

 

Cowman ve své publikaci [15] popisuje konformaci nataţených vláken hyaluronanu 

v pevném stavu. Vyhodnocení proběhlo na základě rentgenové difrakce. Uvádí, ţe jedno-

duchá šroubovice HA obsahuje 2, 3 nebo 4 disacharidové jednotky v rámci jejího otočení o 

360°. Počet jednotek se liší v závislosti na přítomných iontech (H
+
, Na

+
, K

+
, Ca

2+
, atd.). 

V rámci tohoto výzkumu byl taktéţ pozorován výskyt dvojité šroubovice za přítomnosti 

méně obvyklých iontŧ (H
+
/K

+
, Rb

+
, NH4

+
). Obě tyto struktury jsou stabilizovány vodíko-

vými vazbami, spojující sousední zbytky cukru přes obě glykosidické vazby. Scott [17] se 

o daném výzkumu taktéţ zmiňuje a udává, ţe jednoduchá šroubovice je pozorována u 

vzorkŧ připravených za vyššího pH. Vzorky u nichţ se vyskytovala dvoušroubovice, byly 

připraveny při pH niţším, neţ by bylo moţno dosáhnout ve fyziologickém prostředí. 
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Další studie prokázaly existenci hydrofobních, nepolárních oblastí v rámci jednoho 

řetězce kyseliny hyaluronové. Tyto části jsou tvořeny axiálními vodíky z osmi C-H skupin, 

umístěných střídavě na obou stranách šroubovice. Naopak ekvatoriálně uloţené boční ře-

tězce tvoří polární a hydrofilní část molekuly. Díky existenci těchto oblastí se mohou  

molekuly HA vzájemně shlukovat a vytvářet tak terciární strukturu polymeru. Dochází 

k vytváření antiparalelní (protisměrně orientované) struktury. Toto shlukování mŧţe probí-

hat po obou stranách šroubovice, čímţ dochází k tvorbě rozsáhlé molekulové fyzikální sítě 

označované jako matrice kyseliny hyaluronové. Mechanismus tvorby antiparalelní struktu-

ry je prezentován na Obr. 4a, znázornění vzniku mezimolekulární sítě pak na Obr. 4b.  

Hydrofobní části molekul (na obrázku znázorněny šrafovaně) se mohou skládat vţdy jen 

proti sobě. Výsledné struktury jsou stabilizovány vznikem intermolekulárních vodíkových 

vazeb mezi karboxylovou a acetamidovou skupinou. [1,6,16-19] 

 

Obr. 4 – Terciální struktura (a) a matrice (b) kyseliny hyaluronové [6] 

 

Řetězce hyaluronanu zaujímají v roztocích konformaci statistického klubka, jehoţ 

tuhost je dána přítomností vodíkových vazeb. Při vyšší koncentraci hyaluronanu dochází 

ke zpevňování sítě. Molární hmotnost HA ovlivňuje stupeň síťování, přičemţ s jejím rŧs-

tem dochází ke zvětšování velikosti sítě. Díky tomu mŧţe klubko udrţet vodu aţ o tisíciná-

sobku své hmotnosti. Statistické klubko hyaluronanu tedy zaujímá v roztoku poměrně vel-

ký objem, přestoţe jeho skutečná koncentrace uvnitř těchto domén je velmi nízká  

(0,1 mg.ml
-1

). [4,15,17,18] 
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1.3 Chemické modifikace  

Nativní hyaluronan má pro farmaceutické a medicínské aplikace velmi omezené 

moţnosti pouţití. Pro tkáňové inţenýrství je pak v této podobě prakticky nepouţitelný. 

Přirozeně vyskytující se fyzikální sítě jsou tvořeny pomocí Van der Waalsových sil, vodí-

kových mŧstkŧ a hydrofobních vazeb. Tyto interakce jsou poměrně slabé. Z tohoto dŧvodu 

je hyaluronan ve své přirozené podobě velmi dobře rozpustný, snadno biodegradovatelný a 

jeho mechanické vlastnosti jsou nevhodné pro širší pouţití.[20,22]  

Chemické modifikace nabízí řadu moţností k vylepšení poţadovaných vlastností pro 

danou aplikaci. Chemické úpravy bývá zpravidla dosaţeno pomocí jedné nebo více che-

mických reakcí modifikačního činidla s karboxylovými nebo hydroxylovými skupinami, 

při nichţ dochází ke vzniku kovalentních nebo iontových vazeb. Tyto vazby jsou mnohem 

silnější neţ interakce drţící pohromadě fyzikální síť [20,22]. Schanté [21] uvádí, ţe pro 

určité úpravy mŧţe být vyuţita také aminoskupina, získaná deacetylací acetamidové  

skupiny. Chemické modifikace mohou být provedeny dvěma zpŧsoby, jak prezentuje  

Obr. 5.  

 

Obr. 5 – Schématické znázornění chemické konjugace a chemického síťování [21] 

 

První moţností je chemická konjugace, kdy je daná látka vázána přes funkční  

skupinu pouze k jednomu řetězci hyaluronanu. V závislosti na stupni substituce a typu po-

uţitého modifikátoru lze regulovat biokompatibilitu derivátu HA, řídit rychlost degradace 
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a zejména měnit jeho fyzikální vlastnosti dle potřeby. Kromě látek ovlivňujících zmíněné 

vlastnosti mohou být k řetězci vázány látky biologicky aktivní. Toho se vyuţívá zejména 

při cílené dopravě léčiv, kdy je díky kovalentní vazbě mezi léčivem a hyaluronanem pro-

dlouţena jeho ţivotnost v organismu. V ideálním případě dochází k uvolnění léčivé látky 

degradací této vazby aţ ve specifickém místě, kde chceme, aby léčivo pŧsobilo.[20,21,23] 

Druhou moţností modifikace je chemické síťování. Je to jedna nebo více reakcí, při 

nichţ se daná látka současně váţe k více řetězcŧm hyaluronanu za vzniku trojrozměrných 

struktur – hydrogelŧ. Obecně existují tři rŧzné metody síťovaní: přímé síťování, síťování 

HA derivátŧ a síťování rozdílných HA derivátŧ. V prvním případě se jedná o přímé reakce 

síťovacího činidla s funkčními skupinami řetězce kyseliny hyaluronové. V dalších dvou 

případech pak nejprve dochází k vytvoření stejných respektive rŧzných derivátŧ HA na 

jednotlivých řetězcích, coţ je vlastně obdoba konjugace. Takto upravené řetězce jsou ná-

slednou chemickou reakcí provázány mezi sebou za vzniku trojrozměrného hydrogelu. 

V závislosti na pouţitém činidlu je moţno síťování provádět ve vodných roztocích. Někte-

rá síťovací činidla jsou citlivá na hydrolýzu a v takových případech jsou reakce prováděny 

v organických rozpouštědlech, jako je například dimethylformamid nebo  dimethyl sul-

foxid. Stejně jako v případě konjugace lze regulovat biokompatibilitu, fyzikální vlastnosti 

a rychlost degradace sítě pomocí výběru typu chemické reakce, síťovacího činidla a stup-

něm substituce. Například esterová vazba je velmi snadno biodegrovatelná, jelikoţ se 

v tkáních vyskytuje velké mnoţství esteráz. To jsou enzymy, které s rŧznou rychlostí ruší 

esterové vazby a tím zpětně generují nemodifikovaný hyaluronan, jeţ mŧţe být dále od-

bourán enzymem hyaluronidázy. Stabilnější je pak vazba karbamátová, která je 

v organismu jen pomalu odbouratelná. Naopak prakticky neodbouratelné jsou sloučeniny 

navázané etherovou vazbou, případně ve formě substituovaného amidu karboxylové skupi-

ny. [20,21,22] 

V současnosti existuje, a stále probíhá, řada studií, které se věnují vývoji nových 

chemických postupŧ výroby derivátŧ kyseliny hyaluronové s vhodnými vlastnostmi podle 

specifických potřeb dané aplikace. Chemické modifikace HA se ukazují jako vhodná cesta 

k vyuţití hyaluronanu jako scaffoldŧ pro pěstování buněčných struktur, nosičŧ účinných 

látek pro cílenou distribuci a řízené uvolňování lékŧ a taktéţ pro výrobu mikro a nanovlá-

ken vyuţitelných v regenerativní, ale i jiných oblastech medicíny.[20,21] 
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1.3.1 Síťování pomocí EDC 

Jednou z moţností chemického síťování je pouţití N-(3-Dimethylaminopropyl)-N′-

ethylcarbodiimid hydrochloridu (EDC) jako síťovacího činidla. Síťování kyseliny hyaluro-

nové pomocí této látky bylo poprvé patentováno roku 1970 Hamiltonem a kol. [25].  

EDC je povaţován jako výhodné síťovací činidlo díky nízké cytotoxicitě a rozpustnosti ve 

vodě. Gřundělová a kol. [24] jej pouţili v rámci svého výzkumu pro přípravu síťovaného 

hyaluronanu ve formě válečkŧ a v kombinaci s N-Hydroxysuccinimidem (NHS) pro pří-

pravu síťovaných filmŧ. Příprava filmŧ probíhala tak, ţe do předem připraveného 1 % roz-

toku HA v deionizované vodě byl přidán EDC (100 mmol) a NHS v hmotnostním poměru 

2:1. Roztok byl poté míchán po dobu jedné hodiny při teplotě 25 °C, aby došlo k rozpuště-

ní přidaných látek. Roztok byl následně titrován 0,1 M HCl tak, aby hodnota pH byla 

v rozmezí 4,5-4,75. Titrace probíhala 1 h za neustálého míchání. Výsledný roztok byl poté 

nalit do polystyrenové formy o rozměrech 100 x 80 x 0,05 mm a následně sušen do kon-

stantní hmotnosti při 50 °C.  

Pro hlubší porozumění modifikačního mechanismu hyaluronanu pomocí EDC byla 

na síťovaných vzorcích provedena FTIR spektroskopie a nukleární magentická rezonance 

(NMR). Porovnáním spekter síťovaných a nesíťovaných vzorkŧ bylo potvrzeno úspěšné 

provedení modifikace HA. Dále bylo zjištěno, ţe síťovací činidlo EDC se chemicky nevá-

ţe ke kyselině hyaluronové, ale zpŧsobuje aktivaci její karboxylové skupiny. EDC zpro-

středkovává tvorbu anhydridu kyseliny mezi dvěma karboxylovými skupinami, patřící 

stejné molekule HA. Tento anhydrid pak podle Tomihata [26] reaguje s hydroxylovou 

skupinou patřící jiné molekule hyaluronanu za vzniku esterové vazby, jejichţ výskyt byl 

potvrzen FTIR spektroskopií. Díky esterovým vazbám je moţné propojení více řetězcŧ 

mezi sebou, coţ vede ke vzniku rozsáhlé intermolekulární sítě. Během reakce EDC s kar-

boxylovými skupinami dochází k tvorbě aktivního O-acylmočovinového meziproduktu. 

Ten je nestabilní a přesmykem se mŧţe snadno měnit ve stabilní a nereverzibilní N-

acylmočovinu. Přídavek NHS zabraňuje tvorbě tohoto nereverzibilního a neţádoucího pro-

duktu. EDC je následně vyloučen z reakce ve formě rozpustných derivátŧ močoviny 

(EDU), které vznikají jako vedlejší produkt síťovací reakce. Pomocí nukleární magnetické 

rezonance bylo zjištěno, ţe všechny karboxylové skupiny byly modifikovány pomocí EDC 

dle výše popsaného zpŧsobu. Předpokládaný mechanismus síťování kyseliny hyaluronové 

pomocí EDC a NHS je prezentován na Obr. 6. [24,26] 
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Obr. 6 – Mechanismus síťování kyseliny hyaluronové pomocí EDC a NHS [24] 

(Hy – kyselina hyaluronová, HMS – N-Hydroxysuccinimid, EDU – rozpustné deriváty močoviny) 

 

1.3.2 Síťování pomocí DVS 

Mezi další hojně pouţívané metody chemické modifikace kyseliny hyaluronové lze 

zařadit síťování pomocí divinyl sulfonu (DVS). První pouţití této metody je datováno do 

roku 1986, kdy byl vytvořen patent výzkumníky Balazsem a Leschinerem [28]. Na rozdíl 

od předchozí metody, síťování pomocí DVS je nutné provádět v zásaditém prostředí. Díky 

vysokému pH jsou deprotonovány hydroxylové skupiny za vzniku záporně nabitých 

alkoxidových skupin (RO
-
). Tyto skupiny jsou tzv. aktivní nukleofil, který velmi ochotně 

reaguje s elektrofilní dvojnou vazbou DVS za vzniku kovalentní etherové vazby mezi mo-

lekulou HA a DVS. Tento typ reakce se nazývá Michaelova adice. Vzhledem k tomu, ţe 

molekula DVS obsahuje dvě dvojné vazby, mŧţe reagovat s další alkoxidovou skupinou 

jiné molekuly HA a tak dochází ke vzniku rozsáhlé sítě. Na rozdíl od EDC se tedy DVS 

přímo účastní procesu chemického síťování kyseliny hyaluronové.[27,29,30] 

Shimojo a kol. [27] pouţili DVS jako modifikační činidlo pro přípravu síťovaného 

hyaluronanu ve formě filmŧ, který byl následně pouţit pro přípravu mikročástic. Nejprve 

byly připraveny 3 % roztoky HA v NaOH o koncentracích v rozmezí 0,05-1 mol.l
-1

. Dále 

byl do roztoku přidán NaCl a síťovací činidlo DVS. Hmotnostní poměr přidaných látek 

HA:NaCl:DVS byl 1:1:1. Síťovací reakce probíhala po dobu 4 hodin při teplotě 25 °C. Pro 

odstranění nezreagovaných sloţek byl roztok promýván deionizovanou vodou 2 dny za 

neustálého míchání. Po vysušení promytého roztoku byl hydrogel protřepáván po dobu 24 
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hodin v 10 mmol.l
-1

 roztoku solného fosfátového pufru (PBS) ke stabilizaci pH hydrogelu. 

Pomocí homogenizátoru pak byly získány mikročástice, jeţ byly pouţity pro další výzkum. 

Platí, ţe čím vyšší je pH roztoku, tím více je deprotonováno hydroxylových skupin. 

Současně také platí, ţe s rostoucím pH dochází k poklesu molekulové hmotnosti HA 

v dŧsledku její degradace alkalickou hydrolýzou. Shimojo [27] udává, ţe hodnota pH musí 

být vyšší neţ 9, aby ještě docházelo k tvorbě alkoxidových skupin. Jako optimální pod-

mínky pak určuje pH v rozmezí 11,79-12,63, přičemţ v daném intervalu lze dobře kontro-

lovat stupeň zesítění. Při vyšších hodnotách pH docházelo k velmi výrazné degradaci ře-

tězcŧ HA. Lai [29] v rámci svého výzkumu zjistil, ţe se zvyšující se koncentrací DVS 

v roztoku roste jeho mnoţství síry ve výsledném materiálu a zároveň dochází k poklesu  

hydroxylových skupin. Z toho lze usoudit, ţe s rostoucí koncentrací DVS dochází k tvorbě 

více etherových vazeb během síťovacího procesu. Lze tedy říci, ţe stupeň síťování kyseli-

ny hyaluronové pomocí DVS je moţno řídit koncentrací síťovacího činidla a hodnotou pH, 

při níţ reakce probíhá. Mechanismus síťovacího procesu je prezentován na Obr. 7. 

 

Obr. 7 – Mechanismus síťování kyseliny hyaluronové pomocí DVS [29] 
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1.3.3 Síťování pomocí ADH 

Jednou z dalších moţností chemické modifikace kyseliny hyaluronové je pouţití  

dihydrazidu kyseliny adipové (ADH). Modifikační reakce probíhá v kyselém prostředí ve 

vodných roztocích. Zpravidla bývá přidáván EDC, jako aktivátor karboxylových skupin 

hyaluronanu, kdy dochází ke vzniku aktivního O-acylmočovinového meziproduktu. Ten 

následně reaguje s ADH za tvorby dihydrazidových vazeb. Schanté [21] uvádí, ţe touto 

cestou jsou připraveny HA-ADH deriváty, které samy o sobě nedokáţí vytvářet intermole-

kulární síť. Pro její vznik je třeba přídavku homobifunkčních síťovacích činidel. Mezi  

takové látky lze zahrnout například bis(sulfosuccinimidyl) suberát (BS
3
); 3,3’-

dithiobis(sulfosuccinimidyl) propionát (DTSSP) nebo 2-methyl suberimidát (DMS). Tato 

síťovadla vytvářejí kovalentní vazby s HA-ADH deriváty, čímţ dochází ke vzniku síťova-

ného hyaluronanu. Daný postup byl vyuţit jiţ dříve pro přípravu hydrogelu HA Hahnem a 

kol. [31]. Mechanismus síťovacího procesu je prezentován na Obr. 8. 

 

Obr. 8 – Mechanismus síťování kyseliny hyaluronové pomocí ADH a EDC s pouţitím 

homobifunkčních síťovacích činidel. [21] 

 

Na rozdíl od předchozích autorŧ, Prestwich [32] a Schramm [33] ve svých publika-

cích uvádí, ţe lze vytvářet síťované hydrogely hyaluronanu s pomocí ADH a EDC i bez 

přídavku homobifunkčních síťovacích činidel. V rámci jejich metod hraje EDC taktéţ roli 

aktivátoru karboxylových skupin HA. ADH opět vytváří dihydrazidové vazby se vzniklým  

meziproduktem močoviny, za vzniku HA-ADH derivátu. Ve vhodném pH (4,7) mohou 

tyto dále reagovat s karboxylovou skupinou jiné molekuly HA, čímţ vzniká intermoleku-

lární síť. EDC je pak z reakce vylučován jako rozpustný derivát močoviny (EDU).  
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Autoři obou popsaných metod pouţívají k přípravě hydrogelŧ obdobné podmínky (kyselé 

pH, stejná síťovací činidla a rozpouštědlo). Taktéţ se shodují, ţe po ukončení síťovacích 

reakcí je nutné výsledný produkt promývat v dialyzační trubici pomocí PBS od přebyteč-

ných síťovadel a vedlejších produktŧ. Není proto příliš jasné, jak vznikl tento rozpor.  

Mechanismus síťování bez pouţití homobifunčkních síťovacích činidel je prezentován na 

Obr. 9. 

 

Obr. 9 – Mechanismus síťovaní kyseliny hyaluronové pomocí ADH a EDC bez pouţití 

homobifunkčních síťovacích činidel [32] 

 

V roce 2011 byl Su a jejími spolupracovníky [34] patentován nový postup síťování 

kyseliny hyaluronové pomocí ADH. Jejich metoda je zaloţena na přímé reakci oxidované 

HA s ADH. Oxidace kyseliny probíhá ve vodném roztoku s přídavkem jodistanu sodného 

(NaIO4). V rámci oxidace dochází k přeměně hydroxylových skupin na skupiny aldehydo-

vé. Tyto velmi snadno a rychle reagují s aminoskupinami molekul ADH za vzniku síťova-

ného hydrogelu. Čím vyšší je koncentrace NaIO4, tím více aldehydových skupin vzniká. 

Toho lze v kombinaci se změnou koncentrace síťovacího činidla ADH vyuţít pro snadné 

řízení stupně zesíťování hyaluronanu. Výzkum prokázal, ţe HA s vysokým stupněm síťo-

vání dokáţe odolávat enzymatické degradaci po dobu aţ 5 týdnŧ, coţ poskytuje řadu  

potenciálních moţností vyuţití tohoto materiálu v in vivo aplikacích. Proces oxidace  

kyseliny hyaluronové je prezentován na Obr. 10 a mechanismus síťovací reakce na Obr. 

