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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyva hyaluronanem sodnym s ohledem na jeho strukturu, vlastnosti
a nasledné praktické aplikace nejen v kosmetice. Prakticka Cast prace fesi problematiku
chovani hyaluronanu na fazovych rozhranich. Je zde studovan vliv procesnich parametrt
ptipravy roztokl hyaluronanu sodného na zménu jeho povrchové aktivity. Studovanymi
procesnimi parametry byly zplisob rozpousténi, teplota, teplotni spad, hmotnostni podil
polymeru v roztoku, ¢as, suSeni polymerniho roztoku a jeho rozpousténi. Ptipravené vzor-
ky byly charakterizovany s ohledem na zménu povrchového napéti pomoci tenziometrie.
Zmeény ve stiedni velikosti polymernich klubek byly charakterizovany pomoci dynamické-
ho rozptylu svétla. Z experimentalnich vysledkl vyplynulo, Ze studovany systém, hyaluro-
nan sodny o stfedni molekulové hmotnosti 370 kDa, mlze za urc¢itych podminek vykazo-
vat zvySenou povrchovou aktivitu, ktera je pfimo spojena se zménami stiedni velikosti

jeho klubek.

Klicova slova: hyaluronan sodny, rozpousténi, suSeni, povrchové napéti, velikost klubek

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with sodium hyaluronate with respect to its structure, properties
and subsequent practical applications, not only in cosmetics. The practical part deals with
hyaluronan behavior at the phase interfaces. The influence of processing parameters of the
preparation of sodium hyaluronate solutions on the change of its surface activity
has been studied. These studied processing parameters were dissolution method, tempera-
ture, temperature gradient, mass portion of the polymer in the solution, time, drying
of the polymer solution and its dissolution. Prepared samples were characterized
by changes in the surface tension using tensiometry. Changes in the average size
of the polymer coils were characterized by dynamic light scattering. Experimental results
show that the studied system, sodium hyaluronate of an average molecular weight
of 370 kDa, might, under certain conditions, exhibit an increased surface activity which is

directly related to changes in the average size of its coils.

Keywords: sodium hyaluronate, dissolution, drying, surface tension, size of the coils



Réda bych podékovala vedoucimu mé bakalatské prace Ing. Antoninu Minatikovi, Ph.D.

za ochotu, ¢as a péci, které mi vénoval po celou dobu jeji realizace.

Déle bych rada pod¢kovala Ing. Lence Musilové za jeji ochotu a Cas, ktery mi vénovala

pii praci se Zetasizerem a naslednym zpracovanim naméienych dat.
Pod¢kovani bych rada vénovala i celé mé roding, a to za podporu pfi studiu.

Prohlasuji, ze odevzdana verze bakalarské prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG

jsou totozné.



OBSAH

UVOD.....eeeeeeecceeeccnneene .10
| TEORETICKA CAST .11
1 HYALURONAN SODNY 12
1.1 VLIV MOLEKULOVE HMOTNOSTI HA NA JEJT FUNKCI......coocieiiiieeeeiiieeeeeiiiee e 14
1.2 VLIVY PUSOBICI DEGRADACENA HA .....oooiiiiiiee e 15
121 UV zafeni @a HA ....cooooeeeeeeee e 16
1.3 POVRCHOVE VLASTNOSTI POLYSACHARIDU ......ovviiiieiiiiieceeiieeeeeeieee e e e 17
2 HYALURONAN SODNY V SOUVISLOSTI S LIDSKYM TELEM.................. 21
2.1 STARNUTI A ZMENY OBSAHU HA V KUZIL.....coouviiiiiiiiiieeeeieee e 21
2.2 HA A STRATUM CORNEUM .......cuvvveeeeeeeeeiiieeeeeeeeeeeeeiiaeeeee e e e eeeeeitvaereaeeeseeeenraaneeaaens 21
2.2.1  HA akosmeticka tkAflova augmentace ..........cecceeevueerieriieenieeieenie e 22
2.2.2  HA @hOJENT TAN ..ottt eee e e saeeeene 22
2.2.3  HA aléCba koZnich ONEmMOCNEN..........ccoovvviieiiiiieiiiiiiieeeeeee e 23
2.3 ZVYSENI VLHKOSTI POKOZKY MODULACI HYALURONANU ......ooeeeviiniieeeiireeeeennnne. 23
23,1 o-hydroXyKySEINY ....oocueieiiiiiieiiee e 23
2.3.2  Kyselina retinova a jeji vliv na ptitomnost HA .........c..ccoeviieiieniiiciiene 24
2.4 PERSPEKTIVY HA V KOSMETICE......cccuvtiiieiiieeeeeeireeeeesireeeeeeireeeeeeireeeeenansaeaeeennns 24
2.5 DALST PRAKTICKE APLIKACE HA ..o 24
2.5.1  Derivaty HA pro mazani KIoubtl............ccecvieiiiiiniiiiiieeecee e 24
2.5.2  Derivaty HA pro ofni 1€EhU .......cooviviiniiiiiiiiicee 26
I PRAKTICKA CAST .aouereerrenseessessessessssssessssessssssessesssssssssessessessssssessessassssssessessassasssans 27
3  PRIPRAVA VZORKU 28
3.1 POUZITE CHEMIKALIE........ooiiiiiiiieeeeiiee e ettt e e et e e e et e e eeaaeeeeeeaaaeeeenveeeeeenneeeas 28
3.2 CISTENISKLA ..ot ne e e een e een e 28
3.3 TECHNOLOGICKE ZPUSOBY PRIPRAVY ROZTOKU HA .......cccovviiiiiiiiiiiieeeeee. 29
3.3.1  THePaACh ZATIZENT ....eeoeiiiiiiiieciiccce s 29
3.3.2  MIChACT ZATIZENT c...evvvvvieiicc et 29
3.3.3  Pfistroj generujici samoorganizovany pohyb tekutiny (TFFC) ................... 30

