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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zamétfena na studium mechanickych vlastnosti dynamicky nama-
haného hyaluronanu v tahu. Teoreticka ¢ast se zabyva strukturou hyaluronanu a moznostmi
jeho chemické modifikace s dirazem na ptipravu filmd, sitovanych pomoci riznych sit'o-
vacich ¢inidel. Dalsi kapitoly popisuji princip dynamické mechanické analyzy a hodnoti
termické a mechanické vlastnosti zkoumané pomoci vybranych metod. Experimentélni ¢ast
se vénuje priprave sitovaného i nesitovaného hyaluronanu o rizné molarni hmotnosti ve
formé¢ filmu. Déle je popsano vytvareni optimalni a reprodukovatelné metody pro méteni
filmi pomoci dynamické mechanické analyzy. Zavérem jsou hodnoceny mechanické

vlastnosti ptipravenych filmu, métené jako teplotni a frekvenéni zavislosti.

Klicova slova: kyselina hyaluronova, sitovani, dynamicka mechanické analyza

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.

Keywords: hyaluronic acid, crosslinking, dynamic mechanical analysis
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UvVOD

V poslednich letech se stale vice rozviji aplikace biopolymert, zejména proteinti a
polysacharidl, v riznych odvétvich primyslu. Jednou z téchto latek je 1 kyselina hyaluron-
ova, polysacharid o velké molekulové hmotnosti, ktery se skldda ze dvou opakujicich se
disacharidovych jednotek. V roce 1934 do té doby neznamou latku poprvé izolovali
z kravskych oc¢i Karl Mayer s kolegou Johnem Palmerem a pojmenovali ji jako kyselina
hyaluronova. Skute¢ny potencial této latky byl vSak objeven az roku 1942 mad’arskym
védcem Endre A. Balazsem, ktery vytvofil prvni patent jejiho vyuziti jako ndhradu vajec-
ného bilku pro pekaisky primysl. Balazs vénoval zna¢nou ¢ast Zivota studiu kyseliny
hyaluronové. Vytvotil mnoho patentl tykajicich se riznych postupti izolace a aplikace této
latky. Mimo jiné zjistil, Ze se tato kyselina Castéji vyskytuje ve formé soli a zasadil se o
zatazeni terminu “hyaluronan® do mezinarodniho nazvoslovi polysacharidi. V 50. letech
20. stoleti byla kyselina hyaluronova poprvé pouZita v oblasti mediciny jako nédhrada o¢ni-
ho sklivce. Od té doby se tato latka stala velmi atraktivnim biomateridlem, ktery nasSel
uplatnéni v mnoha odvétvich, jako naptiklad farmacie, kosmeticky primysl, tkanové inze-

nyrstvi, ortopedie, oftalmologie a dalSich oblastech mediciny.

Jednou z prednich vlastnosti kyseliny hyaluronové je jeji schopnost vazat a udrzovat
velké mnozstvi vody. Diky svym hydrofilnim vlastnostem miZe jeji fetézec ve vodnych
roztocich expandovat aZ na tisicinasobek svého pivodniho objemu. Kyselina v ¢istém sta-
vu pomérné rychle podléhd biodegradaci a mize byt lehce znecisténa riiznymi mikroorga-
nismy. Proto byva €asto modifikovana pomoci konzervacnich latek a sitovacich cinidel,
coz vede k tvorbé hydrogell, které jsou mnohem odolnéjsi viici plisobeni bioaktivnich 14-
tek. Molekulovd hmotnost kyseliny hyaluronové je pomé&rmé vysoka. Pohybuje se mezi sto
tisici az n¢kolika miliony Daltonti, v zavislosti na zdroji a metodé jejiho ziskavani. Dal§im
typickym znakem je viskoelastické chovani hyaluronanu. Se zvysujici se koncentraci kyse-
liny a s rostouci molekulovou hmotnosti maji jeji roztoky znacn€ nenewtonské chovani a

velmi vysokou viskozitu.

Dynamickd mechanicka analyza je velmi uZite¢nou metodou pii studiu viskoelastic-
kych materialt. Jejim principem je sledovani odezvy materidlu na vybuzené kmity. Zpra-
vidla slouzi k méfeni teplotnich a frekven¢nich zavislosti komplexniho modulu. Diky tomu
1ze identifikovat fadu pfechodl v polymernich materidlech a urcit souvislosti mezi jejich

mechanickymi vlastnostmi a strukturou. Testovani vzorkli pomoci dynamické mechanické
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analyzy je obvykle nedestruktivni, jelikoZ na material zpravidla ptisobi podstatné¢ mensi

nap¢ti nez pti zkouskach statickych.

Cilem této diplomové prace je dynamickd mechanickd analyza filmt hyaluronanu
z hlediska viskoelastickych vlastnosti v zavislosti na teplot¢ a frekvenci mechanického
zatézovani. Dale také vytvoreni optimalnich a reprodukovatelnych metod, coz je zaklad-
nim piedpokladem pro zisk kvalitnich vysledkd pro néslednou analyzu. Soucasti prace je
také pfiprava nemodifikovanych a sitovanych filmi hyaluronanu o rtizné molekulové

hmotnosti.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KYSELINA HYALURONOVA

Kyselina hyaluronova (HA) je vysokomolekularni biopolymer fadici se mezi polysa-
charidy. Jeji molekula je tvofena opakujici se jednotkou N-acetyl glukosaminu a kyseliny
D-glukoronové. Molekulova hmotnost jedné makromolekuly miize dosahovat od stovek
tisic az po nékolik milionti Daltontl, v zavislosti na zdroji a metod¢€, pomoci které se ziska-
va [1,2]. Zpravidla se vyskytuje u fady zivocichli, bakteridlnich kment a podle Kendalla
[3] ji 1ze nalézt i u n€kterych druhii fas. Mezi jeji zdkladni biologické funkce lze zaradit
kontrolu tkanové hydratace a transportu vody, zachovavani viskoelasticity tekutin spojova-
cich tkani a supramolekularni shromazd’ovani proteoglykanti v mezibunééném prostoru.
Z aplikac¢niho hlediska byvé vyuZzivana napitiklad jako lubrikant v ortopedii, latka zvySujici
viskozitu o¢nich kapek v oftalmologii nebo jako material zvySujici hydrataci a elasticitu
pokozky v kosmetice. Existuje i jisty potencial jejiho budouciho pouziti jako nosice pfi

cilené dopravé 1éciv pro 1écbu nadorovych onemocnéni.[1,4,5,15]

1.1 Vyskyt a vyroba

Kyselina hyaluronova je dilezitou soucasti mezibunécné hmoty (extracelularni
matrix) pojivovych tkani. Sliva a Mindrik [2] uvadi, Ze lidské télo o hmotnosti 70 kg
obsahuje zhruba 15 g tohoto biopolymeru. Pfiblizné jedna tfetina je spotfebovana béhem
dne a toto mnoZstvi se pravidelné obnovuje. Nejcastéji se vyskytuje ve formé soli. Zpravi-
dla vytvaii chemickou vazbu se sodikem za vzniku hyalurondtu sodné¢ho (hyaluronan).
Nejveétsi mnozstvi hyaluronanu odpovidajici ptiblizné 50 % jeho celkového mnozZstvi se
vyskytuje v pokozce (epidermis a dermis), kde poskytuje buiikdm mobilitu a vytvaii
vhodné prostiedi pro jejich pohyb mezibunécnym prostorem [1,6,13]. Diky své schopnosti
vazat obrovské mnozZstvi vody také vyrazn€ napomaha hydratovat pokozku a zvySovat jeji
elasticitu. Hyaluronan se dale vyskytuje v koncentraci piiblizné 3-4 mg.ml™ ve spojeni
s proteiny v synovidlni tekutiné. Tato tekutina tvofi vrstvu silnou asi 2 pm pokryvajici
vnitini povrch kloubl. HA zde plsobi jako lubrikant. Diky svym viskoelastickym vlastnos-
tem snizuje tfeni a absorbuje tlakové narazy, ¢imz dochéazi ke zmirnéni opotiebovani klou-
bl. Kvili tomuto namahéni je neustale degradovdna a néasledné znovu obnovovéna [1,7].
Hyaluronan se taktéZ vyskytuje v oénim sklivci o koncentraci 0,1 mg.ml™. Na povrchu oka
vytvaii hydrata¢ni film, ktery slouzi k udrzeni dostate¢né vlhkosti a také jako ochrana

tkdn¢ pred mechanickym posSkozenim [1,8]. Ve vysSich koncentracich se HA vyskytuje
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jesté v pupecni siife a kohoutich hiebincich, které se zvlasté v minulosti staly preferova-

nym zdrojem jeji primyslové vyroby.

Kromé¢ zivoc¢iSnych zdroji Ize hyaluronan nalézt u nékterych bakteridlnich kment
v jejich slizovitych obalech (membranach). Membrany jsou pouzivany k zapouzdieni bak-
terialnich bunék. Tyto buniky jsou pak nerozpoznatelné imunitnim systémem, jelikoz je
kyselina hyaluronové biokompatibilni a nevyvolava imunitni reakci organismu. Mezi bak-
terialni kmeny obsahujici HA lze zaradit naptiklad Pasteurella multocida, Streptococcus
zoopidemicus, Streptococcus pyogenes nebo Streptococcus equi. Zminéné kultury patii
v soucasnosti  kvelmi vyznamnym zdrojim primyslové produkce kyseliny

hyaluronové. [1,9,14]

Primyslova vyroba kyseliny hyaluronové je moZna pomoci riznych postupt. Jedna
z prvnich metod, zaloZzend na extrakci z zivociSnych tkani, byla vytvofena v roce 1968
Swannem [13]. Jako vychozi surovina pro tento zptsob izolace byly pouzity kohouti hie-
binky a lidské pupecni $iiiry. Tyto jsou nejprve zmrazeny, aby doslo k rozruseni bunécné
stény, a nasledné jsou rozemlety na malé kousky. Takto pfipravend surovina poté prochéazi
extrakci v etanolu s pfidavkem cetylpyridinium chloridu, chloroformu a vody. Extrakce je
prefiltrovat od extrak¢éni smési a stabilizovat pomoci pfidavku NaCl. Vysledny produkt
obsahuje 0,5 % bilkovin a jeho vyt&Znost se pohybuje okolo 1 gkg™ vychozi latky. Pro
dalsi sniZeni obsahu bilkovin pod 0,1 % je moZno vyuzit ¢iSténi pomoci iontové vyménné
chromatografie [11,13]. Hlavni nevyhodou této metody je degradace produktu zpisobena
aktivitou enzymu hyaluroniddzy a moZnost kontaminace viry z proteinoveé surovinove za-
kladny. Dalsi nevyhodou je také ndro¢nost samotného procesu extrakce, kdy musi byt do-
drzeny striktni podminky. Takto pfipraveny hyaluronan se pfedné vyuzival k laboratornim
ucellim s cilem charakterizovat biopolymer a jeho aplikacni mozZnosti [1,12,13]. V roce
1979 madarsky vyzkumnik Balazs vyvinul postup izolace a purifikace hyaluronanu
z zivo¢isSnych zdrojt, ktery splioval kritéria primyslové vyroby s moznosti pouziti HA pro

farmaceutické aplikace [10].

Dals8i moznosti vyroby kyseliny hyaluronové je metoda bakteridlni fermentace. Mezi
nejpouzivanéjsi bakterialni kmeny pro tyto postupy se fadi zejména Streptococcus equi a
Streptococcus zoopidemicus. Kultivace bakterialni bunééné struktury probiha v roztocich
glukozy a fruktdzy s obsahem soli a kvasinek pfi rozmezi teplot 30-37 °C a pH mezi 7-8,5.

Vytvotené kultury produkuji hyaluronan ve svych membranach. Ten je dale izolovan za
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pomoci filtrace a srazeni pomoci propanolu s acetatem sodnym. Vytéznost této metody se
pohybuje v rozmezi 5-7 g.I" [11,13,14]. Vzhledem k tomu, Ze vstupni materialy nejsou
zivoc¢iSného pivodu, je timto postupem zabranéno kontaminaci produktu priony (infekcni
bilkoviny) a viry. Nevyhodu této metody je mozno spatfit v mozné kontaminaci produktu
bakteridlnimi endotoxiny, které mohou zplisobovat zanétlivé reakce pii styku s zivou tkani

[13,14].

V soucasnosti stale probiha vyzkum ve snaze dosahnout vyssi vytéznosti hyalurona-
nu zejména u procesu fermentace, ktery se stavi do popiedi zajmi, jelikoz jsou tyto metody
mén¢ nakladné a taktéz méné zatézuji zivotni prostiedi. Ke zvySeni efektivity je pfistupo-
vano z vice sméru. V prvnim piipadé je to snaha o optimalizaci stavajicich postupii
zménou procesnich podminek. V druhém piipadé¢ pak nalezeni novych zdroji vyroby,
napiiklad pouziti odliSnych bakteridlnich kmend, ¢i ptfiprava rekombinantnich mikroorga-
nismi (geneticky modifikované) produkujicich vys$s§i mnozstvi HA. Soucasti téchto vy-
zkum je také snaha o ptipravu hyaluronanu o vyssich molekulovych hmotnostech a nizsi

polydisperzité. Tyto vlastnosti jsou odlisné na zaklad¢ vychoziho zdroje a pouzité metody

[1,11,13].

Tabulka 1 — Hodnoty relativni molekulové hmotnosti HA ptipravené z riiznych zdrojt [11]

Relativni molekulova

Tkan Technika méieni

hmotnost

lidska pupecni $ndra 3,4x10° rozptyl svétla

7,7 x 10 rozptyl svétla

hovézi sklivec c
1,7x 10 sedimentace a difuze

hovézi synovialni tekutina 14 x 10° rozptyl svétla

lidska synovialni tekutina zdrava 6 x 10° rozptyl svétla

revmaticka (2,7 -4,5)x 10° rozptyl svétla

kohouti hfebinek 1,2 x 10° sedimentace
0,115 x 10°

Streptokokové kultury sedimentace a viskozimetrie

0,93 x 10°
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1.2 Struktura kyseliny hyaluronové

Z hlediska chemické struktury kyseliny hyaluronové se jednéd o glykosaminoglykan.
Jedna se o nevétveny, linearni mukopolysacharid. Je tvoieny opakujici se disacharidovou
jednotkou slozenou z B(1,3)-D-glukuronové kyseliny a P(1,4)-N-acetyl-glukosaminu
v poméru 1:1. V molekule jsou navzdjem spojeny glykosidickou vazbou a kazda jednotka
obsahuje jednu karboxylovou skupinu, ¢tyi1 hydroxylové a jednu acetamidovou skupinu.
Na rozdil od jinych glykosaminoglykanti nachéazejicich v mezibunééné hmoté (napi. chon-
drotin a heparin) neobsahuje sulfatovou skupinu. Diky velkému mnozstvi hydroxylovych
skupin je kyselina hyaluronova schopna velmi dobfe vézat vodu. Ve vodném prostiedi
dochazi k disociaci karboxylovych skupin. Diky tomu je HA velmi dobfe rozpustna
ve vodé. Tyto disociované skupiny taktéz umoznuji navdzani kationtd rGznych kovi
(napt. Na", K*, Ca®"), ¢ jiné kladn& nabité latky, a vytvétet tak piislu$né soli. Monovalent-
ni ionty mohou vytvaret vazby pouze s jednou skupinou COO'". Bivalentni ionty pak mo-
hou byt navazany na dv¢ takové skupiny, v disledku ¢ehoz miize dochézet k tvorb¢ vétsich
domén v ramci jednoho fetézce. Beta konfigurace umoziiuje, aby vSechny objemné skupi-
ny (hydroxylové, karboxylova a acetamidova) mohly zaujmout stericky vyhodné ekvatori-
alni pozice a malé atomy vodiku pak zabiraji méné stericky ptiznivé axidlni polohy. Diky
tomu je tato disacharidové struktura, prezentovand na Obr. 1, energeticky velmi stabilni.

[2,4,15,16]

H O
O
/O

0 H HO

HO 2

H
H H
D-glukoronova kyselina N-acetyl-glukosamin

Obr. 1 — Strukturni jednotka kyseliny hyaluronové s disociovanou karboxylovou skupinou
(Vytvoreno a upraveno podle [16])
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Velikost fetézct kyseliny hyaluronové se miize pohybovat v rozmezi od 0,2 do
10 MDa. Nejcastejsi velikost vSak zpravidla byva mezi 2-5 MDa. Pocet disacharidovych
jednotek v celé makromolekule HA mtze dosahovat 10 000 a vice, pficemz molekulova
hmotnost jedné takové jednotky odpovida zhruba 400 Da. Vzhledem k tomu, Ze primérna
délka disacharidové jednotky se pohybuje okolo 1 nm, lze ptedpokladat, ze pln€ natazeny
fetézec HA dosahuje délky 10 um. Tato délka zhruba odpovida velikosti lidské cervené
krvinky. Na Obr. 2, ziskaného pomoci elektronové mikroskopie, jsou vidét propletené
hyaluronové molekuly na rovném povrchu zastinéné t€zkym kovem pro ziskani kontrastu.

[1,2,16]

Obr. 2 — Snimek elektronové mikroskopie propletenych molekul HA [16]

Kromé vyse popsané primarni struktury lze u kyseliny hyaluronové pozorovat taktéz
strukturu sekundarni. Tato byla zkouména zejména v roztocich, kde dochazi k disociaci
karboxylové skupiny, diky ¢emuz se HA chova jako zaporné nabity elektrolyt. Stupent di-
sociace zavisi na iontové sile, pH a teploté. Pocet disociovanych skupin ovliviiuje konfor-
maci 1 rozmery fetézce a také stupen jeho hydratace [11]. Sekundarni struktura je tvoiena
dvakrat stocenou Sroubovici v rdmci jedné tetrasacharidové jednotky, kterd je celkové sto-
¢ena o 360° oproti sousednim. Kazdéd disacharidova jednotka je tedy pootocena o 180°
vuci predchazejici i nasledujici jednotce v fetézci HA. Toto staceni fetézce je disledkem

existence intramolekularnich vodikovych vazeb.[1,6,17]
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Vodikové mistky mohou vznikat dvéma riiznymi zpusoby, v zdvislosti na slozeni
roztoku. Tyto odlisné mechanismy jsou prezentovany na Obr. 3. V prvnim piipade (a)
vznikaji pfimé vodikové vazby mezi hydroxylovymi, acetamidovymi a karboxylovymi
skupinami. To bylo pozorovano v Cistém roztoku dimethyl sulfoxidu. U vodnych roztoki
dimetyl sulfoxidu (b) bylo pozorovano nahrazeni téchto vazeb vodikovym miistkem pies

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

Obr. 3 — Sekundarni struktura kyseliny hyaluronové v roztocich [18]

Cowman ve své publikaci [15] popisuje konformaci natazenych vladken hyaluronanu
v pevném stavu. Vyhodnoceni prob&hlo na zakladé rentgenové difrakce. Uvadi, Ze jedno-
ducha Sroubovice HA obsahuje 2, 3 nebo 4 disacharidové jednotky v rdmci jejiho oto€eni o
360°. Pocet jednotek se lisi v zavislosti na pfitomnych iontech (H", Na', K, Ca*', atd.).
V ramci tohoto vyzkumu byl taktéz pozorovan vyskyt dvojité Sroubovice za ptitomnosti
méné obvyklych iontd (H'/K', Rb", NH4"). Obé tyto struktury jsou stabilizovany vodiko-
vymi vazbami, spojujici sousedni zbytky cukru pres ob¢ glykosidické vazby. Scott [17] se
o daném vyzkumu taktéZz zminuje a udava, ze jednoduchd Sroubovice je pozorovédna u
vzorku piipravenych za vyssiho pH. Vzorky u nichZ se vyskytovala dvousroubovice, byly

pfipraveny pii pH niZ§im, nez by bylo mozno dosahnout ve fyziologickém prostredi.
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Dalsi studie prokézaly existenci hydrofobnich, nepoldrnich oblasti v rdmci jednoho
fetézce kyseliny hyaluronové. Tyto ¢asti jsou tvoieny axialnimi vodiky z osmi C-H skupin,
umisténych stfidavé na obou strandch Sroubovice. Naopak ekvatoridlné ulozené bocni e-
tézce tvoii polarni a hydrofilni ¢ast molekuly. Diky existenci téchto oblasti se mohou
molekuly HA vzijemné shlukovat a vytvaret tak terciarni strukturu polymeru. Dochézi
k vytvareni antiparalelni (protismérné orientované) struktury. Toto shlukovani mize probi-
hat po obou stranach Sroubovice, ¢imz dochézi k tvorbé rozsahlé¢ molekulové fyzikalni sité
oznacované jako matrice kyseliny hyaluronové. Mechanismus tvorby antiparalelni struktu-
ry je prezentovan na Obr. 4a, znazornéni vzniku mezimolekuldrni sit¢ pak na Obr. 4b.
Hydrofobni ¢asti molekul (na obrazku zndzornény Srafovan¢) se mohou skladat vzdy jen
proti sob&. Vysledné struktury jsou stabilizovany vznikem intermolekuldrnich vodikovych

vazeb mezi karboxylovou a acetamidovou skupinou. [1,6,16-19]
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Obr. 4 — Tercialni struktura (a) a matrice (b) kyseliny hyaluronové [6]

Retézce hyaluronanu zaujimaji v roztocich konformaci statistického klubka, jehoz
tuhost je déna piitomnosti vodikovych vazeb. Pfi vyssi koncentraci hyaluronanu dochazi
ke zpeviiovani sit€. Molarni hmotnost HA ovliviiuje stupenl sitovani, pfic¢emz s jejim rls-
tem dochdzi ke zvétSovani velikosti sit€. Diky tomu mtize klubko udrzet vodu az o tisicina-
sobku své hmotnosti. Statistické klubko hyaluronanu tedy zaujima v roztoku pomérné vel-
ky objem, piestoze jeho skutecnd koncentrace uvnitt téchto domén je velmi nizka

(0,1 mg.ml™). [4,15,17,18]
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1.3 Chemické modifikace

Nativni hyaluronan ma pro farmaceutické a medicinské aplikace velmi omezené
moznosti pouziti. Pro tkanové inzenyrstvi je pak v této podobé prakticky nepouzitelny.
Ptirozen¢ vyskytujici se fyzikalni sité jsou tvofeny pomoci Van der Waalsovych sil, vodi-
kovych miistkli a hydrofobnich vazeb. Tyto interakce jsou pomérné slabé. Z tohoto diivodu
je hyaluronan ve své ptirozené podobé velmi dobie rozpustny, snadno biodegradovatelny a

jeho mechanické vlastnosti jsou nevhodné pro $irsi pouziti.[20,22]

Chemické modifikace nabizi fadu moznosti k vylepsSeni pozadovanych vlastnosti pro
danou aplikaci. Chemické upravy byva zpravidla dosazeno pomoci jedné nebo vice che-
mickych reakci modifikacniho ¢inidla s karboxylovymi nebo hydroxylovymi skupinami,
pfi nichz dochazi ke vzniku kovalentnich nebo iontovych vazeb. Tyto vazby jsou mnohem
siln€j$i nez interakce drzici pohromad¢ fyzikalni sit’ [20,22]. Schanté [21] uvadi, Ze pro
urCité upravy muze byt vyuzita také aminoskupina, ziskand deacetylaci acetamidové
skupiny. Chemické modifikace mohou byt provedeny dvéma zplsoby, jak prezentuje

Obr. 5.