11.[35] 

 

Obr. 10 – Oxidace kyseliny hyaluronové pomocí jodistanu sodného [35] 
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Obr. 11 – Mechanismus síťovaní oxidované kyseliny hyaluronové pomocí ADH [35] 

 

Závěrem lze říci, ţe studium síťování kyseliny hyaluronové zaujímá významné místo 

a pokrývá širokou oblast nedávných a současně probíhajících výzkumŧ. Kromě výše  

zmíněných, lze k chemické modifikaci HA pouţít řadu dalších látek [21] od halogenderi-

vátŧ (bromidy, iodidy) přes aldehydy (glutaraldehyd, formaldehyd), anhydridy (oktanyl 

succin anhydrid, methakrylový anhydrid), dusíkaté sloučeniny (diaminy, azoly), alkoholy 

(ethylenglykol, polyglycerol) aţ po sirné sloučeniny (sulfidy, thioly) a další. Vzhledem k 

nepřebernému mnoţství moţností se přímo nabízí vypracování akademické studie, zabýva-

jící se chemickými modifikacemi kyseliny hyaluronové. Sumarizace existujících poznatkŧ 

do jedné práce by velmi usnadnila orientaci v dané problematice. Díky moţnosti ovlivňo-

vat výsledné vlastnosti materiálu výběrem modifikačního činidla a typem pouţité metody, 

lze předpokládat, ţe výzkum a vývoj nových metod v této oblasti bude pokračovat i 

v následujících letech. 
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2 DYNAMICKÁ MECHANICKÁ ANALÝZA 

Dynamická mechanická analýza (DMA) se v současnosti stává stále více pouţívanou 

metodou pro studium fyzikálních a mechanických vlastností materiálŧ. V praxi jsou mate-

riály často vystaveny rŧzným provozním podmínkám, především tepelnému a mechanic-

kému namáhání, jeţ se velmi často vyskytují současně. Mechanické namáhání mŧţe být 

statické, kdy je těleso relativně v klidu a pŧsobí na něj konstantní zatíţení. V reálném světě 

se však často setkáváme s materiály, které jsou namáhány dynamicky. V tomto případě je 

na těleso vyvozeno časově proměnné napětí, zpŧsobené zpravidla vibracemi a cyklickým 

zatěţováním. Dynamická mechanická analýza se řadí mezi nejcitlivější techniky, schopné 

charakterizovat a interpretovat chování dynamicky namáhaného materiálu. Analyzovat lze 

širokou paletu materiálŧ. Nejčastěji se DMA pouţívá k charakterizaci termoplastŧ, reakto-

plastŧ, elastomerŧ, kovŧ a kompozitních materiálŧ. Pomocí DMA lze stanovit teplotu skel-

ného přechodu, bod tání a měknutí, mechanické ztráty (tlumící schopnost materiálu), tečení 

metodou krípu, stupeň krystalizace, míru orientace, bod zesíťování, stárnutí materiálu a 

další. Tyto vlastnosti mají zpravidla přímý vztah ke zpracovatelnosti a pouţitelnosti dané-

ho výrobku. [36,37,38]   

2.1 Konstrukce měřicího přístroje 

Základem přístroje jsou dvě vyváţená rovnoběţná ramena, která jsou uloţena na 

speciálních čepech, umístěných blízko středu ramen. Tyto čepy jsou tvořeny vysoce přes-

nými torzními pruţinami. Mezi ramena se do speciálního drţáku (čelistí) upíná vzorek, 

který vytváří rezonanční systém. Tím je myšlena rezonanční frekvence závislá na modulu a 

geometrii testovaného vzorku. Deformace vzorku je zpŧsobena dvěma protichŧdnými 

momenty stejné velikosti. Tyto momenty pŧsobí na protilehlé konce zkušebního vzorku 

upnutého do svorek. Celé zařízení je navíc umístěno v temperační komoře, coţ umoţňuje 

měření v širokém rozsahu teplot (-190 aţ 600 °C), ale také v izotermním reţimu při jedné 

konstantní teplotě. Vzhledem k široké škále testovaných materiálu, existují rozdílné poţa-

davky na výsledky, které lze získat rŧznými metodami měření. Proto je moţno na přístroji 

měnit drţáky vzorku (upínací čelisti) a měnit tak formy deformace podle potřeby zvolené-

ho experimentu. Tvar a rozměry zkušebních vzorkŧ pro rŧzné jednotlivé typy čelistí jsou 

zpravidla dány výrobcem měřicího přístroje. Obr. 12 prezentuje deformační módy nastavi-

telné pro přístroj DMA 1 METTLER TOLEDO, který byl pouţit i v rámci měření praktic-

ké části této diplomové práce. [37,38,39] 
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Obr. 12 – Ukázka deformačních módŧ nastavitelných na přístroji DMA 1 METTLER 

TOLEDO [39] 

 

A) Tříbodový ohyb (3-point bending) – zkušební vzorek je podepřen pod oběma konci 

bez pevného uchycení. Deformační impuls pŧsobí uprostřed vzorku. Tento mód se pouţívá 

pro měření tuhých vzorkŧ, jako jsou kompozitní materiály a termosety. 

B) Jednostranný konzolový ohyb (single cantilever) – zkušební vzorek je pevně uchycen 

na obou koncích. Deformační impuls pŧsobí na jeden z koncŧ. Daný mód se pouţívá pro 

měření velmi tuhých kovových a polymerních vzorkŧ. Taktéţ je doporučen pro stanovení 

ztrátového faktoru práškových materiálŧ. 

C) Dvoustranný konzolový ohyb (dual cantilever) – zkušební vzorek je pevně uchycen 

na obou koncích. Deformační impuls pŧsobí uprostřed vzorku. Tento mód je vhodný pro 

tenké vzorky a materiály s niţší tuhostí jako jsou polymerní fólie. 

D) Tah (tension) – zkušební vzorek je pevně uchycen k pohyblivé a nepohyblivé čelisti. 

Deformační impuls je dán pohybem jedné upínací čelisti. Na zkušební vzorek musí být 

vyvozeno předpětí, aby se zabránilo jeho kroucení. Měření v tahu je vhodné pro materiály 

ve formě vláken a páskŧ. 

E) Tlak (compression) – zkušební vzorek je umístěn mezi dvě horizontální destičky. De-

formační impuls je dán pohybem jedné z destiček. Měření v tlaku je vhodné pro měkké 

materiály, jako jsou elastomery a polymerní pěny. 
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F) Smyk (shear sandwich) – u sendvičového uspořádání jsou pouţity dva zkušební vzorky 

umístěné mezi dvě nepohyblivé destičky. Mezi oběma vzorky je pohyblivá destička, která 

svým pohybem vytváří deformační impuls. Tento mód se pouţívá pro měření měkkých 

materiálŧ, jako jsou elastomery a lepidla citlivá na tlak. Výhodné je i pouţití tohoto uspo-

řádání pro studium vytvrzovacích reakcí termosetŧ.[36,39] 

2.2 Princip metody DMA 

Dynamická mechanická analýza je zaloţena na sledování viskoelastické odezvy ma-

teriálu podrobeného malému oscilačnímu napětí. To mŧţe být vyvozeno dvěma zpŧsoby. 

V prvním případě je zkušební vzorek namáhán cyklicky měnící se silou. V druhém případě 

je vzorek cyklicky deformován na určitou hodnotu deformace. Mechanicky namáhaný vis-

koelastický materiál lze z hlediska jeho chování popsat jako pruţnou hookovskou látku a 

současně jako viskózní newtonskou kapalinu. Typickým znakem viskoelastického chování 

je opoţděná reakce materiálu na mechanické namáhání. Toto zpoţdění deformace za vlo-

ţeným napětím se nazývá fázový úhel (δ) a je dáno uspořádáním a stavbou řetězcŧ 

v polymerním systému. Obecný prŧběh napětí a deformace při dynamickém namáhání vis-

koelastického materiálu je prezentován na Obr. 13. [36,40] 

 

Obr. 13 – Obecný prŧběh napětí ζ a deformace ε při dynamickém namáhání  

viskoelastického materiálu [40] 
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Pokud je na materiál vyvozeno střídavé harmonické zatíţení, lze časový prŧběh na-

pětí popsat pomocí vztahu: 

  ( )       (    )  (1)  

kde: ω = 2πf je úhlová frekvence, σ0 amplituda napětí a δ fázový úhel. 

Napětí tedy předbíhá deformaci o fázový úhel δ. Časový prŧběh poměrné deformace 

lze popsat pomocí vztahu: 

  ( )       (  )  (2)  

kde: ε0 je amplituda poměrné deformace. 

Napětí a deformaci jsou pak spolu svázány veličinou zvanou komplexní dynamický 

modul pruţnosti podle vztahu: 

  ( )    ( )   ( )  (3)  

kde: E
*
 je komplexní dynamický modul pruţnosti. 

Komplexní dynamický modul je závislý na úhlové frekvenci a udává odolnost mate-

riálu proti deformaci. Lze jej rozdělit na dvě vzájemně nezávislé sloţky. Reálnou část tvoří 

elastický soufázový modul a imaginární část je tvořena ztrátovým modulem. Platí pro ně 

následující vztah: 

   ( )    ( )      ( )  (4)  

kde: E’ je soufázový modul a E’’ ztrátový modul. 

 

Obr. 14 – Vzájemný vztah komplexního, soufázového a ztrátového modulu [40] 
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Obr. 14 zobrazuje dynamický komplexní modul a jeho jednotlivé sloţky 

v komplexní rovině. Na jeho základě lze odvodit následující vztahy, kterými jsou moduly 

vzájemně svázány. Taktéţ je definován poměr ztrátového a soufázového modulu, který se 

nazývá ztrátový faktor. [37,40] 

   ( )    ( )       (5)  

    ( )    ( )       (6)  

      
   

  
 (7)  

Soufázový modul je ve fázi s deformací a charakterizuje pevnostní vlastnosti materi-

álu. Představuje míru ideálně elastického odporu proti dynamickému namáhání při dané 

frekvenci a teplotě. Soufázový modul je vratnou sloţkou komplexního modulu určující 

hodnotu akumulované a uvolněné energie v jednotce objemu. Ztrátový modul je zpoţděn o 

fázový úhel δ a charakterizuje tlumící vlastnosti materiálu. Představuje mechanické ztráty 

a určuje mnoţství energie přeměněné v teplo během jedné periody deformace při dané 

frekvenci a teplotě. Pro vysoké frekvence a velmi nízké teploty se hodnota ztrátového mo-

dulu blíţí k nule, jelikoţ segmenty makromolekul nejsou za těchto podmínek schopny do-

statečně rychle reagovat na vnější zatíţení. U ideálně elastického materiálu je napětí 

s deformací ve fázi a tudíţ mezi nimi nedochází ke zpoţdění (   ). Komplexní modul je 

v takovém případě roven soufázovému modulu (     ). U čistě viskózních materiálŧ  

je fázový úhel nejvyšší (  
 

 
) a komplexní modul je pak roven ztrátovému modulu  

(      ). U viskoelastických materiálŧ leţí fázový úhel v intervalu   (  
 

 
). Ztrátový 

faktor tan δ udává míru tlumící schopnosti materiálu. Pokud je hodnota ztrátového faktoru 

vyšší, převládá v materiálu neelastická (viskózní) sloţka modulu. Niţší hodnoty ztrátového 

faktoru pak poukazují na více elastický materiál.[36,40] 

Jednou z největších výhod dynamické mechanické analýzy je právě moţnost zazna-

menání jednotlivých sloţek komplexního dynamického modulu a tak hodnotit materiál z 

hlediska elastického chování a mechanických ztrát. Měření bývá zpravidla prováděno v 

závislosti na měnící se teplotě nebo frekvenci. Díky tomu lze v relativně krátkém čase, 

oproti jiným metodám, získat poměrně komplexní charakteristiku viskoelastických materi-

álŧ vystavených rŧznorodým podmínkám. [36,37] 
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2.3 Měření sekundárních přechodů 

Teplota skelného přechodu (Tg nebo Tα) se řadí mezi sekundární přechody (relaxační 

maxima) materiálu a lze označit ji jako jednu z nejdŧleţitějších veličin ve vztahu k chování 

amorfních polymerŧ. Při této teplotě se významně mění řada fyzikálních vlastností mate-

riálu, kdy dochází k přechodu polymeru ze skelného do kaučukovitého stavu. Například 

modul pruţnosti se mŧţe změnit aţ o 3 řády v rozmezí několika málo °C v okolí Tg. Pře-

chod je spojen se změnou pohyblivosti segmentŧ hlavního řetězce tvořených zpravidla 20-

50 atomy. Pod teplotou skelného přechodu zamrzá pohyb segmentŧ a polymer je tvrdý, 

křehký a má vysoký modul pruţnosti. Nad Tg přestávají být segmenty zamrzlé a mají vyšší 

pohyblivost. Díky tomu mŧţe materiál snadněji reagovat na vyvozené napětí. Polymer je 

pak měkčí, houţevnatější a má niţší modul pruţnosti. [36,41]  

Dynamická mechanická analýza se řadí mezi nejpřesnější metody měření teploty 

skelného přechodu. Existuje několik zpŧsobŧ vyhodnocení hodnoty Tg i ostatních sekun-

dárních přechodŧ a jsou prezentovány na Obr. 15.  

 

Obr. 15 – Moţnosti vyhodnocení sekundárních přechodŧ [36] 
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V prvním případě to mŧţe být určení tzv. hodnoty onset, coţ je teplota kdy dochází 

k odklonu křivky od její základní linie. Získává se jako prŧsečík prodlouţené přímky zá-

kladní linie a přímky procházející inflexním bodem stupňovité změny dané veličiny. Onset 

teplota mŧţe být vyhodnocována u křivek soufázového modulu, ztrátového modulu a ztrá-

tového faktoru. Druhou moţností je určení maxima píku dané veličiny. To je moţné pro-

vést u křivek ztrátového modulu a ztrátového faktoru. Některé zdroje [42,43] také uvádí 

moţnost určení Tg pomocí tzv. midpoint teploty. Ta odpovídá inflexnímu bodu stupňovité 

změny soufázového modulu. Je to teplota, při které proběhne polovina změny tohoto mo-

dulu. V závislosti na zpŧsobu vyhodnocení teploty skelného přechodu se tato mŧţe lišit 

v rozmezí aţ 50 °C v rámci jednoho měření. Z tohoto dŧvodu je v praxi nezbytné uvádět 

jakým zpŧsobem byla tato teplota vyhodnocena. [36,40] 

Kromě teploty skelného přechodu, která je v literatuře často označována za hlavní 

sekundární přechod, lze u některých polymerních materiálŧ nalézt i vedlejší sekundární 

přechody. Tyto je výhodné měřit pomocí dynamické mechanické analýzy, jelikoţ jsou 

zpravidla méně výrazné nebo příliš široké a proto je lze pomocí jiných metod (DSC, TMA) 

zachytit jen velmi obtíţně. Vedlejší sekundární přechody vyskytující se za velmi nízkých 

teplot pod Tg jsou označovány jako nízkoteplotní relaxační maxima a značí se řeckými 

písmeny β, γ a δ. Jejich molekulární podstata není dodnes přesně objasněna. Podle dosa-

vadních studií jsou tyto přechody spojeny se změnou pohyblivosti určitých úsekŧ poly-

merního řetězce, v dŧsledku zvýšení volného objemu materiálu. β přechod bývá zpravidla 

dáván do souvislosti s uvolněním rotačního a posuvného pohybu vedlejších řetězcŧ a boč-

ních skupin navázaných na hlavní řetězec makromolekuly. γ relaxace je přiřazována nata-

hování a ohýbání vazeb mezi 2-4 atomy hlavního či postranního řetězce. V některých pří-

padech bývá spojován i s obsahem vázané vody v polymeru. δ přechod se vyskytuje za 

extrémně nízkých teplot a je dáván do souvislosti vibračními pohyby jednotlivých vazeb 

mezi atomy. Je nutné podotknout, ţe studium molekulární podstaty nízkoteplotních pře-

chodŧ je velmi obtíţné a proto se mu v současnosti věnuje jen úzká skupina výzkumníkŧ. 

Zpravidla se pouţívá kombinovaných metod FTIR spektroskopie a DMA, přičemţ získání 

kvalitních a relevantních výsledkŧ je velmi komplikované. [36,40,43-45] 

Kromě výše zmíněných přechodŧ se mohou u některých materiálŧ v kaučukovitém 

stavu vyskytovat i vysokoteplotní relaxační maxima nad teplotou skelného přechodu. 

V literatuře jsou zpravidla značeny jako α*. Lze se setkat i s indexovaným označením α’, 

α’’ atd. pokud se těchto přechodových oblastí materiálu vyskytuje více. S rostoucím  
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počtem indexŧ roste i teplota, při níţ se přechod vyskytuje. U amorfních materiálŧ jsou 

tato maxima spojena se uvolněním pohyblivosti větších polymerních celkŧ s následkem 

změny konformací řetězce nebo vzniku agregátŧ. U semikrystalickcých materiálŧ jsou tyto 

přechody spojeny se vzájemným skluzem krystalitŧ. Vysokoteplotní přechody jsou silně 

ovlivněny tepelnou historií a fyzikálním stárnutím materiálu. [36,40,43] 

 

Obr. 16 – Idealizovaný scan DMA prezentující nízkoteplotní sekundární přechody a 

Tg materiálu na křivce soufázového modulu [36] 

 

Sekundární přechody a zejména Tg závisí na molekulární struktuře materiálu. Napří-

klad delší postranní řetězce, vyšší symetrie makromolekuly nebo také vyšší obsah nasor-

bované vody zpŧsobuje pokles teploty skelného přechodu. Naopak vyšší polarita a větší 

obsah vodíkových mŧstkŧ tuto teplotu intenzivně zvětšují. Se zvyšující se molekulovou 

hmotností polymeru taktéţ dochází k rŧstu Tg. Stoklasa udává, ţe toto platí pouze u krát-

kých řetězcŧ a při vyšších molekulových hmotnostech tato závislost zaniká. U síťovaných 

materiálŧ pak hraje významnou roli stupeň síťování, kdy s jeho rŧstem dochází ke zvyšo-

vání teploty skelného přechodu. [36,41] 

Kromě vlastností materiálu mají při určování sekundárních přechodŧ významný vliv 

také podmínky měřicího procesu. Se zvyšující se rychlostí ohřevu jsou detekované přecho-

dy výraznější, ale současně dochází k jejich posuvu do vyšších teplot. Při pouţití příliš 

vysoké rychlosti ohřevu materiál reaguje materiál na teplotní změny s určitým zpoţděním, 

coţ zpŧsobuje tento posun. Naopak za pouţití příliš nízké rychlosti ohřevu nemusí být  

přechody vŧbec detekovány. Je proto vhodné volit rychlosti ohřevu v závislosti na typu 

materiálu a geometrii zkušebního vzorku tak, aby mohl na teplotní změnu reagovat v celém 
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svém objemu. Také frekvence zatěţování hraje roli při měření relaxačních maxim a mŧţe 

vést k jejich posunu aţ o několik desítek °C, jak prezentuje Obr. 17. Platí, ţe při pouţití 

vyšších frekvencí materiál nestíhá adekvátně reagovat na vyvozené napětí a díky tomu se 

jeví tuţší, neţ je ve skutečnosti. Proto se zvyšující se frekvencí dochází k posunu přecho-

dových teplot k vyšším hodnotám. Ze zmíněných dŧvodŧ je nutné při měření sekundárních 

přechodŧ uvádět, za jakých procesních podmínek byly tyto vyhodnoceny. [36,37,43] 

 

Obr. 17 – Vliv změny frekvence na sekundární přechody materiálu [36] 

 

Kromě teplotních závislostí lze sekundární přechody materiálu měřit pomocí frek-

venčních závislostí na základě ekvivalence teploty a času. V oblasti vysokých frekvencí se 

materiál chová jako ve skelném stavu, odpovídajícímu teplotám pod Tg. Při vysoké frek-

venci segmenty řetězcŧ nestíhají reagovat na vloţené napětí a jeví se jako zamrzlé. Při sni-

ţování frekvence mají segmenty stále více času k reakci na vloţené napětí a materiál ztrácí 

svoji tuhost. Při překročení určité frekvence dochází ke stupňovité změně mechanických 

vlastností a materiál se chová jako v kaučukovitém stavu, odpovídajícímu teplotám nad Tg. 

Pro přesnou detekci těchto přechodŧ je však nutné zaznamenávat obrovské mnoţství hod-

not. Zejména u nízkých frekvencí to mŧţe vést k prodlouţení jednoho měření aţ na něko-

lik desítek hodin. U vyšších frekvencí existují omezení měřícího instrumentu, který je 

schopen měřit frekvence zpravidla jen do 1000 Hz. Z těchto dŧvodŧ se v praxi tohoto zpŧ-

sobu měření sekundárních přechodŧ příliš nevyuţívá. [36,43] 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 37 

 

3 TERMICKÉ A MECHANICKÉ VLASTNOSTI HYALURONANU 

Studiu termických a mechanických vlastností hyaluronanu se do současnosti věnova-

la jen úzká skupina vědeckých pracovníkŧ. Z hlediska jeho pouţití in vivo stojí ve středu 

zájmŧ spíše výzkumy ohledně jeho biodegradace, chování v roztocích nebo moţnostech 

chemické modifikace. Přesto lze nalézt odborné publikace, ve kterých se autoři věnují prá-

vě studiu termických a mechanických vlastností hyaluronanu. 

Collins a Birkinshaw [46] uskutečnili výzkum hyaluronanu síťovaného DVS a gluta-

raldehydem (GTA), pomocí dynamické mechanické analýzy ve smyku. Zkušební vzorky 

byly ve formě válečku a před měřením byly po rŧznou dobu podrobeny botnání 

v destilované vodě. Měřeny byly teplotní závislosti od -30 do 100 °C, při frekvenci 1 Hz. 

Rychlost ohřevu byla nastavena na 4 K/min. Získané křivky pro vzorky, které byly podro-

beny botnání po dobu 2 hodin, jsou prezentovány na Obr. 18. Z výsledkŧ vyplývá, ţe u 

více nabotnaných vzorkŧ dochází k poklesu elastického modulu. Se zvyšujícím se obsahem 

vody dochází ke sníţení maxima píku ztrátového faktoru a taktéţ k jeho rozšíření. Toto 

maximum odpovídá teplotě skelného přechodu a u obou vzorkŧ se nachází v rozmezí tep-

lot 20-25 °C. Nicméně u vzorkŧ síťovaných pomocí GTA je Tg niţší neţ by se očekávalo. 

To mŧţe být zpŧsobeno přítomností nezreagovaného síťovadla, jeţ má v tomto případě 

plastifikační efekt. Nad teplotou skelného přechodu nedochází k poklesu modulu 

k hodnotám blízkým nule, a proto mají zkoumané materiály vyuţitelné mechanické vlast-

nosti i nad tímto přechodem při teplotě 37 °C. 