3.3.4  Specidlni pfistroj pro piesné ovladani samoorganizované piipravy
staveb v polymernich vrstvach (MCDS)........ccoocoiviiiiiiiniiiieeeeeeeee 31
3.3.5  SuSici zafizeni MEMMETT..........uvvveieiiiiiiiiiieieeeeeeeeeerireeeeeeeeeeeeraaeeeeeeeeeeeanns 32
34 ZARIZEN{ PRO KONTROLU TEPLOTY BEHEM PRIPRAVY VZORKU ......c.ccevvvrennrnnnne. 33
4  POUZITE MERICI TECHNIKY A ZARIZENI ....uoueeerererereeceerenncreenesesennes 35
4.1 CHARAKTERIZACE ZMEN POVRCHOVE AKTIVITY ..cccoeiutiieeeiiieeeeeeieeeeeeveeeeeeaveeaes 35
4.1.1  Tenziometerie — Wilhelmyho destickova metoda...........ccccceeeeveeeiveeennnennns 35
4.2 CHARAKTERIZACE ZMEN STREDNI VELIKOSTI POLYMERNICH KLUBEK ................. 36
4.2.1  Dynamicky rozptyl SVELIA .......ccccueiiiiiiiiiiieciie e 36
5 VYSLEDKY A DISKUZE 38

5.1 VLIVY PROCESNICH PARAMETRU PRIPRAVY ROZTOKU HA NA ZMENU

POVRCHOVE AKTIVITY POLYMERU .....ccciuviiiiiieeiieeeiieeereeeereeesereeeeaseeeenseeenseeennns 38
5.1.1  Porovnani rozdilnych rezimii piipravy roztoku .........cccceevveriieiieniieieennen. 39
5.1.2  Roztoky pfipravované trepanim...........ccccceeevveeeiiieenciieesiieesieeeeveeevee e 40



5.1.3  Roztoky piipravované v teplotnim spadu .........ccccceevveviieiieniiienienieeieeee, 41

5.1.3.1  Vliv hmotnostniho podilu polymeru v roztoku..............cceevverrrurennnee. 42

5.1.3.2  Vliv velikosti teplotniho spadu..........ccccecvveviiiiiiiniieiiiieieeeeeee, 43

5.1.3.3  Vliv velikosti teplotniho spadu pfi rovhomérném piestupu tepla........ 45

5.1.4  Zmény povrchové aktivity roztokl pfipravenych z vysusenych filmda........ 47

5.2 URCENI{ VELIKOSTI POLYMERNICH KLUBEK V ROZTOKU.......cccruereremrenirenreeeennnnn. 48
ZAVER .ovurerererrsscrnene. 50
SEZNAM POUZITE LITERATURY ...u.uouieeereeecrenscrcsessssssessssssessssesssssssesssssssssssssssssosss 51
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ....ccuvueeeunernneensensssessssssssesssessons 56
SEZNAM OBRAZKU ..cccvunevnrenerenssernssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassons 58

SEZNAM TABULEK 61




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

UvVOoD

Hyaluronan sodny (HA) je piirodni polysacharid. Jako latka télu vlastni dokaze vytvaret
vysoce viskozni roztoky a vazat na sebe velké mnozstvi vody. Pronika ktzi, pfi¢emz je tato
penetrace zavisla na jeho molekulové hmotnosti. Tento polymer se Siroce vyuziva v fadé
kosmetickych a farmaceutickych aplikaci. Lze jej aplikovat v mnoha formach, jako jsou
polymerni roztoky, hydrogely, filmy a vlakna. Jak je znamo, funkce tohoto polymeru je

podminovana jeho molekulovou hmotnosti a konformaci, ve které se nachazi.