Chemicka konjugace Chemicke sit'ovani
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Obr. 5 — Schématické znazornéni chemické konjugace a chemického sitovani [21]

Prvni moznosti je chemickd konjugace, kdy je dand latka védzéna ptes funkcni
skupinu pouze k jednomu fetézci hyaluronanu. V zavislosti na stupni substituce a typu po-

uzitého modifikatoru Ize regulovat biokompatibilitu derivatu HA, fidit rychlost degradace
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a zejména menit jeho fyzikalni vlastnosti dle potieby. Kromé latek ovliviiujicich zminéné
vlastnosti mohou byt k fetézci vazany latky biologicky aktivni. Toho se vyuziva zejména
pii cilené dopravé 1éCiv, kdy je diky kovalentni vazbé mezi 1é¢ivem a hyaluronanem pro-
dlouzena jeho zivotnost v organismu. V idedlnim piipad¢ dochazi k uvolnéni 1é¢ivé latky

degradaci této vazby az ve specifickém misté, kde chceme, aby 1é¢ivo ptisobilo.[20,21,23]

Druhou moznosti modifikace je chemické sitovani. Je to jedna nebo vice reaket, pfi
nichZ se dana latka soucasné vaze k vice fetézcim hyaluronanu za vzniku trojrozmérnych
struktur — hydrogeld. Obecné existuji tii rizné metody sitovani: pfimé sitovani, sitovani
HA derivath a sitovani rozdilnych HA derivatii. V prvnim piipad¢€ se jedné o piimé reakce
sitovaciho Cinidla s funkénimi skupinami fetézce kyseliny hyaluronové. V dalSich dvou
pfipadech pak nejprve dochazi k vytvoreni stejnych respektive riznych derivati HA na
jednotlivych fetézcich, coz je vlastné obdoba konjugace. Takto upravené fetézce jsou na-
slednou chemickou reakeci provazany mezi sebou za vzniku trojrozmérného hydrogelu.
V zavislosti na pouzitém c¢inidlu je mozno sitovani provadét ve vodnych roztocich. Neékte-
ra sitovaci €inidla jsou citlivd na hydrolyzu a v takovych ptipadech jsou reakce provadény
v organickych rozpoustédlech, jako je naptiklad dimethylformamid nebo dimethyl sul-
foxid. Stejné jako v piipad¢ konjugace Ize regulovat biokompatibilitu, fyzikalni vlastnosti
a rychlost degradace sit¢ pomoci vybéru typu chemické reakce, sitovaciho Cinidla a stup-
ném substituce. Napiiklad esterova vazba je velmi snadno biodegrovatelna, jelikoz se
v tkanich vyskytuje velké mnozstvi esterdz. To jsou enzymy, které s rtiznou rychlosti rusi
esterové vazby a tim zpétn€ generuji nemodifikovany hyaluronan, jeZ mize byt dale od-
bourdn enzymem hyaluronidazy. Stabilng§i je pak wvazba karbamatova, kterd je
v organismu jen pomalu odbouratelna. Naopak prakticky neodbouratelné jsou slouceniny
navazané etherovou vazbou, pfipadné ve form¢ substituovaného amidu karboxylové skupi-

ny. [20,21,22]

V soucasnosti existuje, a stale probihd, fada studii, které se vénuji vyvoji novych
chemickych postupll vyroby derivatl kyseliny hyaluronové s vhodnymi vlastnostmi podle
specifickych potieb dané aplikace. Chemické modifikace HA se ukazuji jako vhodna cesta
k vyuziti hyaluronanu jako scaffoldi pro péstovani bunéénych struktur, nosi¢li u¢innych
latek pro cilenou distribuci a fizené uvoliiovani ¢kt a taktéz pro vyrobu mikro a nanovla-

ken vyuzitelnych v regenerativni, ale i jinych oblastech mediciny.[20,21]
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1.3.1 Sitovani pomoci EDC

Jednou z moznosti chemického sitovani je pouziti N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimid hydrochloridu (EDC) jako sitovaciho ¢inidla. Sitovani kyseliny hyaluro-
nové pomoci této latky bylo poprvé patentovano roku 1970 Hamiltonem a kol. [25].
EDC je povazovan jako vyhodné sitovaci ¢inidlo diky nizké cytotoxicité a rozpustnosti ve
vodé. Grundélova a kol. [24] jej pouzili v rdmci svého vyzkumu pro piipravu sitovaného
hyaluronanu ve form¢ valecka a v kombinaci s N-Hydroxysuccinimidem (NHS) pro pii-
pravu sitovanych filmu. Ptiprava filmil probihala tak, Ze do pfedem ptipraveného 1 % roz-
toku HA v deionizované vod¢ byl pridan EDC (100 mmol) a NHS v hmotnostnim poméru
2:1. Roztok byl poté michan po dobu jedné hodiny pfi teploté 25 °C, aby doslo k rozpusté-
ni ptidanych latek. Roztok byl nésledné titrovan 0,1 M HCI tak, aby hodnota pH byla
v rozmezi 4,5-4,75. Titrace probihala 1 h za neustdlého michani. Vysledny roztok byl poté
nalit do polystyrenové formy o rozmérech 100 x 80 x 0,05 mm a nasledné suSen do kon-

stantni hmotnosti pii 50 °C.

Pro hlub$i porozuméni modifika¢niho mechanismu hyaluronanu pomoci EDC byla
na sitovanych vzorcich provedena FTIR spektroskopie a nukledrni magentick4 rezonance
(NMR). Porovnanim spekter sitovanych a nesitovanych vzorkii bylo potvrzeno uspésné
provedeni modifikace HA. Dale bylo zjisténo, ze sitovaci ¢inidlo EDC se chemicky neva-
ze ke kyselin¢ hyaluronové, ale zpusobuje aktivaci jeji karboxylové skupiny. EDC zpro-
sttedkovava tvorbu anhydridu kyseliny mezi dvéma karboxylovymi skupinami, pattici
stejné molekule HA. Tento anhydrid pak podle Tomihata [26] reaguje s hydroxylovou
skupinou patfici jiné molekule hyaluronanu za vzniku esterové vazby, jejichz vyskyt byl
potvrzen FTIR spektroskopii. Diky esterovym vazbam je mozné propojeni vice fetézcl
mezi sebou, coz vede ke vzniku rozsahlé intermolekularni sit€. Béhem reakce EDC s kar-
boxylovymi skupinami dochézi k tvorbé aktivniho O-acylmocovinového meziproduktu.
Ten je nestabilni a pfesmykem se milze snadno meénit ve stabilni a nereverzibilni N-
acylmocovinu. Pfidavek NHS zabraiuje tvorbé tohoto nereverzibilniho a nezadouciho pro-
duktu. EDC je nasledné vyloucen zreakce ve formé& rozpustnych derivati mocoviny
(EDU), které vznikaji jako vedlejsi produkt sitovaci reakce. Pomoci nuklearni magnetické
rezonance bylo zjisténo, Ze vSechny karboxylové skupiny byly modifikovany pomoci EDC
dle vySe popsaného zpisobu. Predpokladany mechanismus sitovani kyseliny hyaluronové

pomoci EDC a NHS je prezentovan na Obr. 6. [24,26]
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Obr. 6 — Mechanismus sitovani kyseliny hyaluronové pomoci EDC a NHS [24]
(Hy — kyselina hyaluronova, HMS — N-Hydroxysuccinimid, EDU — rozpustné derivdty mocoviny)

1.3.2 Sitovani pomoci DVS

Mezi dalsi hojné pouzivané metody chemické modifikace kyseliny hyaluronové lze
zatadit sitovani pomoci divinyl sulfonu (DVS). Prvni pouziti této metody je datovano do
roku 1986, kdy byl vytvotfen patent vyzkumniky Balazsem a Leschinerem [28]. Na rozdil
od predchozi metody, sitovani pomoci DVS je nutné provadét v zésaditém prostiedi. Diky
vysokému pH jsou deprotonovany hydroxylové skupiny za vzniku ziporn€ nabitych
alkoxidovych skupin (RO). Tyto skupiny jsou tzv. aktivni nukleofil, ktery velmi ochotné
reaguje s elektrofilni dvojnou vazbou DVS za vzniku kovalentni etherové vazby mezi mo-
lekulou HA a DVS. Tento typ reakce se nazyva Michaelova adice. Vzhledem k tomu, Ze
molekula DVS obsahuje dvé dvojné vazby, miize reagovat s dalsi alkoxidovou skupinou
jiné molekuly HA a tak dochazi ke vzniku rozsahlé sité. Na rozdil od EDC se tedy DVS

pfimo Ucastni procesu chemického sitovani kyseliny hyaluronové.[27,29,30]

Shimojo a kol. [27] pouzili DVS jako modifikacni ¢inidlo pro piipravu sitované¢ho
hyaluronanu ve form¢ filma, ktery byl nasledn€ pouzit pro pfipravu mikrocastic. Nejprve
byly piipraveny 3 % roztoky HA v NaOH o koncentracich v rozmezi 0,05-1 mol.I". Dale
byl do roztoku pfidan NaCl a sitovaci ¢inidlo DVS. Hmotnostni pomér piidanych latek
HA:NaCL:DVS byl 1:1:1. Sitovaci reakce probihala po dobu 4 hodin pfi teploté 25 °C. Pro
odstranéni nezreagovanych slozek byl roztok promyvan deionizovanou vodou 2 dny za

neustalého michédni. Po vysuSeni promytého roztoku byl hydrogel protiepavan po dobu 24
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hodin v 10 mmol.I"' roztoku solného fosfatového pufru (PBS) ke stabilizaci pH hydrogelu.

Pomoci homogenizatoru pak byly ziskany mikrocéstice, jez byly pouzity pro dalsi vyzkum.

Plati, ze ¢im vyssi je pH roztoku, tim vice je deprotonovano hydroxylovych skupin.
Soucasné také plati, ze srostoucim pH dochéazi k poklesu molekulové hmotnosti HA
v disledku jeji degradace alkalickou hydrolyzou. Shimojo [27] udéva, ze hodnota pH musi
byt vyssi nez 9, aby jeste¢ dochazelo k tvorbé alkoxidovych skupin. Jako optimalni pod-
minky pak urcuje pH v rozmezi 11,79-12,63, piicemz v daném intervalu 1ze dobfe kontro-
lovat stupen zesiténi. Pii vysSich hodnotach pH dochazelo k velmi vyrazné degradaci fe-
tézct HA. Lai [29] v ramci svého vyzkumu zjistil, Ze se zvySujici se koncentraci DVS
v roztoku roste jeho mnozstvi siry ve vysledném materidlu a zaroven dochazi k poklesu
hydroxylovych skupin. Z toho lze usoudit, Ze s rostouci koncentraci DVS dochazi k tvorbé
vice etherovych vazeb béhem sitovaciho procesu. Lze tedy fici, ze stupen sitovani kyseli-
ny hyaluronové pomoci DVS je mozno fidit koncentraci sitovaciho ¢inidla a hodnotou pH,

pii niz reakce probiha. Mechanismus sitovaciho procesu je prezentovan na Obr. 7.
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Obr. 7 — Mechanismus sitovani kyseliny hyaluronové pomoci DVS [29]
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1.3.3 Sitovani pomoci ADH

Jednou z dalSich moznosti chemické modifikace kyseliny hyaluronové je pouziti
dihydrazidu kyseliny adipové (ADH). Modifikacni reakce probiha v kyselém prostiedi ve
vodnych roztocich. Zpravidla byva ptfidavan EDC, jako aktivator karboxylovych skupin
hyaluronanu, kdy dochazi ke vzniku aktivniho O-acylmocovinového meziproduktu. Ten
nasledné reaguje s ADH za tvorby dihydrazidovych vazeb. Schanté [21] uvadi, ze touto
cestou jsou pripraveny HA-ADH derivaty, které samy o sobé nedokazi vytvaret intermole-
kularni sit. Pro jeji vznik je tfeba piidavku homobifunkénich sitovacich c¢inidel. Mezi
takové latky lze zahrnout napiiklad bis(sulfosuccinimidyl) suberat (BS®); 3,3’-
dithiobis(sulfosuccinimidyl) propionat (DTSSP) nebo 2-methyl suberimidat (DMS). Tato
sitovadla vytvareji kovalentni vazby s HA-ADH derivaty, ¢imz dochdzi ke vzniku sitova-

ného hyaluronanu. Dany postup byl vyuzit jiz dfive pro pfipravu hydrogelu HA Hahnem a

kol. [31]. Mechanismus sitovaciho procesu je prezentovan na Obr. 8.
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Obr. 8 — Mechanismus sitovani kyseliny hyaluronové pomoci ADH a EDC s pouZitim

homobifunkénich sitovacich Cinidel. [21]

Na rozdil od pfedchozich autorti, Prestwich [32] a Schramm [33] ve svych publika-
cich uvadi, Ze l1ze vytvéret sitované hydrogely hyaluronanu s pomoci ADH a EDC i bez
ptidavku homobifunk¢énich sitovacich ¢inidel. V ramci jejich metod hraje EDC taktéz roli
aktivatoru karboxylovych skupin HA. ADH opét vytvati dihydrazidové vazby se vzniklym
meziproduktem mocoviny, za vzniku HA-ADH derivatu. Ve vhodném pH (4,7) mohou
tyto dale reagovat s karboxylovou skupinou jiné molekuly HA, ¢imZ vznika intermoleku-

larni sit. EDC je pak zreakce vyluCovan jako rozpustny derivat mocoviny (EDU).
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Autofi obou popsanych metod pouzivaji k ptipravé hydrogelti obdobné podminky (kyselé
pH, stejna sitovaci ¢inidla a rozpoustédlo). Taktéz se shoduji, Ze po ukonceni sitovacich
reakci je nutné vysledny produkt promyvat v dialyzacni trubici pomoci PBS od piebytec-
nych sitovadel a vedlejSich produkti. Neni proto pfili§ jasné, jak vznikl tento rozpor.
Mechanismus sitovéani bez pouziti homobifuncknich sitovacich ¢inidel je prezentovan na

Obr. 9.

0 RN=C=NR' 0 0

NH—NH,
—p _HA
HA—COOH + HgN—NH)K/\/\n/ EDC HA)kNH-—-NHJ\/\/\’rNH N

¥ pH=4.75 \ o]

ADH EDU sitovana HA

Obr. 9 — Mechanismus sit'ovani kyseliny hyaluronové pomoci ADH a EDC bez pouziti

homobifunk¢nich sitovacich ¢inidel [32]

V roce 2011 byl Su a jejimi spolupracovniky [34] patentovan novy postup sitovani
kyseliny hyaluronové pomoci ADH. Jejich metoda je zaloZena na piimé reakci oxidované
HA s ADH. Oxidace kyseliny probiha ve vodném roztoku s piidavkem jodistanu sodného
(NalOy). V ramci oxidace dochazi k pfeméné hydroxylovych skupin na skupiny aldehydo-
vé. Tyto velmi snadno a rychle reaguji s aminoskupinami molekul ADH za vzniku sitova-
ného hydrogelu. Cim vyssi je koncentrace NalOy4, tim vice aldehydovych skupin vznika.
Toho lze v kombinaci se zménou koncentrace sitovaciho ¢inidla ADH vyuzit pro snadné
fizeni stupné zesitovani hyaluronanu. Vyzkum prokazal, Zze HA s vysokym stupném sit'o-
vani dokéze odoldvat enzymatické degradaci po dobu az 5 tydnii, coz poskytuje tfadu
potencidlnich moznosti vyuZiti tohoto materidlu v in vivo aplikacich. Proces oxidace
kyseliny hyaluronové je prezentovan na Obr. 10 a mechanismus sit'ovaci reakce na Obr.

11.[35]
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OJ\ aldehydové ;l;l;piny O
kyselina hyaluronova (HA) oxidovana kyselina hyaluronova (oxi-HA)

Obr. 10 — Oxidace kyseliny hyaluronové pomoci jodistanu sodného [35]
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Obr. 11 — Mechanismus sitovani oxidované kyseliny hyaluronové pomoci ADH [35]

Zaveérem lze fici, Ze studium sitovani kyseliny hyaluronové zaujima vyznamné misto
a pokryva Sirokou oblast nedavnych a soucasné probihajicich vyzkumi. Kromé vyse
zminénych, Ize k chemické modifikaci HA pouzit fadu dalSich latek [21] od halogenderi-
vati (bromidy, iodidy) ptfes aldehydy (glutaraldehyd, formaldehyd), anhydridy (oktanyl
succin anhydrid, methakrylovy anhydrid), dusikaté slou¢eniny (diaminy, azoly), alkoholy
(ethylenglykol, polyglycerol) az po sirné slouceniny (sulfidy, thioly) a dalsi. Vzhledem k
nepiebernému mnozstvi moznosti se pfimo nabizi vypracovani akademické studie, zabyva-
jici se chemickymi modifikacemi kyseliny hyaluronové. Sumarizace existujicich poznatka
do jedné prace by velmi usnadnila orientaci v dané¢ problematice. Diky moznosti ovliviio-
vat vysledné vlastnosti materialu vybérem modifika¢niho ¢inidla a typem pouzité metody,
lze predpokladat, Ze vyzkum a vyvoj novych metod v této oblasti bude pokracovat i

v nasledujicich letech.
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2 DYNAMICKA MECHANICKA ANALYZA

Dynamicka mechanickd analyza (DMA) se v soucasnosti stava stale vice pouzivanou
metodou pro studium fyzikalnich a mechanickych vlastnosti materiali. V praxi jsou mate-
ridly Casto vystaveny riiznym provoznim podminkdm, pfedevsim tepelnému a mechanic-
kému naméhani, jez se velmi Casto vyskytuji soucasné. Mechanické naméhani mtize byt
statické, kdy je téleso relativné v klidu a piisobi na néj konstantni zatizeni. V redlném svété
se vsak Casto setkavame s materialy, které jsou namahany dynamicky. V tomto piipadé je
na téleso vyvozeno Casové promeénné napéti, zpiisobené zpravidla vibracemi a cyklickym
zatézovanim. Dynamicka mechanickd analyza se fadi mezi nejcitlivejsi techniky, schopné
charakterizovat a interpretovat chovani dynamicky namahaného materidlu. Analyzovat lze
Sirokou paletu materidli. Nejcastéji se DMA pouziva k charakterizaci termoplasti, reakto-
plasti, elastomert, kovli a kompozitnich materiald. Pomoci DMA lze stanovit teplotu skel-
ného prechodu, bod tani a méknuti, mechanické ztraty (tlumici schopnost materialu), te¢eni
metodou kripu, stupen krystalizace, miru orientace, bod zesitovani, starnuti materidlu a
dalsi. Tyto vlastnosti maji zpravidla pfimy vztah ke zpracovatelnosti a pouZzitelnosti dané-

ho vyrobku. [36,37,38]

2.1 Konstrukce mériciho pristroje

Zakladem pfistroje jsou dvé vyvaZena rovnob&€zna ramena, ktera jsou uloZena na
specialnich ¢epech, umisténych blizko sttedu ramen. Tyto Cepy jsou tvofeny vysoce pies-
nymi torznimi pruzinami. Mezi ramena se do specialniho drzaku (Celisti) upind vzorek,
ktery vytvari rezonan¢ni systém. Tim je mySlena rezonan¢ni frekvence zavisld na modulu a
geometrii testovaného vzorku. Deformace vzorku je zplsobena dvéma protichidnymi
momenty stejné velikosti. Tyto momenty pusobi na protilehlé konce zkusebniho vzorku
upnutého do svorek. Celé zatizeni je navic umisténo v temperacni komote, coz umoziiuje
meteni v Sirokém rozsahu teplot (-190 az 600 °C), ale také v izotermnim rezimu pii jedné
konstantni teploté. Vzhledem k Siroké Skéle testovanych materidlu, existuji rozdilné poza-
davky na vysledky, které 1ze ziskat riznymi metodami méteni. Proto je mozno na pfistroji
ménit drzaky vzorku (upinaci celisti) a ménit tak formy deformace podle potieby zvolené-
ho experimentu. Tvar a rozméry zkusSebnich vzorkli pro rizné jednotlivé typy Celisti jsou
zpravidla dany vyrobcem méficiho pfistroje. Obr. 12 prezentuje deformacni mody nastavi-
telné pro ptistro DMA 1 METTLER TOLEDO, ktery byl pouZit i v rAmci méfeni praktic-
ké cCasti této diplomové prace. [37,38,39]
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D IE _F

Obr. 12 — Ukéazka deformacnich modi nastavitelnych na pfistroji DMA 1 METTLER
TOLEDO [39]

A) Tribodovy ohyb (3-point bending) — zkuSebni vzorek je podepien pod obéma konci
bez pevného uchyceni. Deformacéni impuls ptsobi uprostted vzorku. Tento mdd se pouziva

pro méteni tuhych vzorkd, jako jsou kompozitni materidly a termosety.

B) Jednostranny konzolovy ohyb (single cantilever) — zkusebni vzorek je pevné uchycen
na obou koncich. Deformaéni impuls ptisobi na jeden z koncti. Dany méd se pouziva pro
méteni velmi tuhych kovovych a polymernich vzorkl. TaktéZ je doporucen pro stanoveni

ztratového faktoru praSkovych materiali.

C) Dvoustranny konzolovy ohyb (dual cantilever) — zkuSebni vzorek je pevné uchycen
na obou koncich. Deformacni impuls plisobi uprostted vzorku. Tento mod je vhodny pro

tenké vzorky a materialy s niZsi tuhosti jako jsou polymerni folie.

D) Tah (tension) — zkuSebni vzorek je pevné uchycen k pohyblivé a nepohyblivé Celisti.
Deformacni impuls je dan pohybem jedné upinaci Celisti. Na zkuSebni vzorek musi byt
vyvozeno predpéti, aby se zabranilo jeho krouceni. Méfeni v tahu je vhodné pro materidly

ve formé vldken a paski.

E) Tlak (compression) — zkuSebni vzorek je umistén mezi dvé horizontalni desticky. De-
formac¢ni impuls je dan pohybem jedné z desticek. Mé&feni v tlaku je vhodné pro méekké

materidly, jako jsou elastomery a polymerni pény.
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F) Smyk (shear sandwich) — u sendvicového usporadani jsou pouzity dva zkusebni vzorky
umisténé mezi dvé nepohyblivé desticky. Mezi obéma vzorky je pohybliva desticka, kterd
svym pohybem vytvari deformacni impuls. Tento mdd se pouziva pro méteni mékkych
materialt, jako jsou elastomery a lepidla citliva na tlak. Vyhodné je i pouziti tohoto uspo-

fadani pro studium vytvrzovacich reakci termosett.[36,39]

2.2 Princip metody DMA

Dynamickad mechanicka analyza je zalozena na sledovani viskoelastické odezvy ma-
teridlu podrobeného malému oscilacnimu napéti. To mize byt vyvozeno dvéma zptsoby.
V prvnim ptipad¢ je zkusebni vzorek namahan cyklicky ménici se silou. V druhém piipadé
je vzorek cyklicky deformovén na urcitou hodnotu deformace. Mechanicky namahany vis-
koelasticky material 1ze z hlediska jeho chovani popsat jako pruznou hookovskou latku a
soucasn¢ jako visk6ézni newtonskou kapalinu. Typickym znakem viskoelastického chovani
je opozdéna reakce materidlu na mechanické namahani. Toto zpozdéni deformace za vlo-
Zzenym napétim se nazyva fazovy uhel (6) a je ddno uspofddanim a stavbou fetézcii
v polymernim systému. Obecny prubéh napéti a deformace pti dynamickém naméhani vis-

koelastického materialu je prezentovan na Obr. 13. [36,40]

A e o - napéti
. /1\\ D

/ o £ - deformace

Obr. 13 — Obecny pribeh napéti o a deformace € pii dynamickém namahéni

viskoelastického materialu [40]
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Pokud je na material vyvozeno stfidavé harmonické zatizeni, lze ¢asovy prubéh na-

péti popsat pomoci vztahu:
o(t) = g, sin(wt + &), (1)
kde: w = 2xfje uhlova frekvence, o) amplituda napéti a 6 fazovy thel.

Napéti tedy piedbiha deformaci o fazovy uhel 6. Casovy priabéh pomérné deformace

1ze popsat pomoci vztahu:
e(t) = gy sin(wt), 2)
kde: g je amplituda pomérné deformace.

Napéti a deformaci jsou pak spolu svazany veli¢inou zvanou komplexni dynamicky

modul pruznosti podle vztahu:
o(t) = E*(w) - (0), A3)
kde: E” je komplexni dynamicky modul pruznosti.

Komplexni dynamicky modul je zavisly na tthlové frekvenci a udava odolnost mate-
ridlu proti deformaci. Lze jej rozd¢lit na dvé vzajemné nezéavislé slozky. Redlnou ¢ast tvori
elasticky soufazovy modul a imaginarni ¢ast je tvofena ztratovym modulem. Plati pro né

nasledujici vztah:
E*(w) = E'(w) + IE" (w), “4)

kde: E’ je soutdzovy modul a £’ ztratovy modul.