 

Obr. 18 – Teplotní závislost DMA hyaluronanu síťovaného pomocí DVS (vlevo) a GTA 

(vpravo) [46] 
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Vzorky síťované pomocí DVS byly dále podrobeny zkoumání vlivu odlišné zatěţo-

vací frekvence na hodnotu Tg a získané křivky jsou prezentovány na Obr. 19. Pro měření 

bylo pouţito frekvencí 10, 1 a 0,1 Hz. Z výsledkŧ vyplývá, ţe elastický modul se zvyšuje 

spolu s rostoucí frekvencí. Pod teplotou skelného přechodu je tento efekt však poměrně 

malý. Výrazněji se projevuje aţ v kaučukovité oblasti, kdy se modul liší aţ o 18 % napříč 

frekvenčním rozsahem. Měření taktéţ ukázalo, ţe teplota skelného přechodu se zvyšuje 

s rostoucí frekvencí. Rozdíl Tg je velmi výrazný mezi pouţitím frekvence 0,1 a 1 Hz, kdy 

tento dosahuje aţ 10 °C. Mezi frekvencemi 1 a 10 Hz se hodnota Tg liší jen minimálně, 

kdy rozdíl dosahuje pouze 1 °C. Tento jev je patrně dán tím, ţe frekvence vyšší neţ 0,1 

jsou příliš velké a segmenty potřebují více času na relaxaci. Na to poukazuje i malý pík 

vyskytující se na křivce elastického modulu těsně před stupňovitým poklesem indikujícím 

teplotu skelného přechodu.   

 

Obr. 19 – Vliv pouţité frekvence na měření teplotních závislostí hyaluronanu [46] 

 

Collins a Birkinshaw se věnovali výzkumu síťovaného hyaluronanu pomocí DMA i 

v rámci dalšího výzkumu [47]. Zde byly pouţity zkušební vzorky ve formě filmŧ a byl 

sledován zejména vliv rŧzných síťovacích činidel na teplotní závislosti. Jako síťovací čini-

dlo byl pouţit EDC, GTA, DVS a poly(ethylenglykol) diglycidyl ether (EX 810). DMA 

měření probíhalo ve smykovém módu při frekvenci 1 Hz a rychlosti ohřevu 4 K/min od  

-30 do 100 °C. Ze získaných výsledkŧ vyplývá, ţe teplota skelného přechodu neprojevuje 

výraznou závislost na pouţitém síťovadle. Tg všech vzorkŧ se nacházela v rozmezí teplot 

25-32 °C. Posun Tg k vyšším teplotám oproti předchozímu měření u vzorkŧ síťovaných 

pomocí GTA a DVS mŧţe být dán odlišným mnoţstvím pohlcené vody. Z hlediska me-

chanických vlastností je patrný výraznější vliv odlišných druhŧ síťovadel. Pod Tg se elas-

tický modul drţí u všech vzorkŧ na téměř stejné hodnotě. Nad teplotou skelného přechodu 
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je však patrný vliv jednotlivých síťovacích činidel. Nejvyšší modul nad Tg mají vzorky 

síťované pomocí EDC, coţ je spojováno s vysokým stupněm síťování u tohoto materiálu. 

Niţších hodnot dosahuje elastický modul nad Tg u vzorkŧ síťovaných pomocí DVS a dále 

pak pro materiál síťovaný pomocí GTA. Nejniţší modul nad teplotou skelného přechodu 

byl naměřen pro vzorky síťované pomocí EX 810. To je spojováno s niţším stupněm síťo-

vání, ale také s vysokým stupněm nabotnání daného materiálu. Rozdíl mezi moduly EDC a 

EX 810 modifikovaného hyaluronanu je poměrně výrazný a dosahuje hodnoty aţ dvou 

řádŧ. Collins tyto rozdíly v závěru připisuje právě odlišné hustotě síťování v rámci pouţití 

rozdílných síťovacích činidel. 

Oldinski a kol. [48] se zabývali výzkumem kopolymeru síťovaného i nesíťovaného 

hyaluronanu a vysokohustotního polyethylenu (HDPE). Síťovaný hyaluronan byl připraven 

pomocí hexadecyltrimethylammonium bromidu (CTA). Bylo vytvořeno několik vzorkŧ ve 

formě válečkŧ o rŧzném zastoupení jednotlivých sloţek. Měření bylo provedeno pomocí 

DMA v tlaku, přičemţ vzorky byly po celou dobu měření ponořeny v roztoku PBS o teplo-

tě 37 °C. Materiál byl stlačován o 10 μm při vybraných frekvencích od 0,01 do 10 Hz. Pro-

cesní podmínky byly voleny tak, aby co nejblíţe odpovídaly fyziologickému prostředí. 

Získané závislosti soufázového a ztrátového modulu jsou prezentovány na Obr. 20. 

Z výsledkŧ vyplývá, ţe s rostoucí frekvencí dochází ke zvyšování E’ i E’’. Hodnoty soufá-

zového modulu všech vzorkŧ dosahují rozsahu 2,4-4,24 MPa při 0,01 Hz, 3,4-4,4 MPa při 

0,1 Hz, 4,9-10,6 MPa při 1 Hz a 6,7-15 MPa při frekvenci 10 Hz. V rámci srovnání jednot-

livých vzorkŧ se při všech frekvencích jeví materiály s obsahem HA 28 %, jako nejvíce 

tuhé. A to jak v případě síťované, tak i nesíťované HA, přičemţ nesíťované vzorky mají 

modul jen o něco málo niţší. Největší poddajnost pak vykazují vzorky se síťovanou HA o 

obsahu 10 %, jelikoţ mají nejniţší E’ při všech frekvencích. Závislosti ztrátového modulu 

vykazují obdobný trend. Největších ztrát dosahují síťované vzorky 28 %-HA a druhý nej-

vyšší E’’ mají nesíťované vzorky s obsahem HA 28 %. Nejniţší ztráty u všech frekvencí 

pak vykazují síťované materiály s 10 % obsahem HA. Závěrem lze říci, ţe HA-HDPE ko-

polymery kombinují vlastnosti obou sloţek. HDPE dodává materiálu vyšší tuhost a proto 

je tento kopolymer tuţší neţ čisté hydrogely hyaluronanu. HA naopak dodává materiálu 

větší poddajnost a proto je kopolymer houţevnatější neţ čistý vysokohustotní polyethylen. 

Taktéţ nelze tvrdit, ţe existuje významná korelace mezi hodnotami modulŧ a koncentrací 

jednotlivých sloţek, jelikoţ kopolymery o stejném (50 %) zastoupení sloţek nedosahují 

v rámci modulŧ maximálních ani minimálních hodnot. 
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Obr. 20 – Frekvenční závislosti DMA v tlaku pro HA-HDPE kopolymery o rŧzném za-

stoupení jednotlivých sloţek [48] 

 

Studiu frekvenčních závislostí se věnovali také Iannace a kol. [49]. Hodnotili termo-

mechanické vlastnosti derivátŧ HA ve formě vláken. Jako zkušební materiál byl pouţit 

ethyl ester kyseliny hyaluronové (H7) a benzyl ester kyseliny hyaluronové (H11). Měření 

probíhalo pomocí DMA v tahu, za temperace při rŧzných teplotách. Naměřená data soufá-

zového modulu jsou prezentována na Obr. 21. Bylo zjištěno, ţe při zvyšování teploty z 22 

na 37 °C dochází k výraznému zvýšení soufázového modulu o přibliţně 2000 MPa. Při 

dalším zvyšování teploty na 77, 117 a 140 °C dochází naopak k poklesu modulu s kaţdou 

vyšší teplotou. Tento pokles není příliš razantní, vzhledem k tomu, ţe se jedná o poměrně 

široký teplotní interval. Počáteční nárŧst modulu mezi 22 a 37 °C Iannace spojuje se ztrá-

tou vody obsaţené v materiálu, coţ má za následek zvýšení jeho tuhosti. Následující po-

kles modulu je spojován s vyšší dissipací energie molekul při vyšších teplotách. Ve všech 

případech pak docházelo k nárŧstu soufázového modulu se zvyšující se frekvencí. V rámci 

srovnání jednotlivých derivátŧ je patrné, ţe soufázový modu benzyl esteru HA je vyšší, 

neţ modul ethyl esteru HA. To je dáno patrně objemnými benzylovými substituenty, které 

zpŧsobují vyšší tuhost celé makromolekuly.  Při 22 °C je rozdíl modulŧ těchto materiálŧ 

téměř konstantní v celém rozsahu měřených frekvencí a dosahuje zhruba 1000 MPa. Při 

teplotě 37 °C rozdíl mezi moduly jiţ konstantní není a s rostoucí frekvencí se postupně 

sniţuje. Na počátku měření při nízké frekvenci dosahuje přibliţně 800 MPa a při vyšších 

frekvencích na konci měření zhruba 200 MPa. V závěru Iannace udává, ţe deriváty tvořené 

odlišnými substituenty mají rŧzný vliv na interakci s molekulami vody a to má vliv na vý-

sledné mechanické vlastnosti materiálu. 

f [Hz] f [Hz] 
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Obr. 21 – Frekvenční závislost ethyl esteru kyseliny hyaluronové pro rŧzné teploty (vlevo) 

a frekvenční závislost obou typŧ derivátŧ pro dvě rŧzné teploty (vpravo) [49] 

 

Cascone [50] hodnotil mechanické vlastnosti hydrogelŧ síťovaného kopolymeru HA 

a polyvinyl alkoholu (PVA) pomocí DMA měření ve smyku. Ze závislostí soufázového 

modulu na dynamické zatěţovací síle vyplývá, ţe hodnota modulu vykazuje výraznou zá-

vislost na síle. Se zvyšující se hodnotou síly dochází k rŧstu soufázového modulu. Ten se 

mění v rozmezí zhruba jednoho řádu od 0,1 do 1 MPa, v rozsahu měření od 0,3 do 1 N. 

Součástí výzkumu bylo také hodnocení vlivu sloţení kopolymeru na jeho mechanické 

vlastnosti, za pouţití síly 0,8 N. Soufázový modul čistého PVA dosahuje 0,8 MPa, přičemţ 

s rostoucím mnoţstvím HA v materiálu roste i hodnota modulu aţ do 1,2 MPa při obsahu 

20 % HA. S dalším zvyšováním obsahu HA pak dochází k poklesu modulu aţ na 0,4 MPa 

při stejném (50 %) zastoupení obou sloţek. Lze tedy říci, ţe s rostoucí koncentrací HA 

v materiálu se tento stává více tuhým. Při překročení určité hranice (20 %-HA) je vliv zvy-

šování koncentrací hyaluronu v kopolymeru opačný a materiál se stává více poddajný. 

Studiu mechanických vlastností hyaluronanu se věnovali i další vědečtí pracovníci. 

Gřundělová a kol. [24] provedli tahové zkoušky filmŧ z nesíťovaného a síťovaného hyalu-

ronanu pomocí EDC a NHS. Měření probíhalo za rychlosti protahování 1 mm/min při la-

boratorní teplotě. Napětí při přetrţení nesíťovaného filmu dosahovalo (83±15) MPa, coţ je 

o mnohem více neţ napětí při přetrţení síťovaného filmu (24±0,2) MPa. Taktéţ bylo zjiš-

těno, ţe relativní deformace síťovaných vzorkŧ (133±9) % při přetrţení je razantně vyšší 

neţ relativní deformace nesíťovaných vzorkŧ (5,2±0,6) %. Ze získaných výsledkŧ vyplývá, 

ţe síťování hyaluronanu pomocí EDC a NHS mění jeho charakter a má výrazný vliv na 

mechanické vlastnosti. 
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Další, často vyuţívaný zpŧsob studia termických vlastností hyaluronanu, je měření 

pomocí diferenční skenovací kalorimetrie (DSC). Collins [46] vyuţil této metody pro mě-

ření hyaluronanu síťovaného pomocí DVS a GTA. Vzorky ve formě válečkŧ byly podrob-

eny ohřevu z laboratorní teploty na 300 °C, při rychlosti ohřevu 10 K/min. Zkušební vzor-

ky byly předem botnány v destilované vodě po krátkou dobu. Získaná data jsou prezento-

vána na Obr. 22. Získané křivky jsou si svým tvarem velmi podobné. V obou případech se 

objevuje endotermní pík v okolí 100 °C. Ten je spojován se ztrátou vlhkosti, zbývající 

v materiálu po počátečním sušení. Vzorky síťované pomocí GTA mají tento pík širší a po-

sunutý k niţším teplotám coţ je patrně zpŧsobeno větším obsahem vlhkosti v daném mate-

riálu. Mnohem ostřejší, exotermní píky se u obou vzorkŧ vyskytují mezi 200 a 250 °C. 

Předpokládá se, ţe první a menší pík odpovídá konverzi řetězcŧ do méně uspořádaného 

stavu. Druhý a větší pík pak představuje tepelnou degradaci materiálu. Relativní velikost 

těchto dvou exotermních píku je ovlivněna odlišným síťovacím činidlem. Lze tedy říct, ţe 

na základě pouţitého síťovadla mŧţe materiál obsahovat odlišné mnoţství vlhkosti, která 

se uvolňuje při mírně odlišných teplotách, v závislosti na jejím mnoţství. Pouţité síťovací 

činidlo pak ovlivňuje teplotu degradace materiálu jen minimálně.  

 

Obr. 22 – DSC křivky hyaluronanu síťovaného pomocí DVS (vlevo) a GTA (vpravo) [46] 

 

Takigami a kol. [51] pouţili DSC pro výzkum hyaluronanu síťovaného pomocí for-

maldehydu. Zkušební vzorky byly smíchány s destilovanou vodou a byly botnány po rŧz-

nou dobu, aby byly připraveny vzorky s odlišným obsahem vody. Přebytečná voda pak 

byla odstraněna za pokojové teploty v sušárně, obsahující 50 % roztok H2SO4. Vzorky 

byly chlazeny z 303 na 150 K, při rychlosti chlazení 10 K/min. Následně byly podrobeny 

ohřevu ze 150 na 303 K, při rychlosti ohřevu 10 K/min. Naměřená data pro ohřev jsou  
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prezentována na Obr. 23. Z výsledkŧ vyplývá, ţe vzorky obsahující velmi malé mnoţství 

vody nevykazují ţádné výrazné přechody v celém teplotním rozsahu. U křivky pro vzorek 

s obsahem vody 0,74 g/g (hmotnost vody/hmotnost vysušeného hyaluronanu) se jiţ vysky-

tují dva výrazné endotermní píky. První pík v okolí 260 K, je spojován s táním zamrzlé 

vody vázané v materiálu. Druhý pík v okolí 273 K, je pak spojován s táním volné vody. U 

vzorkŧ s ještě vyšším obsahem vody (1,39 a 1,66) se vyskytuje i třetí endotermní pík 

v okolí 248 K. Ten je také spojován s vodou vázanou v materiálu. U těchto vzorkŧ dochází 

k rozšíření druhého píku. To je dáno vyšším obsahem vázané vody. Lze u něj také pozoro-

vat více lokálních maxim, coţ poukazuje na to, ţe zamrzlá vázaná voda v hyaluronanu 

prochází více termodynamickými stavy. Se zvyšováním obsahu vody také dochází 

k posunutí tohoto píku k vyšším teplotám. Třetí pík, náleţící volné vodě, se vyskytuje opět 

v okolí 273 K a mění se pouze jeho výška. To je dáno vyšším obsahem volné vody 

v materiálu, přičemţ její mnoţství nemá výrazný vliv na teplotu tání této vody. Závěrem 

lze tedy říci, ţe voda vázaná v materiálu mění svŧj stav mezi 250-270 K, coţ mŧţe mít za 

následek změnu vlastností materiálu nad a pod tímto teplotním intervalem. K tání volné 

vody dochází zpravidla při teplotě 273 K a nad ní by jiţ neměla výrazně ovlivňovat vlast-

nosti materiálu. 

 

Obr. 23 – DSC křivky síťovaného hyaluronanu s rŧzným obsahem vody [51] 
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Studiu hyaluronanu pomocí DSC se věnovali i další vědečtí pracovníci [47,52,53]. 

Ve všech případech byl materiál hodnocen z hlediska chování vázané a volné vody. Dospě-

li k obdobným výsledkŧm, jako Takigami. Voda v materiálu se projevuje aţ při vyšším 

zastoupení neţ 0,5 g/g a k jejímu tání respektive tuhnutí dochází při záporných teplotách 

v rozmezí -20 aţ -5 °C. Teplota tohoto přechodu se pak posouvá k vyšším teplotám s ros-

toucím mnoţstvím vody v materiálu.  

O vyhodnocování teploty skelného přechodu pomocí DSC se zmiňuje okrajově Ha-

takeyama ve své publikaci [54]. Uvádí, ţe pomocí DSC je poměrně obtíţné tento přechod 

detekovat u síťovaného hyaluronanu. Přechod není příliš výrazný a často se vyskytuje 

v oblasti, kde dochází ke změně stavu vázané vody. Protoţe se tyto změny vyskytují jako 

pík, často překryjí skelný přechod, který se na DSC křivce vyskytuje jako stupňovitá změ-

na. Proto lze Tg pomocí DSC nejlépe detekovat u čistých vzorkŧ hyaluronanu, jelikoţ tyto 

nejsou schopny pojmout tak velké mnoţství vody, jako vzorky síťované. Jako výhodnější 

se tedy jeví vyhodnocování skelného přechodu pomocí DMA, vzhledem k vyšší citlivosti 

této metody. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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4 PŘÍPRAVA VZORKŮ 

Pro přípravu vzorkŧ byla pouţita kyselina hyaluronová ve formě bílého prášku, do-

daná firmou Contipro a.s. Materiál byl skladován v lednici v plastových nádobách utěsně-

ných parafilmem, aby nedocházelo k pohlcování vzdušné vlhkosti. Z daného materiálu 

byly připraveny fólie. V prvním případě byly fólie tvořeny čistě kyselinou hyaluronovou. 

V druhém případě byly fólie modifikovány pomocí síťovadel a tak došlo k vytvoření síťo-

vaných vzorkŧ. Kyselina hyaluronová byla pouţita o rŧzných molekulových hmotnostech, 

aby mohl být sledován vliv odlišné molekulové hmotnosti na dynamické mechanické 

vlastnosti materiálu. 

Z připravených fólií byly vytvořeny zkušební vzorky ve formě páskŧ o šířce 6 mm a 

délce 30 mm. Poté byla měřena jejich tloušťka pomocí mikrometru, přičemţ kaţdý vzorek 

byl změřen 3x v jeho pracovní oblasti a pro samotné měření byla pouţita prŧměrná hodno-

ta tloušťky daného vzorku. Nejprve byly vzorky vyřezávány pomocí lámacího noţe a zafi-

xované šířky na posuvném měřidle. Tento postup se ale ukázal jako neefektivní, příliš 

zdlouhavý a taktéţ docházelo k prokluzu fólie pod posuvným měřidlem. To zpŧsobilo vy-

řezání nekvalitního vzorku, který nedosahoval poţadovaného tvaru pásku s konstantními 

rozměry. Rozdíl šířky mezi jedním a druhým koncem byl mnohdy v řádu jednotek mm. 

Takový vzorek nemohl být podroben měření v dŧsledku nerovnoměrného rozloţení napětí 

na obou koncích, coţ by mohlo ovlivnit výsledky. Díky tomu také docházelo k plýtvání 

zkoušeného materiálu. Ze zmíněných dŧvodŧ bylo následně pouţito vysekávacího noţe, 

vyrobeného na zakázku firmou SEFO plus s.r.o., o rozměrech 60 x 6 mm. Pouţití vyseká-

vacího noţe zajistilo konstantní šířku vzorkŧ, významně urychlilo celý proces vyřezávání a 

do značné míry sníţilo plýtvání materiálem, jelikoţ po vyseknutí zŧstávaly pouze nepatrné 

odřezky. Takto získaný vzorek byl ještě v pŧlce přestřiţen. Tím vznikly dva finální vzorky 

o dostatečné délce 30 mm, jeţ mohly být podrobeny měření. Vzorky připravené na dyna-

mickou mechanickou analýzu byly skladovány v uzavřených obalech v exikátoru, aby ne-

docházelo k pohlcování vzdušné vlhkosti. Veškerá manipulace se vzorky byla prováděna 

v rukavicích, aby se zabránilo jejich kontaminaci potem nebo jinými nečistotami. Z tohoto 

dŧvodu byl kladen dŧraz na čistotu pouţitých cel pro odlévání fólií. 

  



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 47 

 

4.1 Příprava nesíťovaných fólií 

Pro přípravu nesíťovaných fólií byla pouţita kyselina hyaluronová o molekulové 

hmotnosti 240 kDa, 500 kDa, 600 kDa, 1180 kDa a 1500 kDa. Nejprve bylo do skleněné 

uzavíratelné nádobky o objemu 100 ml naváţeno 63,89 g deionizované vody. Poté bylo 

naváţeno 0,6389 g kyseliny hyaluronové o dané molekulové hmotnosti a tato naváţka byla 

přidána do ultračisté vody. Daný poměr odpovídá vzniku 1 % roztoku kyseliny hyalurono-

vé ve vodě a tento poměr byl dodrţen pro všechny pouţité molekulové hmotnosti. 

K samotnému rozpouštění bylo pouţito dvou odlišných metod. V prvním případě by-

la nádobka s naváţkami připevněna k třepacímu přístroji do horizontální polohy a roztok 

byl protřepáván po dobu 24 hodin při laboratorní teplotě, aby došlo k dokonalému rozpuš-

tění kyseliny. V druhém případě bylo do nádobky s naváţkami přidáno teflonové míchadlo 

a nádobka byla umístěna do vodní lázně o teplotě 50 °C, kde byla za současného míchání 

ponechána po dobu 24 hodin. V rámci pouţití obou metod došlo po uplynulém čase 

k dokonalému rozpuštění kyseliny hyaluronové.  

Nelze říci, ţe by byl jeden ze zpŧsobŧ rozpouštění výhodnější. Při přípravě většího 

mnoţství vzorkŧ je vhodnější pouţití třepacího přístroje, protoţe umoţňuje připevnění aţ 

čtyř nádob v rámci jednoho cyklu. Při rozpouštění za vyšší teploty se do jedné lázně vejdou 

pouze dvě nádobky, takţe pro přípravu více vzorkŧ je třeba pouţít více vodních lázní. 