Teoreticka Cast této prace se zabyva hyaluronanem sodnym, jeho vlastnostmi, a chovanim
za rozdilnych podminek. Druhd ¢ast prace pojednava o aplikacich hyaluronanu sodného
v kosmetice a farmacii, jeho pfinosy a perspektivami pii 1é¢bé koznich onemocnéni, hojent

ran atd.

Prakticka ¢ast je vénovana testovani zmén povrchové aktivity polymernich roztokt hyalu-
ronanu sodného o stfedni molekulové hmotnosti 370 kDa pomoci Wilhelmyho destickové
metody. Mimo to byly charakterizovany zmény stfedni velikosti polymernich klubek po-

moci dynamického rozptylu svétla.
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I. TEORETICKA CAST
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1 HYALURONAN SODNY

Obecny termin hyaluronan zahrnuje volnou kyselinu a soli kyseliny hyaluronové bez ohle-
du na stupen disociace nebo identitu protiiontu (napi. sodiku, drasliku, vapniku). Zkratka
HA nyni oznacuje kyselinu hyaluronovou, hyaluronat nebo hyaluronan v zavislosti na kon-
textu, ve kterém je uveden. Hyaluronan, jako aniontovy polymer, polyelektrolyt, polysa-
charid s vysokou molekulovou hmotnosti, spadd mezi glykosaminoglykany (GAG).
Na rozdil od jinych GAG je nesulfatovany. Jeho molekulovda hmotnost mize byt fadové
nékolik miliond, coz ma za nésledek vznik velmi viskoznich vodnych roztokli s vyraznym

viskoelastickym charakterem i pfi nizké koncentraci. [1, 2, 3, 4, 5, 6]

Hyaluronan je aniontovy linearni polysacharid s disacharidovymi opakujicimi se jednot-
kami kyseliny D-glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu spojenych stfidavymi glykosi-
dickymi vazbami B (1/4) a B (1/3), viz Obr. 1. [7]

n 15000

Obr. 1: Struktura HA. [1]

K samotné izolaci HA doslo poprvé v roce 1934 ze sklivce o¢i. V pocatecnim stadiu byla
pro biomedicinské aplikace bez dalSich zmén pouzita HA izolovana z lidské pupecni $itiry
a htebenti kohoutl. Podle 1ékaiskych potieb, pro rizné terapeutické aplikace, byly vyvinu-
ty derivaty HA pro konstrukci riznych platforem, jako jsou hydrogely, nanocastice, 1ékové
konjugaty atd. Prvni prakticky pouZivané produkty byly komercializovany az po schvaleni
FDA ve form¢ dermalniho plniva, injekce, oftalmologického roztoku. Vysoka biologicka
kompatibilita a aplikacni potencidl vedl k intenzivnimu vyzkumu jeho fyzikalné-
chemickych vlastnosti, a to jak ve vodném roztoku chloridu sodného, tak i v tuhém stavu.
Za fyziologickych podminek existuji prakticky vSechny molekuly HA ve formé jejich soli.
[1,7,8,9]
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HA je silny humektant, ktery absorbuje tisicinasobek hmotnosti vody. Efekt absorpce vody
je dulezity pro jeho zvlhcujici schopnost, ktera je vyuzivana v kosmetickych produktech

potlacujicich znamky starnuti pleti.

Ve vodném prostredi vytvaii HA pfedevsim siln¢ hydratovana nahodna klubka, jejichz tvar
a rozmery jsou ovlivnény slozenim roztoku. Reologické chovani HA v roztoku bez ptidav-
ku soli je odlisné od roztoku s ptidavkem soli. Obecné plati, ze ptidani soli k roztoku poly-
sacharidu vede ke zmén¢ velikosti polymerniho klubka, ¢imz se muliZze snizovat viskozita

roztoku. [4, 6, 10, 11]

HA je dilezitou slozkou komplexni sité extracelularni matrice, Obr. 2, kterd obklopuje
a podporuje buiiky v tkanich, je snadno rozlozitelny v lidském téle pomoci enzymatické
degradace hyaluronidazou. Pfirozen¢ je pfitomen v synovidlni tekuting, kde zastava roli
maziva a tlumi¢e narazii. Vyznacuje se vysokou biokompatibilitou, biologickou odboura-

telnosti, neimunogenicitou, schopnosti hydratace tkani a hojeni ran. [7, 10, 11, 12]

=L =y
Sl |
T s Ty "(.