E/

Obr. 14 — Vzajemny vztah komplexniho, soufazového a ztratového modulu [40]
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Obr. 14 zobrazuje dynamicky komplexni modul a jeho jednotlivé slozky
v komplexni roving. Na jeho zaklad¢ 1ze odvodit nasledujici vztahy, kterymi jsou moduly
vzajemné svazany. Taktéz je definovan pomér ztratového a soufazového modulu, ktery se

nazyva ztratovy faktor. [37,40]

E'(w) = E*(w) - cos S (5)
E"(w) = E*(w) - sind (6)
tané =2 ™

Soufazovy modul je ve fazi s deformaci a charakterizuje pevnostni vlastnosti materi-
alu. Predstavuje miru idealné elastického odporu proti dynamickému namahani pti dané
frekvenci a teploté. Soufazovy modul je vratnou slozkou komplexniho modulu urcujici
hodnotu akumulované a uvolnéné energie v jednotce objemu. Ztratovy modul je zpozdén o
fazovy thel 6 a charakterizuje tlumici vlastnosti materialu. Pfedstavuje mechanické ztraty
a urcuje mnozstvi energie preménéné v teplo béhem jedné periody deformace pii dané
frekvenci a teploté. Pro vysoké frekvence a velmi nizké teploty se hodnota ztratového mo-
dulu blizi k nule, jelikoz segmenty makromolekul nejsou za téchto podminek schopny do-
statecn€ rychle reagovat na vné¢j$i zatizeni. U idealn€ elastického materidlu je napéti
s deformaci ve fazi a tudiZ mezi nimi nedochazi ke zpozdéni (§ = 0). Komplexni modul je

v takovém piipadé roven soufazovému modulu (E* = E’). U ¢isté viskdéznich materialt

je fazovy uhel nejvyssi (6 = g) a komplexni modul je pak roven ztratovému modulu

(E* = E”). U viskoelastickych materialt lezi fazovy tihel v intervalu § € (0; g) Ztratovy

faktor tan 6 udava miru tlumici schopnosti materialu. Pokud je hodnota ztratového faktoru
vys8i, prevlada v materialu neelasticka (viskozni) slozka modulu. Niz§i hodnoty ztratového

faktoru pak poukazuji na vice elasticky material.[36,40]

Jednou z nejvétSich vyhod dynamické mechanické analyzy je prav€ mozZnost zazna-
menani jednotlivych slozek komplexniho dynamického modulu a tak hodnotit material z
hlediska elastického chovéani a mechanickych ztrat. Méfeni byva zpravidla provadéno v
zavislosti na ménici se teploté¢ nebo frekvenci. Diky tomu lze v relativné kratkém case,
oproti jinym metodam, ziskat pomérné komplexni charakteristiku viskoelastickych materi-

alt vystavenych riznorodym podminkam. [36,37]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

2.3 Méreni sekundarnich prechodii

Teplota skelného pfechodu (T, nebo T,) se fadi mezi sekundarni prechody (relaxacni
amorfnich polymera. Pfi této teploté se vyznamné méni fada fyzikalnich vlastnosti mate-
ridlu, kdy dochazi k ptfechodu polymeru ze skelného do kaucukovitého stavu. Napiiklad
modul pruznosti se miize zménit aZ o 3 fady v rozmezi n€kolika mélo °C v okoli T,. Pfe-
chod je spojen se zménou pohyblivosti segmentii hlavniho fetézce tvotenych zpravidla 20-
50 atomy. Pod teplotou skelného pfechodu zamrza pohyb segmentl a polymer je tvrdy,
kiehky a ma vysoky modul pruznosti. Nad T, pfestavaji byt segmenty zamrzl¢é a maji vyssi
pohyblivost. Diky tomu mize materidl snadnéji reagovat na vyvozené napéti. Polymer je

pak méekei, houzevnatéjsi a ma niz§i modul pruznosti. [36,41]

Dynamickd mechanicka analyza se tfadi mezi nejptesnéjsi metody méteni teploty
skelného pfechodu. Existuje n¢kolik zplsobi vyhodnoceni hodnoty T, i ostatnich sekun-

darnich pfechodt a jsou prezentovany na Obr. 15.

Peak Tan & = 140.5°C

OnsetE'=133.1°

Paeak E¥ = 136.7 °C

guel

Onset E” =127.3°C

Modulus/Pa

Tan s =130.0°C

Temperature/C

Obr. 15 — Moznosti vyhodnoceni sekundarnich pfechodi [36]
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V prvnim piipadé to miize byt urceni tzv. hodnoty onset, coz je teplota kdy dochazi
k odklonu ktivky od jeji zakladni linie. Ziskava se jako prasecik prodlouzené piimky za-
kladni linie a pfimky prochézejici inflexnim bodem stupniovité zmény dané veliCiny. Onset
teplota mtize byt vyhodnocovana u kiivek soufazového modulu, ztratového modulu a ztra-
tového faktoru. Druhou moznosti je ur€eni maxima piku dané veli¢iny. To je mozné pro-
vést u kiivek ztratového modulu a ztratového faktoru. Nékteré zdroje [42,43] také uvadi
moznost uréeni Ty pomoci tzv. midpoint teploty. Ta odpovida inflexnimu bodu stupfiovité
zmény soufazového modulu. Je to teplota, pii které probéhne polovina zmény tohoto mo-
dulu. V zavislosti na zpiisobu vyhodnoceni teploty skelné¢ho prechodu se tato mize lisit
v rozmezi az 50 °C v ramci jednoho méfeni. Z tohoto diivodu je v praxi nezbytné uvadet

jakym zplsobem byla tato teplota vyhodnocena. [36,40]

Kromé teploty skelného pfechodu, kterd je v literatufe Casto oznacovana za hlavni
sekundarni ptechod, Ize u nékterych polymernich materiali nalézt i vedlejsi sekundarni
ptechody. Tyto je vyhodné méfit pomoci dynamické mechanické analyzy, jelikoz jsou
zpravidla méné vyrazné nebo piilis Siroké a proto je lze pomoci jinych metod (DSC, TMA)
zachytit jen velmi obtizné. Vedlejsi sekundarni pfechody vyskytujici se za velmi nizkych
teplot pod T, jsou oznaCovany jako nizkoteplotni relaxani maxima a znaci se feckymi
pismeny S, y a 6. Jejich molekularni podstata neni dodnes presné objasnéna. Podle dosa-
vadnich studii jsou tyto pfechody spojeny se zménou pohyblivosti uréitych usekd poly-
merniho fetézce, v disledku zvyseni volného objemu materialu. f ptfechod byva zpravidla
davan do souvislosti s uvolnénim rota¢niho a posuvného pohybu vedlejsich fetézct a boc-
nich skupin navazanych na hlavni fetézec makromolekuly. y relaxace je pfifazovana nata-
hovani a ohybani vazeb mezi 2-4 atomy hlavniho ¢i postranniho fetézce. V nékterych pii-
padech byva spojovan i s obsahem vazané vody v polymeru. § ptechod se vyskytuje za
extrémné nizkych teplot a je davan do souvislosti vibra¢nimi pohyby jednotlivych vazeb
mezi atomy. Je nutné podotknout, Ze studium molekuldrni podstaty nizkoteplotnich pie-
chodt je velmi obtizné a proto se mu v soucasnosti vénuje jen uzka skupina vyzkumnik.
Zpravidla se pouziva kombinovanych metod FTIR spektroskopie a DMA, pticemz ziskani

kvalitnich a relevantnich vysledki je velmi komplikované. [36,40,43-45]

Kromé vyse zminénych prechodli se mohou u nékterych materialt v kaucukovitém
stavu vyskytovat 1 vysokoteplotni relaxatni maxima nad teplotou skelného ptechodu.
V literatufe jsou zpravidla znaceny jako a*. Lze se setkat i s indexovanym oznacenim o,

2

a’’ atd. pokud se téchto ptechodovych oblasti materidlu vyskytuje vice. S rostoucim
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po¢tem indext roste i teplota, pfi niz se prechod vyskytuje. U amorfnich materiald jsou
tato maxima spojena se uvolnénim pohyblivosti vétSich polymernich celkl s nasledkem
zmény konformaci fetézce nebo vzniku agregat. U semikrystalickcych materialll jsou tyto
prechody spojeny se vzajemnym skluzem krystaliti. Vysokoteplotni pfechody jsou silné

ovlivnény tepelnou historii a fyzikalnim starnutim materialu. [36,40,43]

d

E!

Temperature

Obr. 16 — Idealizovany scan DMA prezentujici nizkoteplotni sekundarni prechody a

T, materidlu na kiivce soufdzového modulu [36]

Sekundarni pfechody a zejména T, zavisi na molekularni struktuie materialu. Napfi-
klad del$i postranni fetézce, vyssi symetrie makromolekuly nebo také vySsi obsah nasor-
bované vody zpiisobuje pokles teploty skelného pfechodu. Naopak vyssi polarita a vétsi
obsah vodikovych mustkl tuto teplotu intenzivné zvétSuji. Se zvySujici se molekulovou
hmotnosti polymeru taktéz dochazi k ristu T,. Stoklasa udava, ze toto plati pouze u krat-
kych fetézch a pii vySSich molekulovych hmotnostech tato zavislost zanikd. U sitovanych
materiali pak hraje vyznamnou roli stupeni sitovani, kdy s jeho ristem dochézi ke zvySo-

vani teploty skelného pfechodu. [36,41]

Kromé vlastnosti materidlu maji pfi ur€ovani sekundarnich ptrechodli vyznamny vliv
také podminky méficiho procesu. Se zvysujici se rychlosti ohfevu jsou detekované precho-
dy vyraznéjsi, ale soucasné¢ dochazi k jejich posuvu do vysSich teplot. Pfi pouziti ptilis
vysokeé rychlosti ohfevu material reaguje material na teplotni zmény s ur¢itym zpozdénim,
coz zpusobuje tento posun. Naopak za pouziti pfili§ nizké rychlosti ohfevu nemusi byt
ptechody viibec detekovany. Je proto vhodné volit rychlosti ohfevu v zavislosti na typu

materidlu a geometrii zkuSebniho vzorku tak, aby mohl na teplotni zménu reagovat v celém
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svém objemu. Také frekvence zatézovani hraje roli pfi méfeni relaxa¢nich maxim a mize
vést k jejich posunu az o nékolik desitek °C, jak prezentuje Obr. 17. Plati, Ze pfi pouziti
vysSich frekvenci materidl nestihd adekvatné reagovat na vyvozené napéti a diky tomu se
jevi tuzsi, nez je ve skutecnosti. Proto se zvysujici se frekvenci dochédzi k posunu ptecho-
dovych teplot k vy$$im hodnotdm. Ze zminénych divodi je nutné pii méteni sekundarnich

ptechodl uvadet, za jakych procesnich podminek byly tyto vyhodnoceny. [36,37,43]
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Obr. 17 — Vliv zmény frekvence na sekunddrni pfechody materialu [36]

Kromé teplotnich zévislosti 1ze sekundarni pfechody materialu méfit pomoci frek-
vencnich zavislosti na zdklad¢ ekvivalence teploty a ¢asu. V oblasti vysokych frekvenci se
material chova jako ve skelném stavu, odpovidajicimu teplotdm pod T,. Pii vysoké frek-
venci segmenty fetézcll nestihaji reagovat na vloZené napéti a jevi se jako zamrzlé. Pfi sni-
zovani frekvence maji segmenty stale vice asu k reakci na vlozené napéti a material ztraci
svoji tuhost. Pfi prekroceni urcité frekvence dochdzi ke stupiiovité zméné mechanickych
vlastnosti a material se chova jako v kaucukovitém stavu, odpovidajicimu teplotdm nad T,.
Pro ptesnou detekci téchto pfechodi je vSak nutné zaznamenavat obrovské mnozstvi hod-
not. Zejména u nizkych frekvenci to mize vést k prodlouZeni jednoho méfeni aZ na néko-
lik desitek hodin. U vysSich frekvenci existuji omezeni méficiho instrumentu, ktery je
schopen méfit frekvence zpravidla jen do 1000 Hz. Z téchto divodi se v praxi tohoto zpt-

sobu méteni sekundarnich prechodu ptili§ nevyuziva. [36,43]
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3 TERMICKE A MECHANICKE VLASTNOSTI HYALURONANU

Studiu termickych a mechanickych vlastnosti hyaluronanu se do soucasnosti vénova-
la jen uzka skupina védeckych pracovnikii. Z hlediska jeho pouziti in vivo stoji ve stfedu
zajmu spiSe vyzkumy ohledné jeho biodegradace, chovani v roztocich nebo moznostech
chemické modifikace. Ptesto 1ze nalézt odborné publikace, ve kterych se autoii vénuji pra-

v¢ studiu termickych a mechanickych vlastnosti hyaluronanu.

Collins a Birkinshaw [46] uskute¢nili vyzkum hyaluronanu sitovaného DVS a gluta-
raldehydem (GTA), pomoci dynamické mechanické analyzy ve smyku. ZkuSebni vzorky
byly ve form¢ valeCcku a pred méfenim byly po riiznou dobu podrobeny botnani
v destilované vodé. Méteny byly teplotni zévislosti od -30 do 100 °C, pfi frekvenci 1 Hz.
Rychlost ohfevu byla nastavena na 4 K/min. Ziskané kiivky pro vzorky, které byly podro-
beny botnani po dobu 2 hodin, jsou prezentovany na Obr. 18. Z vysledkt vyplyva, ze u
vice nabotnanych vzorkii dochazi k poklesu elastického modulu. Se zvysujicim se obsahem
vody dochézi ke snizeni maxima piku ztratového faktoru a taktéz k jeho rozsifeni. Toto
maximum odpovida teploté skelného piechodu a u obou vzorka se nachazi v rozmezi tep-
lot 20-25 °C. Nicmén¢ u vzorkl sitovanych pomoci GTA je T, nizsi nez by se ocekavalo.
To muize byt zplisobeno pifitomnosti nezreagovaného sitovadla, jez ma v tomto piipade
plastifikacni efekt. Nad teplotou skelného ptechodu nedochazi k poklesu modulu
k hodnotam blizkym nule, a proto maji zkoumané materialy vyuZitelné mechanické vlast-

nosti 1 nad timto pfechodem pfi teploté 37 °C.
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Obr. 18 — Teplotni zavislost DMA hyaluronanu sitovaného pomoci DVS (vlevo) a GTA
(vpravo) [46]
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Vzorky sitované pomoci DVS byly dale podrobeny zkoumani vlivu odlisné zatézo-
vaci frekvence na hodnotu T, a ziskané kiivky jsou prezentovany na Obr. 19. Pro méteni
bylo pouzito frekvenci 10, 1 a 0,1 Hz. Z vysledki vyplyva, ze elasticky modul se zvysuje
spolu s rostouci frekvenci. Pod teplotou skelného ptechodu je tento efekt vSak pomérné
maly. Vyraznéji se projevuje az v kaucukovité oblasti, kdy se modul li§i az o 18 % napfic
frekvencnim rozsahem. Méfeni taktéz ukézalo, Ze teplota skelného ptechodu se zvysuje
s rostoucti frekvenci. Rozdil T, je velmi vyrazny mezi pouzitim frekvence 0,1 a 1 Hz, kdy
tento dosahuje az 10 °C. Mezi frekvencemi 1 a 10 Hz se hodnota T, li§i jen minimalng,
kdy rozdil dosahuje pouze 1 °C. Tento jev je patrn¢ dan tim, ze frekvence vyssi nez 0,1
jsou prili§ velké a segmenty potiebuji vice ¢asu na relaxaci. Na to poukazuje i maly pik
vyskytujici se na kiivce elastického modulu tésné pred stupiiovitym poklesem indikujicim

teplotu skelného prechodu.
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Obr. 19 — Vliv pouzité frekvence na méteni teplotnich zavislosti hyaluronanu [46]

Collins a Birkinshaw se vénovali vyzkumu sitovaného hyaluronanu pomoci DMA 1
v ramci dal$iho vyzkumu [47]. Zde byly pouzity zkuSebni vzorky ve form¢ filma a byl
sledovéan zejména vliv riznych sitovacich ¢inidel na teplotni zavislosti. Jako sitovaci Cini-
dlo byl pouzit EDC, GTA, DVS a poly(ethylenglykol) diglycidyl ether (EX 810). DMA
méfeni probihalo ve smykovém moddu pfi frekvenci 1 Hz a rychlosti ohfevu 4 K/min od
-30 do 100 °C. Ze ziskanych vysledka vyplyva, Ze teplota skelného pfechodu neprojevuje
vyraznou zavislost na pouzitém sitovadle. T, vSech vzorki se nachdzela v rozmezi teplot
25-32 °C. Posun T, k vyS$Sim teplotdm oproti pfedchozimu méteni u vzorkd sitovanych
pomoci GTA a DVS mize byt dan odliSnym mnozZstvim pohlcené vody. Z hlediska me-
chanickych vlastnosti je patrny vyraznéjsi vliv odliSnych druht sitovadel. Pod T, se elas-

ticky modul drzi u vSech vzorkl na téméft stejné hodnoté. Nad teplotou skelného prechodu
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je v8ak patrny vliv jednotlivych sitovacich ¢inidel. Nejvys$si modul nad T, maji vzorky
sitované pomoci EDC, coz je spojovano s vysokym stupném sitovani u tohoto materidlu.
Niz8ich hodnot dosahuje elasticky modul nad T, u vzorki sitovanych pomoci DVS a dale
pak pro material sitovany pomoci GTA. Nejniz§i modul nad teplotou skelného piechodu
byl naméten pro vzorky sitované pomoci EX 810. To je spojovano s niz§im stupném sit'o-
vani, ale také s vysokym stupném nabotnani daného materialu. Rozdil mezi moduly EDC a
EX 810 modifikovaného hyaluronanu je pomérné vyrazny a dosahuje hodnoty az dvou
rada. Collins tyto rozdily v zavéru ptipisuje pravé odlisné hustoté sitovani v ramci pouziti

rozdilnych sitovacich ¢inidel.

Oldinski a kol. [48] se zabyvali vyzkumem kopolymeru sitovaného i nesitovaného
hyaluronanu a vysokohustotniho polyethylenu (HDPE). Sitovany hyaluronan byl pfipraven
pomoci hexadecyltrimethylammonium bromidu (CTA). Bylo vytvoteno nékolik vzorki ve
form¢ valecki o riizném zastoupeni jednotlivych slozek. Méteni bylo provedeno pomoci
DMA v tlaku, pficemz vzorky byly po celou dobu méfeni ponotfeny v roztoku PBS o teplo-
t& 37 °C. Material byl stlatovan o 10 pm pfi vybranych frekvencich od 0,01 do 10 Hz. Pro-
cesni podminky byly voleny tak, aby co nejblize odpovidaly fyziologickému prosttedi.
Ziskané zavislosti soufazového a ztratového modulu jsou prezentovany na Obr. 20.
Z vysledki vyplyva, ze s rostouci frekvenci dochazi ke zvySovani E’ i E’’. Hodnoty soufa-
zového modulu vSech vzorkti dosahuji rozsahu 2,4-4,24 MPa pii 0,01 Hz, 3,4-4,4 MPa pii
0,1 Hz, 4,9-10,6 MPa pti 1 Hz a 6,7-15 MPa pfi frekvenci 10 Hz. V ramci srovnani jednot-
livych vzorkl se pfi vSech frekvencich jevi materidly s obsahem HA 28 %, jako nejvice
tuhé. A to jak v pripadé¢ sitované, tak 1 nesitované HA, pficemZ nesitované vzorky maji
modul jen o néco malo nizsi. Nejvetsi poddajnost pak vykazuji vzorky se sitovanou HA o
obsahu 10 %, jelikoz maji nejnizsi E’ pii vSech frekvencich. Zavislosti ztratového modulu
vykazuji obdobny trend. Nejvétsich ztrat dosahuji sitované vzorky 28 %-HA a druhy nej-
pak vykazuji sitované materialy s 10 % obsahem HA. Zavérem lze fici, ze HA-HDPE ko-
polymery kombinuji vlastnosti obou sloZzek. HDPE dodavéa materidlu vyssi tuhost a proto
je tento kopolymer tuzs§i nez €isté hydrogely hyaluronanu. HA naopak dodava materidlu
vetsi poddajnost a proto je kopolymer houZevnatéjsi nez Cisty vysokohustotni polyethylen.
Taktéz nelze tvrdit, Ze existuje vyznamna korelace mezi hodnotami modulil a koncentraci
jednotlivych slozek, jelikoz kopolymery o stejném (50 %) zastoupeni slozek nedosahuji

v ramci modulil maximalnich ani miniméalnich hodnot.
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Obr. 20 — Frekvencni zavislosti DMA v tlaku pro HA-HDPE kopolymery o rizném za-
stoupeni jednotlivych slozek [48]

Studiu frekvencnich zavislosti se vénovali také Iannace a kol. [49]. Hodnotili termo-
mechanické vlastnosti derivati HA ve formé vlaken. Jako zkuSebni materidl byl pouzit
ethyl ester kyseliny hyaluronové (H7) a benzyl ester kyseliny hyaluronové (H11). Méteni
probihalo pomoci DMA v tahu, za temperace pfi riznych teplotdch. Naméfena data soufa-
zového modulu jsou prezentovana na Obr. 21. Bylo zjiSténo, Ze pii zvySovani teploty z 22
na 37 °C dochazi k vyraznému zvyseni soufazového modulu o pfiblizné¢ 2000 MPa. Pii
dal§im zvySovani teploty na 77, 117 a 140 °C dochazi naopak k poklesu modulu s kazdou
vyssi teplotou. Tento pokles neni pfili§ razantni, vzhledem k tomu, Ze se jedna o pomérné
Siroky teplotni interval. Poc¢atecni nartist modulu mezi 22 a 37 °C lannace spojuje se ztra-
tou vody obsaZené v materidlu, coZ ma za nasledek zvySeni jeho tuhosti. Nasledujici po-
kles modulu je spojovan s vyssi dissipaci energie molekul pti vysSich teplotach. Ve vSech
ptipadech pak dochdzelo k nariistu soufdzového modulu se zvySujici se frekvenci. V ramci
srovnani jednotlivych derivatli je patrné, ze soufazovy modu benzyl esteru HA je vyssi,
nez modul ethyl esteru HA. To je dano patrné objemnymi benzylovymi substituenty, které
zpusobuji vyssi tuhost celé makromolekuly. Pii 22 °C je rozdil moduld téchto materiali
témet konstantni v celém rozsahu métenych frekvenci a dosahuje zhruba 1000 MPa. Pfi
teploté 37 °C rozdil mezi moduly jiz konstantni neni a s rostouci frekvenci se postupné
sniZzuje. Na pocatku méteni pii nizké frekvenci dosahuje ptiblizné 800 MPa a pfi vysSich
frekvencich na konci méteni zhruba 200 MPa. V zavéru lannace udava, ze derivaty tvorené
odliSnymi substituenty maji rizny vliv na interakci s molekulami vody a to mé vliv na vy-

sledné mechanické vlastnosti materialu.
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Obr. 21 — Frekvencni zavislost ethyl esteru kyseliny hyaluronové pro rtizné teploty (vlevo)

a frekvencni zavislost obou typt derivatl pro dvé riizné teploty (vpravo) [49]

Cascone [50] hodnotil mechanické vlastnosti hydrogelt sitovaného kopolymeru HA
a polyvinyl alkoholu (PVA) pomoci DMA méfeni ve smyku. Ze zéavislosti soufazového
modulu na dynamické zatézovaci sile vyplyva, ze hodnota modulu vykazuje vyraznou za-
vislost na sile. Se zvySujici se hodnotou sily dochazi k riistu soufazového modulu. Ten se
meéni v rozmezi zhruba jednoho fadu od 0,1 do 1 MPa, v rozsahu méteni od 0,3 do 1 N.
Soucasti vyzkumu bylo také hodnoceni vlivu sloZeni kopolymeru na jeho mechanické
vlastnosti, za pouziti sily 0,8 N. Soufazovy modul ¢istého PVA dosahuje 0,8 MPa, pficemz
s rostoucim mnozstvim HA v materialu roste i hodnota modulu az do 1,2 MPa pfi obsahu
20 % HA. S dal$im zvySovanim obsahu HA pak dochazi k poklesu modulu aZ na 0,4 MPa
pii stejném (50 %) zastoupeni obou slozek. Lze tedy fici, Ze s rostouci koncentraci HA
v materialu se tento stava vice tuhym. Pfi pfekro€eni ur€ité hranice (20 %-HA) je vliv zvy-

Sovani koncentraci hyaluronu v kopolymeru opacny a material se stava vice poddajny.

Studiu mechanickych vlastnosti hyaluronanu se vénovali 1 dal§i védecti pracovnici.
Grund€lova a kol. [24] provedli tahové zkousky filml z nesitovaného a sitovaného hyalu-
ronanu pomoci EDC a NHS. Méfeni probihalo za rychlosti protahovani 1 mm/min pfi la-
boratorni teploté. Napéti pfi pretrZzeni nesitovaného filmu dosahovalo (83+15) MPa, coz je
o mnohem vice nez napéti pii pretrzeni sitovaného filmu (24+0,2) MPa. Taktéz bylo zjis-
téno, Ze relativni deformace sitovanych vzorkl (133+9) % pii pfetrZeni je razantné vySsi
nez relativni deformace nesitovanych vzorkt (5,2+0,6) %. Ze ziskanych vysledka vyplyva,
ze sitovani hyaluronanu pomoci EDC a NHS méni jeho charakter a ma vyrazny vliv na

mechanické vlastnosti.
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Dalsi, ¢asto vyuzivany zpisob studia termickych vlastnosti hyaluronanu, je méfeni
pomoci diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC). Collins [46] vyuzil této metody pro me-
feni hyaluronanu sitovaného pomoci DVS a GTA. Vzorky ve form¢ valeckt byly podrob-
eny ohfevu z laboratorni teploty na 300 °C, pfi rychlosti ohfevu 10 K/min. Zkusebni vzor-
ky byly pfedem botnany v destilované vod¢ po kratkou dobu. Ziskana data jsou prezento-
vana na Obr. 22. Ziskané kiivky jsou si svym tvarem velmi podobné. V obou piipadech se
objevuje endotermni pik v okoli 100 °C. Ten je spojovan se ztratou vlhkosti, zbyvajici
v materialu po pocatecnim suSeni. Vzorky sitované pomoci GTA maji tento pik Sirsi a po-
sunuty k niz§im teplotdm coz je patrné zptsobeno vétsim obsahem vlhkosti v daném mate-
ridlu. Mnohem ostiejsi, exotermni piky se u obou vzorkl vyskytuji mezi 200 a 250 °C.
Predpoklada se, ze prvni a mensi pik odpovida konverzi fet€zcth do méné usporadaného
stavu. Druhy a vétsi pik pak ptedstavuje tepelnou degradaci materidlu. Relativni velikost
téchto dvou exotermnich piku je ovlivnéna odlisnym sitovacim ¢inidlem. Lze tedy fict, ze
na zakladé pouzitého sitovadla mize material obsahovat odlisné mnozstvi vlhkosti, ktera
se uvoliuje pii mirné odliSnych teplotach, v zévislosti na jejim mnozstvi. Pouzité sitovaci

¢inidlo pak ovliviiuje teplotu degradace materidlu jen minimalng.