Po uplynutí rozpouštěcího cyklu byly sestaveny odlévací cely, skládající se ze dvou 

plastových dílŧ, mezi které bylo vloţeno podloţní sklo. Mezi toto sklo a vrchní plastový 

díl bylo uloţeno pryţové těsnění, aby nedocházelo k protékání roztoku mimo celu. Roztok 

kyseliny hyaluronové byl poté odlit na podloţní sklo a cela byla přemístěna do předem 

vyhřáté sušárny na teplotu 50 °C. Výhodné je pouţití sušárny bez ventilátoru, aby se pře-

dešlo kontaminaci vzorkŧ nečistotami. Při této teplotě byly vzorky vysušovány po dobu  

48 hodin. Pouţití vyšší teploty v sušárně částečně zkracuje potřebnou dobu pro vysušení 

fólie, avšak mŧţe zpŧsobovat její kroucení, coţ bylo pozorováno u sušení při 60 °C. Po-

kroucenou fólii se jiţ nepodařilo narovnat. To zpŧsobovalo další potíţe při vysekávání 

zkušebních vzorkŧ. Všechny ostatní vzorky sušeny při zmíněných 50 °C. Výsledkem byla 

rovná, bezbarvá a plně transparentní fólie, která byla po odebrání z cely vloţena mezi 2 

vrstvy parafilmu a umístěna v uzavřených obalech do exikátoru. Z takto připravených fólií 

byly vysekávány zkušební vzorky postupem popsaným na začátku kapitoly. 
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4.2 Příprava síťovaných fólií 

K přípravě síťovaných fólií byla pouţita kyselina hyaluronová o molekulové hmot-

nosti 500 kDa, 1180 kDa a 1500 kDa. Pro přípravu bylo vyuţito postupu podle Gřundělové 

a kol.[24]. Jako síťovací činidlo byl pouţit N-(3-Dimethylaminopropyl)-N′-

ethylcarbodiimid hydrochlorid (EDC) v kombinaci s N-Hydroxysuccinimidem (NHS). Obě 

sloučeniny byly dodány firmou Sigma-Aldrich s.r.o. 

Nejdříve byl připraven 1 % roztok kyseliny hyaluronové do skleněných nádobek  

o objemu 100 ml, za pouţití vodní lázně o teplotě 50 °C. Zde byla kyselina rozpouštěna po 

dobu 24 hodin. Poté byl roztok vyndán z vodní lázně a pŧl hodiny ponechán při laboratorní 

teplotě za stálého míchání, aby došlo k jeho ochlazení z rozpouštěcí teploty. Následně byl 

do roztoku přidán EDC v molární koncentraci 0,1 mol/l, coţ odpovídá naváţce  

1,2248 g. Dále byl do roztoku přidán NHS v poměru 1:2 k EDC, odpovídající 0,6124 g. 

Připravený roztok byl míchán po dobu 1 hodiny. Ze začátku byly nastaveny vyšší otáčky 

míchadla, aby došlo k dobrému promíchání síťovadel s roztokem kyseliny. Při vyšších 

otáčkách v roztoku vzniká velké mnoţství bublin. Pro omezení jejich vzniku byly po pŧl 

hodině otáčky sníţeny o 2 stupně. 

Po uplynutí stanovené doby byl roztok titrován 0,1 M HCl tak, aby pH roztoku bylo  

v rozmezí 4,5 – 4,75. Síťovací reakce probíhala v tomto intervalu po dobu 1 hodiny. Hod-

nota pH byla sledována pomocí předem kalibrovaného pH metru. Pro roztok kyseliny 

hyaluronové o molekulové hmotnosti 500 kDa byly v prvním případě přidány 3 ml HCl. 

Hodnota pH klesla z 6,83 na 4,42. Mnoţství přidané kyseliny se ukázalo jako příliš velké. 

Naměřená hodnota pH byla menší, neţ udává předepsaný interval. Další HCl přidávána 

nebyla. Roztok byl ponechán za stálého míchání síťovací reakci po dobu 1 hodiny, kdy 

hodnota pH samovolně klesla na 4,35. Reakce byla ukončena a roztok byl odlit do cely na 

přípravu fólií. V druhém případě byl roztok míchán spolu se síťovadly 1,5 hodiny. To je o 

pŧl hodiny více, neţ předepsaná doba. Hodnota pH roztoku po této době byla 4,68 bez pří-

davku kyseliny. Tato hodnota je uvnitř předepsaného intervalu a během reakce pozvolna 

klesala. Reakce byla ponechána bez přídavku kyseliny. Síťování bylo ukončeno po uplynu-

tí 1 hodiny na pH 4,49 a roztok byl poté odlit do cely. Ze zmíněného vyplývá, ţe je velmi 

dŧleţité dodrţet předepsanou dobu míchání roztoku kyseliny hyaluronové se síťovadly. 

Přídavek HCl by neměl být příliš velký. Během síťovací reakce dochází k samovolnému 

poklesu pH a mohlo by dojít k přesahu spodní hranice pH z předepsaného intervalu. 
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Počátek síťovací reakce roztoku kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti  

1180 kDa byl na hodnotě pH 5,14. HCl byla postupně přidávána po 100 μl, přičemţ po 

celkovém přídavku 2,3 ml pH kleslo na 4,72. Další HCl nebyla přidávána. pH roztoku po-

zvolně klesalo aţ na hodnotu 4,55, kdy byla reakce po 1 hodině ukončena, a roztok byl 

odlit do cely. 

Titrace roztoku kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti 1500 kDa byla zapo-

čata na hodnotě pH 5,17. Stejně jako v předchozím případě byla HCl přidávána po 100 μl, 

kdy celkový přídavek 3,5 ml sníţil hodnotu pH na 4,70. Bez dalšího přídavku HCl probí-

hala reakce po dobu 1 hodiny. Během této doby došlo k samovolnému poklesu pH na 4,50, 

kdy byla reakce ukončena a roztok byl opět odlit do cely. 

Po ukončení titrace a odlití roztokŧ do cel na přípravu fólií, byly tyto vloţeny do 

předem vyhřáté sušárny na teplotu 50 °C. Sušení probíhalo 72 hodin, na rozdíl od nesíťo-

vaných fólií, jelikoţ po 48 hodinách nebyly okraje fólie plně vysušeny. Nedokonalé vysu-

šení zpŧsobovalo problém při jejich odebírání z podloţního skla. Taktéţ bylo zjištěno, ţe 

čím niţší je teplota sušení, tím méně bublin obsahuje výsledná fólie. Pouţití niţší teploty 

neţ 50 °C by samotný proces značně prodlouţilo. Vyrobené fólie byly v případě všech 

pouţitých molekulových hmotností částečně transparentní a jemně bíle zakalené, jak je 

patrné z Obr. 24. Po odebrání fólií z cel byly tyto opět vloţeny mezi 2 vrstvy parafilmu a 

uloţeny v uzavřeném obalu do exikátoru.  

 

Obr. 24 – Vysušená síťovaná fólie kyseliny hyaluronové (1500 kDa) uvnitř cely 
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Součástí přípravy síťovaných fólií kyseliny hyaluronové byla také snaha o přípravu 

pomocí odlišných síťovacích činidel. Konkrétně šlo o pouţití divinyl sulfonu (DVS) podle 

Shimoja a kol. [2] v prvním případě a o pouţití dihydrazidu kyseliny adipové (ADH) 

v kombinaci s EDC podle Hanha a kol. [3] v případě druhém. Obě pouţité metody byly 

modifikovány tak, aby byla připravena 1 % fólie. Poměry jednotlivých sloţek zŧstaly ne-

změněny. 

V rámci přípravy pomocí DVS bylo rozpouštěno 0,64 g kyseliny hyaluronové v 64 

ml roztoku NaOH o koncentraci 1 mol/l, ve vodní lázni o teplotě 50 °C po dobu 24 hodin. 

Poté bylo do roztoku přidáno 0,64 g NaCl a 0,64 g DVS. Síťovací reakce probíhala za neu-

stálého míchání při laboratorní teplotě a při pH vyšším neţ 9. To bylo kontrolováno pomo-

cí pH metru. Po uplynutí 4 hodin byl roztok odlit do cely a tato byla vloţena do sušárny 

vyhřáté na 50 °C. Sušení probíhalo 72 hodin. Výsledným produktem ovšem nebyla kom-

paktní fólie, nýbrţ ţlutohnědý práškový materiál propojený kousky fólie, jak je patrné 

z Obr. 25. Při pokusu o sloupnutí materiálu z podloţního skla docházelo k jeho okamţité-

mu drolení. Proto jej nebylo moţné pouţít k měření na DMA. Jako kritický nedostatek se 

ukázalo nedodrţení posledního kroku pouţité metody a to vypírání přebytečného síťovadla 

pomocí deionizované vody a stabilizací pH solným fosfátovým pufrem (PBS). 

 

Obr. 25 – Výsledný materiál vzniklý síťováním kyseliny hyaluronové pomocí DVS 
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V rámci přípravy pomocí síťovacího systému ADH/EDC byl připraven 1 % vodný 

roztok kyseliny hyaluornové stejným zpŧsobem, jako v případě pouţití EDC/NHS. Ná-

sledně bylo do roztoku přidáno 11,7 g ADH v poměru 18:1 ke kyselině hyaluronové a dále 

1,07 g EDC v poměru 1,66:1 ke kyselině hyaluronové. Reakce probíhala při hodnotě pH 

4,8, čehoţ bylo dosaţeno přídavkem 31 ml 0,1 M HCl. Po 2 hodinách byla reakce ukonče-

na, roztok byl odlit do cely a sušen při 50 °C po dobu 72 hodin. Výsledný produkt trpěl 

stejným nedostatkem, jako materiál síťovaný pomocí DVS, a sice přebytkem síťovacího 

činidla ve vzniklé fólii. V tomto případě došlo ke vzniku bílého materiálu pěnovitého cha-

rakteru, ve kterém byla rozprostřena fólie, jak je vidět na Obr. 26. Nedodrţení promývání 

pomocí dyalizační trubice se ukázalo jako fatální chyba při procesu přípravy. Takto připra-

vená fólie nemohla být pouţita pro měření na DMA, protoţe se ji nepodařilo vcelku oddě-

lit od podloţního skla.  

 

Obr. 26 – Výsledný materiál vzniklý síťováním pomocí ADH/EDC 

 

Závěrem lze tvrdit, ţe při pouţití neověřených postupŧ síťování kyseliny hyalurono-

vé, je nutné dodrţet všechny kroky zmíněné v popisu dané metodiky, abychom dospěli k 

vytvoření kvalitního produktu, pouţitelného pro další výzkum. Aţ při zvládnutí dané me-

tody je moţno si dovolit určité úpravy, vedoucí k námi poţadovaným vlastnostem. 
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5 METODIKA MĚŘENÍ DYNAMICKÉ MECHANICKÉ ANALÝZY 

5.1 Použitý přístroj 

Pro měření dynamické mechanické analýzy bylo pouţito přístroje DMA 1 

METTLER TOLEDO, vyrobeného firmou Mettler-Toledo s.r.o. ve Švýcarsku. Přístroj 

umoţňuje měření v rŧzných měřících módech jako ohyb, tah, smyk nebo komprese. 

V rámci měření pro diplomovou práci byl zvolen měřící mód pro tah. Přístroj umoţňuje 

měření frekvenčních závislostí v rozsahu od 0,001 Hz do 300 Hz a teplotních závislostí 

v rozsahu od -190 °C do 600 °C. Součástí měřícího aparátu je chladicí systém pro chlazení 

pomocí tekutého dusíku, uloţeného v Dewarově nádobě o kapacitě 35 l. Pracovní délka 

měřených vzorkŧ byla nastavena na 10 mm, přičemţ jeho maximální protaţení mŧţe být 

aţ 1 mm a rozsah pouţité síly je od 0,001 N do 10 N. Podrobnější technická data, jako jsou 

citlivost a technické rozlišení přístroje, jsou uvedena v příloze (viz. PŘÍLOHA P I). Pří-

stroj je připojen k počítači, který je vybaven programem Mettler: STARe Software. Pomo-

cí tohoto softwaru je měřicí přístroj obsluhován a taktéţ jsou v něm získávány výsledky 

měření. Získané výsledky byly následně převedeny na textový formát a jejich konečné 

zpracování bylo provedeno v programu MS Excel 2010.  

 

Obr. 27 – Pouţitý přístroj DMA 1 METTLER TOLEDO 
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5.2 Upínání vzorků 

Základním předpokladem pro provedení kvalitního měření a zisk relevantních dat je 

správné upnutí zkušebního vzorku do čelistí měřicího přístroje. Je velmi dŧleţité, aby byl 

zkušební vzorek uchycen kolmo k čelistem, tedy rovnoběţně s měřícím čidlem, a zároveň 

byl umístěn v jejich středu, jak prezentuje Obr. 28. Díky tomu bude namáhání vzorku rov-

noměrné a napěťová, respektive deformační odezva bude v souladu s napěťovým, respek-

tive deformačním impulsem měřicího přístroje. Při upnutí mimo střed čelistí by docházelo 

k vytváření momentu sil na měřený vzorek, coţ by mohlo vést ke znehodnocení výsledkŧ. 

Při nerovnoběţném uchycení vzorku s měřícím čidlem by se jiţ nejednalo o jednoosé, rov-

noměrné protahování podél vzorku, a vedlo by k zisku nerelevantních výsledkŧ. 

 

Obr. 28 – Správné upnutí zkušebního vzorku v čelistech měřicího přístroje 

 

Při upínání zkušebního vzorku je nutné dbát zvýšené opatrnosti vŧči měřícímu čidlu. 

Pro ochranu měřícího čidla by měla být pouţita plastová zaráţka, která čidlo fixuje tak, 

aby na něj nemohl být vyvinut moment síly při upínání vzorku. K tomu dochází zvláště  

při upínání tuhých vzorkŧ, a pokud se tak stane i přes pouţití ochranné zaráţky, přístroj 

nahlásí chybu a je nutno jej restartovat, případně vyrovnat měřicí čidlo do pŧvodní polohy. 

Stejně tak u teplotního čidla je nutné dbát zvýšené opatrnosti. Teplotní čidlo nedisponuje 

ţádnou ochranou a je umístěno přímo v prostoru pro upínání vzorku. Proto je nutné vyhý-

bat se jakémukoliv styku s ním, aby nedošlo k jeho ohnutí či jinému poškození, coţ by 

mohlo vést ke ztrátě jeho funkčnosti. 
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V rámci upínání vzorku je výhodné zvolit sílu dotaţení šroubŧ upevňujících vzorek 

mezi čelisti podle aktuálního charakteru zkoumaného materiálu. U tuţších materiálŧ, jako 

je nesíťovaná fólie kyseliny hyaluronové, je potřeba utáhnout vzorek co nejpevněji, aby 

nedocházelo k jeho prokluzu mezi čelistmi během samotného měření. U poddajnějších 

materiálŧ, jako je síťovaná fólie, je situace odlišná. Vzorek takového charakteru musí být 

taktéţ utaţen tak, aby neprokluzoval mezi čelistmi. Dotaţení nemŧţe být provedeno “aţ na 

doraz“, jelikoţ mŧţe lehce dojít k přetrţení vzorku jiţ během jeho upínání. To bylo hlav-

ním problémem při uchycování síťovaných fólií, které byly čelistmi přestřiţeny při snaze 

upnout vzorek co nejpevněji.  

Nezbytnou součástí upínání vzorkŧ pro dynamické měření v tahu je vytvoření před-

pětí, coţ je konstantní síla pŧsobící na vzorek před samotným měřením. Díky předpětí je 

materiál udrţován pod minimálním napětím tak, aby nedocházelo k jeho vyboulení nebo 

prověšení během měřícího procesu. Předpětí by mělo být zvoleno tak, aby byl vzorek plně 

nataţený, avšak nemělo by docházet k jeho výraznému protaţení, protoţe by tak byly 

ovlivněny získané výsledky. Hodnotu předpětí lze nastavit pomocí programu v počítači, 

Pro měření fólií kyseliny hyaluronové o daných rozměrech bylo pouţito předpětí 1N.  
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5.3 Teplotní závislosti 

Pro provedení správného měření a zisk kvalitních dat je stěţejní vytvoření optimální 

měřící metody pro daný materiál. V rámci měření teplotních závislostí byly zkušební vzor-

ky podrobeny ohřevu z (-120) resp. (-90) °C na 60 °C, při rychlosti ohřevu 4 K/min a osci-

lační frekvenci 1 Hz. Pro zjištění ideální metody byla provedena řada pokusŧ, při nichţ 

byly měněny jednotlivé parametry měřícího procesu. V prvním případě docházelo ke změ-

ně amplitudy síly pŧsobící na zkušební vzorek. V druhém případě bylo pouţito rŧzné am-

plitudy výchylky protaţení materiálu. Součástí hledání optimální metody bylo pozorování 

vlivu rychlosti ohřevu na získané výsledky. Hodnocení pouţitých metod bylo vyvozeno na 

základě signálu z přístroje, který udává, zda je deformační nebo napěťový impuls přístroje 

v souladu s deformační nebo napěťovou odezvou materiálu. Zde byla snaha, aby měl signál 

sinusový charakter a současně, aby sinusová křivka byla co nejhladší. Dalším, neméně 

dŧleţitým aspektem hodnocení, byla analýza získaných dat. Zde byl kladen dŧraz přede-

vším na to, aby jednotlivé body byly co nejméně rozházeny a tvořily tak co nejhladší křiv-

ku. Absolutní hodnoty měřených veličin byly hodnoceny aţ v rámci zkoumání reproduko-

vatelnosti pouţité metody.  

5.3.1 Nesíťované fólie 

Pro nesíťované fólie byla optimální metoda zkoumána u vzorkŧ o molekulové hmot-

nosti 600 kDa. Jako první byla pouţita metoda, při níţ byla kontrolována síla pŧsobící na 

zkušební vzorek. Při nastavení síly 0,1 N byl signál z přístroje značně kostrbatý, jak je pa-

trné z Obr. 29. Získaná data (Obr. 30) jsou velmi rozhozená, a proto byla tato metoda shle-

dána jako nevhodná pro měření dané závislosti. 

 

Obr. 29 – Signál přístroje pro teplotní závislost nesíťovaných vzorkŧ při pouţití síly 0,1 N 
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Obr. 30 – Naměřená data pro teplotní závislost nesíťovaných vzorkŧ při pouţití síly 0,1 N 

 

U dalšího pokusu byla síla pŧsobící na vzorek nastavena na 1 N. Signál odezvy mate-

riálu měl sinusový charakter a samotná křivka byla poměrně hladká, jak prezentuje  

Obr. 31. Naměřená data soufázového modulu E’ a ztrátového faktoru tan δ jsou zobrazena 

na Obr. 32. Je vidět, ţe hodnoty E’ jsou mnohem méně rozházené, neţ v případě pouţití 

první metody. Stejně tak v případě tan δ je patrné výrazné zlepšení. V rámci dosaţení kva-

litnějších výsledkŧ byla u dalšího pokusu zvýšena pŧsobící síla na 2 N. Při této síle byl 

zkušební vzorek přetrţen při dosaţení počáteční teploty.  

 

Obr. 31 – Signál přístroje pro teplotní závislost nesíťovaných vzorkŧ při pouţití síly 1 N 
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Obr. 32 – Naměřená data pro teplotní závislost nesíťovaných vzorkŧ při pouţití síly 1 N  

 

Z dosaţených poznatkŧ je moţné vyvodit, ţe pouţití příliš malé zatěţovací síly vede 

k zisku velmi nekvalitních dat, nepouţitelných pro další vyhodnocení. Zvyšováním 

pouţité síly lze dosáhnout menšího rozptylu naměřených hodnot a tím uskutečnit kvalitněj-

ší experiment. Pro daný materiál a danou teplotní závislost lze označit pouţití síly 1 N, 

jako hraniční napěťový impuls, jelikoţ při dalším zvyšování zatěţující síly dochází k poru-

šení zkušebního vzorku. Tato metoda se však stále nejeví jako ideální pro další vyhodno-

cování vlastností materiálu.  

V rámci optimalizace měření bylo následně přistoupeno k vytvoření metod, fungují-

cích na principu kontroly výchylky protaţení vzorkŧ. Jako první byla amplituda výchylky 

nastavena na 4 μm. Signál z přístroje si drţel sinusový charakter po celou dobu měření, 

avšak samotná křivka byla mírně kostrbatá, jak je vidět na Obr. 33. Rozptyl naměřených 

dat zhruba odpovídá předchozí pouţité metodě. Hlavní rozdíl je ve výskytu inflexního bo-

du u soufazového modulu, který nastává okolo (-85) °C a který nebyl patrný při pouţití 

předchozí metody. Získané křivky E’ a tan δ jsou prezentovány na Obr. 34. 

0

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

6000

7000

8000

9000

10000

11000

12000

-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60

ta
n

 δ
 [

-]
 

E'
 [

M
P

a]
 

T [°C] 

Soufázový
modul E'

Ztrátový 
faktor tan δ 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 58 

 

 

Obr. 33 – Signál přístroje pro teplotní závislost nesíťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 4 μm  

 

 

Obr. 34 – Naměřená data pro teplotní závislost nesíťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 4 μm  
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V druhém případě byla amplituda výchylky nastavena na 7 μm. Signál přístroje byl 

sinusového charakteru po celou dobu měření. Samotná křivka byla téměř hladká, jen 

s velmi malými nerovnostmi. Rozptyl naměřených hodnot byl menší neţ v předchozím 

případě. U křivky ztrátového faktoru je stále zřetelný, zvláště v oblasti vyšších teplot. 