A
AL

Obr. 2: HA jako husta pruzna sit. [13]

Jak bylo uvedeno vySe, HA lze zafadit mezi polysacharidy, tj. skupinu ptirodnich polyme-
rt, jejichz mechanické vlastnosti jsou podminovany polysacharidovou kostrou a bo¢nimi
substituenty. Polysacharidy se Siroce pouzivaji jako zahusStovaci, emulgacni, stabiliza¢ni

nebo flokulaéni €inidla ve farmaceutickém a kosmetickém primyslu. [14, 15, 16]

HA je polyelektrolytem, jinak feceno je polymerem, ktery je ve vod¢ rozpustny a nese na-
boj, ktery obsahuje jeho bo¢ni skupina. Chovani takovych polymeri je zavislé na iontové
sile prostiedi a na pH. [17]

K degradaci HA dochazi pii hodnotach pH < 4 a pH > 11 bez ptitomnosti soli. V rozmezi

4 < pH > 11 prakticky nedochazi k naruseni fetézci HA. Hodnota pH, pfi které¢ dochazi
ke St€peni HA, je pficitana Sté€peni glykosidickych vazeb. V rliznych c¢astech lidského téla
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se prostiedi 1i§i svym pH. Proto je dualezité ziskat piehled o vlivu této proménné na fyzi-
kaln¢é-chemické vlastnosti HA. Daéle bylo také zjisténo, ze k degradaci v ptfitomnosti soli

dochazi pti hodnotach pH pod 1,5 anad 11. [18]

Vlastnosti HA jako polymerniho materialu jsou podminovany jeho molekulovou hmotnos-
ti, ohebnosti jeho fetézcli, moznostmi jejich preusporaddani a interakcemi mezi sebou na-

vzajem a mezi okolim.

1.1 Vliv molekulové hmotnosti HA na jeji funkci

Fyzikalné-chemické vlastnosti a biologické funkce hyaluronanu tzce souviseji s jeho mo-
lekulovou hmotnosti (MW). D4 se fici, ze jsou piimo zavislé na jeho molekulové hmotnos-
ti. HA mtze dosahovat velikosti 6 az 8 MDa. Navzdory své nadmérné jednoduché primér-
ni struktufe ma extrémné rozsahlou a Casto protichiidnou biologickou aktivitu v zavislosti

na své molekulové hmotnosti. [3, 12, 19, 20, 21]

Vysokomolekularni HA plni funkce zalozené na jejim viskoelastickém charakteru pii sni-
Zovani tfeni, adsorpce narazili, vyplilovani prostoru, organizaci extracelularni matrix a hyd-

rataci. Behem homeostazy se ukladd do normdlnich tkani a podporuje jejich stabilitu.

Fragmenty HA s nizkou molekulovou hmotnosti mohou pochézet z enzymatickych nebo
chemickych aktivit. Utastni se mnoha fyziologickych a patologickych procesii. Mohou byt
povazovany za faktory, které dokaZi navodit angiogenezi, bunéény rist a vyvolavaji
apoptézu bunék. Takovy typ hyaluronanu Ize nalézt ve zranénych tkanich nebo v naddorech.

[12, 19, 20]

HA je oznacovana jako viskoelasticka tekutina, tedy tekutina, kterd do urcité miry tece
a pamatuje si svllj tvar, po odstranéni napéti se castecné¢ vraci do piivodniho stavu,

viz Obr. 3. [1, 2, 3]

Obr. 3: Chovani viskoelastického materialu. [22]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

1.2 Vlivy pusobici degradace na HA

Pro praktické aplikace je nezbytné identifikovat, jak dlouho mohou byt roztoky skladovany
bez vyznamné degradace. Z divodu rozdilnych vlastnosti HA o riiznych molekulovych
hmotnostech byla V.Simulescu a kol. [20] zkouména degradace vysoko a nizkomolekular-
nich hyaluronanti ve vodnych roztocich bez ptidani jinych sloucenin, které brani ristu mi-
kroorganismil. Bylo zjiSténo, ze vodné roztoky kyseliny hyaluronové by mohly byt ucho-
vavany pii pokojové teploté po dobu 8 dnli bez ochrany pied mikroorganismy. Po tomto
obdobi se jiz mikroorganismy vyvinou natolik, Ze velmi rychle rozkladaji hyaluronan.
Vzorky HA uchovavané v chladni¢ce jsou velmi stabilni vici degradaci i po dobu
az 60 dnti skladovani. Toto je potvrzené pro vzorek HA 1750 kDa stejné jako pro Cerstvy