DVS GTA

Exothermic T

50 100 150 200 250 300 50 100 150 200 250
Temperature °C Temperature °C

Obr. 22 — DSC kiivky hyaluronanu sitovaného pomoci DVS (vlevo) a GTA (vpravo) [46]

Takigami a kol. [51] pouZzili DSC pro vyzkum hyaluronanu sitované¢ho pomoci for-
maldehydu. ZkuSebni vzorky byly smichany s destilovanou vodou a byly botnany po riiz-
nou dobu, aby byly pfipraveny vzorky s odliSnym obsahem vody. Piebyte¢na voda pak
byla odstranéna za pokojové teploty v susarné, obsahujici 50 % roztok H,SO4. Vzorky
byly chlazeny z 303 na 150 K, pfi rychlosti chlazeni 10 K/min. Nasledné byly podrobeny

ohfevu ze 150 na 303 K, pfi rychlosti ohfevu 10 K/min. Namétena data pro ohfev jsou

300
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prezentovana na Obr. 23. Z vysledkl vyplyva, ze vzorky obsahujici velmi malé mnozstvi
vody nevykazuji zadné vyrazné piechody v celém teplotnim rozsahu. U kiivky pro vzorek
s obsahem vody 0,74 g/g (hmotnost vody/hmotnost vysuseného hyaluronanu) se jiz vysky-
tuji dva vyrazné endotermni piky. Prvni pik v okoli 260 K, je spojovan s tdnim zamrzlé
vody véazané v materialu. Druhy pik v okoli 273 K, je pak spojovan s tanim volné vody. U
vzorkl s jest¢ vysSim obsahem vody (1,39 a 1,66) se vyskytuje i tfeti endotermni pik
v okoli 248 K. Ten je také spojovan s vodou vdzanou v materialu. U téchto vzorki dochazi
k rozsiteni druhého piku. To je dano vysSim obsahem véazané vody. Lze u néj také pozoro-
vat vice lokalnich maxim, coz poukazuje na to, ze zamrzlad vdzana voda v hyaluronanu
prochazi vice termodynamickymi stavy. Se zvySovanim obsahu vody také dochazi
k posunuti tohoto piku k vy$sim teplotam. Tteti pik, ndlezici volné vodé¢, se vyskytuje opét
v okoli 273 Ka méni se pouze jeho vyska. To je dano vys$S§im obsahem volné vody
v materialu, pfi¢emz jeji mnozstvi nema vyrazny vliv na teplotu tani této vody. Zavérem
1ze tedy fici, ze voda vdzana v materidlu méni sviij stav mezi 250-270 K, coz miize mit za
nasledek zménu vlastnosti materialu nad a pod timto teplotnim intervalem. K tani volné
vody dochézi zpravidla pii teploté 273 K a nad ni by jiz neméla vyrazné ovlivitovat vlast-

nosti materialu.
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Obr. 23 — DSC kiivky sitovaného hyaluronanu s rtiznym obsahem vody [51]
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Studiu hyaluronanu pomoci DSC se vénovali i dal$i védecti pracovnici [47,52,53].
Ve vsech ptipadech byl materidl hodnocen z hlediska chovani vazané a volné vody. Dospé-
li k obdobnym vysledkim, jako Takigami. Voda v materidlu se projevuje az pii vySSim
zastoupeni nez 0,5 g/g a k jejimu tani respektive tuhnuti dochézi pii zapornych teplotach
v rozmezi -20 az -5 °C. Teplota tohoto pfechodu se pak posouva k vyssim teplotdm s ros-

toucim mnozstvim vody v materialu.

O vyhodnocovani teploty skelného prechodu pomoci DSC se zmiiuje okrajové Ha-
takeyama ve své publikaci [54]. Uvadi, ze pomoci DSC je pomérn¢ obtizné tento piechod
detekovat u sitovaného hyaluronanu. Pifechod neni pfili§ vyrazny a Casto se vyskytuje
v oblasti, kde dochazi ke zméné stavu vazané vody. Protoze se tyto zmény vyskytuji jako
pik, Casto piekryji skelny prechod, ktery se na DSC kiivce vyskytuje jako stupiiovita zmé-
na. Proto Ize T, pomoci DSC nejlépe detekovat u Cistych vzorka hyaluronanu, jelikoz tyto
nejsou schopny pojmout tak velké mnozstvi vody, jako vzorky sitované. Jako vyhodnéjsi
se tedy jevi vyhodnocovani skelného prechodu pomoci DMA, vzhledem k vyssi citlivosti

této metody.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 PRIPRAVA VZORKU

Pro piipravu vzorkii byla pouzita kyselina hyaluronova ve form¢ bilého prasku, do-
dana firmou Contipro a.s. Material byl skladovan v lednici v plastovych nadobach utésné-
nych parafilmem, aby nedochéazelo k pohlcovani vzdusné vlhkosti. Z daného materidlu
byly pfipraveny folie. V prvnim ptipadé byly folie tvoteny cisté kyselinou hyaluronovou.
V druhém piipadé byly folie modifikovany pomoci sitovadel a tak doslo k vytvoieni sito-
vanych vzorkl. Kyselina hyaluronova byla pouzita o riznych molekulovych hmotnostech,
aby mohl byt sledovan vliv odlisné molekulové hmotnosti na dynamické mechanické

vlastnosti materialu.

Z ptipravenych folii byly vytvoteny zkuSebni vzorky ve formé paskli o Sifce 6 mm a
délce 30 mm. Poté byla métena jejich tloustka pomoci mikrometru, pticemz kazdy vzorek
byl zméfen 3x v jeho pracovni oblasti a pro samotné méfeni byla pouzita primérna hodno-
ta tloustky daného vzorku. Nejprve byly vzorky vyfezdvany pomoci lamaciho noze a zafi-
xovan¢é $itky na posuvném métidle. Tento postup se ale ukazal jako neefektivni, ptili§
zdlouhavy a taktéz dochézelo k prokluzu folie pod posuvnym métidlem. To zptsobilo vy-
fezani nekvalitniho vzorku, ktery nedosahoval pozadovaného tvaru pasku s konstantnimi
rozméry. Rozdil Sitky mezi jednim a druhym koncem byl mnohdy v fadu jednotek mm.
Takovy vzorek nemohl byt podroben méteni v disledku nerovnomérného rozloZeni napéti
na obou koncich, coz by mohlo ovlivnit vysledky. Diky tomu také dochéazelo k plytvani
zkouSeného materidlu. Ze zminénych diivodl bylo nésledné pouzito vysekavaciho noze,
vyrobeného na zakazku firmou SEFO plus s.r.o0., o rozmérech 60 x 6 mm. Pouziti vyseka-
vaciho noZze zajistilo konstantni $itku vzorkt, vyznamné urychlilo cely proces vyfezavani a
do zna¢né miry sniZilo plytvani materidlem, jelikoz po vyseknuti ziistdvaly pouze nepatrné
odiezky. Takto ziskany vzorek byl jesté v pilce prestfizen. Tim vznikly dva findlni vzorky
o dostatecné délce 30 mm, jeZ mohly byt podrobeny méteni. Vzorky pfipravené na dyna-
mickou mechanickou analyzu byly skladovany v uzavienych obalech v exikatoru, aby ne-
dochdzelo k pohlcovani vzdusné vlhkosti. VeSkera manipulace se vzorky byla provadéna
v rukavicich, aby se zabranilo jejich kontaminaci potem nebo jinymi necistotami. Z tohoto

divodu byl kladen dlraz na €istotu pouzitych cel pro odlévani folii.
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4.1 Priprava nesitovanych folii

Pro pfipravu nesitovanych folii byla pouzita kyselina hyaluronova o molekulové
hmotnosti 240 kDa, 500 kDa, 600 kDa, 1180 kDa a 1500 kDa. Nejprve bylo do sklenéné
uzaviratelné nddobky o objemu 100 ml navazeno 63,89 g deionizované vody. Poté bylo
navazeno 0,6389 g kyseliny hyaluronové o dané molekulové hmotnosti a tato navazka byla
pfiddna do ultracisté vody. Dany pomér odpovida vzniku 1 % roztoku kyseliny hyalurono-

vé ve vodé a tento pomér byl dodrzen pro vSechny pouzité molekulové hmotnosti.

K samotnému rozpousténi bylo pouzito dvou odlisnych metod. V prvnim ptipad¢ by-
la nddobka s navazkami piipevnéna k tiepacimu piistroji do horizontdlni polohy a roztok
byl prottepavéan po dobu 24 hodin pfi laboratorni teploté, aby doslo k dokonalému rozpus-
téni kyseliny. V druhém ptipad¢ bylo do nddobky s navdzkami pfidano teflonové michadlo
a nadobka byla umisténa do vodni lazné o teploté 50 °C, kde byla za sou¢asného michani
ponechana po dobu 24 hodin. V ramci pouziti obou metod doslo po uplynulém case

k dokonalému rozpusténi kyseliny hyaluronové.

Nelze fici, Ze by byl jeden ze zplisobl rozpousténi vyhodnéjsi. Pii ptipravé vétsiho
mnozstvi vzorkll je vhodnéjsi pouziti tfepaciho pfistroje, protoZze umoziuje pripevnéni az
¢ty nddob v ramci jednoho cyklu. Pti rozpousténi za vyssi teploty se do jedné 1azné vejdou

pouze dvé nadobky, takze pro pfipravu vice vzorkl je tieba pouzit vice vodnich 1azni.

Po uplynuti rozpoustéciho cyklu byly sestaveny odlévaci cely, skladajici se ze dvou
plastovych dili, mezi které bylo vloZeno podloZni sklo. Mezi toto sklo a vrchni plastovy
dil bylo uloZeno pryZové tésnéni, aby nedochazelo k protékani roztoku mimo celu. Roztok
kyseliny hyaluronové byl poté odlit na podlozni sklo a cela byla pfemisténa do piedem
vyhiaté susarny na teplotu 50 °C. Vyhodné je pouziti susarny bez ventilatoru, aby se pre-
deslo kontaminaci vzorkil neCistotami. Pfi této teploté byly vzorky vysuSovany po dobu
48 hodin. Pouziti vyssi teploty v susarné ¢astecné zkracuje potfebnou dobu pro vysuSeni
folie, avSak muze zpiisobovat jeji krouceni, coz bylo pozorovano u suseni pii 60 °C. Po-
kroucenou folii se jiz nepodafilo narovnat. To zpusobovalo dalsi potize pii vysekavani
zkuSebnich vzorkli. VSechny ostatni vzorky suSeny pii zminénych 50 °C. Vysledkem byla
rovna, bezbarva a pln¢ transparentni folie, kterd byla po odebréani z cely vloZzena mezi 2
vrstvy parafilmu a umisténa v uzavienych obalech do exikatoru. Z takto ptipravenych folii

byly vysekavany zkusebni vzorky postupem popsanym na zacatku kapitoly.
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4.2 Priprava sitovanych folii

K pftipravé sitovanych folii byla pouzita kyselina hyaluronova o molekulové hmot-
nosti 500 kDa, 1180 kDa a 1500 kDa. Pro ptipravu bylo vyuzito postupu podle Gfundélové
a kol.[24]. Jako sitovaci <¢inidlo byl pouzit N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimid hydrochlorid (EDC) v kombinaci s N-Hydroxysuccinimidem (NHS). Ob¢

slouceniny byly dodany firmou Sigma-Aldrich s.r.o.

Nejdiive byl pifipraven 1 % roztok kyseliny hyaluronové do sklenénych nadobek
o objemu 100 ml, za pouziti vodni lazn¢ o teploté 50 °C. Zde byla kyselina rozpousténa po
dobu 24 hodin. Poté byl roztok vyndan z vodni 1azn¢€ a pil hodiny ponechan pti laboratorni
teploté za stalého michani, aby doslo k jeho ochlazeni z rozpoustéci teploty. Nasledné byl
do roztoku pfidan EDC v molarni koncentraci 0,1 mol/l, coz odpovida navazce
1,2248 g. Dale byl do roztoku pfidan NHS v poméru 1:2 k EDC, odpovidajici 0,6124 g.
Ptipraveny roztok byl michan po dobu 1 hodiny. Ze zac¢atku byly nastaveny vyssi otacky
michadla, aby doSlo k dobrému promichani sitovadel s roztokem kyseliny. Pfi vySSich
otackach v roztoku vznikd velké mnozstvi bublin. Pro omezeni jejich vzniku byly po pil

hodin¢ otacky snizeny o 2 stupné.

Po uplynuti stanovené doby byl roztok titrovan 0,1 M HCI tak, aby pH roztoku bylo
v rozmezi 4,5 — 4,75. Sitovaci reakce probihala v tomto intervalu po dobu 1 hodiny. Hod-
nota pH byla sledovdna pomoci pfedem kalibrovaného pH metru. Pro roztok kyseliny
hyaluronové o molekulové hmotnosti 500 kDa byly v prvnim piipadé pfidany 3 ml HCL
Hodnota pH klesla z 6,83 na 4,42. Mnozstvi pfidané kyseliny se ukazalo jako pfili§ velké.
Nameétena hodnota pH byla mensi, nez udavéa piedepsany interval. Dalsi HCI ptidavana
nebyla. Roztok byl ponechan za stdlého michani sitovaci reakci po dobu 1 hodiny, kdy
hodnota pH samovolné klesla na 4,35. Reakce byla ukoncena a roztok byl odlit do cely na
ptipravu folii. V druhém piipad¢ byl roztok michan spolu se sitovadly 1,5 hodiny. To je o
pul hodiny vice, nez ptedepsand doba. Hodnota pH roztoku po této dob¢ byla 4,68 bez pfi-
davku kyseliny. Tato hodnota je uvnitt pfedepsaného intervalu a béhem reakce pozvolna
klesala. Reakce byla ponechana bez ptidavku kyseliny. Sitovani bylo ukon¢eno po uplynu-
ti 1 hodiny na pH 4,49 a roztok byl poté odlit do cely. Ze zminéného vyplyva, ze je velmi
dilezité dodrzet piedepsanou dobu michani roztoku kyseliny hyaluronové se sitovadly.
Pridavek HCl by nemél byt pfili§ velky. Béhem sitovaci reakce dochédzi k samovolnému

poklesu pH a mohlo by dojit k pfesahu spodni hranice pH z pifedepsané¢ho intervalu.
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Pocatek sitovaci reakce roztoku kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti
1180 kDa byl na hodnoté pH 5,14. HCI byla postupné ptidavana po 100 ul, pfi¢emz po
celkovém piidavku 2,3 ml pH kleslo na 4,72. Dalsi HCI nebyla ptidavana. pH roztoku po-
zvolné klesalo az na hodnotu 4,55, kdy byla reakce po 1 hodin€ ukoncena, a roztok byl

odlit do cely.

Titrace roztoku kyseliny hyaluronové o molekulové hmotnosti 1500 kDa byla zapo-
¢ata na hodnoté pH 5,17. Stejné jako v predchozim piipadé byla HCI ptidavana po 100 pl,
kdy celkovy ptidavek 3,5 ml snizil hodnotu pH na 4,70. Bez dalSiho ptidavku HCI probi-
hala reakce po dobu 1 hodiny. B€hem této doby doslo k samovolnému poklesu pH na 4,50,
kdy byla reakce ukonc¢ena a roztok byl opét odlit do cely.

Po ukonceni titrace a odliti roztokli do cel na ptipravu folii, byly tyto vlozeny do
pfedem vyhtaté susarny na teplotu 50 °C. SuSeni probihalo 72 hodin, na rozdil od nesit'o-
vanych f6lii, jelikoz po 48 hodinach nebyly okraje folie plné¢ vysuseny. Nedokonalé vysu-
Seni zpusobovalo problém pfi jejich odebirani z podlozniho skla. Taktéz bylo zjisténo, ze
¢im niZ§i je teplota suSeni, tim méné& bublin obsahuje vysledna folie. PouZiti niZsi teploty
nez 50 °C by samotny proces znaéné prodlouzilo. Vyrobené folie byly v pfipadé vSech
pouzitych molekulovych hmotnosti ¢astecné transparentni a jemné bile zakalené, jak je
patrné z Obr. 24. Po odebrani f6lii z cel byly tyto opét vloZzeny mezi 2 vrstvy parafilmu a

ulozeny v uzavieném obalu do exikatoru.

Obr. 24 — Vysusena sitovana folie kyseliny hyaluronové (1500 kDa) uvnitf cely
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Soucasti ptipravy sitovanych folii kyseliny hyaluronové byla také snaha o ptipravu
pomoci odlisnych sitovacich ¢inidel. Konkrétné §lo o pouziti divinyl sulfonu (DVS) podle
Shimoja a kol. [2] v prvnim pfipadé¢ a o pouziti dihydrazidu kyseliny adipové (ADH)
v kombinaci s EDC podle Hanha a kol. [3] v pfipad¢ druhém. Obé& pouzité metody byly
modifikovany tak, aby byla pfipravena 1 % folie. Poméry jednotlivych slozek zistaly ne-

zménény.

V ramci piipravy pomoci DVS bylo rozpousténo 0,64 g kyseliny hyaluronové v 64
ml roztoku NaOH o koncentraci 1 mol/l, ve vodni lazni o teploté 50 °C po dobu 24 hodin.
Poté bylo do roztoku ptidano 0,64 g NaCl a 0,64 g DVS. Sitovaci reakce probihala za neu-
stalého michani pfi laboratorni teploté a pti pH vyssim nez 9. To bylo kontrolovano pomo-
ci pH metru. Po uplynuti 4 hodin byl roztok odlit do cely a tato byla vloZena do suSarny
vyhtaté na 50 °C. SuSeni probihalo 72 hodin. Vyslednym produktem ovSem nebyla kom-
paktni folie, nybrz zlutohnédy praSkovy material propojeny kousky folie, jak je patrné
z Obr. 25. Pii pokusu o sloupnuti materidlu z podlozniho skla dochdzelo k jeho okamzité-
mu droleni. Proto jej nebylo mozné pouzit k méfeni na DMA. Jako kriticky nedostatek se
ukdzalo nedodrzeni posledniho kroku pouZzité metody a to vypirani piebyte¢ného sitovadla

pomoci deionizované vody a stabilizaci pH solnym fosfatovym pufrem (PBS).

Obr. 25 — Vysledny material vznikly sitovanim kyseliny hyaluronové pomoci DVS
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V ramci ptipravy pomoci sitovaciho systému ADH/EDC byl ptipraven 1 % vodny
roztok kyseliny hyaluornové stejnym zptsobem, jako v piipad¢ pouziti EDC/NHS. Na-
sledné¢ bylo do roztoku pfidano 11,7 g ADH v poméru 18:1 ke kyseliné hyaluronové a dale
1,07 g EDC v poméru 1,66:1 ke kyselin€¢ hyaluronové. Reakce probihala pii hodnoté pH
4,8, ¢ehoz bylo dosazeno ptidavkem 31 ml 0,1 M HCI. Po 2 hodinach byla reakce ukonce-
na, roztok byl odlit do cely a suSen pii 50 °C po dobu 72 hodin. Vysledny produkt trpél
stejnym nedostatkem, jako materidl sitovany pomoci DVS, a sice piebytkem sitovaciho
¢inidla ve vzniklé f6lii. V tomto ptipadé doSlo ke vzniku bilého materialu pénovitého cha-
rakteru, ve kterém byla rozprostiena folie, jak je vidét na Obr. 26. Nedodrzeni promyvani
pomoci dyaliza¢ni trubice se ukéazalo jako fatalni chyba pii procesu piipravy. Takto ptipra-
vena folie nemohla byt pouZzita pro méfeni na DMA, protoZe se ji nepodaftilo vcelku oddé-

lit od podloZniho skla.

Obr. 26 — Vysledny material vznikly sitovanim pomoci ADH/EDC

Zavérem lze tvrdit, ze pii pouziti neoveéfenych postupl sitovani kyseliny hyalurono-
vé, je nutné dodrzet vSechny kroky zminéné v popisu dané¢ metodiky, abychom dospéli k
vytvoreni kvalitniho produktu, pouzitelného pro dalsi vyzkum. Az pti zvladnuti dané me-

tody je mozno si dovolit urcité tipravy, vedouci k nami pozadovanym vlastnostem.
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5 METODIKA MERENI DYNAMICKE MECHANICKE ANALYZY

5.1 Pouzity pristroj

Pro méfeni dynamické mechanické analyzy bylo pouzito pfistroje DMA 1
METTLER TOLEDO, vyrobeného firmou Mettler-Toledo s.r.o. ve Svycarsku. Pfistroj
umoznuje méfeni v riznych méficich modech jako ohyb, tah, smyk nebo komprese.
V ramci méfeni pro diplomovou praci byl zvolen méfici moéd pro tah. Pfistroj umoziiuje
meéfeni frekvencnich zavislosti v rozsahu od 0,001 Hz do 300 Hz a teplotnich zavislosti
v rozsahu od -190 °C do 600 °C. Soucasti méticiho aparatu je chladici systém pro chlazeni
pomoci tekutého dusiku, uloZeného v Dewarové nadobé& o kapacité 35 1. Pracovni délka
méfenych vzorkd byla nastavena na 10 mm, pficemz jeho maximalni protazeni mize byt
az 1 mm a rozsah pouzité sily je od 0,001 N do 10 N. Podrobné¢jsi technicka data, jako jsou
citlivost a technické rozlideni piistroje, jsou uvedena v piiloze (viz. PRILOHA P I). Pii-
stroj je pfipojen k pocitaci, ktery je vybaven programem Mettler: STARe Software. Pomo-
ci tohoto softwaru je méfici pristroj obsluhovéan a taktéz jsou v ném ziskavany vysledky
meéfeni. Ziskané vysledky byly nasledné prevedeny na textovy format a jejich konecné

zpracovani bylo provedeno v programu MS Excel 2010.

Obr. 27 — Pouzity piistro) DMA 1 METTLER TOLEDO
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5.2 Upinani vzorki

Zakladnim ptedpokladem pro provedeni kvalitniho méfeni a zisk relevantnich dat je
spravné upnuti zkuSebniho vzorku do celisti méticiho pfistroje. Je velmi dulezité, aby byl
zkusebni vzorek uchycen kolmo k celistem, tedy rovnobézné s méficim cidlem, a zaroven
byl umistén v jejich stiedu, jak prezentuje Obr. 28. Diky tomu bude naméahani vzorku rov-
nomérné a napétova, respektive deformacni odezva bude v souladu s napétovym, respek-
tive deformaénim impulsem méficiho ptistroje. Pii upnuti mimo stfed celisti by dochazelo
k vytvareni momentu sil na méteny vzorek, coz by mohlo vést ke znehodnoceni vysledk.

Pfi nerovnobézném uchyceni vzorku s méficim ¢idlem by se jiz nejednalo o jednoosé, rov-

nomérné protahovani podél vzorku, a vedlo by k zisku nerelevantnich vysledki.

I
)/

Obr. 28 — Spravné upnuti zkusebniho vzorku v Celistech méficiho pfistroje

Pti upinani zkuSebniho vzorku je nutné dbat zvySené opatrnosti vii¢i méticimu ¢idlu.
Pro ochranu méficiho ¢idla by méla byt pouZita plastova zardzka, kterd ¢idlo fixuje tak,
aby na néj nemohl byt vyvinut moment sily pii upinani vzorku. K tomu dochazi zvlasté
pii upinani tuhych vzorkli, a pokud se tak stane i1 pfes pouziti ochranné zardzky, ptistroj
nahlési chybu a je nutno jej restartovat, ptipadné vyrovnat métici ¢idlo do pivodni polohy.
Stejné tak u teplotniho ¢idla je nutné dbat zvySené opatrnosti. Teplotni ¢idlo nedisponuje
zadnou ochranou a je umisténo pfimo v prostoru pro upinani vzorku. Proto je nutné vyhy-
bat se jakémukoliv styku s nim, aby nedoslo k jeho ohnuti ¢i jinému poskozeni, coz by

mohlo vést ke ztraté jeho funkénosti.
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V ramci upinani vzorku je vyhodné zvolit silu dotazeni Sroubli upevilyjicich vzorek
mezi Celisti podle aktudlniho charakteru zkoumaného materidlu. U tuzsich materidlt, jako
je nesitovana folie kyseliny hyaluronové, je potieba utdhnout vzorek co nejpevnéji, aby
nedochazelo k jeho prokluzu mezi Celistmi béhem samotného meétfeni. U poddajnéjsich
materiald, jako je sitovana folie, je situace odliSna. Vzorek takového charakteru musi byt
taktéz utazen tak, aby neprokluzoval mezi Celistmi. Dotazeni nemiize byt provedeno “az na
doraz®, jelikoz muze lehce dojit k pfetrzeni vzorku jiz béhem jeho upinani. To bylo hlav-
nim problémem pfi uchycovani sitovanych folii, které¢ byly celistmi piestfizeny pii snaze

upnout vzorek co nejpevnéji.