Křivka pro soufázový modul nevykazuje téměř ţádný rozptyl a inflexní bod je více zřetel-

ný neţ v předchozím případě. Signál přístroje pro tuto metodu ukazuje Obr. 35 a naměřená 

data Obr. 36.  

Ve snaze o dosaţení ještě kvalitnějších výsledkŧ byla v dalším pokusu výchylka zvý-

šena na 9 μm, avšak při tomto nastavení došlo k přetrţení zkušebního vzorku při ochlazo-

vání na počáteční teplotu. Ze získaných poznatkŧ tak plyne, ţe zvyšování výchylky vzorku 

vede k získání dat s niţším rozptylem hodnot. Pouţití amplitudy 7 μm lze tedy označit jako 

hraniční. Při jejím dalším zvyšování dochází k porušení zkušebního vzorku. 

 

Obr. 35 – Signál přístroje pro teplotní závislost nesíťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 7 μm  
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Obr. 36 – Naměřená data pro teplotní závislost nesíťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 7 μm  

 

Součástí hledání optimální měřící metody bylo také hodnocení vlivu rychlosti ohřevu 

na výsledná data. To bylo testováno za pouţití amplitudy výchylky 7 μm a vzorkŧ o mole-

kulové hmotnosti 1500 kDa. Ve snaze o urychlení měřícího procesu byla rychlost ohřevu 

nejprve zvýšena na 8 K/min, čímţ se doba měřícího cyklu sníţila na polovinu. Získané 

křivky jsou prezentovány na Obr. 37.  Z výsledkŧ vyplývá, ţe daná rychlost ohřevu je pří-

liš velká, jelikoţ nebyl zachycen inflexní bod u křivky náleţící soufázovému modulu. U 

ztrátového faktoru je patrný vyšší rozptyl naměřených hodnot. Proto lze tvrdit, ţe i kdyţ 

zvýšení rychlosti ohřevu zkracuje čas potřebný pro dané měření, má negativní vliv na zís-

kané výsledky.  

Během dalšího pokusu byla rychlost ohřevu sníţena na 2 K/min. Křivky získané po-

mocí této metody jsou prezentovány na Obr. 38. Z výsledkŧ vyplývá, ţe daná rychlost 

ohřevu je příliš malá a v určitých částech křivek dochází k dvojímu měření při jedné teplo-

tě. To je dáno nejspíše tepelnou setrvačností a snahy přístroje ji vyrovnat. Takto změřené 

hodnoty navíc nejsou shodné a znehodnocují tak získané výsledky. Nejvíce patrné je to u 

křivek E’ při teplotách (-100) a (-80) °C. Zvolená rychlost ohřevu taktéţ dvojnásobně pro-

dluţuje dobu jednoho experimentu. Ze zmíněných dŧvodŧ lze usoudit, ţe sniţování rych-

losti ohřevu má negativní vliv na získané výsledky. 
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Obr. 37 – Naměřená data teplotní závislosti při rychlosti ohřevu 8 K/min  

 

 

Obr. 38 – Naměřená data teplotní závislosti při rychlosti ohřevu 2 K/min 

 

Závěrem lze tvrdit, ţe pouţití kontroly amplitudy výchylky je výhodnější, neţ pouţití 

kontroly síly pŧsobící na zkušební vzorek. Jako optimální metoda pro měření teplotních 

závislostí nesíťovaných fólií kyseliny hyaluronové bylo shledáno nastavení výchylky na 7 

μm při rychlosti ohřevu 4 K/min. Touto metodou bylo dosaţeno nejlepších výsledkŧ 

v rámci rozptylu naměřených hodnot a odezvy signálu z přístroje. 
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5.3.2 Síťované fólie 

Pro síťované fólie byla optimální metoda zkoumána u vzorkŧ o molekulové hmot-

nosti 500 kDa. Jako první byla k testování pouţita kontrola výchylky. Nastavení amplitudy 

na 7 μm, které bylo optimální pro měření nesíťovaných vzorkŧ, se v případě síťovaných 

fólií ukázalo jako nepouţitelné. Během ochlazování zkušebního vzorku na počáteční teplo-

tu došlo k jeho přetrţení okolo (-50) °C. Výchylka byla poté sníţena na 5 μm. I při této 

výchylce došlo k přetrţení zkušebního vzorku během jeho ochlazování. V tomto případě 

k porušení došlo okolo (-90) °C. Při pouţití výchylky 3 μm jiţ nedocházelo k přetrţení 

vzorku a měření proběhlo úspěšně v celém teplotním rozsahu. Signál přístroje si drţel si-

nusový charakter, avšak křivka nebyla hladká, jak je patrné z Obr. 39. Z naměřených dat 

vyplývá, ţe danou metodu by bylo moţné pouţít pro další vyhodnocování vlastností mate-

riálu. Hodnoty soufázového modulu a ztrátového faktoru vykazují pouze mírný rozptyl a u 

křivek jsou pozorovatelné změny ve formě inflexního bodu u E’ a píku u tan δ. Naměřené 

závislosti jsou prezentovány na Obr. 40. 

 

Obr. 39 – Signál přístroje pro teplotní závislost síťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 3 μm 
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Obr. 40 – Naměřená data pro teplotní závislost síťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 3 μm 

 

U dalšího pokusu byla výchylka sníţena na 1 μm. Signál přístroje měl sinusový cha-

rakter, ale samotná křivka byla více kostrbatá neţ v předchozím případě, jak je patrné 

z Obr. 41. Obr. 42 pak obsahuje naměřená data. Na první pohled je patrné, ţe rozptyl hod-

not je vyšší, neţ při pouţití předchozí metody. Ukázalo se, ţe zde platí stejná pravidla jako 

v případě nesíťovaných vzorkŧ. Při sniţování amplitudy výchylky dochází ke sníţení hlad-

kosti sinusové křivky signálu z přístroje a taktéţ ke zvyšování rozptylu naměřených dat. 

 

Obr. 41 – Signál přístroje pro teplotní závislost síťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 1 μm 
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Obr. 42 – Naměřená data pro teplotní závislost síťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 1 μm 

 

V dalších pokusech bylo přistoupeno k pouţití metod, zaloţených na kontrole síly 

pŧsobící na zkušební vzorek. Nejprve byla síla nastavena na 0,5 N. Signál přístroje, zobra-

zený na Obr. 43, má sinusový charakter a jeho hladkost je obdobná jako v případě pouţití 

amplitudy výchylky 3 μm. V rámci naměřený hodnot je pozorován jen nepatrný rozptyl. 

Křivka soufázového modulu si drţí obdobný trend jako v předchozích případech. Křivka 

ztrátového faktoru je však poměrně odlišná. Dochází zde k výskytu dvou píkŧ s obdobnou 

hodnotou maxima, coţ nebylo pozorováno při pouţití předchozích metod. Naměřené křiv-

ky jsou prezentovány na Obr. 44. 

 

Obr. 43 – Signál přístroje pro teplotní závislost síťovaných vzorkŧ při pouţití síly 0,5 N 
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Obr. 44 – Naměřená data pro teplotní závislost síťovaných vzorkŧ při pouţití síly 0,5 N 

 

Při nastavení síly 1 N byla křivka signálu přístroje téměř dokonale hladká, jak je vi-

dět na Obr. 45. Naměřená data jsou prezentována na Obr. 46. Rozptyl hodnot je v tomto 

případě téměř neznatelný. Křivka náleţící E’ vykazuje obdobný trend jako v předchozích 

případech, kdy se objevuje velmi zřetelný pokles modulu v rozmezí teplot od (-50) do  

(-30) °C. Křivka tan δ obsahuje dva píky. Lze ale předpokládat, ţe hodnota ztrátového fak-

toru by dále klesala. Při dalším měření byla síla nastavena na 2N, avšak při této hodnotě jiţ 

docházelo k přetrţení zkušebního vzorku během počátku experimentu.  

 

Obr. 45 – Signál přístroje pro teplotní závislost síťovaných vzorkŧ při pouţití síly 1 N 
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Obr. 46 – Naměřená data pro teplotní závislost síťovaných vzorkŧ při pouţití síly 1 N 

 

Závěrem lze tvrdit, ţe data získaná pomocí metody s nastavením konstantní výchyl-

ky jsou dále pouţitelná pro další vyhodnocení. Platí, ţe zvyšování výchylky vede k zisku 

kvalitnějších výsledkŧ. Jako hraniční se jeví protaţení 3 μm. Při dalším zvyšování dochází 

k porušení zkušebních vzorkŧ. Ze získaných poznatkŧ ovšem vyplývá, ţe pro  

síťované fólie je výhodnější pouţití metody na principu kontroly síly pŧsobící na vzorek.  

I zde platí, ţe zvyšování pouţité síly vede k zisku kvalitnějších výsledkŧ. Jako hraniční 

hodnotu lze označit 1 N, jelikoţ při dalším zvyšování docházelo k porušení zkušebních  

vzorkŧ. Jako optimální metoda pro měření teplotních závislostí síťovaných fólií kyseliny 

hyaluronové bylo shledáno nastavení síly 1 N při rychlosti ohřevu 4 K/min. Touto metodou 

bylo dosaţeno nejlepších výsledkŧ v rámci rozptylu naměřených hodnot a odezvy signálu 

z přístroje. 
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5.3.3 Reprodukovatelnost měření 

V rámci reprodukovatelnosti měřících metod byla hodnocena naměřená data soufa-

zového modulu a ztrátového faktoru. Testování bylo provedeno pouze pro metody, které 

byly shledány jako optimální pro daný materiál. Hlavním aspektem hodnocení byla zejmé-

na podobnost získaných křivek. Dŧraz byl kladen taktéţ na změny tvaru křivek, které 

zpravidla odpovídají fázovým přechodŧm materiálu. V poslední řadě pak byly hodnoceny 

absolutní hodnoty získaných veličin. U teplotních závislostí nebylo vyhodnocení provede-

no pomocí statistických metod, protoţe měřicí přístroj nedokáţe zaznamenávat měřená 

data při stejné teplotě, i kdyţ je pouţita stejná metoda. Měřící proces je spouštěn zpravidla 

automaticky, i tak se často počátek měření liší v rámci aţ jednoho °C. I při manuálním 

spuštění při totoţné teplotě dochází v prŧběhu měření k zaznamenávání dat při mírně od-

lišných teplotách. Ze zmíněných dŧvodŧ je hodnocení reprodukovatelnosti provedeno 

srovnáním získaných dat. 

U nesíťovaných fólií byla reprodukovatelnost měření hodnocena u třech vzorkŧ o 

molekulové hmotnosti 500 kDa. Měření bylo provedeno za pomoci metody kontroly vý-

chylky, kdy amplituda protaţení byla nastavena na 7 μm při zatěţovací frekvenci 1 Hz. 

Zkušební vzorky byly podrobeny ohřevu z (-120) °C na 60 °C při rychlosti ohřevu 4 

K/min. Naměřená data soufázového modulu jsou prezentována na Obr. 47. Z výsledkŧ 

vyplývá, ţe získané křivky jsou z hlediska svého tvaru poměrně shodné. Mají stejný trend 

a v celém rozsahu měření se téměř překrývají. Absolutní hodnoty E’ se liší jen minimálně. 

Nejvyššího rozdílu je dosaţeno zejména na počátku měření v oblasti záporných teplot a 

také na konci měření při teplotách nad 40 °C. V obou případech však tento rozdíl dosahuje 

maximálně několika desítek MPa. Data náleţící ztrátovému faktoru jsou prezentována na 

Obr. 48. Lze říci, ţe křivky tan δ jsou si svým tvarem velmi podobné. Jejich maxima se 

vyskytují při takřka stejných teplotách s rozdílem maximálně několika jednotek °C. Abso-

lutní hodnoty ztrátového faktoru se na počátku měření liší v rámci několika tisícin. Se 

vzrŧstající teplotou se rozdíl absolutních hodnot zvyšuje, přičemţ na konci měření nepře-

sahuje hodnotu jednotek setin. 

Ze získaných poznatkŧ vyplývá, ţe zvolená metoda pro měření teplotních závislostí 

nesíťovaných fólií je velmi dobře reprodukovatelná. Rozdíly mezi jednotlivými měřeními 

jsou velmi malé a mohou být zpŧsobeny kolísáním tloušťky zkušebních vzorkŧ. Tyto ne-

přesnosti mají jen nepatrný vliv na vlastnosti materiálu. Proto mŧţe být pouţitá metoda 

doporučena k opakovanému měření a vyhodnocování mechanických vlastností materiálu. 
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Obr. 47 – Závislost soufázového modulu na teplotě pro tři nesíťované vzorky 

 

 

Obr. 48 – Závislost ztrátového faktoru na teplotě pro tři síťované vzorky 
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U síťovaných fólií byla reprodukovatelnost měření hodnocena u vzorkŧ o molekulo-

vé hmotnosti 500 kDa. Zkušební vzorky byly podrobeny ohřevu z (-90) °C na 60 °C při 

nastavení zatěţovací síly 1 N, rychlosti ohřevu 4 K/min a při zatěţovací frekvenci 1 Hz. 

Naměřená data náleţící E’ jsou zobrazena na Obr. 49 a data náleţící tan δ na Obr. 50. Ze 

získaných výsledkŧ je patrné, ţe křivky soufázového jsou v případě obou měření téměř 

shodné. Svým tvarem se od sebe prakticky neliší. Rozdíl absolutních hodnot modulu měře-

ného při dané teplotě je minimální a dosahuje maximálně několika jednotek MPa. Nejvyšší 

rozdíly se vyskytují v oblasti záporných teplot. Při překročení 0 °C se zvyšující se teplotou 

se křivky překrývají. Křivky teplotních závislostí ztrátového faktoru jsou z hlediska tvaru 

velmi podobné. Maxima křivek jsou mírně posunuta, přičemţ rozdíl teplot, kdy k těmto 

změnám dochází, nepřekračuje 10 °C. Absolutní hodnoty ztrátového faktoru se liší jak 

v extrémech, tak i v rámci ostatních úsekŧ měřené závislosti. Zaznamenané rozdíly však 

nepřesahují hodnotu několika setin.  

Ze získaných výsledkŧ vyplývá, ţe metoda pouţitá pro síťované fólie je dobře repro-

dukovatelná. Nepřesnosti v měřených závislostech jsou patrně zpŧsobeny rozdíly v tloušť-

ce vzorkŧ, výskytem bublin, náhodnou chybou měření, případně pak rŧzným obsahem  

vázané vody. Zmíněné nedostatky mají jen malý vliv na mechanické vlastnosti, měřené za 

teplotního programu. Z těchto dŧvodŧ mŧţe být pouţitá metoda doporučena 

k opakovanému měření a vyhodnocování mechanických vlastností materiálu. 

 

Obr. 49 – Závislost soufázového modulu na teplotě pro dva síťované vzorky 
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Obr. 50 – Závislost ztrátového faktoru na teplotě pro dva síťované vzorky 
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5.4 Frekvenční závislosti 

V rámci vytváření optimální metody pro měření frekvenčních závislostí byly zku-

šební vzorky podrobeny měření ve frekvenčním rozsahu od 0,01 Hz do 200 Hz. Změna 

frekvence probíhala v logaritmickém měřítku, přičemţ bylo nastaveno zaznamenávání 7 

hodnot na dekádu. Experimenty probíhaly za laboratorní teploty bez temperace. Teplota 

v laboratoři se zpravidla pohybovala mezi 23 – 25 °C. Stejně jako v případě teplotních zá-

vislostí bylo pro optimalizaci metody pouţito změny procesních parametrŧ. V prvním pří-

padě docházelo ke změně síly pŧsobící na zkušební vzorek. V druhém případě bylo pouţito 

rŧzné výchylky protaţení materiálu. Hodnocení pouţitých metod bylo opět vyvozeno na 

základě signálu z přístroje a také na základě rozptylu naměřených hodnot.  

5.4.1 Nesíťované fólie 

Pro měření nesíťovaných folií byly pouţity vzorky o molekulové hmotnosti  

500 kDa. Jako první byly pouţity metody, při nichţ byla kontrolována síla pŧsobící na 

zkušební vzorek. Při nastavení 0,5 N měl signál přístroje sinusový charakter. Samotná 

křivka byla poměrně kostrbatá, jak prezentuje Obr. 51. Z naměřených dat vyplývá, ţe hod-

noty soufázového modulu nevykazují téměř ţádný rozptyl do frekvence 37 Hz. Nad touto 

frekvencí je pozorován výrazný rozptyl, který však není dán pouţitou metodou. Byl zpŧso-

ben rezonancí danou typem upínacího zařízení přístroje a určitou geometrií vzorku. Byl 

pozorován u všech měření frekvenčních závislostí, takţe na něj v rámci hodnocení vytvá-

ření optimální metody nebude brán zřetel. Hodnoty ztrátového faktoru vykazují znatelně 

vyšší rozptyl během celého procesu měření. Naměřená data pro danou metodu jsou prezen-

továny na Obr. 52. 

 

Obr. 51 – Signál přístroje frekvenční závislosti nesíťovaných vzorkŧ při pouţití síly 0,5 N 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 72 

 

 

Obr. 52 – Naměřená data frekvenční závislosti nesíťovaných vzorkŧ při pouţití síly 0,5 N 

 

Při dalším měření byla síla nastavena na 1 N. Signál přístroje měl sinusový charakter 

a jeho křivka byla téměř dokonale hladká. Hodnoty E’ opět nevykazují téměř ţádný roz-

ptyl, krom zmíněného rezonančního úseku. Taktéţ je pozorován mírně odlišný trend získa-

ných dat. Zejména u niţších frekvencí dochází k pozvolnějšímu rŧstu modulu neţ 

v předchozím případě. U závislosti náleţící tan δ je patrné sníţení rozptylu zaznamenaných 

dat. Pouze jedna hodnota při frekvenci 0,019 Hz je výrazně odkloněna od získané 

křivky. Signál přístroje pro tuto metodu ukazuje Obr. 53 a naměřená data Obr. 54. 

 

Obr. 53 – Signál přístroje frekvenční závislosti nesíťovaných vzorkŧ při pouţití síly 1 N 
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Obr. 54 – Naměřená data frekvenční závislosti nesíťovaných vzorkŧ při pouţití síly 1 N 

 

Při pouţití síly 2 N byl signál přístroje bez větších nerovností. Na počátku měření se 

však uprostřed křivky objevil prudší nárŧst signálu, jak je patrné z Obr. 55. Tato nerovnost 

rušila harmonický charakter, typický pro sinusové kmitání. To se projevilo u zaznamena-

ných dat soufázového modulu i ztrátového faktoru, kdy se druhá hodnota, měřená při 0,013 

Hz výrazně odkloňuje od získaných křivek. Při vyšších frekvencích se zmíněný problém 

dále neobjevil. Obě závislosti pak nevykazují téměř ţádný rozptyl hodnot, jak ukazuje  

Obr. 56. 

 

Obr. 55 – Signál přístroje frekvenční závislosti nesíťovaných vzorkŧ při pouţití síly 2 N 
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Obr. 56 – Naměřená data frekvenční závislosti nesíťovaných vzorkŧ při pouţití síly 2 N 

 

V dalších pokusech bylo přistoupeno k pouţití kontroly amplitudy výchylky vzorku. 

Jako první bylo nastaveno protaţení 7 μm. U této metody byl signál přístroje téměř hladký 

a drţel si sinusový charakter po celou dobu měření. U závislosti soufázového modulu není 

pozorován téměř ţádný rozptyl. U závislosti ztrátového faktoru se zaznamenané hodnoty 

odkloňují od získané křivky jen velmi nepatrně. Při tomto nastavení výchylky se navíc 

nevyskytují výraznější odchylky v datech naměřených při niţších frekvencíh, jako tomu 

bylo v předchozích případech. Signál přístroje je prezentován na Obr. 57 a závislosti E’ a 

tan δ na Obr. 58. 

 

Obr. 57 – Signál přístroje frekvenční závislosti nesíťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 7 μm 
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Obr. 58 – Naměřená data frekvenční závislosti nesíťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 7 μm 

 

Pro další měření byla výchylka nastavena na 10 μm. Signál přístroje si drţel sinusový 

charakter po celou dobu měření, jak lze vidět na Obr. 59. Samotná křivka byla hladká, jen 

s velmi nepatrnými nerovnostmi. V rámci získaných křivek soufázového modulu a ztráto-

vého faktoru dochází k minimálnímu rozptylu naměřených hodnot, který je niţší neţ při 

pouţití předchozí metody. Na druhou stranu se při nízké frekvenci na počátku měření opět 

objevil výraznější odklon od naměřených křivek, k němuţ docházelo při pouţití metod 

zaloţených na kontrole síly pŧsobící na vzorek. Získané závislosti jsou prezentovány na 

Obr. 60. 

 

Obr. 59 – Signál přístroje frekvenční závislosti nesíťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 10 μm 
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Obr. 60 – Naměřená data frekvenční závislosti nesíťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 10 μm 

 

Ze získaných poznatkŧ vyplývá, ţe zvyšování zatěţující síly vede k zisku dat 

s menším rozptylem hodnot. Při pouţití příliš nízkého zatíţení (0,5 N) jsou data více roz-

hozená a samotné závislosti se zřetelně liší svým tvarem. V rámci síly nastavené na 1 N a  

2 N jsou rozdíly v rozptylu hodnot jen minimální a křivky se z hlediska tvaru výrazně neli-

ší. Avšak za pouţití vyšší síly (2 N) dochází u soufázového modulu, měřeného při nízkých 

frekvencích, k zisku hodnot více odlehlých od dané křivky. Proto se zdá pouţití 1 N vý-

hodnější, i přes mírně vyšší rozptyl ztrátového faktoru. Pro pouţití metod zaloţených na 

principu kontroly výchylky vzorkŧ platí obdobné zákonitosti. Zvyšování amplitudy prota-

ţení vede k zisku kvalitnějších dat s niţším rozptylem hodnot. Pokud je nastavená výchyl-

ka příliš velká, objevují se výraznější rozdíly u měření při nízkých frekvencích. Jako vý-

hodné se tedy jeví pouţití výchylky 7 μm, i přes mírně vyšší rozptyl naměřených dat. Niţší 

hodnota protaţení se nedoporučuje, jelikoţ by vedla ke zvýšení rozptylu. Závěrem lze tvr-

dit, ţe pro měření frekvenčních závislostí existuje větší volnost pro výběr pouţité metody, 

neţ v případě teplotních závislostí. Jako optimální se tak jeví pouţití postupu s nastavením 

síly 1 N nebo postupu s pouţitím výchylky 7 μm. Mezi závislostmi získanými pomocí 

obou typŧ metod jsou jen minimální rozdíly, které nijak výrazně neovlivňují naměřená 

data. 
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5.4.2 Síťované fólie 

Pro měření síťovaných fólií byly pouţity vzorky o molekulové hmotnosti  

500 kDa a 1500 kDa. Jako první byla pouţita metoda, při níţ byla kontrolována síla pŧso-

bící na zkušební vzorek. Při nastavení 1 N docházelo k tomu, ţe přístroj nedodrţel předna-

stavené parametry. Skutečná síla během měřícího procesu dosahovala pouze 0,09 N při 

výchylce 350 μm. Při námi zvoleném zatíţení by zřejmě došlo k překročení maximální 

moţné výchylky, a proto přístroj automaticky korigoval zvolenou metodu. Získaný signál 

byl sinusového charakteru a jeho křivka byla poměrně hladká, jak prezentuje Obr. 61. Na-

měřená data jsou zobrazena na Obr. 62. Zde je patrné, ţe při daném nastavení dochází 

k výraznému rozptylu měřených hodnot vlivem rezonance u frekvencí nad 25 Hz.  

U ztrátového faktoru je patrný mírný rozptyl hodnot, přičemţ od frekvence 25 Hz taktéţ 

dochází k velmi silné rezonanci. Je nutné podotknout, ţe po ukončení měření byl vzorek 

výrazně prověšený. Měření od určité frekvence tudíţ neprobíhalo správně, jelikoţ byl vzo-

rek nevratně deformován. Danou metodou byl měřen zkušební vzorek o molekulové hmot-

nosti 500 kDa. 

K dalším změnám zatěţovací síly nebylo přistoupeno, jelikoţ by opět docházelo ke 

korigování pouţité metody ze strany přístroje. Lze říci, ţe metody pouţité na principu  

kontroly síly pŧsobící na vzorek jsou nevhodné pro měření frekvenčních závislostí síťova-

ných vzorkŧ při laboratorní teplotě.  

 

Obr. 61 – Signál přístroje frekvenční závislosti síťovaných vzorkŧ při pouţití síly 1 N 
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Obr. 62 – Naměřená data frekvenční závislosti síťovaných vzorkŧ při pouţití síly 1 N 

 

U dalších experimentŧ byly pouţity metody zaloţené na kontrole výchylky zkušeb-

ních vzorkŧ. V prvním případě byla výchylka nastavena na 10 μm.  Pro měření byl pouţit 

vzorek o molekulové hmotnosti 500 kDa. Signál přístroje byl sinusového charakteru a jeho 

křivka obsahovala jen drobné nerovnosti, jak je patrné z Obr. 63. Hodnoty soufázového 

modulu nevykazují téměř ţádný rozptyl aţ do frekvence 51 Hz. Nad touto frekvencí do-

chází k rezonanci. U závislosti ztrátového faktoru je pozorován mírný rozptyl do frekvence 

51 Hz, kdy se opět začíná projevovat rezonance. Naměřená data jsou prezentována na  

Obr. 64. 

 

Obr. 63 – Signál přístroje frekvenční závislosti síťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 10 μm 
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Obr. 64 – Naměřená data frekvenční závislosti síťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 10 μm 

 

Další měření bylo provedeno se zkušebním vzorkem o molekulové hmotnosti  

1500 kDa. Výchylka byla nastavena na 20 μm. Signál přístroje byl opět sinusového charak-

teru a jeho křivka byla hladší neţ při pouţití předchozí metody. Hodnoty soufázového mo-

dulu tvoří křivku exponenciálního charakteru bez viditelného rozptylu. U závislosti ztráto-

vého faktoru taktéţ není patrný téměř ţádný rozptyl získaných hodnot. Signál přístroje je 

prezentován na Obr. 65 a závislosti E’ a tan δ na Obr. 66. 

 

Obr. 65 – Signál přístroje frekvenční závislosti síťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 20 μm 
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Obr. 66 – Naměřená data frekvenční závislosti síťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 20 μm 

 

U dalšího pokusu byla výchylka zvýšena na 40 μm. Experiment byl proveden se 

vzorkem o molekulové hmotnosti 500 kDa. Při daném nastavení přístroj nedokázal udrţet 

přednastavenou výchylku. Skutečná výchylka během měřícího procesu dosahovala 50 μm. 

Signál přístroje byl sinusového charakteru. Hladkost křivky byla obdobná jako za pouţití 

předchozí metody, jak je vidět na Obr. 67. Hodnoty soufázového modulu opět nevykazují 

viditelný rozptyl. Stejně tak u závislosti ztrátového faktoru není patrný výraznější rozptyl 

naměřených dat. Získané závislosti jsou prezentovány na Obr. 68. 

 

Obr. 67 – Signál přístroje frekvenční závislosti síťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 40 μm 
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Obr. 68 – Naměřená data frekvenční závislosti síťovaných vzorkŧ při pouţití  

výchylky 40 μm 

  

Ze získaných poznatkŧ vyplývá, ţe pouţití metod na principu kontroly zatěţující síly 

je nevhodné pro měření frekvenčních závislostí síťovaných fólií kyseliny hyaluronové. Při 

této metodě docházelo k automatické korekci přístroje, kdy nebyly dodrţeny přednastave-

né parametry měřícího procesu. I přes zmíněnou korekci docházelo k zisku dat s velmi 

výraznou rezonancí, která nastávala dříve, neţ při pouţití ostatních metod. Řešením by 

mohlo být pouţití velmi malé síly, aby se omezila maximální výchylka udělená vzorku. 

K tomu by však musela být pouţita síly na spodní hranici rozsahu přístroje, coţ by mohlo 

zpŧsobovat další problémy.  Spodní hranice rozsahu totiţ odpovídá samotné citlivosti pří-

stroje. Proto pouţití těchto metod nedoporučuji. Jako výhodnější se ukázalo pouţití metod 

na principu kontroly výchylky udělené zkušebnímu vzorku. Bylo zjištěno, ţe u soufázové-

ho modulu nedochází k výraznějšímu rozptylu naměřených hodnot. U ztrátového faktoru 

bylo pozorováno mírné zmenšení rozptylu spolu se zvyšující se výchylkou vzorku. Rozdíl 

mezi jednotlivými metodami byl však jen nepatrný a výrazně neovlivňoval naměřená data. 

Při nastavení výchylky 40 μm docházelo k automatické korekci přístroje, kdy skutečná 

výchylka dosahovala hodnot o 25 % vyšších. Proto se pouţití vyššího protaţení nejeví jako 

vhodné. Optimální metodou pro měření frekvenčních závislostí síťovaných fólií za labora-

torní teploty se tedy jeví pouţití kontroly výchylky v rozmezí 10 – 20 μm. 
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5.4.3 Reprodukovatelnost měření 

V rámci reprodukovatelnosti měřících metod byla opět hodnocena naměřená data 

soufazového modulu a ztrátového faktoru. Stejně jako v případě teplotních závislostí bylo  

testování provedeno pouze pro metody, které byly shledány jako optimální pro daný typ 

materiálu. Hlavním kritériem hodnocení byla zejména podobnost získaných křivek. V dru-

hé řadě pak byla vypočtena relativní chyba měření pro dané frekvence. Frekvenční závis-

lost byla měřena v rozsahu od 0,01 Hz do 200 Hz za laboratorní teploty. Změna frekvence 

probíhala v logaritmickém měřítku, přičemţ bylo nastaveno zaznamenávání 7 hodnot na 

dekádu. Z hodnocení reprodukovatelnosti byly vynechány frekvence vyšší neţ 37 Hz,  

jelikoţ při nich dochází k rezonanci dané typem upínacího zařízení přístroje a geometrií 

zkušebního vzorku.  

U nesíťovaných fólií byla reprodukovatelnost měření frekvenčních závislostí hodno-

cena u vzorkŧ o molekulové hmotnosti 240 kDa. Zkušební vzorky byly měřeny za pomoci 

metody kontroly síly, při nastavení 1 N. Naměřená data soufázového modulu jsou prezen-

tována na Obr. 69. Z výsledkŧ je patrné, ţe křivky E’ jsou z hlediska svého tvaru poměrně 

totoţné. Absolutní hodnoty byly následně hodnoceny pomocí relativní chyby měření, pre-

zentované v tabulce č. 2. Nejvyšší chyby 10 % bylo dosaţeno při počáteční frekvenci a tato 

chyba se postupně sniţuje. Pro většinu měřených frekvencí dosahuje relativní odchylka 6 

%. Nejniţší chyby je dosaţeno u vyšších frekvencí, kdy její hodnota klesá na 5 %. Data 

ztrátového faktoru jsou zobrazena na Obr. 70. Z výsledkŧ je patrné, ţe křivky jsou expo-

nenciálního charakteru a z hlediska svého tvaru jsou si podobné. Relativní chyby měření 

ztrátového faktoru jsou prezentovány v tabulce č. 3. Nejvyšší odchylky 14 % je dosaţeno 

opět na počátku měření. Se zvyšující se frekvencí pak dochází k poklesu vypočtené chyby. 

Pro většinu měřených frekvencí se relativní odchylka měření drţí v intervalu 5 – 8 %. 

Z výsledkŧ vyplývá, ţe metoda zvolená pro nesíťované fólie je poměrně dobře re-

produkovatelná. Relativní chyba měření se zpravidla drţí pod 10 % a tuto hodnotu překra-

čuje jen výjimečně. Dochází k tomu zejména na počátku měření, kdy dochází k ustalování  

měřícího procesu. Zmíněné nepřesnosti jsou patrně zpŧsobeny kolísáním tloušťky u jednot-

livých zkušebních vzorkŧ. Zjištěné nedostatky mají jen malý vliv na mechanické vlastnos-

ti, měřené při frekvenční závislosti. Proto mŧţe být pouţitá metoda doporučena pro  

opakované měření a vyhodnocování mechanických vlastností materiálu, podrobeného dy-

namickému namáhání. 
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Tabulka 2 – Relativní chyby soufázového modulu měřeného při daných frekvencích 

f [Hz] 0,010 0,014 0,019 0,027 0,038 0,052 0,072 0,10 0,14 0,19 0,27 0,37 0,52 

Δ E' [%] 10 9 8 7 7 7 7 6 6 6 6 6 6 

f [Hz] 0,72 1,0 1,4 1,9 2,7 3,7 5,2 7,2 10 14 19 27 37 

Δ E' [%] 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 5 

 

 

Obr. 69 – Závislost soufázového modulu na frekvenci pro tři nesíťované vzorky 

 

Tabulka 3 – Relativní chyby ztrátového faktoru měřeného při daných frekvencích 

f [Hz] 0,010 0,014 0,019 0,027 0,038 0,052 0,072 0,10 0,14 0,19 0,27 0,37 0,52 

Δ tan(δ) *%+ 14 11 10 11 9 8 9 8 8 7 7 7 6 

f [Hz] 0,72 1,0 1,4 1,9 2,7 3,7 5,2 7,2 10 14 19 27 37 

Δ tan(δ) *%+ 6 6 7 6 5 5 6 5 5 3 4 1 10 
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Obr. 70 – Závislost ztrátového faktoru na frekvenci pro tři nesíťované vzorky 

 

U síťovaných fólií byla reprodukovatelnost měření frekvenčních závislostí hodnoce-

na u vzorkŧ o molekulové hmotnosti 1180 kDa. Zkušební vzorky byly měřeny za pomoci 

metody kontroly výchylky, při nastavení 20 μm. Naměřená data soufázového modulu jsou 

prezentována na Obr. 71. Z výsledkŧ vyplývá, ţe křivky E’ jsou z hlediska svého tvaru jen 

velmi podobné. Od počátku měření se závislosti překrývají, ale od frekvence 1 Hz dochází 

k jejich výraznějšímu odklonu. I přes tuto změnu drţí po celou dobu měření  

obdobný rostoucí trend. Výjimkou je hodnota získaná při frekvenci 37 Hz, kdy u jedné 

z křivek dochází k mírnému poklesu modulu. To mŧţe být zpŧsobeno nástupem rezonanč-

ního efektu, který byl výrazný aţ při vyšších frekvencích. Relativní odchylky soufázového 

modulu jsou prezentovány v tabulce č. 4. Na počátku měření byla hodnota chyby 3 % a se 

zvyšující frekvencí se postupně sniţovala na 1 %. Od 1 Hz pak dochází s rostoucí frekven-

cí ke zvyšování relativní odchylky. Nejvyšší hodnota dosahuje 11 % při frekvenci 37 Hz. 

Naměřená data ztrátového faktoru jsou zobrazena na Obr. 72. Zde je patrná výrazná po-

dobnost získaných závislostí. Od počátku měření docházelo k poklesu tan δ aţ do frekven-

ce 0,052 Hz. Při dalším zvyšování frekvence dochází k rŧstu zaznamenaných dat aţ do 19 

Hz. Poté nastává u jednoho vzorku pokles ztrátového faktoru, který pokračuje aţ do rezo-

nance. U druhého vzorku se tento pokles projevuje pouze u následující frekvence a dále 

znovu roste. Tato nejasnost mŧţe být zpŧsobena nástupem rezonančního efektu, který není 
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při dané frekvenci tak patrný, jako při frekvencích vyšších. Relativní chyby měření ztráto-

vého faktoru jsou prezentovány v tabulce č. 5. Nejvyšší hodnota chyby dosahuje 5 % u 

hodnot zaznamenaných v rozmezí 0,038 – 0,19 Hz. Ostatní odchylky byly niţší 

s minimální hodnotou 1 % při frekvenci 1,4; 1,9 a 37 Hz.  

Ze získaných poznatkŧ vyplývá, ţe metoda zvolená pro síťované fólie je dobře re-

produkovatelná. V rámci soufázového modulu překročí relativní chyba měření hodnotu 10 

% jen výjimečně u frekvencí, nad nimiţ dochází k rezonanci přístroje a geometrie vzorku. 

U soufázového modulu relativní chyba měření nepřekračuje hodnotu 5 %. Tyto nepřesnosti 

mohou být zpŧsobeny kolísáním tloušťky zkušebních vzorkŧ, náhodnou chybou měření, 

případně pak mírně odlišným obsahem vody, pohlcené ze vzdušné vlhkosti. Zjištěné nedo-

statky mají jen malý vliv na mechanické vlastnosti. Proto mŧţe být pouţitá metoda dopo-

ručena pro opakované měření a vyhodnocování mechanických vlastností materiálu. 

 

Tabulka 4 – Relativní chyby soufázového modulu měřeného při daných frekvencích 

f [Hz] 0,010 0,014 0,019 0,027 0,038 0,052 0,072 0,10 0,14 0,19 0,27 0,37 0,52 

Δ E' [%] 3 3 1 1 1 1 1 1 2 2 2 3 3 

f [Hz] 0,72 1,0 1,4 1,9 2,7 3,7 5,2 7,2 10 14 19 27 37 

Δ E' [%] 4 4 6 7 7 7 8 8 8 8 9 10 11 

 

 

Obr. 71 – Závislost soufázového modulu na frekvenci pro dva síťované vzorky 
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Tabulka 5 – Relativní chyby ztrátového faktoru měřeného při daných frekvencích 

f [Hz] 0,010 0,014 0,019 0,027 0,038 0,052 0,072 0,10 0,14 0,19 0,27 0,37 0,52 

Δ tan(δ) *%+ 3 2 4 4 5 5 5 5 5 5 4 4 3 

f [Hz] 0,72 1,0 1,4 1,9 2,7 3,7 5,2 7,2 10 14 19 27 37 

Δ tan(δ) *%+ 2 2 1 1 2 2 2 3 3 3 3 4 1 

 

 

Obr. 72 – Závislost ztrátového faktoru na frekvenci pro dva síťované vzorky 
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6 NAMĚŘENÉ VÝSLEDKY A DISKUZE 

Pro studium termických a mechanických vlastností fólií hyaluronanu při dynamic-

kém namáhání, bylo vyuţito metod, které byly v předchozích kapitolách shledány jako 

optimální pro daný typ materiálu a zpŧsob měření.  

6.1 Teplotní závislosti 

U teplotních závislostí bylo provedeno jedno měření vzorku o dané molekulové 

hmotnosti v širokém teplotním intervalu do 120 °C, aby mohla být charakterizována i vyšší 

teplotní oblast. V rámci srovnání jednotlivých vzorkŧ pak byla měření prováděna pouze do 

teploty 60 °C a to zejména kvŧli optimalizaci měřicího procesu. 

6.1.1 Nesíťované fólie 

Nesíťované vzorky byly podrobeny dynamickému namáhání frekvencí 1 Hz, při na-

stavení amplitudy výchylky 7 μm a rychlosti ohřevu 4 K/min.  

Vzorky o molekulové hmotnosti 240 kDa byly měřeny v teplotním rozsahu od  

(-120 °C) do 120 °C. Data soufázového modulu jsou prezentována na Obr. 73. Od počá-

teční teploty (-120 °C) dochází se zvyšováním teploty k lineárnímu poklesu soufázového 

modulu z 15 100 MPa na hodnotu 14 200 MPa, při (-104 °C). Mezi teplotou  

(-104 °C) a (-98 °C) je patrná prudká, stupňovitá změna modulu, kdy tento poklesne o 700 

MPa, v poměrně krátkém teplotním intervalu. Tato změna charakterizuje β přechod (viz. 

kapitola 2.3), kdy dochází k uvolňování pohybu bočních substituentŧ [36, 43]. U hyaluron-

anu to mohou být hydroxylové, karboxylové a acetamidové skupiny. S dalším zvyšováním 

teploty pak dochází opět k téměř lineárnímu poklesu E’, aţ na 10 000 MPa při (-25 °C). 

Mezi (-25 °C) a 35 °C se vyskytuje další stupňovitá změna modulu, kdy tento poklesne o 

4 000 MPa. Charakterizuje teplotu skelného přechodu Tg, kdy dochází k uvolnění pohybu 

segmentŧ polymerního řetězce. Oproti předchozímu β přechodu je tato změna velmi po-

zvolná a dochází k ní v širokém teplotním intervalu. Velká šířka teplotního intervalu tohoto 

přechodu je patrně zpŧsobena existencí fyzikální sítě, případně vázanou vodou v materiálu, 

jelikoţ k jejímu uvolňování dochází právě u mírně záporných teplot [47, 51-53]. Nad tep-

lotou 40 °C opět dochází k téměř lineárnímu poklesu modulu s rostoucí teplotou. Na rozdíl 

od předchozích lineárních oblastí, zde modul klesá jen pozvolna a mezi 40 – 120 °C se 

sníţí jen o 400 MPa. V celém rozsahu měření (-120 °C) aţ 120 °C tedy soufázový modul 

klesl z 15 000 MPa na hodnotu 5 800 MPa. Tato změna je poměrně výrazná a je jasné,  
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ţe při zvyšování teploty ztrácí materiál svoji tuhost. Hodnota E’ 5 800 MPa je však stále 

vysoká a proto lze tvrdit, ţe materiál zcela neztrácí své mechanické vlastnosti i za vyšších 

teplot. 