Nezbytnou soucasti upinani vzorki pro dynamické méfeni v tahu je vytvoreni pied-
péti, coz je konstantni sila plisobici na vzorek pfed samotnym méfenim. Diky piedpéti je
material udrzovan pod minimalnim napétim tak, aby nedochazelo k jeho vybouleni nebo
provéseni béhem meéticiho procesu. Piedpéti by mélo byt zvoleno tak, aby byl vzorek plné
natazeny, avSak nemélo by dochazet k jeho vyraznému protazeni, protoze by tak byly
ovlivnény ziskané vysledky. Hodnotu piedpéti 1ze nastavit pomoci programu v pocitaci,

Pro méteni folii kyseliny hyaluronové o danych rozmérech bylo pouZzito piedpéti 1N.
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5.3 Teplotni zavislosti

Pro provedeni spravného méfeni a zisk kvalitnich dat je stéZejni vytvotfeni optimalni
meéfici metody pro dany materidl. V rdmci méteni teplotnich zévislosti byly zkuSebni vzor-
ky podrobeny ohtevu z (-120) resp. (-90) °C na 60 °C, pfi rychlosti ohievu 4 K/min a osci-
lacni frekvenci 1 Hz. Pro zjisténi idedlni metody byla provedena fada pokust, pfi nichz
byly ménény jednotlivé parametry méticiho procesu. V prvnim ptipadé dochazelo ke zmé-
n¢ amplitudy sily plsobici na zkuSebni vzorek. V druhém ptipadé bylo pouzito riizné am-
plitudy vychylky protazeni materialu. Soucasti hledani optimalni metody bylo pozorovani
vlivu rychlosti ohievu na ziskané vysledky. Hodnoceni pouzitych metod bylo vyvozeno na
zaklade signalu z piistroje, ktery udava, zda je deformaéni nebo napétovy impuls pfistroje
v souladu s deformaéni nebo napétovou odezvou materialu. Zde byla snaha, aby m¢l signal
sinusovy charakter a souCasn¢, aby sinusova kiivka byla co nejhladsi. Dal§im, nemén¢
dalezitym aspektem hodnoceni, byla analyza ziskanych dat. Zde byl kladen diraz piede-
v§im na to, aby jednotlivé body byly co nejméné rozhézeny a tvoftily tak co nejhladsi kiiv-
ku. Absolutni hodnoty méfenych veli¢in byly hodnoceny az v rdmci zkoumani reproduko-

vatelnosti pouzité metody.

5.3.1 Nesit’ované folie

Pro nesitované folie byla optimalni metoda zkouména u vzorki o molekulové hmot-
nosti 600 kDa. Jako prvni byla pouzita metoda, pfi niZ byla kontrolovéana sila plisobici na
zkusebni vzorek. Pii nastaveni sily 0,1 N byl signal z pfistroje zna¢né kostrbaty, jak je pa-
trné z Obr. 29. Ziskana data (Obr. 30) jsou velmi rozhozend, a proto byla tato metoda shle-

déana jako nevhodné pro méteni dané zavislosti.

Signal scope

Obr. 29 — Signal pfistroje pro teplotni zavislost nesitovanych vzorkt pii pouziti sily 0,1 N
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Obr. 30 — Naméfena data pro teplotni zavislost nesitovanych vzorka pii pouziti sily 0,1 N

U dalsiho pokusu byla sila piisobici na vzorek nastavena na 1 N. Signal odezvy mate-
ridlu mél sinusovy charakter a samotnd kiivka byla pomémé hladka, jak prezentuje
Obr. 31. Namétend data soufazového modulu E’ a ztratového faktoru tan 6 jsou zobrazena
na Obr. 32. Je vidét, Ze hodnoty E’ jsou mnohem méné€ rozhazené, nez v ptipad¢ pouZiti
prvni metody. Stejné tak v ptipad¢ tan 6 je patrné vyrazné zlepSeni. V rdmci dosazeni kva-
litn¢jSich vysledkt byla u dalsiho pokusu zvysSena putsobici sila na 2 N. Pii této sile byl

zkusebni vzorek pretrzen pii dosazeni pocatecni teploty.

Obr. 31 — Signal pfistroje pro teplotni zavislost nesitovanych vzorkl pii pouziti sily 1 N
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Obr. 32 — Naméfena data pro teplotni zavislost nesitovanych vzorka pti pouziti sily 1 N

Z dosazenych poznatkll je mozné vyvodit, ze pouziti prili§ malé zatézovaci sily vede
k zisku velmi nekvalitnich dat, nepouzitelnych pro dalsi vyhodnoceni. ZvySovanim
pouzité sily 1ze dosdhnout mensiho rozptylu namétenych hodnot a tim uskutecnit kvalitng;-
$i experiment. Pro dany material a danou teplotni zavislost 1ze oznacit pouziti sily 1 N,
jako hrani¢ni napét'ovy impuls, jelikoz pti dal$im zvySovani zatézujici sily dochazi k poru-
Seni zkuSebniho vzorku. Tato metoda se vSak stale nejevi jako idedlni pro dals§i vyhodno-

covani vlastnosti materialu.

V ramci optimalizace méfeni bylo néasledné ptistoupeno k vytvofeni metod, funguji-
cich na principu kontroly vychylky protazeni vzorki. Jako prvni byla amplituda vychylky
nastavena na 4 pum. Signal z pfistroje si drzel sinusovy charakter po celou dobu méieni,
avSak samotna kiivka byla mirné kostrbatd, jak je vidét na Obr. 33. Rozptyl namétenych
dat zhruba odpovida ptedchozi pouZzité metod€. Hlavni rozdil je ve vyskytu inflexniho bo-
du u soufazového modulu, ktery nastavd okolo (-85) °C a ktery nebyl patrny pii pouZiti

predchozi metody. Ziskané kiivky E’ a tan o jsou prezentovany na Obr. 34.
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Obr. 33 — Signal pfistroje pro teplotni zavislost nesitovanych vzorkt pii pouziti

vychylky 4 um
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Obr. 34 — Namétena data pro teplotni zavislost nesitovanych vzorktl pii pouziti

vychylky 4 um
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V druhém piipad¢ byla amplituda vychylky nastavena na 7 pm. Signdl pfistroje byl
sinusového charakteru po celou dobu méfeni. Samotnd kiivka byla témét hladka, jen
s velmi malymi nerovnostmi. Rozptyl namétenych hodnot byl mensi nez v pifedchozim
pfipadé. U kiivky ztratového faktoru je stale zfetelny, zvlaSté v oblasti vysSich teplot.
Kiivka pro soufazovy modul nevykazuje téméf zadny rozptyl a inflexni bod je vice zietel-
ny nez v predchozim piipad¢€. Signal pfistroje pro tuto metodu ukazuje Obr. 35 a naméfend

data Obr. 36.

Ve snaze o dosazeni jesté kvalitnéjSich vysledkli byla v dal§im pokusu vychylka zvy-
Sena na 9 um, avsak pfi tomto nastaveni doslo k pietrzeni zkusebniho vzorku pii ochlazo-
vani na pocatecni teplotu. Ze ziskanych poznatkt tak plyne, ze zvySovani vychylky vzorku
vede k ziskani dat s niz§im rozptylem hodnot. PouZiti amplitudy 7 pm Ize tedy oznacit jako

hrani¢ni. Pfi jejim dal§im zvySovani dochazi k poruSeni zkuSebniho vzorku.

Obr. 35 — Signal pfistroje pro teplotni zavislost nesitovanych vzorki pii pouziti

vychylky 7 um
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Obr. 36 — Naméfena data pro teplotni zavislost nesitovanych vzorka pii pouziti

vychylky 7 um

Soucasti hledani optimalni métici metody bylo také hodnoceni vlivu rychlosti ohfevu
na vysledné data. To bylo testovano za pouziti amplitudy vychylky 7 um a vzorkl o mole-
kulové hmotnosti 1500 kDa. Ve snaze o urychleni méticiho procesu byla rychlost ohievu
nejprve zvySena na 8 K/min, ¢imz se doba meéticiho cyklu snizila na polovinu. Ziskané
ktivky jsou prezentovany na Obr. 37. Z vysledkt vyplyva, ze dana rychlost ohfevu je pfi-
1i§ velka, jelikoz nebyl zachycen inflexni bod u kiivky nélezici soufazovému modulu. U
ztratového faktoru je patrny vyssi rozptyl naméfenych hodnot. Proto lze tvrdit, Ze 1 kdyz
zvySeni rychlosti ohfevu zkracuje ¢as potfebny pro dané méfeni, ma negativni vliv na zis-

kané vysledky.

Béhem dalsiho pokusu byla rychlost ohfevu snizena na 2 K/min. Ki#ivky ziskané po-
moci této metody jsou prezentovany na Obr. 38. Z vysledkli vyplyva, Ze dana rychlost
ohfevu je pfili§ mala a v urcitych ¢astech kiivek dochazi k dvojimu méfteni pfi jedné teplo-
té. To je dano nejspiSe tepelnou setrvacnosti a snahy pfistroje ji vyrovnat. Takto zmétené
hodnoty navic nejsou shodné a znehodnocuji tak ziskané vysledky. Nejvice patrné je to u
ktivek E’ pii teplotach (-100) a (-80) °C. Zvolena rychlost ohfevu taktéz dvojnasobné pro-
dluzuje dobu jednoho experimentu. Ze zminénych divodui lze usoudit, Ze snizovani rych-

losti ohfevu ma negativni vliv na ziskané vysledky.
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Obr. 37 — Namé&iena data teplotni zavislosti pii rychlosti ohfevu 8 K/min
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Obr. 38 — Naméiena data teplotni zavislosti pii rychlosti ohfevu 2 K/min

Zavérem lze tvrdit, ze pouziti kontroly amplitudy vychylky je vyhodnéjsi, nez pouZiti

kontroly sily ptlisobici na zkuSebni vzorek. Jako optimalni metoda pro méteni teplotnich

zavislosti nesitovanych folii kyseliny hyaluronové bylo shledano nastaveni vychylky na 7

um pii rychlosti ohfevu 4 K/min. Touto metodou bylo dosazeno nejlepSich vysledkl

v ramci rozptylu namétenych hodnot a odezvy signélu z piistroje.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

5.3.2 Sitované folie

Pro sitované folie byla optimalni metoda zkoumana u vzorki o molekulové hmot-
nosti 500 kDa. Jako prvni byla k testovani pouzita kontrola vychylky. Nastaveni amplitudy
na 7 pm, které bylo optimalni pro méteni nesitovanych vzorki, se v ptipadé sitovanych
folii ukazalo jako nepouzitelné. Béhem ochlazovani zkusebniho vzorku na pocatecni teplo-
tu doslo k jeho pretrzeni okolo (-50) °C. Vychylka byla poté snizena na 5 um. I pfi této
vychylce doslo k pifetrzeni zkuSebniho vzorku béhem jeho ochlazovani. V tomto ptipadé
k poruseni doSlo okolo (-90) °C. Pfi pouziti vychylky 3 pm jiz nedochazelo k pretrZeni
vzorku a méfeni prob&hlo Uspésné v celém teplotnim rozsahu. Signal pfistroje si drzel si-
nusovy charakter, avSak kfivka nebyla hladka, jak je patrné z Obr. 39. Z naméfenych dat
vyplyva, Ze danou metodu by bylo mozné pouzit pro dalsi vyhodnocovéni vlastnosti mate-
ridlu. Hodnoty soufazového modulu a ztratového faktoru vykazuji pouze mirny rozptyl a u
ktivek jsou pozorovatelné zmeény ve forme inflexniho bodu u E’ a piku u tan 6. Namétené

zévislosti jsou prezentovany na Obr. 40.

Obr. 39 — Signal pfistroje pro teplotni zavislost sitovanych vzorkl pti pouziti

vychylky 3 um
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Obr. 40 — Naméiena data pro teplotni zavislost sitovanych vzorkl pfi pouziti

vychylky 3 um

U dalsiho pokusu byla vychylka snizena na 1 um. Signal ptistroje mél sinusovy cha-
rakter, ale samotna kifivka byla vice kostrbata nez v pfedchozim pifipadé, jak je patrné
z Obr. 41. Obr. 42 pak obsahuje naméfend data. Na prvni pohled je patrné, Ze rozptyl hod-
not je vyssi, nez pii pouziti pfedchozi metody. Ukdzalo se, Ze zde plati stejné pravidla jako

v pripad¢ nesitovanych vzorkd. Pii snizovani amplitudy vychylky dochézi ke snizeni hlad-

kosti sinusové kiivky signalu z pfistroje a taktéZz ke zvySovani rozptylu namétenych dat.

Obr. 41 — Signal pfistroje pro teplotni zavislost sitovanych vzorkl pti pouziti

vychylky 1 um
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Obr. 42 — Naméfena data pro teplotni zavislost sitovanych vzorkl pii pouZiti

vychylky 1 um

V dalsich pokusech bylo pfistoupeno k pouziti metod, zalozenych na kontrole sily
pusobici na zkuSebni vzorek. Nejprve byla sila nastavena na 0,5 N. Signal pfistroje, zobra-
zeny na Obr. 43, ma sinusovy charakter a jeho hladkost je obdobna jako v piipad¢ pouziti
amplitudy vychylky 3 pm. V ramci naméteny hodnot je pozorovan jen nepatrny rozptyl.
Kiivka soufazového modulu si drzi obdobny trend jako v ptedchozich piipadech. Kiivka
ztratového faktoru je vSak pomérné odlisna. Dochazi zde k vyskytu dvou pikti s obdobnou
hodnotou maxima, coz nebylo pozorovano pii pouZiti piedchozich metod. Nameétené kiiv-

ky jsou prezentovany na Obr. 44.

Obr. 43 — Signal pfistroje pro teplotni zavislost sitovanych vzorki pfi pouziti sily 0,5 N
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Obr. 44 — Naméiena data pro teplotni zavislost sitovanych vzorkl pii pouZiti sily 0,5 N

Pti nastaveni sily 1 N byla kiivka signalu pfistroje témét dokonale hladka, jak je vi-
dét na Obr. 45. Naméfena data jsou prezentovana na Obr. 46. Rozptyl hodnot je v tomto
pripadé téméf neznatelny. Ktivka nalezici E’ vykazuje obdobny trend jako v ptedchozich
pfipadech, kdy se objevuje velmi zietelny pokles modulu v rozmezi teplot od (-50) do
(-30) °C. Kfivka tan d obsahuje dva piky. Lze ale pfedpokladat, Ze hodnota ztratového fak-
toru by dale klesala. Pii dalSim méfeni byla sila nastavena na 2N, avSak pfi této hodnotg jiz

dochazelo k pretrzeni zkusebniho vzorku béhem pocatku experimentu.

Obr. 45 — Signal pfistroje pro teplotni zavislost sitovanych vzorka pfi pouziti sily 1 N
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Obr. 46 — Naméiena data pro teplotni zavislost sitovanych vzorkt pti pouziti sily 1 N

Zavérem lze tvrdit, ze data ziskana pomoci metody s nastavenim konstantni vychyl-
ky jsou dale pouzitelna pro dal§i vyhodnoceni. Plati, ze zvySovani vychylky vede k zisku
kvalitnéjSich vysledkl. Jako hrani¢ni se jevi protazeni 3 pm. Pfi dalS$im zvySovani dochazi
k poruseni zkuSebnich vzorkll. Ze ziskanych poznatki ovSem vyplyva, Ze pro
sitované folie je vyhodnéjsi pouziti metody na principu kontroly sily plsobici na vzorek.
I zde plati, ze zvySovani pouzité sily vede k zisku kvalitngjSich vysledkt. Jako hrani¢ni
hodnotu Ize oznadit 1 N, jelikoZ pii dalSim zvySovani dochéazelo k porusSeni zkuSebnich
vzorkl. Jako optiméalni metoda pro méfeni teplotnich zavislosti sitovanych folii kyseliny
hyaluronové bylo shledano nastaveni sily 1 N pfi rychlosti ohfevu 4 K/min. Touto metodou
bylo dosazeno nejlepsich vysledkd v ramcei rozptylu naméfenych hodnot a odezvy signalu

z piistroje.
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5.3.3 Reprodukovatelnost méieni

V ramci reprodukovatelnosti méficich metod byla hodnocena namétend data soufa-
zového modulu a ztratového faktoru. Testovani bylo provedeno pouze pro metody, které
byly shledany jako optimalni pro dany material. Hlavnim aspektem hodnoceni byla zejmé-
na podobnost ziskanych kiivek. Dlraz byl kladen taktéz na zmény tvaru kiivek, které
zpravidla odpovidaji fazovym piechodiim materidlu. V posledni fad¢ pak byly hodnoceny
absolutni hodnoty ziskanych veli¢in. U teplotnich zavislosti nebylo vyhodnoceni provede-
no pomoci statistickych metod, protoze méfici pristroj nedokdze zaznamenavat méiena
data pii stejné teploté, i kdyz je pouzita stejna metoda. Mé&fici proces je spoustén zpravidla
automaticky, i1 tak se Casto pocatek méfeni 1isi v rdmci az jednoho °C. I pfi manudlnim
spusténi pii totozné teploté dochazi v prubéhu méfeni k zaznamenavani dat pii mirné od-
lisSnych teplotich. Ze zminénych divodi je hodnoceni reprodukovatelnosti provedeno

srovnanim ziskanych dat.

U nesitovanych folii byla reprodukovatelnost méfeni hodnocena u ttech vzorki o
molekulové hmotnosti 500 kDa. Méfeni bylo provedeno za pomoci metody kontroly vy-
chylky, kdy amplituda protazeni byla nastavena na 7 pum pfi zatéZovaci frekvenci 1 Hz.
Zkusebni vzorky byly podrobeny ohifevu z (-120) °C na 60 °C pii rychlosti ohfevu 4
K/min. Naméfend data soufdzového modulu jsou prezentovana na Obr. 47. Z vysledkl
vyplyva, ze ziskané kiivky jsou z hlediska svého tvaru pomérné shodné. Maji stejny trend
a v celém rozsahu méteni se téméf prekryvaji. Absolutni hodnoty E’ se li$i jen minimalné.
Nejvyssiho rozdilu je dosazeno zejména na pocatku méfeni v oblasti zapornych teplot a
také na konci méfeni pfti teplotach nad 40 °C. V obou ptipadech vSak tento rozdil dosahuje
maximalné nékolika desitek MPa. Data nalezici ztratovému faktoru jsou prezentovana na
Obr. 48. Lze fici, ze kiivky tan 6 jsou si svym tvarem velmi podobné. Jejich maxima se
vyskytuji pfi takika stejnych teplotach s rozdilem maximalné n¢kolika jednotek °C. Abso-
lutni hodnoty ztratového faktoru se na pocatku meéteni 1i8i v rdmci né€kolika tisicin. Se
vzrustajici teplotou se rozdil absolutnich hodnot zvysuje, pficemz na konci méteni nepie-

sahuje hodnotu jednotek setin.

Ze ziskanych poznatkl vyplyva, Ze zvolend metoda pro méteni teplotnich zévislosti
nesitovanych folii je velmi dobte reprodukovatelna. Rozdily mezi jednotlivymi méfenimi
jsou velmi malé a mohou byt zptisobeny kolisdnim tloustky zkuSebnich vzorkl. Tyto ne-
pfesnosti maji jen nepatrny vliv na vlastnosti materidlu. Proto mize byt pouzita metoda

doporucena k opakovanému méfeni a vyhodnocovani mechanickych vlastnosti materialu.
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Obr. 47 — Zavislost soufazového modulu na teploté pro tii nesitované vzorky
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Obr. 48 — Zavislost ztratového faktoru na teploté pro tfi sitované vzorky
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U sitovanych folii byla reprodukovatelnost méfeni hodnocena u vzorki o molekulo-
vé hmotnosti 500 kDa. ZkusSebni vzorky byly podrobeny ohievu z (-90) °C na 60 °C pfi
nastaveni zatézovaci sily 1 N, rychlosti ohfevu 4 K/min a pfi zaté¢Zovaci frekvenci 1 Hz.
Nameéftena data nalezici E’ jsou zobrazena na Obr. 49 a data nalezici tan 6 na Obr. 50. Ze
ziskanych vysledkil je patrné, ze kiivky soufazového jsou v piipadé obou méteni témer
shodné. Svym tvarem se od sebe prakticky nelisi. Rozdil absolutnich hodnot modulu méfe-
ného pii dané teploté je minimalni a dosahuje maximalné né¢kolika jednotek MPa. Nejvyssi
rozdily se vyskytuji v oblasti zapornych teplot. Pti piekroceni 0 °C se zvysujici se teplotou
se kiivky piekryvaji. Kfivky teplotnich zavislosti ztratového faktoru jsou z hlediska tvaru
velmi podobné. Maxima kfivek jsou mirn€¢ posunuta, pficemz rozdil teplot, kdy k témto
zménam dochazi, neptekracuje 10 °C. Absolutni hodnoty ztratového faktoru se lisi jak
v extrémech, tak 1 v rdmci ostatnich Usekii méfené zavislosti. Zaznamenané rozdily vSak

nepiesahuji hodnotu nékolika setin.

Ze ziskanych vysledkl vyplyva, Ze metoda pouzita pro sitované folie je dobie repro-
dukovatelnd. Neptesnosti v métenych zavislostech jsou patrné zplisobeny rozdily v tloust-
ce vzorkl, vyskytem bublin, ndhodnou chybou méfeni, pfipadné pak riznym obsahem
vazané vody. Zminéné nedostatky maji jen maly vliv na mechanické vlastnosti, métené za
teplotniho programu. Ztéchto divodi muze byt pouzitd metoda doporucena

k opakovanému méfeni a vyhodnocovani mechanickych vlastnosti materialu.
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Obr. 49 — Zavislost soufazového modulu na teploté pro dva sitované vzorky
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Obr. 50 — Zavislost ztratového faktoru na teploté pro dva sitované vzorky
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5.4 Frekvencni zavislosti

V ramci vytvareni optimalni metody pro méieni frekvencnich zavislosti byly zku-
Sebni vzorky podrobeny méfeni ve frekvencnim rozsahu od 0,01 Hz do 200 Hz. Zména
frekvence probihala v logaritmickém méfitku, pficemz bylo nastaveno zaznamenavani 7
hodnot na dekadu. Experimenty probihaly za laboratorni teploty bez temperace. Teplota
v laboratofi se zpravidla pohybovala mezi 23 — 25 °C. Stejn¢ jako v ptipadé teplotnich za-
vislosti bylo pro optimalizaci metody pouzito zmény procesnich parametrti. V prvnim pii-
padé dochazelo ke zméné sily plisobici na zkuSebni vzorek. V druhém piipadé€ bylo pouzito
ruzné vychylky protazeni materialu. Hodnoceni pouzitych metod bylo opét vyvozeno na

zaklad¢ signdlu z pfistroje a také na zékladé rozptylu namétenych hodnot.

5.4.1 Nesit’ované folie

Pro méfeni nesitovanych folii byly pouzity vzorky o molekulové hmotnosti
500 kDa. Jako prvni byly pouzity metody, pti nichz byla kontrolovana sila ptisobici na
zkuSebni vzorek. Pifi nastaveni 0,5 N mél signal pfistroje sinusovy charakter. Samotna
ktivka byla pomé&rné kostrbatd, jak prezentuje Obr. 51. Z naméfenych dat vyplyva, Ze hod-
noty soufazového modulu nevykazuji téméf zadny rozptyl do frekvence 37 Hz. Nad touto
frekvenci je pozorovan vyrazny rozptyl, ktery vsak neni dan pouzitou metodou. Byl zpiiso-
ben rezonanci danou typem upinaciho zafizeni pfistroje a ur€itou geometrii vzorku. Byl
pozorovan u vSech méfeni frekven¢nich zavislosti, takze na néj v rdmci hodnoceni vytva-
feni optimalni metody nebude bran zifetel. Hodnoty ztratového faktoru vykazuji znatelné
vyssi rozptyl béhem celého procesu méteni. Naméfend data pro danou metodu jsou prezen-

tovany na Obr. 52.