 

Obr. 73 – Teplotní závislost soufázového modulu pro nesíťovaný vzorek o molekulové 

hmotnosti 240 kDa 

  

Naměřená data ztrátového modulu jsou prezentovány na Obr. 74. Křivka ztrátového 

modulu tvoří první pík mezi (-120 °C) a (-65 °C). Hodnota modulu 400 MPa při teplotě (-

97 °C) pak odpovídá maximu tohoto píku, který charakterizuje β přechod materiálu. Ten 

představuje lokální maximum ztráty energie v materiálu. S dalším zvyšováním teploty mo-

dul opět roste aţ do hodnoty 670 MPa, při (-15 °C). Zde se vyskytuje druhé maximum ztrá-

tového modulu, které odpovídá teplotě skelného přechodu. Materiál zde dosahuje nej-

vyšších ztrát energie, vyuţité k uvolnění pohybu segmentŧ HA řetězce. S dalším zvyšová-

ním teploty dochází k poklesu E’’ na hodnotu 340 MPa, při 36 °C. Následně dochází 

k rŧstu ztrátového modulu aţ na 460 MPa, při konečné teplotě 115 °C.  
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Obr. 74 – Teplotní závislost ztrátového modulu pro nesíťovaný vzorek o molekulové 

hmotnosti 240 kDa 

 

Data ztrátového faktoru jsou prezentována na Obr. 75. Získaná závislost má obdobný 

charakter jako u ztrátového modulu. Na získané křivce se vyskytují dva píky. První pík, 

charakteristický pro β přechod, se nachází mezi (-120 °C) a (-65 °C). Jeho maximum od-

povídá teplotě (-91 °C) a hodnotě ztrátového faktoru 0,031. Druhý pík, charakteristický pro 

teplotu skelného přechodu, se nachází mezi (-65 °C) a 25 °C. Jeho maximum odpovídá 

teplotě (-12 °C) a hodnotě ztrátového faktoru 0,075. Při zvyšování teploty nad  

25 °C dochází k rŧstu ztrátového faktoru aţ na 0,08, při konečné teplotě 115 °C. Přecho-

dové teploty vyhodnocené pomocí ztrátového faktoru jsou mírně posunuty k vyšším, oproti 

přechodovým teplotám hodnoceným pomocí ztrátového modulu. To je dáno tím, ţe tan δ 

je ovlivněn i hodnotami soufázového modulu.  
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Obr. 75 – Teplotní závislost ztrátového faktoru pro nesíťovaný vzorek o molekulové  

hmotnosti 240 kDa 

 

V rámci srovnání teplotních závislostí vzorkŧ o rŧzné molekulové hmotnosti byly ty-

to podrobeny ohřevu z (-120 °C) na 60 °C. Data soufázového modulu jsou prezentována na 

Obr. 76. U všech vzorkŧ dochází k poklesu modulu s rostoucí teplotou. Stupňovitá změna, 

odpovídající β přechodu, se vyskytuje mezi (-110 °C) a (-100 °C) u všech vzorkŧ, 

s výjimkou u fólie o molekulové hmotnosti 500 kDa. Absence přechodu mŧţe být zpŧso-

bena rozdílným obsahem vázané vody. Taktéţ to mŧţe souviset s odlišným stárnutím jed-

notlivých vzorkŧ. Pro ověření těchto hypotéz by bylo potřeba provést další měření na více 

zestárlých a čerstvých vzorcích, v kombinaci s nízkoteplotní FTIR spektroskopií umoţňu-

jící studium vnitřní struktury materiálu a také v kombinaci s termogravimetrickou analýzou 

umoţňující určit obsah vody v materiálu.  

Je zajímavé, ţe u ţádného ze vzorkŧ se nevyskytuje druhá stupňovitá změna, odpo-

vídající skelnému přechodu. U vzorkŧ o molekulové hmotnosti 240 kDa byla tato změna 

patrná při měření do 120 °C. Objevovala se v oblasti mezi (-20 °C) a 40 °C. Skelný pře-

chod by měl být tedy zachycen i při měření do 60 °C. Vzorky byly v obou případech (při 

měření do 60 i 120 °C) nejprve ochlazeny z laboratorní na počáteční, zápornou teplotu a aţ 

poté došlo k jejich ohřevu. Nedošlo tedy k odlišné změně jejich tepelné historie. Vzhledem 

k tomu není absence této změny příliš jasná. Z výsledkŧ taktéţ vyplývá, ţe neexistuje  
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přímá korelace mezi molekulovou hmotností materiálu a soufázovým modulem. Nejvyšší-

ho modulu sice dosahují vzorky o nejvyšší molekulové hmotnosti, avšak druhý nejvyšší 

modul mají vzorky o nejniţší molekulové hmotnosti, přičemţ rozdíl mezi nimi je 

v prŧběhu měření mezi 2 000 a 3 000 MPa. S rŧstem molekulové hmotnosti od 240 kDa do 

1180 kDa pak dochází k poklesu elastického modulu v celém teplotním intervalu. Rozdíl 

modulu mezi těmito vzorky je nejvyšší za nízkých teplot, kdy dosahuje 500-1000 MPa. Se 

zvyšováním teploty se tento rozdíl postupně sniţuje a při teplotě 60 °C dosahuje jen něko-

lika desítek MPa. Je moţné se domnívat, ţe při molekulové hmotnosti 1500 kDa a vyšší, 

dochází k vytvoření odlišné struktury fyzikální sítě, jelikoţ aţ u této molekulové hmotnosti 

je rozdíl v soufázovém modulu statisticky významný. Pro potvrzení tohoto předpokladu by 

bylo nutné provést další měření se vzorky o vyšších molekulových hmotnostech. 

 

Obr. 76 – Teplotní závislost soufázového modulu nesíťovaných vzorkŧ o rŧzné  

molekulové hmotnosti 

 

Data ztrátového modulu jsou prezentována na Obr. 77 a data ztrátového faktoru na 

Obr. 78. Obě závislosti mají obdobný charakter. U všech vzorkŧ se vyskytují na získaných 

křivkách dvě relaxační maxima. První, odpovídající β přechodu, se vyskytuje v okolí teplo-

ty (-95 °C) u ztrátového modulu. U ztrátového faktoru se toto maximum  

vyskytuje v okolí (-90 °C). Z hlediska rŧzných molekulových hmotností se teploty odpoví-

dající tomuto přechodu liší v rozmezí maximálně 5 °C. Druhé relaxační maximum,  

odpovídající teplotě skelného přechodu, není příliš výrazné. U ztrátového modulu se vy-

skytuje v okolí (-22 °C) a u ztrátového faktoru v okolí (-15 °C). V rámci rŧzné molekulové 
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hmotnosti se však i tato maxima liší v rozmezí jen několika jednotek °C. Přesnější analýzu 

znemoţňuje poměrně velký rozptyl dat. Lze tedy říci, ţe relaxační maxima ztrátového mo-

dulu a ztrátového faktoru jen málo závisí na molekulové hmotnosti materiálu. Z hlediska 

hodnot modulu se v závislosti na molekulové hmotnosti materiály příliš neliší a není zde 

patrný její výrazný vliv. Nejvyšší ztrátový modul mají vzorky o molekulové hmotnosti 

1500 kDa. Nejniţší pak vzorky o molekulové hmotnosti 1180 kDa, přičemţ rodíl mezi 

nimi jen výjimečně přesahuje hodnotu 100 MPa . U ztrátového faktoru je situace mírně 

odlišná. Nejniţších mechanických ztrát dosahují z počátku vzorky o molekulové hmotnosti 

1500 kDa a nejvyšších pak vzorky o molekulové hmotnosti 500 kDa. Při překročení 0 °C 

mají nejniţší ztrátový faktor vzorky o molekulové hmotnosti 240 kDa a u ostatních vzorkŧ 

dosahuje tan δ přibliţně stejných hodnot. Z hlediska mechanických ztrát taktéţ není pozo-

rován výrazný vliv molekulové hmotnosti, jelikoţ rozdíl ztrátového faktoru u jednotlivých 

vzorkŧ nepřesahuje hodnotu jedné setiny v celém rozsahu měření.  

 

Obr. 77 – Teplotní závislost ztrátového modulu nesíťovaných vzorkŧ o rŧzné  

molekulové hmotnosti 
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Obr. 78 – Teplotní závislost ztrátového faktoru nesíťovaných vzorkŧ o rŧzné  

molekulové hmotnosti 

 

Závěrem lze říci, ţe teplotní oblasti sekundárních přechodŧ nesíťovaných fólií hyalu-

ronanu jsou jen nepatrně ovlivněny molekulovou hmotností materiálu, coţ uvádí i Stoklasa 

[41]. Vliv délky řetězce na soufázový modul materiálu je výrazný aţ od 1500 kDa, kdy se 

jeho modul zvyšuje o 20 aţ 30 % oproti ostatním vzorkŧm. Z hlediska ztrát energie 

v materiálu jsou rozdíly mezi zkoumanými vzorky nevýznamné. U ztrátového modulu ani 

ztrátového faktoru nebyla prokázána jednoznačná závislost molekulové hmotnosti nesíťo-

vaného hyaluronanu na jeho dynamické mechanické vlastnosti. 
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6.1.2 Síťované fólie 

Síťované vzorky byly podrobeny dynamickému namáhány o frekvencí 1 Hz, při na-

stavení amplitudy síly 1 N a rychlosti ohřevu 4 K/min. Tyto vzorky byly měřeny od počá-

teční teploty (-90 °C), jelikoţ při ochlazení na (-120 °C) zpravidla docházelo k jejich poru-

šení jiţ na počátku měření. 

V rámci hodnocení širšího teplotního intervalu byly vzorky o molekulové hmotnosti 

500 kDa měřeny od (-90 °C) do 120 °C. Data soufázového modulu jsou prezentována na 

Obr. 79. V okolí (-90 °C) se vyskytuje poměrně prudký pokles modulu. Lze předpokládat, 

ţe by mohl být součástí β přechodu, který se vyskytoval u nesíťovaných vzorkŧ u teplot 

kolem (-100 °C). Mezi teplotou (-75 °C) a (-35 °C) se nachází velmi výrazná, stupňovitá 

změna soufázového modulu, kdy tento klesá z 230 MPa na 20 MPa. Tato změna charakte-

rizuje teplotu skelného přechodu. Při dalším zvyšování teploty pak modul klesá uţ jen po-

zvolna, aţ na konečnou hodnotu 1 MPa, při 115 °C. V celém měřeném teplotním rozsahu 

tedy modul klesl z počátečních 245 MPa k velmi nízkým hodnotám. Z toho vyplývá, ţe 

skelný přechod reflektuje výraznou změnu mechanických vlastností síťovaných fólií hyalu-

ronanu. Pod touto teplotou je materiál relativně tuhý a křehký, coţ dokazovalo jeho poru-

šování při niţších teplotách. Nad (-35 °C) pak materiál ztrácí svou tuhost a stává se velmi 

poddajný. 

 

Obr. 79 – Teplotní závislost soufázového modulu pro síťovaný vzorek o molekulové 

hmotnosti 500 kDa 
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Data ztrátového modulu jsou prezentována na Obr. 80. V okolí (-90 °C) se vyskytuje 

prudký pokles modulu. Má se za to, ţe je to ukončení píku relaxačního maxima odpovída-

jící β přechodu. K jeho výskytu opravdu docházelo při měření od niţších záporných teplot, 

při pouţití metody s amplitudou výchylky 3 μm. Při této metodě nedocházelo k porušení 

vzorkŧ a tak mohly být měřeny od (-120 °C). Maximum tohoto píku se nacházelo okolo 

teploty (-110 °C). Dále se na křivce ztrátového modulu vyskytuje mezi (-75 °C) a (-25 °C) 

velmi výrazný pík, odpovídající skelnému přechodu. Jeho maximum je při teplotě (-50 °C) 

a hodnotě modulu 23,5 MPa a materiál zde dosahuje největších ztrát energie. Při dalším 

zvyšování teploty nad (-25 °C) jiţ dochází k velmi pozvolnému poklesu ztrátového modulu 

aţ na konečných 0,2 MPa, při 115 °C. 

 

Obr. 80 – Teplotní závislost ztrátového modulu pro síťovaný vzorek o molekulové  

hmotnosti 500 kDa 

 

Data ztrátového faktoru jsou prezentována na Obr. 81. Z počátku měření je ztrátový 

faktor téměř konstantní kolem hodnoty 0,02. Mezi (-75 °C) a (-15 °C) se na křivce vysky-

tuje výrazný pík, odpovídající skelnému přechodu. Jeho maximum dosahuje hodnoty 0,45, 

při teplotě (-38 °C). Od teploty (-15 °C) dochází k poměrně prudkému nárŧstu ztrátového 

faktoru aţ na hodnotu 0,33 při 16 °C. Toto lokální maximum by mohlo být přiřazeno 

k uvolňování volné vody v materiálu. Dále ztrátový faktor pozvolna klesá na hodnotu 0,28 

při 80 °C. Nad touto teplotou klesá tan δ prudce aţ na hodnotu 0,16 při teplotě 115 °C. 

Celá oblast od (-15 °C) do 115 °C by mohla být také povaţována za velmi široký dvojitý 
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pík, který se v literatuře označuje jako vysokoteplotní relaxační maximum a je spojován 

s uvolňováním pohybu velkých úsekŧ a změnám konformace řetězce (viz. kapitola 2.3). 

Pro potvrzení této hypotézy by bylo zapotřebí provést měření v kombinaci s FTIR nebo 

NMR spektroskopií, umoţňující náhled do struktury materiálu. 

 

Obr. 81 – Teplotní závislost ztrátového faktoru pro síťovaný vzorek o molekulové  

hmotnosti 500 kDa 

 

V rámci srovnání teplotních závislostí vzorkŧ o rŧzné molekulové hmotnosti byly  

tyto podrobeny ohřevu z (-90 °C) na 60 °C. Data soufázového modulu jsou prezentována 

na Obr. 82. U všech vzorkŧ dochází k poklesu modulu s rostoucí teplotou. Na kaţdé křivce 

se taktéţ vyskytuje výrazná stupňovitá změna, která odpovídá skelnému přechodu. Teplo-

ta, kdy dochází ke skelnému přechodu, se liší v závislosti na molekulové hmotnosti vzorku, 

přičemţ počátek i konec této stupňovité změny modulu se posouvá k vyšším teplotám 

s rostoucí molekulovou hmotností. Pro vzorky o molekulové hmotnosti 500 kDa  

nastává v rozmezí (-60 °C) a (-30 °C). Pro vzorky o hmotnosti 1180 kDa se tento přechod 

vyskytuje mezi (-52 °C) a (-25 °C) a pro vzorky o molekulové hmotnosti 1500 kDa mezi  

(-50 °C) a (-15 °C). Pod teplotou skelného přechodu, se jednotlivé vzorky z hlediska sou-

fázového modulu poměrně liší. Na počátku měření mají nejvyšší modul 340 MPa vzorky  

o molekulové hmotnosti 1500 kDa a nejniţší modul 160 MPa naopak vzorky o molekulové 

hmotnosti 1180 kDa. Modul pro vzorky o hmotnosti 500 kDa se nachází mezi nimi. Proto 
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nelze tvrdit, ţe by existovala přímá korelace mezi délkou řetězce a soufázovým modulem 

materiálu. Nad teplotou 0 °C pak klesá modul na hodnoty blízké nule a rozdíly mezi jed-

notlivými vzorky jsou zde nevýznamné. 

 

Obr. 82 – Teplotní závislost soufázového modulu síťovaných vzorkŧ o rŧzné  

molekulové hmotnosti 

 

Data ztrátového modulu jsou prezentována na Obr. 83 a data ztrátového faktoru na 

Obr. 84. U všech křivek se vyskytuje výrazné relaxační maximum, odpovídající skelnému 

přechodu. Platí, ţe tato maxima se posunují k vyšším teplotám zhruba o 5 °C, se zvyšující 

se molekulovou hmotností jednotlivých vzorkŧ. Taktéţ je zde patrný posun těchto píkŧ 

k vyšším teplotám u křivek ztrátového faktoru. Teplota skelného přechodu vyhodnocená 

z křivek ztrátového modulu dosahuje hodnot (-45 °C), (-40 °C) a (-35 °C), postupně pro 

vzorky o molekulové hmotnosti 500, 1180 a 1500 kDa. Tg vyhodnocená pomocí ztrátového 

faktoru pak (-29 °C), (-24 °C) a (-18 °C). Z výsledkŧ vyplývá, ţe pod teplotou skelného 

přechodu roste ztrátový modul se zvyšující se molekulovou hmotností, přičemţ rozdíl mezi 

nejvyšší a nejniţší hodnotou nepřekračuje 6 MPa. Nad teplotou 20 °C klesá ztrátový modul 

všech vzorkŧ na hodnotu blízkou nule a rozdíl mezi nimi je zanedbatelný. Z hlediska ztrá-

tového faktoru se pod Tg materiály vzájemně příliš neliší. Nad skelným přechodem se u 

vzorku o molekulové hmotnosti 500 kDa vyskytuje další relaxační maximum. Počáteční 

náběh tohoto maxima je patrný i u ostatních vzorkŧ. Vyplývá, ţe se tento pík posouvá 

k vyšším teplotám spolu s rostoucí molekulovou hmotností. Z toho lze usoudit, ţe toto  
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vysokoteplotní maximum je spíše spojeno s uvolňováním pohybu velkých úsekŧ a změnou 

konformací řetězce neţ s uvolňováním volné vody. Jak jiţ bylo zmíněno, pro potvrzení 

této hypotézy by bylo zapotřebí měření s náhledem na strukturu materiálu. 

 

Obr. 83 – Teplotní závislost ztrátového modulu síťovaných vzorkŧ o rŧzné  

molekulové hmotnosti 

 

 

Obr. 84 – Teplotní závislost ztrátového faktoru síťovaných vzorkŧ o rŧzné  

molekulové hmotnosti 
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zejména pod teplotou skelného přechodu a nad touto teplotou vliv molekulové hmotnosti 

není významný. Obdobně je tomu i z hlediska ztrátového modulu materiálu, kdy tento ros-

te spolu s molekulovou hmotností, zejména v oblasti skelného přechodu. Při vyšších teplo-

tách jsou rozdíly jednotlivých materiálŧ velmi malé. V rámci mechanického tlumení je pak 

situace odlišná. Pod teplotou skelného přechodu se od sebe materiály příliš neliší, ale nad 

tímto přechodem vykazují materiály značné rozdíly. 

6.1.3 Vzájemné srovnání síťovaných a nesíťovaných fólií 

V rámci srovnání síťovaných a nesíťovaných fólií je patrný výrazný rozdíl mezi 

oběma typy materiálu.  U nesíťovaných vzorkŧ lze dobře detekovat β přechod, který se na 

křivkách soufázového modulu vyskytuje jako stupňovitá změna. Na křivkách ztrátového 

modulu a ztrátového faktoru se pak vyskytuje jako první relaxační maximum s výrazným 

nízkoteplotním píkem. U síťovaných vzorkŧ se na křivce soufázového modulu vyskytuje 

pokles hodnot, který je patrně součástí tohoto přechodu. Jeho výskyt byl skutečně zazna-

menán jako první relaxační maximum na křivkách ztrátového faktoru při vytváření opti-

mální metody, při nastavení amplitudy výchylky 3 μm (viz. Obr. 40). V případě síťované-

ho materiálu je však tento pík mnohem méně výrazný. To je patrně dáno právě síťovacím 

procesem. β přechod se spojuje s uvolněním pohybu bočních substituentŧ řetězce. U síťo-

vaných materiálŧ je značná část těchto substituentŧ vyuţita k vytvoření vazeb mezi řetězci. 

Vzniklé vazby zabraňují pohybu těchto substituentŧ, a proto zde mŧţe být β přechod méně 

výrazný neţ u nesíťovaných materiálŧ. Naopak skelný přechod je mnohem výraznější u 

síťovaných materiálŧ. Lze jej dobře detekovat jak na křivkách soufázového modulu, tak i 

na křivkách ztrátového modulu a faktoru. U nesíťovaných materiálŧ se na křivkách soufá-

zového modulu tento přechod vyskytuje jen u některých vzorkŧ. Na křivkách ztrátového 

modulu a ztrátového faktoru se pak vyskytuje jako druhý relaxační pík u všech vzorkŧ, 

avšak je mnohem méně výrazný neţ v případě síťovaných materiálŧ. Tento rozdíl mŧţe 

být spojen s tím, ţe v případě nesíťovaných materiálŧ je pohyb segmentŧ hlavního řetězce 

více omezen pevnou terciární strukturou, čemuţ nasvědčují vysoké hodnoty soufázového 

modulu nesíťovaných vzorkŧ. Z výsledkŧ taktéţ vyplývá, ţe u síťovaných materiálŧ do-

chází k posuvu teploty skelného přechodu do niţších teplot. To je patrně dáno větším ob-

sahem vázané a volné vody v síťovaných materiálech. Ty obecně dokáţí pojmout větší 

mnoţství vody. K obdobným závěrŧm dospěli i jiní vědečtí pracovníci [46, 47, 54], kteří 

udávají, ţe se zvyšujícím se obsahem vody dochází k poklesu teploty skelného přechodu. 

Bylo také zjištěno, ţe u síťovaných vzorkŧ je skelný přechod více ovlivněn molekulovou 
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hmotností vzorku, neţ v případě nesíťovaných materiálŧ, kde se Tg v závislosti na moleku-

lové hmotnosti materiálu téměř neliší. 

V rámci srovnání absolutních hodnot modulŧ je taktéţ patrný vliv síťování na me-

chanické vlastnosti fólií hyaluronanu. Síťované materiály jsou mnohem více poddajné. 

Rozdíl mezi soufázovým modulem síťovaných a nesíťovaných vzorkŧ dosahuje dvou aţ tří 

řádŧ. To je patrně dáno mnohem vyšším obsahem vázané i volné vody u síťovaných mate-

riálŧ. Tomu nasvědčuje i fakt, ţe tyto vzorky měly mnohem větší tloušťku, která se oproti 

nesíťovaným vzorkŧm lišila aţ o jeden řád. Bylo také zjištěno, ţe soufázový modul síťo-

vaných vzorkŧ klesá za vyšších teplot téměř k nulovým hodnotám, zatímco modul nesíťo-

vaných vzorkŧ dosahuje několika tisícŧ MPa. Nesíťované materiály jsou tedy pouţitelné 

z hlediska mechanických vlastností i za vyšších teplot. U obou typŧ materiálu je taktéţ 

patrný vliv molekulové hmotnosti na jejich soufázový modul. Pro síťované vzorky je vliv 

molekulové hmotnosti výrazný zejména v oblasti pod teplotou skelného přechodu a při 

teplotách nad 0 °C není významný. U nesíťovaného materiálu, se vliv molekulové hmot-

nosti na soufázový modul vzorku s rostoucí teplotou sice sniţuje, přesto je však patrný i za 

vyšších teplot.  

Ztrátový modul se u obou typŧ materiálu liší v rozmezí jednoho aţ dvou řádŧ, při-

čemţ vyšší modul mají nesíťované vzorky. V obou případech je vliv molekulové hmotnosti 

na ztrátový modul velmi malý v celém rozsahu měření. Z výsledkŧ taktéţ vyplývá, ţe nesí-

ťované materiály vykazují mnohem niţší mechanické tlumení, jelikoţ ztrátový faktor ne-

přesahuje hodnotu 0,1 v celém teplotním intervalu. Síťované vzorky vykazují vysoké me-

chanické tlumení, zejména nad skelným přechodem dosahuje ztrátový faktor hodnoty 

téměř 0,5. Za vyšších teplot se tedy u síťovaných materiálŧ ztrácí mnohem větší mnoţství 

vloţené energie, neţ u vzorkŧ nesíťovaných. 
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6.2 Frekvenční závislosti 

U frekvenčních závislostí byla provedena měření v rozsahu od 0,01 Hz do 200 Hz. 

Pro kvalitnější zhodnocení výsledkŧ jsou zde uvedeny data pouze do 37 Hz, jelikoţ nad 

touto frekvencí docházelo k rezonanci. Měření byla provedena při teplotách 25, 30, 37 a 45 

°C, aby mohl být hodnocen vliv teploty na mechanické vlastnosti materiálu. 

6.2.1 Nesíťované fólie 

Nesíťované vzorky byly podrobeny dynamickému namáhání v daném frekvenčním 

rozsahu, při nastavení amplitudy síly 1 N. Všechna měření byla provedena u 3 jednotlivých 

vzorkŧ a výsledné závislosti byly sestrojeny pomocí prŧměrných hodnot. 

Srovnání soufázového modulu, v rámci vzorkŧ o rŧzné molekulové hmotnosti, je 

prezentováno na Obr. 85. Je patrné, ţe skoro v celém frekvenčním rozsahu roste hodnota 

modulu se zvyšující se frekvencí téměř lineárně. To je dáno tím, ţe čím vyšší je zatěţovací 

frekvence, tím méně času mají řetězce k reakci na vyvozené napětí. Reakce materiálu se 

tak opoţďuje a ten se pak jeví jako více tuhý. Na počátku měření při nízkých frekvencích 

je rŧst modulu prudší u vzorkŧ o molekulové hmotnosti 240 a 1180 kDa. Při vyšších frek-

vencích, nad 20 Hz, se pak u všech vzorkŧ vyskytuje mírný pokles soufázového modulu. 

To je patrně zpŧsobeno nástupem rezonančního efektu, který při těchto frekvencích ještě 

není příliš výrazný. Z výsledkŧ taktéţ vyplývá, ţe u nesíťovaných vzorkŧ existuje přímá 

závislost mezi soufázovým modulem a molekulovou hmotností vzorku. Tento roste se zvy-

šující se molekulovou hmotností materiálu.  

 

Obr. 85 – Frekvenční závislost soufázového modulu nesíťovaných vzorkŧ o rŧzné moleku-

lové hmotnosti při teplotě 25 °C 
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Srovnání ztrátového modulu resp. ztrátového faktoru, v rámci vzorkŧ o rŧzné mole-

kulové hmotnosti, je prezentováno na Obr. 86 resp. na Obr. 87. Získané závislosti mají 

v obou případech obdobný tvar. S rostoucí frekvencí dochází k poklesu naměřených hod-

not, přičemţ tento pokles má exponenciální charakter. Křivky ztrátového modulu vykazují 

vyšší závislost na molekulové hmotnosti vzorku převáţně u nízkých frekvencí na počátku 

měření. Zde dosahují rozdíly mezi jednotlivými vzorky 150 aţ 200 MPa. Tento rozdíl se 

dále sniţuje a u vyšších frekvencí jiţ nepřesahuje hodnotu několika desítek MPa. Obdobně 

je tomu i u křivek ztrátového faktoru. Jednotlivé vzorky se z hlediska tan δ liší výrazněji 

jen u prvních dvou frekvencí 0,01 a 0,014 Hz. Nejniţšího ztrátového faktoru zde dosahují 

vzorky o molekulové hmotnosti 240 kDa a nejvyššího pak vzorky o molekulové hmotnosti 

1500 kDa. Je zajímavé, ţe hodnoty ztrátového modulu a ztrátového faktoru nevykazují 

jednoznačnou závislost mezi molekulovou hmotností vzorkŧ, jako tomu bylo v případě 

soufázového modulu.  

 

Obr. 86 – Frekvenční závislost ztrátového modulu nesíťovaných vzorkŧ o rŧzné molekulo-

vé hmotnosti při 25 °C 
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Obr. 87 – Frekvenční závislost ztrátového faktoru nesíťovaných vzorkŧ o rŧzné molekulo-

vé hmotnosti při 25 °C 

 

Vliv teploty na mechanické vlastnosti materiálu byl hodnocen u vzorkŧ o molekulo-

vé hmotnosti 1500 kDa. Data soufázového modulu jsou prezentována na Obr. 88. Při labo-
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Obr. 88 – Frekvenční závislost soufázového modulu nesíťovaných vzorkŧ o molekulové 

hmotnosti 1500 kDa při rŧzných teplotách 

 

Data ztrátového modulu jsou prezentována na Obr. 89 a data ztrátového faktoru na 
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Obr. 89 – Frekvenční závislost ztrátového modulu nesíťovaných vzorkŧ o molekulové 

hmotnosti 1500 kDa při rŧzných teplotách 

 

 

Obr. 90 – Frekvenční závislost ztrátového faktoru nesíťovaných vzorkŧ o molekulové 

hmotnosti 1500 kDa při rŧzných teplotách 
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pouze v oblasti velmi nízkých frekvencí, přičemţ nebyla prokázána jednoznačná závislost 

molekulové hmotnosti na tyto vlastnosti. Z hlediska odlišné teploty, na kterou byly zku-

šební vzorky temperovány, bylo zjištěno, ţe hodnota soufázového modulu roste spolu se 

zvyšující se teplotou, vlivem sniţujícího se obsahu vody v materiálu [49]. Ztrátový modul 

a ztrátový faktor byly teplotou výrazněji ovlivněny pouze v oblasti nízkých frekvencí, při-

čemţ opět nebyla prokázána přímá korelace mezi teplotou a ztrátami energie v materiálu. 

6.2.2 Síťované fólie 

Síťované vzorky byly podrobeny dynamickému namáhání v daném frekvenčním roz-

sahu, při nastavení amplitudy výchylky 20 μm. Všechna měření byla provedena u 2 jednot-

livých vzorkŧ a výsledné závislosti byly sestrojeny pomocí prŧměrných hodnot. 

Srovnání soufázového modulu, v rámci síťovaných vzorkŧ o rŧzné molekulové 

hmotnosti, je prezentováno na Obr. 91. Je patrné, ţe hodnota modulu roste spolu se zvyšu-

jící se frekvencí v celém frekvenčním rozsahu, přičemţ tento nárŧst má exponenciální cha-

rakter. To mŧţe být opět spojeno s tím, ţe segmenty řetězce nestíhají dostatečně rychle 

reagovat na změnu napětí a materiál tak při vyšší frekvenci vykazuje větší tuhost. Získané 

křivky vykazují přímou závislost mezi molekulovou hmotností vzorku a soufázovým mo-

dulem. Se zvyšující se molekulovou hmotností rostou hodnoty modulu. Tento efekt je vý-

razný zejména u vzorkŧ o molekulové hmotnosti 1500 kDa. Na počátku měření dosahuje 

rozdíl jeho modulu oproti ostatním vzorkŧm pouze 4 MPa, avšak s rostoucí frekvencí se 

tento rozdíl zvyšuje aţ na konečných 15 MPa. Pro vzorky o molekulové hmotnosti 500 a 

1180 kDa je rozdíl mezi moduly patrný zejména mezi 0,02 a 10 Hz. I v této oblasti však 

dosahuje maximálně 3 MPa. Nad i pod tímto intervalem jsou rozdíly v soufázových modu-

lech těchto vzorkŧ zanedbatelné. 
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Obr. 91 – Frekvenční závislost soufázového modulu síťovaných vzorkŧ o rŧzné molekulo-

vé hmotnosti při teplotě 25 °C 

 

Data ztrátového modulu jsou prezentována na Obr. 92 a data ztrátového faktoru na 

Obr. 93. V případě ztrátového modulu dochází v celém frekvenčním rozsahu ke zvyšování 
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Obr. 92 – Frekvenční závislost ztrátového modulu síťovaných vzorkŧ o rŧzné molekulové 

hmotnosti při 25 °C 

 

Obr. 93 – Frekvenční závislost ztrátového faktoru síťovaných vzorkŧ o rŧzné molekulové 

hmotnosti při 25 °C 
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stále nepřesahují hodnotu několika jednotek MPa. Získané závislosti vykazují přímou ko-

relaci mezi teplotou a soufázovým modulem pouze do frekvence 0,027 Hz. Do této frek-

vence se modul sniţuje s rostoucí teplotou. Nad touto frekvencí jiţ tato závislost neplatí. U 

vyšších frekvencí byly naměřeny nejniţší hodnoty modulu při teplotě 45 °C. Nejvyšší mo-

dul byl pak naměřen při teplotě 30 °C. Získané výsledky tedy plně nekorespondují 

s výsledky získanými pomocí měření teplotních závislostí, kdy nad teplotou skelného pře-

chodu docházelo k mírnému, ale stálému, poklesu soufázového modulu s rostoucí teplotou.  

 

Obr. 94 – Frekvenční závislost soufázového modulu síťovaných vzorkŧ o molekulové 

hmotnosti 1500 kDa při rŧzných teplotách 

 

Data ztrátového modulu jsou prezentována na Obr. 95 a data ztrátového faktoru na 

Obr. 96. Při všech teplotách, dochází k exponenciálnímu rŧstu ztrátového modulu spolu se 

zvyšující se frekvencí. U nízkých frekvencí jsou rozdíly modulu při rŧzných teplotách jen 

malé a dosahují maximálně jednoho MPa. Se zvyšováním frekvence se zvyšuje i rozdíl 

v modulech mezi jednotlivými teplotami, avšak stále nepřesahují hranici několika jednotek 

MPa. Přímá korelace ztrátového modulu a teploty je výrazná v rozmezí 30 aţ 45 °C, 

zejména v oblasti vyšších frekvencí, kdy se modul sniţuje s rostoucí teplotou. V rámci 

ztrátového faktoru opět dochází na počátku měření k jeho poklesu, aţ do frekvence 0,02 

Hz. S dalším zvyšováním frekvence pak roste ztrátový faktor téměř lineárně. V případě tan 

δ platí, ţe rozdíly mezi jednotlivými teplotami jsou nejvíce výrazné zejména v oblasti níz-

kých frekvencí a s rostoucí frekvencí se tyto rozdíly sniţují. Taktéţ platí, ţe ztrátový faktor 

klesá spolu s rostoucí teplotou, pouze u nízkých frekvencí do 0,02 Hz. 
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Obr. 95 – Frekvenční závislost ztrátového modulu síťovaných vzorkŧ o molekulové hmot-

nosti 1500 kDa při rŧzných teplotách 

 

 

Obr. 96 – Frekvenční závislost ztrátového faktoru síťovaných vzorkŧ o molekulové hmot-

nosti 1500 kDa při rŧzných teplotách 
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s rostoucí frekvencí zvyšuje. Ztrátový faktor se sniţuje při zvyšování frekvence do určité 

hodnoty, avšak s dalším zvyšováním frekvence jiţ dochází k jeho rŧstu. Z hlediska mole-

kulové hmotnosti bylo zjištěno, ţe s jejím rŧstem dochází ke zvyšování elastického modulu 
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materiálu a tedy i jeho tuhosti. Ztrátový modul a ztrátový faktor jsou ovlivněny molekulo-

vou hmotností materiálu, přičemţ vliv molekulové hmotnosti se projevuje více u vyšších 

frekvencí. Z hlediska odlišné teploty bylo zjištěno, ţe její vliv na soufázový a ztrátový mo-

dul se výrazněji projevuje aţ při vyšších frekvencích, přičemţ v rozmezí 30 aţ 45 °C do-

chází k poklesu obou modulŧ s rostoucí teplotou [49]. Ztrátový faktor byl teplotou výraz-

něji ovlivněn pouze v oblasti nízkých frekvencí, přičemţ jeho hodnota s rostoucí teplotou 

klesá. 

6.2.3 Vzájemné srovnání síťovaných a nesíťovaných fólií 

V rámci srovnání frekvenčních závislostí síťovaných a nesíťovaných fólií je patrný 

výrazný rozdíl mezi oběma typy materiálu. V obou případech dochází k rŧstu elastického 

modulu se zvyšující se frekvencí. U síťovaných materiálŧ má však tento nárŧst exponenci-

ální charakter. U obou materiálŧ byl také pozorován nárŧst elastického modulu se zvyšující 

molekulovou hmotností, přičemţ tento jev je výraznější u nesíťovaných fólií. Nesíťované 

vzorky také vykazují přímou korelaci mezi teplotou a elastickým modulem, přičemţ do-

chází ke zvyšování soufázového modulu s rostoucí teplotou vlivem vylučování vlhkosti z 

materiálu. U síťovaných vzorkŧ se moduly vzorkŧ při odlišných teplotách liší jen nepatrně. 

Mezi 25 a 30 °C soufázový modul roste se zvyšující se teplotou a u vyšších teplot se pak 

sniţuje s rostoucí teplotou. 

Z hlediska ztrátového modulu mají oba typy materiálu zcela odlišný charakter. Ztrá-

tový modul nesíťovaných fólií klesá se zvyšující se frekvencí, přičemţ modul síťovaných 

fólií roste spolu s rostoucí frekvencí. To mŧţe být spojeno s vnitřní strukturou materiálŧ, 

kdy řetězce nesíťovaných vzorkŧ stále více nestíhají reagovat na dynamické zatěţování a 

díky tomu s kaţdým dalším cyklem ztrácejí čím dál menší mnoţství energie. U síťovaných 

vzorkŧ patrně leţí rezonanční frekvence sítě v oblasti vyšších frekvencí. To se projevuje 

právě nárŧstem ztrátového modulu, jak se k této frekvenci blíţíme. Ani u jednoho materiá-

lu nebyla prokázána přímá korelace mezi molekulovou hmotností a ztrátovým modulem. 

V rámci mechanického tlumení materiálu vykazují síťované a nesíťované fólie taktéţ 

odlišné chování. U nesíťovaných vzorkŧ ztrátový faktor klesá spolu s rostoucí frekvencí 

v celém frekvenčním rozsahu. U síťovaných vzorkŧ dochází při nízkých frekvencích také 

nejprve k poklesu ztrátového faktoru, ovšem při dalším zvyšování frekvence jeho hodnoty 

rostou. Ani jeden typ materiálu nevykazuje přímou závislost ztrátového faktoru na moleku-

lové hmotnosti. U nesíťovaných vzorkŧ je vliv molekulové hmotnosti velmi malý a  
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výrazněji se vyskytuje jen u nízkých frekvencí. U síťovaných vzorkŧ je tento vliv výraz-

nější, přičemţ nejvíce se projevuje u vyšších frekvencí. Závislost ztrátového faktoru na 

teplotě se u síťovaných i nesíťovaných materiálŧ projevuje zejména u nízkých frekvencí a 

při vyšších frekvencích jiţ není významná. Obě závislosti vykazují korelaci mezi teplotou 

a ztrátovým faktorem, právě v oblasti nízkých frekvencí, přičemţ hodnoty ztrátového fak-

toru klesají spolu s rostoucí teplotou. 
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ZÁVĚR 

V rámci vytváření optimálních metod pro měření dynamické mechanické analýzy 

bylo zjištěno, ţe pro síťované a nesíťované fólie hyaluronanu, o dané geometrii zkušebních 

vzorkŧ, je potřeba odlišného nastavení experimentu. Vhodné nastavení pouţitých metod se 

také liší při měření frekvenčních a teplotních závislostí. Pro měření teplotních závislostí 

nesíťovaných materiálŧ je výhodné pouţití amplitudy výchylky 7 μm, u síťovaných mate-

riálŧ pak pouţití amplitudy síly 1 N. Vhodná rychlost ohřevu je v obou případech 4 K/min. 

Pro měření frekvenčních závislostí byla pozorována větší volnost nastavení experimentu. 

U nesíťovaných materiálŧ je moţno pouţít amplitudu výchylky 7 μm, případně pak ampli-

tudu síly 1 N. Pro síťované materiály se jako optimální jeví pouţití amplitudy výchylky 

v rozmezí 10-20 μm. 

V rámci teplotních závislostí bylo zjištěno, ţe síťovaní hyaluronanu má výrazný vliv 

na skelný přechod. U nesíťovaných materiálŧ se pohybuje v oblasti vyšších teplot v okolí 

(-15 °C), u síťovaných materiálŧ pak v okolí (-45 °C). Bylo prokázáno, ţe se Tg síťova-

ných fólií posunuje k vyšším teplotám s rostoucí molekulovou hmotností. U nesíťovaných 

fólií nebyl tento jev prokázán. 

U obou typŧ materiálu dochází k poklesu elastického modulu s rostoucí teplotou. Sí-

ťované fólie jsou mnohem poddajnější, jejich soufázový modul je o 2 aţ 3 řády niţší. Ten-

to rozdíl je dŧleţitý zejména nad skelným přechodem, kde jejich modul klesá k vel-

mi nízkým hodnotám. Naopak nesíťované vzorky si i nad teplotou skelného přechodu za-

chovávají vysoký elastický modul. 

U křivek ztrátového modulu nesíťovaných vzorkŧ bylo kromě skelného přechodu 

pozorováno i nízkoteplotní relaxační maximu v okolí (-100 °C), které odpovídá β přecho-

du. U síťovaných vzorkŧ byl pozorován pouze náznak tohoto píku. Síťované vzorky mají o 

jeden aţ dva řády niţší ztrátový modul. Platí, ţe nad Tg dochází ke zvyšování ztrátového 

modulu a faktoru nesíťovaných fólií s rostoucí teplotou, naopak u síťovaných fólií hodnoty 

modulu i faktoru klesají. Síťované materiály vykazují vyšší mechanické tlumení. Zejména 

nad teplotou skelného přechodu jsou hodnoty jejich ztrátového faktoru aţ o jeden řád 

vyšší. U obou typŧ materiálu byla pozorována souvislost molekulové hmotnosti a mecha-

nických ztrát. 
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V rámci frekvenčních závislostí byl pro oba typy materiálu prokázán rŧst soufázové-

ho modulu s rostoucí frekvencí. U nesíťovaných vzorkŧ byl nárŧst elastického modulu 

téměř lineární, naopak u síťovaných vzorkŧ měl exponenciální charakter, coţ poukazuje na  

odlišnou strukturu obou materiálŧ. U frekvenčních závislostí byla pro oba typy materiálu 

prokázána přímá korelace mezi molekulovou hmotností materiálu a elastickým modulem, 

přičemţ tento roste se zvyšující se molekulovou hmotností vzorku. U nesíťovaných vzorkŧ 

roste elastický modul se zvyšující se teplotou. U síťovaných vzorkŧ modul roste do 30 °C a 

s dalším zvyšováním teploty klesá. Z hlediska mechanických ztrát je také patrný vliv síťo-

vání. Se zvyšující se frekvencí dochází k poklesu ztrátového modulu nesíťovaných materi-

álŧ, u síťovaných materiálŧ naopak roste. Ztrátový faktor nesíťovaných fólií klesá 

s rostoucí frekvencí v celém frekvenčním rozsahu. U síťovaných fólií ztrátový faktor nej-

prve klesá a u vyšších frekvencí dochází k jeho rŧstu. U obou typŧ materiálu je vliv mole-

kulové hmotnosti a teploty vzorkŧ na ztrátový modul a ztrátový faktor poměrně nevý-

znamný. 

Závěrem lze tedy říci, ţe síťování hyaluronanu výrazně mění charakter tohoto mate-

riálu a má značný vliv na jeho chování při dynamickém mechanickém namáhání. Chemic-

ké modifikace tedy nabízí moţný zpŧsob změny mechanických i termických vlastností 

hyaluronanu, které tak mohou být upraveny podle poţadavkŧ na jeho plánované aplikace. 
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ADH  dihydrazid kyseliny adipové 

BS
3
  bis(sulfosuccinimidyl) suberát 

CTA  hexadecyltrimethylammonium bromid 

DMA  dynamická mechanická analýza 

DMS  2-methyl suberimidát 

DSC  diferenční skenovací kalorimetrie 

DTSSP 3,3’-dithiobis(sulfosuccinimidyl) propionát 

DVS  divinyl sulfon 

EDC  N-(3-Dimethylaminopropyl)-N′-ethylcarbodiimid hydrochlorid 

EDU  rozpustné deriváty močoviny 

EX 810 poly(ethylenglykol) diglycidyl ether 

FTIR  infračervená spektroskopie 

GTA  glutaraldehyd 

HA  kyselina hyaluronová 

HDPE  vysokohustotní polyethylen 

H7  ethyl ester kyseliny hyaluronové 
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NHS  N-Hydroxysuccinimid 

NMR  nukleární magnetická rezonance 

PBS  solný fosfátový pufr 

PVA  polyvinyl alkohol 

TMA  termomechanická analýza 

α, β, γ  sekundární přechody 

Δ  relativní chyba měření 

δ  fázový (ztrátový) úhel 
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ε  poměrná deformace 
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ζ  napětí 

ζ0  amplituda napětí 

ω  úhlová frekvence 

tan δ  ztrátový faktor 

E*  komplexní dynamický modul pruţnosti 

E’  soufázový modul pruţnosti 

E’’  ztrátový modul pruţnosti 

f  frekvence 

t  čas 

T  teplota 

Tg, Tα  teplota skelného přechodu 
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