Signal scope

Obr. 51 — Signal pfistroje frekvencni zavislosti nesitovanych vzorki pii pouziti sily 0,5 N
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Obr. 52 — Naméfena data frekvencni zavislosti nesitovanych vzorki pii pouziti sily 0,5 N

Pti dal$im méfeni byla sila nastavena na 1 N. Signdl pfistroje mél sinusovy charakter
a jeho ktivka byla témét dokonale hladka. Hodnoty E’ opét nevykazuji témét zadny roz-
ptyl, krom zminéného rezonan¢niho useku. Taktéz je pozorovan mirné odlisny trend ziska-
nych dat. Zejména u nizSich frekvenci dochdzi k pozvolné€j§imu ristu modulu nez
v pfedchozim piipad€. U zavislosti ndleZici tan 6 je patrné sniZeni rozptylu zaznamenanych
dat. Pouze jedna hodnota pii frekvenci 0,019 Hz je vyrazné¢ odklonéna od ziskané

ktivky. Signal piistroje pro tuto metodu ukazuje Obr. 53 a naméfena data Obr. 54.

Obr. 53 — Signal piistroje frekven¢ni zavislosti nesitovanych vzork pii pouziti sily 1 N
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Obr. 54 — Naméfena data frekvencni zavislosti nesitovanych vzorki pii pouziti sily 1 N

Pti pouZiti sily 2 N byl signdl pfistroje bez vétSich nerovnosti. Na poc¢atku méteni se
vSak uprostied kiivky objevil prudsi narist signalu, jak je patrné z Obr. 55. Tato nerovnost
rusila harmonicky charakter, typicky pro sinusové kmitani. To se projevilo u zaznamena-
nych dat soufazového modulu i ztratového faktoru, kdy se druha hodnota, métena pii 0,013
Hz vyrazné odklonuje od ziskanych kiivek. Pfi vysSich frekvencich se zminény problém
dale neobjevil. Ob¢ zavislosti pak nevykazuji témét zadny rozptyl hodnot, jak ukazuje

Obr. 56.

Obr. 55 — Signal pristroje frekvencni zavislosti nesitovanych vzorki pti pouziti sily 2 N
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Obr. 56 — Naméfena data frekvencni zavislosti nesitovanych vzorki pii pouziti sily 2 N

V dalsich pokusech bylo pfistoupeno k pouZiti kontroly amplitudy vychylky vzorku.

Jako prvni bylo nastaveno protazeni 7 um. U této metody byl signal pfistroje témet hladky

a drzel si sinusovy charakter po celou dobu méteni. U zavislosti soufdzového modulu neni

pozorovan témeér zadny rozptyl. U zavislosti ztratového faktoru se zaznamenané hodnoty

odklonuji od ziskané kiivky jen velmi nepatrné. Pfi tomto nastaveni vychylky se navic

nevyskytuji vyraznéjsi odchylky v datech namétenych pfti nizsich frekvencih, jako tomu

bylo v ptedchozich ptipadech. Signal pfistroje je prezentovan na Obr. 57 a zavislosti E’ a

tan & na Obr. 58.

Signal scope

Obr. 57 — Signal pfistroje frekvencni zavislosti nesitovanych vzorkt pii pouziti

vychylky 7 um
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Obr. 58 — Naméiena data frekvencni zavislosti nesitovanych vzorka pti pouziti

vychylky 7 um

Pro dalsi méfeni byla vychylka nastavena na 10 um. Signal pfistroje si drZel sinusovy

charakter po celou dobu méfeni, jak Ize vidét na Obr. 59. Samotna kiivka byla hladka, jen

s velmi nepatrnymi nerovnostmi. V ramci ziskanych kiivek soufazového modulu a ztrato-

vého faktoru dochdzi k minimalnimu rozptylu naméfenych hodnot, ktery je nizsi nez pfti

pouziti pfedchozi metody. Na druhou stranu se pfi nizké frekvenci na poc¢atku métfeni opét

objevil vyrazn¢js$i odklon od naméfenych kiivek, k némuz dochazelo pti pouziti metod

zalozenych na kontrole sily piisobici na vzorek. Ziskané zavislosti jsou prezentovany na

Obr. 60.

Obr. 59 — Signal pfistroje frekvencni zavislosti nesitovanych vzorkt pii pouziti

vychylky 10 pm



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

76

12000

0,14

E =
S : <
w 10000 . 0,12 s
o o
- 0,1
8000 SDDOOV S—
PP XX R4
:000009000" _ 0,08 *Soufizovy
6000 modul E
[ ] - 0,06 , ,
| am M Ztratovy
4000 g faktor tan 6
IIIIII.-.-- -
2000 =8 - 0,02
O T T T T - o
0,01 0,1 1 10 100 £ [H2] 1000
z

Obr. 60 — Naméiena data frekvencni zavislosti nesitovanych vzorka pti pouziti

vychylky 10 pm

Ze ziskanych poznatkd vyplyvéa, Ze zvySovani zatézujici sily vede k zisku dat
s men$im rozptylem hodnot. Pti pouZiti ptili§ nizkého zatiZeni (0,5 N) jsou data vice roz-
hozena a samotné zavislosti se zfeteln¢ li§i svym tvarem. V ramci sily nastavené na 1 N a
2 N jsou rozdily v rozptylu hodnot jen minimalni a kiivky se z hlediska tvaru vyrazné neli-
$i. AvSak za pouziti vyssi sily (2 N) dochézi u soufdzového modulu, méteného pii nizkych
frekvencich, k zisku hodnot vice odlehlych od dané kiivky. Proto se zdd pouziti 1 N vy-
hodn¢jsi, 1 pfes mirn€ vyssi rozptyl ztratového faktoru. Pro pouziti metod zaloZenych na
principu kontroly vychylky vzorki plati obdobné zékonitosti. ZvySovani amplitudy prota-
zeni vede k zisku kvalitnéjSich dat s niZ§im rozptylem hodnot. Pokud je nastavena vychyl-
ka ptili§ velka, objevuji se vyraznéjsi rozdily u meéteni pifi nizkych frekvencich. Jako vy-
hodné se tedy jevi pouziti vychylky 7 um, 1 pfes mirn€ vyssi rozptyl namérenych dat. Nizsi
hodnota protazeni se nedoporucuje, jelikoz by vedla ke zvySeni rozptylu. Zavérem lze tvr-
dit, Ze pro méteni frekvencnich zavislosti existuje vétsi volnost pro vybér pouzité metody,
nez v piipadé teplotnich zavislosti. Jako optimalni se tak jevi pouziti postupu s nastavenim
sily 1 N nebo postupu s pouzitim vychylky 7 pm. Mezi zavislostmi ziskanymi pomoci
obou typl metod jsou jen minimalni rozdily, které nijak vyrazné neovliviiuji naméfena

data.
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5.4.2 Sitované folie

Pro méfeni sitovanych folii byly pouzity vzorky o molekulové hmotnosti
500 kDa a 1500 kDa. Jako prvni byla pouzita metoda, pii niz byla kontrolovana sila piiso-
bici na zkuSebni vzorek. Pti nastaveni 1 N dochazelo k tomu, Ze pfistroj nedodrzel piedna-
stavené parametry. Skutena sila béhem méfticiho procesu dosahovala pouze 0,09 N pii
vychylce 350 um. Pfi ndmi zvoleném zatiZzeni by zfejmé doslo k piekroCeni maximalni
mozné vychylky, a proto pfistroj automaticky korigoval zvolenou metodu. Ziskany signal
byl sinusového charakteru a jeho kiivka byla pomérné hladka, jak prezentuje Obr. 61. Na-
meéfend data jsou zobrazena na Obr. 62. Zde je patrné, ze pifi daném nastaveni dochazi
k vyraznému rozptylu meétfenych hodnot vlivem rezonance u frekvenci nad 25 Hz.
U ztratového faktoru je patrny mirny rozptyl hodnot, pficemz od frekvence 25 Hz taktéz
dochazi k velmi silné rezonanci. Je nutné podotknout, ze po ukonceni méteni byl vzorek
vyrazné provéseny. Métfeni od urcité frekvence tudiz neprobihalo spravng, jelikoz byl vzo-
rek nevratn¢ deformovan. Danou metodou byl méten zkuSebni vzorek o molekulové hmot-

nosti 500 kDa.

K dal§im zménam zatéZovaci sily nebylo pfistoupeno, jelikoz by opét dochazelo ke
korigovani pouzité metody ze strany piistroje. Lze fici, ze metody pouzité na principu
kontroly sily ptsobici na vzorek jsou nevhodné pro méteni frekvencnich zavislosti sitova-

nych vzorkt pfi laboratorni teplot€.

Obr. 61 — Signal ptistroje frekvencni zavislosti sitovanych vzork pfi pouziti sily 1 N
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Obr. 62 — Namé&fena data frekvencni zavislosti sitovanych vzorki pii pouZiti sily I N

U dalSich experimentii byly pouzity metody zaloZené na kontrole vychylky zkuSeb-
nich vzorkl. V prvnim ptipad¢ byla vychylka nastavena na 10 pm. Pro méfeni byl pouZit
vzorek o molekulové hmotnosti 500 kDa. Signal pfistroje byl sinusového charakteru a jeho
ktivka obsahovala jen drobné nerovnosti, jak je patrné¢ z Obr. 63. Hodnoty soufazového
modulu nevykazuji témét Zadny rozptyl az do frekvence 51 Hz. Nad touto frekvenci do-
chézi k rezonanci. U zavislosti ztratového faktoru je pozorovan mirny rozptyl do frekvence

51 Hz, kdy se opét zacina projevovat rezonance. Naméfend data jsou prezentovana na

Obr. 64.

Obr. 63 — Signal piistroje frekvenéni zavislosti sitovanych vzorki pii pouZziti

vychylky 10 pm
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Obr. 64 — Naméiena data frekvencni zavislosti sitovanych vzorki pii pouziti

vychylky 10 pm

Dalsi méfeni bylo provedeno se zkuSebnim vzorkem o molekulové hmotnosti

1500 kDa. Vychylka byla nastavena na 20 um. Signal pfistroje byl opét sinusového charak-

teru a jeho ktivka byla hladsi nez pii pouziti pfedchozi metody. Hodnoty soufazového mo-

dulu tvofii kfivku exponencidlniho charakteru bez viditelného rozptylu. U zavislosti ztrato-

vého faktoru taktéz neni patrny témét zadny rozptyl ziskanych hodnot. Signdl piistroje je

prezentovan na Obr. 65 a zavislosti E’ a tan 6 na Obr. 66.

Obr. 65 — Signal pfistroje frekvencni zavislosti sitovanych vzorkl pti pouziti

vychylky 20 pm
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Obr. 66 — Naméiena data frekvencni zavislosti sitovanych vzorki pii pouziti

vychylky 20 pm

U dalsiho pokusu byla vychylka zvySena na 40 um. Experiment byl proveden se

vzorkem o molekulové hmotnosti 500 kDa. Pfi daném nastaveni ptistroj nedokéazal udrzet

prednastavenou vychylku. Skute¢nd vychylka béhem méficiho procesu dosahovala 50 pum.

Signal pfistroje byl sinusového charakteru. Hladkost kiivky byla obdobna jako za pouziti

ptedchozi metody, jak je vidét na Obr. 67. Hodnoty soufazového modulu opét nevykazuji

viditelny rozptyl. Stejné tak u zavislosti ztratového faktoru neni patrny vyraznéjsi rozptyl

naméfenych dat. Ziskané zavislosti jsou prezentovany na Obr. 68.

Obr. 67 — Signal piistroje frekvenéni zavislosti sitovanych vzorki pii pouZziti

vychylky 40 pm
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Obr. 68 — Naméfena data frekvencéni zavislosti sitovanych vzorki pifi pouziti

vychylky 40 pm

Ze ziskanych poznatkl vyplyva, Ze pouziti metod na principu kontroly zatézujici sily
je nevhodné pro méteni frekvencénich zavislosti sitovanych fo6lii kyseliny hyaluronové. Pti
této metodé dochazelo k automatické korekcei pfistroje, kdy nebyly dodrZeny prednastave-
né parametry meéticitho procesu. I pfes zminénou korekci dochdzelo k zisku dat s velmi
vyraznou rezonanci, kterd nastavala diive, neZ pii pouziti ostatnich metod. Resenim by
mohlo byt pouZziti velmi malé sily, aby se omezila maximalni vychylka udélend vzorku.
K tomu by vS§ak musela byt pouZita sily na spodni hranici rozsahu pfistroje, coz by mohlo
zpusobovat dalsi problémy. Spodni hranice rozsahu totiz odpovida samotné citlivosti pii-
stroje. Proto pouziti téchto metod nedoporucuji. Jako vyhodnéjsi se ukazalo pouziti metod
na principu kontroly vychylky udélené zkuSebnimu vzorku. Bylo zjisténo, Ze u soufazové-
ho modulu nedochazi k vyraznéj§imu rozptylu namétenych hodnot. U ztratového faktoru
bylo pozorovano mirné zmenseni rozptylu spolu se zvySujici se vychylkou vzorku. Rozdil
mezi jednotlivymi metodami byl vSak jen nepatrny a vyrazné€ neovliviioval namétend data.
Pfi nastaveni vychylky 40 pm dochazelo k automatické korekci pfistroje, kdy skute¢na
vychylka dosahovala hodnot o 25 % vysSich. Proto se pouziti vys§iho protaZeni nejevi jako
vhodné. Optimélni metodou pro méteni frekvenénich zavislosti sitovanych folii za labora-

torni teploty se tedy jevi pouziti kontroly vychylky v rozmezi 10 — 20 pum.
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5.4.3 Reprodukovatelnost méieni

V ramci reprodukovatelnosti méficich metod byla opét hodnocena naméiend data
soufazového modulu a ztratového faktoru. Stejné jako v piipad¢ teplotnich zavislosti bylo
testovani provedeno pouze pro metody, které¢ byly shleddny jako optimalni pro dany typ
materialu. Hlavnim kritériem hodnoceni byla zejména podobnost ziskanych ktivek. V dru-
hé tfad¢ pak byla vypoctena relativni chyba métfeni pro dané frekvence. Frekvencni zéavis-
lost byla méfena v rozsahu od 0,01 Hz do 200 Hz za laboratorni teploty. Zména frekvence
probihala v logaritmickém méfitku, pfiCemz bylo nastaveno zaznamendvani 7 hodnot na
dekadu. Z hodnoceni reprodukovatelnosti byly vynechany frekvence vyss$i nez 37 Hz,
jelikoz pfi nich dochézi k rezonanci dané typem upinaciho zafizeni pfistroje a geometrii

zkuSebniho vzorku.

U nesitovanych folii byla reprodukovatelnost méfeni frekvencnich zavislosti hodno-
cena u vzorki o molekulové hmotnosti 240 kDa. ZkuSebni vzorky byly méfeny za pomoci
metody kontroly sily, pfi nastaveni 1 N. Namétfena data soufazového modulu jsou prezen-
tovana na Obr. 69. Z vysledk je patrné, Ze kiivky E’ jsou z hlediska svého tvaru pomérné
totozné. Absolutni hodnoty byly nasledné hodnoceny pomoci relativni chyby méfeni, pre-
zentované v tabulce €. 2. Nejvyssi chyby 10 % bylo dosazeno pfi pocatecni frekvenci a tato
chyba se postupné snizuje. Pro vétSinu méfenych frekvenci dosahuje relativni odchylka 6
ztratového faktoru jsou zobrazena na Obr. 70. Z vysledki je patrné, Ze kiivky jsou expo-
nencialniho charakteru a z hlediska svého tvaru jsou si podobné. Relativni chyby méteni
ztratoveého faktoru jsou prezentovany v tabulce €. 3. Nejvyssi odchylky 14 % je dosaZeno
opét na pocatku méteni. Se zvysujici se frekvenci pak dochdzi k poklesu vypoctené chyby.

Pro vétSinu métenych frekvenci se relativni odchylka méfeni drZi v intervalu 5 — 8 %.

Z vysledkl vyplyva, ze metoda zvolend pro nesitované folie je pomérn¢ dobie re-
produkovatelna. Relativni chyba méteni se zpravidla drzi pod 10 % a tuto hodnotu piekra-
¢uje jen vyjimecné. Dochazi k tomu zejména na pocatku méteni, kdy dochazi k ustalovani
méficiho procesu. Zminéné nepiesnosti jsou patrné zptisobeny kolisanim tloustky u jednot-
livych zkuSebnich vzorki. Zjisténé nedostatky maji jen maly vliv na mechanické vlastnos-
ti, métené pii frekvenéni zdvislosti. Proto mize byt pouzitd metoda doporucena pro
opakované méteni a vyhodnocovani mechanickych vlastnosti materialu, podrobeného dy-

namickému namahani.
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Tabulka 2 — Relativni chyby soufazového modulu méfeného pii danych frekvencich

f [Hz] 0,010 0,014 | 0,019 | 0,027 | 0,038 | 0,052 | 0,072 | 0,10 | 0,24 | 0,19 | 0,27 | 0,37 | 0,52
AE' [%] 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
AE' [%] 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 5
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Obr. 69 — Zavislost soufazového modulu na frekvenci pro tii nesitované vzorky
Tabulka 3 — Relativni chyby ztratového faktoru méfeného pii danych frekvencich
f [Hz] 0,010 | 0,014 0,019 | 0,027 | 0,038 | 0,052 | 0,072 | 0,10 | 0,14 | 0,29 | 0,27 | 0,37 | 0,52
Atan(6) [%] | 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
A tan(8) [%] 6 6 7 6 5 5 6 5 5 3 4 1 10
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Obr. 70 — Zavislost ztratového faktoru na frekvenci pro tfi nesitované vzorky

U sitovanych f6lii byla reprodukovatelnost méfeni frekvencnich zavislosti hodnoce-
na u vzorkd o molekulové hmotnosti 1180 kDa. ZkuSebni vzorky byly méfeny za pomoci
metody kontroly vychylky, pfi nastaveni 20 pm. Namétena data soufazového modulu jsou
prezentovana na Obr. 71. Z vysledkid vyplyva, ze kiivky E’ jsou z hlediska svého tvaru jen
velmi podobné. Od pocatku méfeni se zavislosti piekryvaji, ale od frekvence 1 Hz dochézi
k jejich vyrazng$Simu odklonu. I pfes tuto zménu drzi po celou dobu méfeni
obdobny rostouci trend. Vyjimkou je hodnota ziskana pfi frekvenci 37 Hz, kdy u jedné
z ktivek dochazi k mirnému poklesu modulu. To mize byt zptisobeno nastupem rezonanc-
niho efektu, ktery byl vyrazny az pti vysSich frekvencich. Relativni odchylky soufdzového
modulu jsou prezentovany v tabulce €. 4. Na poc¢atku méteni byla hodnota chyby 3 % a se
zvysuyjici frekvenci se postupné sniZzovala na 1 %. Od 1 Hz pak dochazi s rostouci frekven-
ci ke zvySovani relativni odchylky. Nejvyssi hodnota dosahuje 11 % pfi frekvenci 37 Hz.
Nameétena data ztratového faktoru jsou zobrazena na Obr. 72. Zde je patrna vyrazna po-
dobnost ziskanych zavislosti. Od pocatku méfeni dochdzelo k poklesu tan 6 az do frekven-
ce 0,052 Hz. Pti dal§im zvySovani frekvence dochazi k riistu zaznamenanych dat az do 19
Hz. Poté nastava u jednoho vzorku pokles ztratového faktoru, ktery pokracuje az do rezo-
nance. U druhého vzorku se tento pokles projevuje pouze u nésledujici frekvence a dale

znovu roste. Tato nejasnost mlize byt zplisobena ndstupem rezonan¢niho efektu, ktery neni
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pti dané frekvenci tak patrny, jako pfi frekvencich vysSsich. Relativni chyby méfeni ztrato-
vého faktoru jsou prezentovany v tabulce ¢. 5. Nejvyssi hodnota chyby dosahuje 5 % u
hodnot zaznamenanych vrozmezi 0,038 — 0,19 Hz. Ostatni odchylky byly nizsi

s minimalni hodnotou 1 % pfi frekvenci 1,4; 1,9 a 37 Hz.

Ze ziskanych poznatkl vyplyva, Ze metoda zvolena pro sitované folie je dobfe re-
produkovatelna. V rdmci soufdzového modulu ptekroci relativni chyba méfeni hodnotu 10
% jen vyjimecéné u frekvenci, nad nimiz dochéazi k rezonanci pfistroje a geometrie vzorku.
U soufdzového modulu relativni chyba méteni nepiekracuje hodnotu 5 %. Tyto neptesnosti
mohou byt zpiisobeny kolisanim tloustky zkuSebnich vzorki, ndhodnou chybou méfent,
pfipadné pak mirn¢ odliSnym obsahem vody, pohlcené ze vzdusné vlhkosti. Zjisténé nedo-
statky maji jen maly vliv na mechanické vlastnosti. Proto mlize byt pouzitd metoda dopo-

rucena pro opakované méteni a vyhodnocovani mechanickych vlastnosti materialu.

Tabulka 4 — Relativni chyby soufazového modulu méfeného pii danych frekvencich

f [Hz] 0,010 0,014 {0,019 0,027 | 0,038 | 0,052 (0,072 | 0,20 | 0,24 | 0,19 | 0,27 | 0,37 | 0,52
AE' [%] 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
AE' [%] 4 4 6 7 7 7 8 8 8 8 9 10 11
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Obr. 71 — Zavislost soufazového modulu na frekvenci pro dva sitované vzorky
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Tabulka 5 — Relativni chyby ztratového faktoru méfeného pii danych frekvencich
f [Hz] 0,010 | 0,014 | 0,019 | 0,027 | 0,038 | 0,052 | 0,072 | 0,10 | 0,14 | 0,29 | 0,27 | 0,37 | 0,52
A tan(8) [%] 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
A tan(6) [%] 2 2 1 1 2 2 2 3 3 3 3 4 1
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Obr. 72 — Zavislost ztratového faktoru na frekvenci pro dva sitované vzorky
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6 NAMERENE VYSLEDKY A DISKUZE

Pro studium termickych a mechanickych vlastnosti folii hyaluronanu pti dynamic-
kém naméhani, bylo vyuzito metod, které byly v pfedchozich kapitolach shledany jako

optimalni pro dany typ materialu a zptisob méteni.

6.1 Teplotni zavislosti

U teplotnich zavislosti bylo provedeno jedno méteni vzorku o dané molekulové
hmotnosti v Sirokém teplotnim intervalu do 120 °C, aby mohla byt charakterizovana i vyssi
teplotni oblast. V rdmci srovnéni jednotlivych vzorka pak byla méfeni provadéna pouze do

teploty 60 °C a to zejména kviili optimalizaci méficiho procesu.

6.1.1 Nesit’ované folie

Nesitované vzorky byly podrobeny dynamickému namahani frekvenci 1 Hz, pfi na-

staveni amplitudy vychylky 7 pm a rychlosti ohfevu 4 K/min.

Vzorky o molekulové hmotnosti 240 kDa byly méfeny v teplotnim rozsahu od
(-120 °C) do 120 °C. Data soufazového modulu jsou prezentovana na Obr. 73. Od poca-
tecni teploty (-120 °C) dochézi se zvySovanim teploty k linedrnimu poklesu soufazového
modulu z 15100 MPa na hodnotu 14200 MPa, pii (-104 °C). Mezi teplotou
(-104 °C) a (-98 °C) je patrna prudka, stupnovita zména modulu, kdy tento poklesne o 700
MPa, v pomérné kratkém teplotnim intervalu. Tato zména charakterizuje f pfechod (viz.
kapitola 2.3), kdy dochézi k uvoliiovani pohybu boc¢nich substituentti [36, 43]. U hyaluron-
anu to mohou byt hydroxylové, karboxylové a acetamidové skupiny. S dal§im zvySovanim
teploty pak dochéazi opét k témét linearnimu poklesu E’, az na 10 000 MPa pfi (-25 °C).
Mezi (-25 °C) a 35 °C se vyskytuje dalsi stupniovitd zména modulu, kdy tento poklesne o
4 000 MPa. Charakterizuje teplotu skelného pfechodu Ty, kdy dochazi k uvolnéni pohybu
segmentil polymerniho fetézce. Oproti pfedchozimu S piechodu je tato zména velmi po-
zvolné a dochézi k ni v Sirokém teplotnim intervalu. Velka Sitka teplotniho intervalu tohoto
pfechodu je patrné zptsobena existenci fyzikalni sité, pfipadné vazanou vodou v materialu,
jelikoz k jejimu uvoliiovani dochazi pravé u mirné zapornych teplot [47, 51-53]. Nad tep-
lotou 40 °C opét dochazi k téméf linearnimu poklesu modulu s rostouci teplotou. Na rozdil
od ptedchozich linearnich oblasti, zde modul klesa jen pozvolna a mezi 40 — 120 °C se
snizi jen 0 400 MPa. V celém rozsahu méfeni (-120 °C) az 120 °C tedy soufdzovy modul

klesl z 15 000 MPa na hodnotu 5 800 MPa. Tato zména je pomérn¢ vyraznd a je jasné,
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Ze pti zvySovani teploty ztraci material svoji tuhost. Hodnota E” 5 800 MPa je vSak stale
vysoka a proto lze tvrdit, Ze materidl zcela neztraci své mechanické vlastnosti i za vysSich

teplot.
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Obr. 73 — Teplotni zavislost soufazového modulu pro nesitovany vzorek o molekulové

hmotnosti 240 kDa

Naméiend data ztratového modulu jsou prezentovany na Obr. 74. Ktivka ztratového
modulu tvofi prvni pik mezi (-120 °C) a (-65 °C). Hodnota modulu 400 MPa pii teploté (-
97 °C) pak odpovidda maximu tohoto piku, ktery charakterizuje f pfechod materidlu. Ten
predstavuje lokalni maximum ztraty energie v materialu. S dal§im zvySovanim teploty mo-
dul opét roste az do hodnoty 670 MPa, pti (-15 °C). Zde se vyskytuje druhé maximum ztra-
tového modulu, které odpovidéa teploté skelné¢ho piechodu. Materidl zde dosahuje nej-
vyssich ztrat energie, vyuzité k uvolnéni pohybu segmentt HA fetézce. S dalSim zvySova-
nim teploty dochéazi k poklesu E’’ na hodnotu 340 MPa, pii 36 °C. Nasledné¢ dochazi

k riistu ztratového modulu az na 460 MPa, pti konecné teploté 115 °C.
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Obr. 74 — Teplotni zavislost ztratového modulu pro nesitovany vzorek o molekulové

hmotnosti 240 kDa

Data ztratového faktoru jsou prezentovana na Obr. 75. Ziskana zavislost ma obdobny
charakter jako u ztratového modulu. Na ziskané ktivce se vyskytuji dva piky. Prvni pik,
charakteristicky pro S ptechod, se nachdzi mezi (-120 °C) a (-65 °C). Jeho maximum od-
povida teploté (-91 °C) a hodnoté ztratového faktoru 0,031. Druhy pik, charakteristicky pro
teplotu skelného prechodu, se nachdzi mezi (-65 °C) a 25 °C. Jeho maximum odpovida
teplot¢ (-12 °C) a hodnoté ztratového faktoru 0,075. Pfi zvySovani teploty nad
25 °C dochazi k rastu ztratového faktoru az na 0,08, pti konecné teploté 115 °C. Ptecho-
dové teploty vyhodnocené pomoci ztratového faktoru jsou mirné posunuty k vys$sim, oproti
pfechodovym teplotdm hodnocenym pomoci ztratového modulu. To je dano tim, Ze tan 6

je ovlivnén 1 hodnotami soufazového modulu.
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Obr. 75 — Teplotni zavislost ztratového faktoru pro nesitovany vzorek o molekulové

hmotnosti 240 kDa

V ramci srovnani teplotnich zavislosti vzorkli o rizné molekulové hmotnosti byly ty-
to podrobeny ohievu z (-120 °C) na 60 °C. Data soufazového modulu jsou prezentovana na
Obr. 76. U vSech vzorki dochézi k poklesu modulu s rostouci teplotou. Stupniovitd zmeéna,
odpovidajici f prechodu, se vyskytuje mezi (-110 °C) a (-100 °C) u vSech vzorkd,
s vyjimkou u félie o molekulové hmotnosti 500 kDa. Absence piechodu mtze byt zpiiso-
bena rozdilnym obsahem vazané vody. Taktéz to mize souviset s odliSnym starnutim jed-
notlivych vzorkd. Pro ovéfeni téchto hypotéz by bylo potieba provést dalsi méteni na vice
zestarlych a Cerstvych vzorcich, v kombinaci s nizkoteplotni FTIR spektroskopii umoziiu-
jici studium vnitini struktury materialu a také v kombinaci s termogravimetrickou analyzou

umoziujici urcit obsah vody v materialu.

Je zajimavé, ze u zddného ze vzorkl se nevyskytuje druha stupiiovitd zmeéna, odpo-
vidajici skelnému piechodu. U vzork o molekulové hmotnosti 240 kDa byla tato zména
patrna pii méfeni do 120 °C. Objevovala se v oblasti mezi (-20 °C) a 40 °C. Skelny pte-
chod by mél byt tedy zachycen 1 pii1 méfeni do 60 °C. Vzorky byly v obou ptipadech (pii
méieni do 60 1 120 °C) nejprve ochlazeny z laboratorni na poc¢atecni, zdpornou teplotu a az
poté doslo k jejich ohfevu. Nedoslo tedy k odlisné zméné jejich tepelné historie. Vzhledem

k tomu neni absence této zmény pfili§ jasna. Z vysledkl taktéZ vyplyva, Ze neexistuje
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piima korelace mezi molekulovou hmotnosti materialu a soufaizovym modulem. Nejvyssi-
ho modulu sice dosahuji vzorky o nejvyssi molekulové hmotnosti, av§ak druhy nejvyssi
modul maji vzorky o nejniz§i molekulové hmotnosti, pfi¢emz rozdil mezi nimi je
v prubéhu méteni mezi 2 000 a 3 000 MPa. S ristem molekulové hmotnosti od 240 kDa do
1180 kDa pak dochazi k poklesu elastického modulu v celém teplotnim intervalu. Rozdil
modulu mezi témito vzorky je nejvyssi za nizkych teplot, kdy dosahuje 500-1000 MPa. Se
zvySovanim teploty se tento rozdil postupné snizuje a pii teploté 60 °C dosahuje jen néko-
lika desitek MPa. Je mozné se domnivat, ze pfi molekulové hmotnosti 1500 kDa a vyssi,
dochazi k vytvoreni odlisné struktury fyzikalni sité, jelikoz az u této molekulové hmotnosti
je rozdil v soufazovém modulu statisticky vyznamny. Pro potvrzeni tohoto pfedpokladu by

bylo nutné provést dal$i méfeni se vzorky o vyssich molekulovych hmotnostech.
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Obr. 76 — Teplotni zavislost soufazového modulu nesitovanych vzorki o rizné

molekulové hmotnosti

Data ztratového modulu jsou prezentovana na Obr. 77 a data ztratového faktoru na
Obr. 78. Obé zavislosti maji obdobny charakter. U vSech vzorki se vyskytuji na ziskanych
ktivkach dv¢ relaxacni maxima. Prvni, odpovidajici B pfechodu, se vyskytuje v okoli teplo-
ty (95 °C) u ztraitového modulu. U ztradtového faktoru se toto maximum
vyskytuje v okoli (-90 °C). Z hlediska riznych molekulovych hmotnosti se teploty odpovi-
dajici tomuto ptechodu li§i vrozmezi maximalné¢ 5 °C. Druhé relaxaéni maximum,
odpovidajici teploté skelného prechodu, neni pfili§ vyrazné. U ztratového modulu se vy-

skytuje v okoli (-22 °C) a u ztratového faktoru v okoli (-15 °C). V rdmci riizné molekulové
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hmotnosti se vSak i tato maxima li§i v rozmezi jen nékolika jednotek °C. Presn¢jsi analyzu
znemoznuje pomérné velky rozptyl dat. Lze tedy fici, Ze relaxaéni maxima ztratového mo-
dulu a ztratového faktoru jen malo zavisi na molekulové hmotnosti materialu. Z hlediska
hodnot modulu se v zavislosti na molekulové hmotnosti materidly pfili§ nelisi a neni zde

patrny jeji vyrazny vliv. Nejvyssi ztratovy modul maji vzorky o molekulové hmotnosti

v

Tvwr

cv v

dosahuje tan & pfiblizné€ stejnych hodnot. Z hlediska mechanickych ztrat taktéz neni pozo-
rovan vyrazny vliv molekulové hmotnosti, jelikoz rozdil ztratového faktoru u jednotlivych

vzorki nepiesahuje hodnotu jedné setiny v celém rozsahu méteni.
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Obr. 77 — Teplotni zavislost ztratového modulu nesitovanych vzorki o riizné

molekulové hmotnosti
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Obr. 78 — Teplotni zavislost ztratového faktoru nesitovanych vzorki o rizné

molekulové hmotnosti

Zavérem lze fici, Ze teplotni oblasti sekundarnich pfechodi nesitovanych folii hyalu-
ronanu jsou jen nepatrné ovlivnény molekulovou hmotnosti materialu, coz uvadi i Stoklasa
[41]. Vliv délky fetézce na soufazovy modul materidlu je vyrazny az od 1500 kDa, kdy se
jeho modul zvySuje o 20 az 30 % oproti ostatnim vzorkiim. Z hlediska ztrat energie
v materidlu jsou rozdily mezi zkoumanymi vzorky nevyznamné. U ztratového modulu ani
ztratového faktoru nebyla prokézana jednozna¢né zavislost molekulové hmotnosti nesit'o-

vaného hyaluronanu na jeho dynamické mechanické vlastnosti.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

94

6.1.2 Sitované folie

Sitované vzorky byly podrobeny dynamickému namahény o frekvenci 1 Hz, pfi na-
staveni amplitudy sily 1 N a rychlosti ohfevu 4 K/min. Tyto vzorky byly méfeny od poca-

tecni teploty (-90 °C), jelikoz pii ochlazeni na (-120 °C) zpravidla dochazelo k jejich poru-
Seni jiz na pocatku méfenti.

V ramci hodnoceni SirSiho teplotniho intervalu byly vzorky o molekulové hmotnosti
500 kDa méteny od (-90 °C) do 120 °C. Data soufazového modulu jsou prezentovana na
Obr. 79. V okoli (-90 °C) se vyskytuje pomérné prudky pokles modulu. Lze piedpokladat,
ze by mohl byt soucasti § prechodu, ktery se vyskytoval u nesitovanych vzorki u teplot
kolem (-100 °C). Mezi teplotou (-75 °C) a (-35 °C) se nachazi velmi vyrazna, stupiiovita
zmeéna soufazového modulu, kdy tento klesa z 230 MPa na 20 MPa. Tato zména charakte-
rizuje teplotu skelného prechodu. Pii dalSim zvySovani teploty pak modul klesé uz jen po-
zvolna, az na kone¢nou hodnotu 1 MPa, pii 115 °C. V celém méfeném teplotnim rozsahu
tedy modul klesl z poc¢ate¢nich 245 MPa k velmi nizkym hodnotdm. Z toho vyplyva, ze
skelny pfechod reflektuje vyraznou zménu mechanickych vlastnosti sitovanych folii hyalu-
ronanu. Pod touto teplotou je materidl relativné tuhy a kiehky, coz dokazovalo jeho poru-

Sovani pfi nizsich teplotach. Nad (-35 °C) pak material ztraci svou tuhost a stava se velmi
poddajny.
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Obr. 79 — Teplotni zavislost soufdzového modulu pro sitovany vzorek o molekulové

hmotnosti 500 kDa
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Data ztratového modulu jsou prezentovana na Obr. 80. V okoli (-90 °C) se vyskytuje
prudky pokles modulu. M4 se za to, ze je to ukonceni piku relaxa¢niho maxima odpovida-
jici B piechodu. K jeho vyskytu opravdu dochazelo pti méteni od nizsich zapornych teplot,
pii pouziti metody s amplitudou vychylky 3 pum. Pfi této metod¢é nedochéazelo k poruseni
vzorkl a tak mohly byt méfeny od (-120 °C). Maximum tohoto piku se nachazelo okolo
teploty (-110 °C). Dale se na kiivce ztratového modulu vyskytuje mezi (-75 °C) a (-25 °C)
velmi vyrazny pik, odpovidajici skelnému prechodu. Jeho maximum je pii teploté (-50 °C)
a hodnot¢ modulu 23,5 MPa a materidl zde dosahuje nejvétsich ztrat energie. Pii dalSim

zvySovani teploty nad (-25 °C) jiz dochazi k velmi pozvolnému poklesu ztratového modulu

az na kone¢nych 0,2 MPa, pii 115 °C.
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Obr. 80 — Teplotni zavislost ztratového modulu pro sitovany vzorek o molekulové

hmotnosti 500 kDa

Data ztratového faktoru jsou prezentovana na Obr. 81. Z po€atku méfeni je ztratovy
faktor témét konstantni kolem hodnoty 0,02. Mezi (-75 °C) a (-15 °C) se na kiivce vysky-
tuje vyrazny pik, odpovidajici skelnému prechodu. Jeho maximum dosahuje hodnoty 0,45,
pii teploté (-38 °C). Od teploty (-15 °C) dochézi k pomérné prudkému naristu ztratového
faktoru aZ na hodnotu 0,33 pii 16 °C. Toto lokdlni maximum by mohlo byt pfifazeno
k uvolnovani volné vody v materiadlu. Déle ztratovy faktor pozvolna klesa na hodnotu 0,28
pti 80 °C. Nad touto teplotou klesa tan 6 prudce az na hodnotu 0,16 pfi teploté 115 °C.
Cela oblast od (-15 °C) do 115 °C by mohla byt také povaZzovana za velmi Siroky dvojity
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pik, ktery se v literatufe oznacuje jako vysokoteplotni relaxacni maximum a je spojovan
s uvoliiovanim pohybu velkych usekii a zménam konformace fetézce (viz. kapitola 2.3).

Pro potvrzeni této hypotézy by bylo zapotiebi provést méfeni v kombinaci s FTIR nebo

NMR spektroskopii, umoznujici ndhled do struktury materialu.
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Obr. 81 — Teplotni zavislost ztratového faktoru pro sitovany vzorek o molekulové

hmotnosti 500 kDa

V ramci srovnani teplotnich zavislosti vzorkti o rizné molekulové hmotnosti byly
tyto podrobeny ohievu z (-90 °C) na 60 °C. Data soufazového modulu jsou prezentovana
na Obr. 82. U vSech vzorkl dochdzi k poklesu modulu s rostoucti teplotou. Na kazdé kiivce
se taktéZ vyskytuje vyraznd stupiiovitd zmeéna, kterd odpovida skelnému piechodu. Teplo-
ta, kdy dochazi ke skelnému prechodu, se 1i$i v zavislosti na molekulové hmotnosti vzorku,
pricemz pocatek 1 konec této stupniovité zmeény modulu se posouvéa k vysSim teplotdm

s rostouci molekulovou hmotnosti. Pro vzorky o molekulové hmotnosti 500 kDa
nastava v rozmezi (-60 °C) a (-30 °C). Pro vzorky o hmotnosti 1180 kDa se tento ptfechod
vyskytuje mezi (-52 °C) a (-25 °C) a pro vzorky o molekulové hmotnosti 1500 kDa mezi
(-50 °C) a (-15 °C). Pod teplotou skelného piechodu, se jednotlivé vzorky z hlediska sou-

fazového modulu pomérné 1isi. Na pocatku méfeni maji nejvyssi modul 340 MPa vzorky

hmotnosti 1180 kDa. Modul pro vzorky o hmotnosti 500 kDa se nach4zi mezi nimi. Proto
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nelze tvrdit, Ze by existovala piima korelace mezi délkou fetézce a soufdzovym modulem
materialu. Nad teplotou 0 °C pak klesa modul na hodnoty blizké nule a rozdily mezi jed-

notlivymi vzorky jsou zde nevyznamné.
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Obr. 82 — Teplotni zavislost soufazového modulu sitovanych vzorkl o rlizné

molekulové hmotnosti

Data ztratového modulu jsou prezentovana na Obr. 83 a data ztratového faktoru na
Obr. 84. U vSech kiivek se vyskytuje vyrazné relaxacni maximum, odpovidajici skelnému
prechodu. Plati, Ze tato maxima se posunuji k vy$§im teplotam zhruba o 5 °C, se zvySujici
se molekulovou hmotnosti jednotlivych vzorkl.. TaktéZ je zde patrny posun téchto pika
k vy$$im teplotam u kiivek ztratového faktoru. Teplota skelného prechodu vyhodnocena
z kiivek ztratového modulu dosahuje hodnot (-45 °C), (-40 °C) a (-35 °C), postupné pro
vzorky o molekulové hmotnosti 500, 1180 a 1500 kDa. T, vyhodnocena pomoci ztratového
faktoru pak (-29 °C), (-24 °C) a (-18 °C). Z vysledka vyplyva, Ze pod teplotou skelného
prechodu roste ztratovy modul se zvySujici se molekulovou hmotnosti, pficemz rozdil mezi
vSech vzorkll na hodnotu blizkou nule a rozdil mezi nimi je zanedbatelny. Z hlediska ztra-
tového faktoru se pod T, materidly vzajemné pfiliS neliSi. Nad skelnym piechodem se u
vzorku o molekulové hmotnosti 500 kDa vyskytuje dal$i relaxaéni maximum. Pocate¢ni
nab¢h tohoto maxima je patrny 1 u ostatnich vzorkii. Vyplyva, Ze se tento pik posouva

k vys§im teplotdm spolu s rostouci molekulovou hmotnosti. Z toho 1ze usoudit, ze toto
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vysokoteplotni maximum je spiSe spojeno s uvolilovanim pohybu velkych tsekii a zménou
konformaci fetézce nez s uvolilovanim volné vody. Jak jiz bylo zminéno, pro potvrzeni

této hypotézy by bylo zapotiebi méfeni s nahledem na strukturu materialu.
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Obr. 83 — Teplotni zavislost ztratového modulu sitovanych vzorkl o rizné

molekulové hmotnosti
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Obr. 84 — Teplotni zavislost ztratového faktoru sitovanych vzorkt o rtizné
molekulové hmotnosti

Zavérem lze tedy fici, Ze teplota skelného prechodu sitovanych f6lii hyaluronanu
vykazuje pifimou zéavislost na molekulové hmotnosti daného vzorku a roste se zvysujici se

molekulovou hmotnosti. Vliv délky fetézce na soufazovy modul materidlu je vyrazny
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zejména pod teplotou skelné¢ho piechodu a nad touto teplotou vliv molekulové hmotnosti
neni vyznamny. Obdobné je tomu i z hlediska ztratového modulu materidlu, kdy tento ros-
te spolu s molekulovou hmotnosti, zejména v oblasti skelného ptechodu. P vyssich teplo-
tach jsou rozdily jednotlivych materiali velmi malé. V rdmci mechanického tlumeni je pak
situace odlisnd. Pod teplotou skelného pfechodu se od sebe materialy pfili§ nelisi, ale nad

timto pfechodem vykazuji materidly zna¢né rozdily.

6.1.3 Vzajemné srovnani sitovanych a nesit’ovanych folii

V ramci srovnani sitovanych a nesitovanych folii je patrny vyrazny rozdil mezi
obéma typy materidlu. U nesitovanych vzorkt lze dobie detekovat f pfechod, ktery se na
ktivkach soufazového modulu vyskytuje jako stupiiovitd zména. Na kiivkach ztratového
modulu a ztrdtového faktoru se pak vyskytuje jako prvni relaxaéni maximum s vyraznym
nizkoteplotnim pikem. U sitovanych vzorkl se na kiivce soufazového modulu vyskytuje
pokles hodnot, ktery je patrné soucasti tohoto ptechodu. Jeho vyskyt byl skute¢né zazna-
menan jako prvni relaxacni maximum na kiivkach ztratového faktoru pii vytvafeni opti-
malni metody, pfi nastaveni amplitudy vychylky 3 pm (viz. Obr. 40). V pfipad¢ sitované-
ho materidlu je vSak tento pik mnohem méné vyrazny. To je patrné dano prave sitovacim
procesem. f piechod se spojuje s uvolnénim pohybu boc¢nich substituenti fetézce. U sit'o-
vanych materiali je znacna ¢ast téchto substituentli vyuzita k vytvoteni vazeb mezi fetézci.
Vzniklé vazby zabranuji pohybu téchto substituentti, a proto zde mtize byt S prechod méné
vyrazny nez u nesitovanych materiali. Naopak skelny pfechod je mnohem vyraznéjsi u
sitovanych materiali. Lze jej dobfe detekovat jak na kiivkach soufazového modulu, tak 1
na ktivkach ztratového modulu a faktoru. U nesitovanych materiald se na kiivkach soufa-
zového modulu tento prechod vyskytuje jen u nékterych vzorkd. Na kiivkach ztratového
modulu a ztratového faktoru se pak vyskytuje jako druhy relaxacni pik u vSech vzorkd,
avSak je mnohem méné vyrazny nez v ptipad¢ sitovanych materiali. Tento rozdil miize
byt spojen s tim, Ze v ptipad€ nesitovanych materialt je pohyb segmentl hlavniho fetézce
vice omezen pevnou terciarni strukturou, ¢emuz nasveédcuji vysoké hodnoty soufazového
modulu nesitovanych vzorkl. Z vysledki taktéz vyplyva, ze u sitovanych materialti do-
chézi k posuvu teploty skelné¢ho piechodu do niZsich teplot. To je patrné dano vétSim ob-
sahem vadzané a volné vody v sitovanych materidlech. Ty obecné dokéazi pojmout vétsi
mnozstvi vody. K obdobnym zavérim dospéli 1 jini védecti pracovnici [46, 47, 54], ktefi
udévaji, ze se zvySujicim se obsahem vody dochazi k poklesu teploty skelného ptrechodu.

Bylo také zjiSténo, Ze u sitovanych vzorki je skelny pfechod vice ovlivnén molekulovou
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hmotnosti vzorku, neZ v ptipadé nesitovanych materialt, kde se T, v zavislosti na moleku-

lové hmotnosti materialu témérf nelisi.

V ramci srovnani absolutnich hodnot modulti je taktéz patrny vliv sitovani na me-
chanické vlastnosti folii hyaluronanu. Sitované materidly jsou mnohem vice poddajné.
Rozdil mezi soufazovym modulem sitovanych a nesitovanych vzorkii dosahuje dvou az tfi
radi. To je patrné dano mnohem vys$im obsahem vazané i volné vody u sitovanych mate-
rialti. Tomu nasvédcuje 1 fakt, ze tyto vzorky mély mnohem vétsi tloustku, kterd se oproti
nesitovanym vzorktim liSila az o jeden fad. Bylo také zjisténo, ze soufazovy modul sit'o-
vanych vzorkl klesa za vyssich teplot témét k nulovym hodnotam, zatimco modul nesit’o-
vanych vzorkd dosahuje nékolika tisich MPa. Nesitované materidly jsou tedy pouzitelné
z hlediska mechanickych vlastnosti 1 za vysSich teplot. U obou typii materidlu je taktéz
patrny vliv molekulové hmotnosti na jejich soufdzovy modul. Pro sitované vzorky je vliv
molekulové hmotnosti vyrazny zejména v oblasti pod teplotou skelného ptrechodu a pfi
teplotach nad 0 °C neni vyznamny. U nesitovaného materialu, se vliv molekulové hmot-
nosti na soufdzovy modul vzorku s rostouci teplotou sice sniZuje, piesto je vSak patrny i za

vyssich teplot.

Ztratovy modul se u obou typd materialu li$i v rozmezi jednoho az dvou tadu, pii-
¢emz vys$si modul maji nesitované vzorky. V obou ptipadech je vliv molekulové hmotnosti
na ztratovy modul velmi maly v celém rozsahu méfeni. Z vysledkt taktéz vyplyva, ze nesi-
tované materialy vykazuji mnohem niZ§i mechanické tlumeni, jelikoZ ztratovy faktor ne-
presahuje hodnotu 0,1 v celém teplotnim intervalu. Sitované vzorky vykazuji vysoké me-
chanické tlumeni, zejména nad skelnym piechodem dosahuje ztratovy faktor hodnoty

témer 0,5. Za vysSich teplot se tedy u sitovanych materiala ztraci mnohem vétsi mnozstvi

vlozené energie, nez u vzorkl nesitovanych.
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6.2 Frekvencni zavislosti

U frekvencnich zévislosti byla provedena méfeni v rozsahu od 0,01 Hz do 200 Hz.
Pro kvalitné&jsi zhodnoceni vysledka jsou zde uvedeny data pouze do 37 Hz, jelikoz nad
touto frekvenci dochézelo k rezonanci. Méteni byla provedena pfti teplotach 25, 30, 37 a 45

°C, aby mohl byt hodnocen vliv teploty na mechanické vlastnosti materialu.

6.2.1 Nesit’ované folie

Nesitované vzorky byly podrobeny dynamickému namahani v daném frekvencnim
rozsahu, pfi nastaveni amplitudy sily 1 N. VSechna méteni byla provedena u 3 jednotlivych

vzorki a vysledné zavislosti byly sestrojeny pomoci primérnych hodnot.

Srovnadni soufazového modulu, v rdmci vzorkd o rizné molekulové hmotnosti, je
prezentovano na Obr. 85. Je patrné, Ze skoro v celém frekvencnim rozsahu roste hodnota
modulu se zvysujici se frekvenci téméf linearné. To je dano tim, Ze ¢im vyssi je zatéZovaci
frekvence, tim méné ¢asu maji fetézce k reakci na vyvozené napéti. Reakce materidlu se
tak opozd'uje a ten se pak jevi jako vice tuhy. Na pocatku méteni pii nizkych frekvencich
je rast modulu prudsi u vzorkd o molekulové hmotnosti 240 a 1180 kDa. Pti vysSich frek-
vencich, nad 20 Hz, se pak u vSech vzorki vyskytuje mirny pokles soufazového modulu.
To je patrné€ zplisobeno nastupem rezonan¢niho efektu, ktery pii téchto frekvencich jesté
neni pfili§ vyrazny. Z vysledki taktéz vyplyva, Ze u nesitovanych vzorkl existuje ptima
zavislost mezi soufazovym modulem a molekulovou hmotnosti vzorku. Tento roste se zvy-

Sujici se molekulovou hmotnosti materidlu.
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Obr. 85 — Frekvencni zavislost soufazového modulu nesitovanych vzorki o rizné moleku-

lové hmotnosti pii teploté 25 °C
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Srovnani ztratového modulu resp. ztratového faktoru, v rdmci vzorkd o rizné mole-
kulové hmotnosti, je prezentovano na Obr. 86 resp. na Obr. 87. Ziskané zavislosti maji
v obou piipadech obdobny tvar. S rostouci frekvenci dochazi k poklesu namétenych hod-
not, pficemz tento pokles ma exponencialni charakter. Ktivky ztratového modulu vykazuji
vys$$i zavislost na molekulové hmotnosti vzorku pfevazné u nizkych frekvenci na pocatku
méfeni. Zde dosahuji rozdily mezi jednotlivymi vzorky 150 az 200 MPa. Tento rozdil se
dale snizuje a u vyssich frekvenci jiz neptesahuje hodnotu nékolika desitek MPa. Obdobn¢
je tomu i u kiivek ztratového faktoru. Jednotlivé vzorky se z hlediska tan o 1i§i vyraznéji
jen u prvnich dvou frekvenci 0,01 a 0,014 Hz. Nejnizsiho ztratového faktoru zde dosahuji
vzorky o molekulové hmotnosti 240 kDa a nejvyssiho pak vzorky o molekulové hmotnosti
1500 kDa. Je zajimavé, ze hodnoty ztratového modulu a ztratového faktoru nevykazuji
jednoznacnou zavislost mezi molekulovou hmotnosti vzorki, jako tomu bylo v ptipadé

soufazového modulu.
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Obr. 86 — Frekvencni zavislost ztratového modulu nesitovanych vzorkl o rizné molekulo-

vé hmotnosti pii 25 °C
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Obr. 87 — Frekvencni zavislost ztratového faktoru nesitovanych vzorki o rizné molekulo-

vé hmotnosti pii 25 °C

Vliv teploty na mechanické vlastnosti materidlu byl hodnocen u vzorkii o molekulo-
vé hmotnosti 1500 kDa. Data soufazového modulu jsou prezentovana na Obr. 88. Pfi labo-
ratorni teploté je narist soufaizového modulu témét linearni v celém frekvenénim rozsahu.
Za vyssich teplot se pfi nizkych frekvenci vyskytuje prudsi nartist modulu. Od frekvence
0,027 Hz v8ak 1 tyto kiivky vykazuji témét linearni charakter. Pi vysSich frekvencich, nad
20 Hz, se opét vyskytuje mirny pokles modulu zplisobeny patrné nastupem rezonan¢niho
efektu. Jak je vidét, pti méfeni frekvenénich zavislosti dochazi s ristem teploty ke zvySeni
hodnot soufazového modulu, zvlasté u frekvenci nad 0,027 Hz. Toto zjisténi je zajimaveé,
jelikoZ v ramci méfeni teplotnich zavislosti dochédzelo k poklesu soufazového modulu
s rostouci teplotou. Nartst soufazového modulu se zvysujici se teplotou v ramei frekvenc-
nich zéavislosti uvadi i lannace [49], ktery spojuje tento rust se ztratou vody obsazené

v materialu.
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Obr. 88 — Frekvenéni zavislost soufazového modulu nesitovanych vzorki o molekulové

hmotnosti 1500 kDa pfi riznych teplotach

Data ztratového modulu jsou prezentovana na Obr. 89 a data ztratového faktoru na

Obr. 90. Ziskané zavislosti maji v obou piipadech obdobny tvar. S rostouci frekvenci do-

chézi k poklesu namétenych hodnot, pfi¢emz tento pokles mad exponencialni charakter.

Kiivky ztratového modulu vykazuji vyraznéjsi zavislost na teploté pouze u nizsich frek-

venci. Modul zde dosahuje nejvysSich hodnot pfi teploté 25 °C. Nejnizsi ztratovy modul

pak vykazuji vzorky métené pii 37 °C. Rozdil mezi nimi je zhruba 400 MPa a s rostouci

frekvenci se rychle snizuje. U frekvencnich zavislosti ztratového faktoru je situace obdob-

na. Nad frekvenci 1 Hz je vliv teploty na tan o jen nepatrny a rozdil mezi jeho hodnotami

dosahuje maximalné nékolika tisicin. Pod touto frekvenci je vliv teploty vyraznéjsi, zejmé-

na u teploty 25 °C. Ztraty energie v materidlu jsou tedy vyraznégji ovlivnény jeho teplotou

pouze v oblasti velmi nizkych frekvenci a za vysSich frekvenci vliv teploty témét zanika.
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Obr. 89 — Frekvenéni zavislost ztratového modulu nesitovanych vzorkli o molekulové

hmotnosti 1500 kDa pfi riznych teplotach
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Obr. 90 — Frekvencni zavislost ztratového faktoru nesitovanych vzorkli o molekulové

hmotnosti 1500 kDa pii riznych teplotach

Zaverem lze fici, Ze tuhost nesitovanych folii hyaluronanu, temperovanych pii urcité
teploté, se zvysuje s rostouci zatéZovaci frekvenci. Naopak ztratovy modul a mechanické
tlumeni materidlu se s rostouci frekvenci snizuji. Z hlediska molekulové hmotnosti bylo
zjisténo, Ze s jejim ristem dochazi ke zvySovani elastického modulu materialu a tedy i jeho

tuhosti. Ztratovy modul a ztratovy faktor jsou ovlivnény molekulovou hmotnosti materialu
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pouze v oblasti velmi nizkych frekvenci, pficemz nebyla prokazana jednoznacna zéavislost
molekulové hmotnosti na tyto vlastnosti. Z hlediska odlisné teploty, na kterou byly zku-
Sebni vzorky temperovany, bylo zjisténo, Zze hodnota soufazového modulu roste spolu se
zvysujici se teplotou, vlivem snizujiciho se obsahu vody v materialu [49]. Ztratovy modul
a ztratovy faktor byly teplotou vyraznéji ovlivnény pouze v oblasti nizkych frekvenci, pfi-

¢emz opét nebyla prokazana piima korelace mezi teplotou a ztratami energie v materialu.

6.2.2 Sitované folie

Sitované vzorky byly podrobeny dynamickému namahéni v daném frekven¢nim roz-
sahu, pfi nastaveni amplitudy vychylky 20 um. VSechna méteni byla provedena u 2 jednot-

livych vzorkt a vysledné zavislosti byly sestrojeny pomoci priimérnych hodnot.

Srovnani soufazového modulu, v ramci sitovanych vzorkli o rGzné molekulové
hmotnosti, je prezentovano na Obr. 91. Je patrné, Ze hodnota modulu roste spolu se zvysu-
jici se frekvenci v celém frekvencnim rozsahu, pficemz tento narist méa exponencialni cha-
rakter. To mize byt opét spojeno s tim, Ze segmenty fetézce nestihaji dostateéné rychle
reagovat na zménu napéti a material tak pfi vyssi frekvenci vykazuje vétsi tuhost. Ziskané
kiivky vykazuji ptimou zévislost mezi molekulovou hmotnosti vzorku a soufdzovym mo-
dulem. Se zvysujici se molekulovou hmotnosti rostou hodnoty modulu. Tento efekt je vy-
razny zejména u vzorkll o molekulové hmotnosti 1500 kDa. Na pocatku méteni dosahuje
rozdil jeho modulu oproti ostatnim vzorkim pouze 4 MPa, avSak s rostouci frekvenci se
tento rozdil zvySuje az na kone¢nych 15 MPa. Pro vzorky o molekulové hmotnosti 500 a
1180 kDa je rozdil mezi moduly patrny zejména mezi 0,02 a 10 Hz. I v této oblasti v§ak
dosahuje maximaln¢ 3 MPa. Nad i pod timto intervalem jsou rozdily v soufazovych modu-

lech téchto vzorku zanedbatelné.
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Obr. 91 — Frekvenéni zavislost soufazového modulu sitovanych vzorkl o rizné molekulo-

vé hmotnosti pfi teploté 25 °C

Data ztratového modulu jsou prezentovana na Obr. 92 a data ztratového faktoru na
Obr. 93. V pfipad¢ ztratového modulu dochéazi v celém frekvencnim rozsahu ke zvySovani
modulu spolu se zvysujici se frekvenci. Nartst ztratového modulu ma exponencialni cha-
rakter. To miZe byt spojeno s blizici se rezonan¢ni frekvenci HA sité, kdy material precha-
zi z elasticky poddajného do elasticky tuhého stavu. Zavislost mezi ztratovym modulem a
molekulovou hmotnosti vzorku opét vyrazna zejména pii nizsich frekvencich, u vzorkli o
molekulové hmotnosti 1500 kDa. Témétr nulovy rozdil ve ztratovém modulu vykazuji
vzorky o molekulové hmotnosti 500 a 1180 kDa, az do frekvence 2,7 Hz. Nad touto frek-
venci dochazi k vys§imu narGstu modulu u vzorkti o molekulové hmotnosti 500 kDa a jeho
hodnoty se za¢inaji pfiblizovat hodnotdm ztratového modulu nélezicimu vzorkiim o mole-
kulové hmotnosti 1500 kDa. U zavislosti ztratového faktoru dochazi od pocatku méteni
nejprve k jeho poklesu, az do frekvence 0,025 Hz. S dalSim zvySovanim frekvence pak
ztratovy faktor roste témeét linearné u vSech vzorkd, az do konecné frekvence 27 Hz. Frek-
vencni zavislosti ztratového faktoru nevykazuji pfimou korelaci s molekulovou hmotnosti
materialu. V oblasti nizkych frekvenci se od sebe vzorky lisi jen nepatrné, kdy rozdil tan &
dosahuje maximalné nékolika setin. Vyraznéji se odliSuji vzorky o molekulové hmotnosti

500 kDa az pfti vysSich frekvencich.
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Obr. 92 — Frekven¢ni zavislost ztratového modulu sitovanych vzorki o rizné molekulové

hmotnosti pii 25 °C
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Obr. 93 — Frekvencni zavislost ztratového faktoru sitovanych vzorkl o rizné molekulové

hmotnosti pii 25 °C

Vlivu teploty na mechanické vlastnosti sitovaného materidlu byl hodnocen u vzorki
o molekulové hmotnosti 1500 kDa. Data soufdzového modulu jsou prezentovana na
Obr. 94. Op¢ét plati, ze s rostouci frekvenci dochazi ke zvySovani soufazového modulu,
pfi¢emz tento nariist md exponencialni charakter. Do frekvence 0,1 Hz se hodnoty soufa-
zového modulu vzorkli, méfenych pti rdznych teplotach, 1isi jen velmi malo v rozmezi

jednotek MPa. Se zvysujici se frekvenci se rozdily v modulech postupné zvysuji, avsak
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stale nepiesahuji hodnotu n¢kolika jednotek MPa. Ziskané zavislosti vykazuji pfimou ko-
relaci mezi teplotou a soufizovym modulem pouze do frekvence 0,027 Hz. Do této frek-
vence se modul snizuje s rostouci teplotou. Nad touto frekvenci jiz tato zavislost neplati. U
vysSich frekvenci byly naméfeny nejnizs§i hodnoty modulu pfi teploté 45 °C. Nejvyssi mo-
dul byl pak naméfen pfi teploté 30 °C. Ziskané vysledky tedy pln€é nekoresponduji
s vysledky ziskanymi pomoci méfeni teplotnich zavislosti, kdy nad teplotou skelné¢ho pie-

chodu dochazelo k mirnému, ale stalému, poklesu soufazového modulu s rostouci teplotou.
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Obr. 94 — Frekven¢ni zavislost soufazového modulu sitovanych vzorkd o molekulové

hmotnosti 1500 kDa pii riznych teplotach

Data ztratového modulu jsou prezentovana na Obr. 95 a data ztratového faktoru na
Obr. 96. Pfti vSech teplotach, dochazi k exponencialnimu ristu ztratového modulu spolu se
zvySujici se frekvenci. U nizkych frekvenci jsou rozdily modulu pfi riznych teplotach jen
malé a dosahuji maximalné jednoho MPa. Se zvySovanim frekvence se zvySuje i rozdil
v modulech mezi jednotlivymi teplotami, avSak stale neptesahuji hranici nékolika jednotek
MPa. Piima korelace ztratového modulu a teploty je vyrazna v rozmezi 30 az 45 °C,
zejména v oblasti vySSich frekvenci, kdy se modul snizuje s rostouci teplotou. V ramci
ztratového faktoru opét dochazi na pocatku méteni k jeho poklesu, az do frekvence 0,02
Hz. S dal$im zvySovanim frekvence pak roste ztratovy faktor témeét linearn€. V ptipad¢ tan
0 plati, ze rozdily mezi jednotlivymi teplotami jsou nejvice vyrazné zejména v oblasti niz-
kych frekvenci a s rostouci frekvenci se tyto rozdily snizuji. TaktéZ plati, Ze ztratovy faktor

klesa spolu s rostouci teplotou, pouze u nizkych frekvenci do 0,02 Hz.
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Obr. 95 — Frekven¢ni zavislost ztratového modulu sitovanych vzorki o molekulové hmot-

nosti 1500 kDa pii rliznych teplotach
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Obr. 96 — Frekvencni zavislost ztratového faktoru sitovanych vzorkli o molekulové hmot-

nosti 1500 kDa pfi riiznych teplotach

Zaveérem lze fici, ze tuhost sitovanych folii hyaluronanu, temperovanych pii urcité
teploté, se zvysuje s rostouci frekvenci zatézovani. Stejné tak ztrdtovy modul materidlu se
s rostouci frekvenci zvySuje. Ztratovy faktor se snizuje pii zvySovani frekvence do urcité
hodnoty, avsak s dal$im zvySovanim frekvence jiz dochézi k jeho riistu. Z hlediska mole-

kulové hmotnosti bylo zjisténo, ze s jejim ristem dochazi ke zvySovani elastického modulu
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materidlu a tedy i jeho tuhosti. Ztratovy modul a ztratovy faktor jsou ovlivnény molekulo-
vou hmotnosti materialu, pficemz vliv molekulové hmotnosti se projevuje vice u vyssich
frekvenci. Z hlediska odlisné teploty bylo zjisténo, ze jeji vliv na soufazovy a ztratovy mo-
dul se vyraznéji projevuje az pii vyssich frekvencich, pficemz v rozmezi 30 az 45 °C do-
chazi k poklesu obou modulti s rostouci teplotou [49]. Ztratovy faktor byl teplotou vyraz-
néji ovlivnén pouze v oblasti nizkych frekvenci, pfi¢emz jeho hodnota s rostouci teplotou

klesa.

6.2.3 Vzajemné srovnani sitovanych a nesitovanych folii

V ramci srovnani frekvencnich zavislosti sitovanych a nesitovanych folii je patrny
vyrazny rozdil mezi obéma typy materidlu. V obou piipadech dochézi k rastu elastického
modulu se zvySujici se frekvenci. U sitovanych materiali ma vSak tento nariist exponenci-
alni charakter. U obou materialli byl také pozorovan narist elastického modulu se zvySujici
molekulovou hmotnosti, pficemz tento jev je vyraznéj$i u nesitovanych folii. Nesitované
vzorky také vykazuji pfimou korelaci mezi teplotou a elastickym modulem, pficemz do-
chézi ke zvySovani soufdzového modulu s rostouci teplotou vlivem vylu€ovéani vlhkosti z
materidlu. U sitovanych vzorki se moduly vzorki pii odliSnych teplotach 1isi jen nepatrné.

Mezi 25 a 30 °C soufazovy modul roste se zvysujici se teplotou a u vysSich teplot se pak

sniZuje s rostouci teplotou.

Z hlediska ztratového modulu maji oba typy materidlu zcela odliSny charakter. Ztra-
tovy modul nesitovanych folii klesa se zvySujici se frekvenci, pficemZ modul sitovanych
folii roste spolu s rostouci frekvenci. To mlze byt spojeno s vnitini strukturou materiald,
kdy fetézce nesitovanych vzorkl stale vice nestihaji reagovat na dynamické zaté¢zovani a
diky tomu s kazdym dalSim cyklem ztraceji ¢im dal mensi mnoZstvi energie. U sitovanych
vzorkd patrné lezi rezonanéni frekvence sité v oblasti vyssich frekvenci. To se projevuje
pravé nartistem ztratového modulu, jak se k této frekvenci blizime. Ani u jednoho materia-

lu nebyla prokdzana piima korelace mezi molekulovou hmotnosti a ztratovym modulem.

V rdmci mechanického tlumeni materialu vykazuji sitované a nesitované folie taktéz
odli$né chovani. U nesitovanych vzorki ztratovy faktor klesa spolu s rostouci frekvenci
v celém frekvenénim rozsahu. U sitovanych vzork dochazi pfi nizkych frekvencich také
nejprve k poklesu ztratového faktoru, ovSem pii dalSim zvySovani frekvence jeho hodnoty
rostou. Ani jeden typ materialu nevykazuje ptimou zavislost ztratového faktoru na moleku-

lové hmotnosti. U nesitovanych vzork je vliv molekulové hmotnosti velmi maly a
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vyraznéji se vyskytuje jen u nizkych frekvenci. U sitovanych vzorkil je tento vliv vyraz-
néjsi, pficemz nejvice se projevuje u vysSich frekvenci. Zavislost ztratového faktoru na
teploté se u sitovanych i nesitovanych materialli projevuje zejména u nizkych frekvenci a
pii vyssSich frekvencich jiz neni vyznamna. Ob¢ zavislosti vykazuji korelaci mezi teplotou
a ztratovym faktorem, pravé v oblasti nizkych frekvenci, pficemz hodnoty ztratového fak-

toru klesaji spolu s rostouci teplotou.
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ZAVER

V ramci vytvaieni optimalnich metod pro méfeni dynamické mechanické analyzy
bylo zjisténo, ze pro sitované a nesitované folie hyaluronanu, o dané geometrii zkusebnich
vzorkd, je potieba odlisného nastaveni experimentu. Vhodné nastaveni pouzitych metod se
také liSi pfi méfeni frekvencnich a teplotnich zavislosti. Pro méteni teplotnich zévislosti
nesitovanych materiali je vyhodné pouziti amplitudy vychylky 7 um, u sitovanych mate-
rialt pak pouziti amplitudy sily 1 N. Vhodna rychlost ohievu je v obou ptipadech 4 K/min.
Pro méteni frekvencnich zavislosti byla pozorovana vétsi volnost nastaveni experimentu.
U nesit'ovanych materiali je mozno pouzit amplitudu vychylky 7 um, ptipadné pak ampli-
tudu sily 1 N. Pro sitované materialy se jako optimalni jevi pouziti amplitudy vychylky

v rozmezi 10-20 pm.

V ramci teplotnich zavislosti bylo zjisténo, ze sitovani hyaluronanu ma vyrazny vliv
na skelny ptfechod. U nesitovanych materialti se pohybuje v oblasti vyssich teplot v okoli
(-15 °C), u sitovanych materialQi pak v okoli (-45 °C). Bylo prokézano, ze se T, sitova-
nych folii posunuje k vys$Sim teplotdm s rostouci molekulovou hmotnosti. U nesitovanych

folii nebyl tento jev prokazan.

U obou typli materialu dochazi k poklesu elastického modulu s rostouci teplotou. Si-
tované folie jsou mnohem poddajnéjsi, jejich soufdzovy modul je o 2 az 3 fady nizsi. Ten-
to rozdil je dilezity zejména nad skelnym piechodem, kde jejich modul klesa k vel-
mi nizkym hodnotdm. Naopak nesitované vzorky si i1 nad teplotou skelného pfechodu za-

chovavaji vysoky elasticky modul.

U kiivek ztratového modulu nesitovanych vzorkli bylo kromé skelného piechodu
pozorovano 1 nizkoteplotni relaxaéni maximu v okoli (-100 °C), které odpovida f ptecho-
du. U sitovanych vzorka byl pozorovan pouze naznak tohoto piku. Sitované vzorky maji o
jeden az dva fady nizsi ztratovy modul. Plati, Ze nad T, dochazi ke zvySovani ztratového
modulu a faktoru nesitovanych f6lii s rostouci teplotou, naopak u sitovanych folii hodnoty
modulu i faktoru klesaji. Sitované materialy vykazuji vy$s$i mechanické tlumeni. Zejména
nad teplotou skelného ptechodu jsou hodnoty jejich ztratového faktoru az o jeden tad
vys§i. U obou typil materialu byla pozorovana souvislost molekulové hmotnosti a mecha-

nickych ztrat.
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V ramci frekvencnich zavislosti byl pro oba typy materialu prokazan rist soufazové-
ho modulu s rostouci frekvenci. U nesitovanych vzorkid byl nartst elastického modulu
téméf linearni, naopak u sitovanych vzorki mél exponencialni charakter, coz poukazuje na
odliSnou strukturu obou materialti. U frekvencnich zavislosti byla pro oba typy materialu
prokdzana piima korelace mezi molekulovou hmotnosti materidlu a elastickym modulem,
pfiCemz tento roste se zvysujici se molekulovou hmotnosti vzorku. U nesitovanych vzorkt
roste elasticky modul se zvysujici se teplotou. U sitovanych vzorkti modul roste do 30 °C a
s dalSim zvySovanim teploty klesa. Z hlediska mechanickych ztrat je také patrny vliv sito-
vani. Se zvysujici se frekvenci dochazi k poklesu ztratového modulu nesitovanych materi-
all, u sitovanych materidll naopak roste. Ztratovy faktor nesitovanych folii klesa
s rostouci frekvenci v celém frekvenénim rozsahu. U sitovanych folii ztratovy faktor nej-
prve klesa a u vyssich frekvenci dochézi k jeho rlistu. U obou typll materialu je vliv mole-
kulové hmotnosti a teploty vzorkil na ztratovy modul a ztratovy faktor pomérné nevy-

znamny.

Zavérem lze tedy fici, Ze sitovani hyaluronanu vyrazn€ méni charakter tohoto mate-
ridlu a ma znacny vliv na jeho chovani pti dynamickém mechanickém namahani. Chemic-
ké modifikace tedy nabizi mozny zplisob zmény mechanickych i termickych vlastnosti

hyaluronanu, které tak mohou byt upraveny podle pozadavki na jeho planované aplikace.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ADH
BS’
CTA
DMA
DMS
DSC
DTSSP
DVS
EDC
EDU
EX 810
FTIR
GTA
HA
HDPE
H7
H11
NHS
NMR
PBS
PVA

TMA

dihydrazid kyseliny adipové
bis(sulfosuccinimidyl) suberat
hexadecyltrimethylammonium bromid
dynamicka mechanicka analyza
2-methyl suberimidat

diferen¢ni skenovaci kalorimetrie
3,3’-dithiobis(sulfosuccinimidyl) propionat
divinyl sulfon
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid hydrochlorid
rozpustné derivaty mocoviny
poly(ethylenglykol) diglycidyl ether
infracervena spektroskopie
glutaraldehyd

kyselina hyaluronova

vysokohustotni polyethylen

ethyl ester kyseliny hyaluronové
benzyl ester kyseliny hyaluronové
N-Hydroxysuccinimid

nuklearni magneticka rezonance

solny fosfatovy pufr

polyvinyl alkohol

termomechanicka analyza

sekundarni pfechody

relativni chyba méfent

fazovy (ztratovy) tihel
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€ pomérna deformace

€0 amplituda pomérné deformace
c napcti

o amplituda napéti

® uhlova frekvence

tan & ztratovy faktor

E* komplexni dynamicky modul pruznosti
E’ soufazovy modul pruznosti
E” ztratovy modul pruznosti

f frekvence

t cas

T teplota

Ty, To teplota skelného piechodu
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Obr. 37 — Namétena data teplotni zavislosti pfi rychlosti ohievu 8 K/min......................

Obr. 38 — Namétena data teplotni zavislosti pfi rychlosti ohifevu 2 K/min......................

Obr. 39 — Signal pfistroje pro teplotni zavislost sitovanych vzorkd pii pouziti
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Obr. 40 — Naméfend data pro teplotni zavislost sitovanych vzorkd pii pouziti
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