roztok vzorku HA 300-500 kDa, viz Obr. 4 a 5.
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Obr. 4: Hmotnostni pokles molekulové hmotnosti HA 90—130 kDa (vyse), 300-500 kDa
(nize) pri pokojoveé teploté a chlazeni. [20]
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Obr. 5: Hmotnostni pokles molekulové hmotnosti HA 1750 kDa p7i pokojové teploté
a chlazeni. [20]

Vzorek HA 90-130 kDa byl nejstabiln€jsi vii¢i degradaci ze vSech vzorkli pouzitych
ve studii. Po pfiblizn€ 10 dnech pii pokojové teploté se mikroorganismy zacaly intenzivné
vyvijet a polymer rychle rozkladaly az k molekulové hmotnosti 1,7 kDa po 35 dnech
a 1,4 kDa po 60 dnech. Pro vzorek HA 300-500 kDa byla zaznamendana rychlejsi degrada-
ce. U vzorkd HA 90-130 kDa a HA 300-500 kDa se degradace témé&f po 40 dnech zastavi-
la (Obr. 4). V ptipad¢ vzorku HA 1750 kDa (Obr. 5), degradace byla zpocatku pomalejsi.
Jeho degradace se pozdé&ji zvysila, a po 60 dnech vykazovala procentudlni zménu primér-
né molekulové hmotnosti 71 % pocatecni hodnoty. Druhé roviny pro HA 1750 kDa bylo

dosaZeno po vice nez 2 mésicich skladovani pii pokojové teploté. [20]

1.2.1 UV zareni a HA

Je znamo, Ze ultrafialové zareni (UV) ma Sirokou skalu skodlivych acinkii na lidskou po-
kozku, od jednoduchého spéleni kiize az po rakovinu kiize. Hlavni pfi¢inou téchto neza-
doucich ucinkt je bunécnd smrt epidermalnich bun¢k (zejména keratinocytl) nebo imunit-
ni odpovédi stejnych bunék, coz vede k zanétu. UV zafeni ma schopnost proniknout
do epidermis a dosdhnout dermalni vrstvy, coz zplsobuje fadu Skodlivych reakci véetné
starnuti pokozky. Studie zjistily rozdilné vysledky pii pouziti HA. Z publikace M. Hasova
a kol. [23] vyplyva, ze HA zlepSila zivotaschopnost bunék narusenych timto zafenim,
z ¢ehoz vysel terapeuticky potencial pouziti HA pro 1écbu koznich poruch indukovanych

UV zafenim. Ve studii od M. Averberca a kol. [24] se Zivotnost bunék po expozici kerati-
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nocytt UVB zéfenim nezmeénila. Zda se, Ze epidermalni odezva na UVB zéfeni zavisi
na Case. UV zafeni tedy ovliviiuje metabolismus HA, ale jsou potfebné dalsi studie, aby

bylo mozné pln¢ urcit tlohu HA v cytotoxicité souvisejici s UV zéairenim. [12]

1.3 Povrchové vlastnosti polysacharidi

Z literatury je znamo, ze nékteré typy polysacharidii se dokéazi separovat na fdzovém roz-
hrani kapalina-plyn. To znamena, Ze vykazuji povrchovou aktivitu. Mirny pokles povrcho-
vého napéti v Case u takovychto systémt je pifimo spojen s molekulovou hmotnosti poly-
meru, jeho hmotnostnim podilem v roztoku, flexibilitou a uspotadanim polymernich fetéz-
ct, které se separuji na fazové rozhrani. Proces obsazovani fazového rozhrani polymerem
je spojen s diftizi polymeru k fazovému rozhrani, vyplnénim fazového rozhrani neuspota-

danym polymerem a jeho naslednou reorganizaci v ¢ase (viz Obr. 6). [15, 17]
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Obr. 6: Schématické zndzornéni prubéhu reorganizace polymeru na fazovém
rozhrani v case: a) transport (difuze); b) vypliovani (obsazovani), c) reorganizace poly-

meru na fazovem rozhrani. [15]
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Atomy a molekuly nachézejici se na povrchu materidlu se vyskytuji ve stavu nevyrovna-
nych silovych ucinkl z okoli, z ¢ehoZ plyne jejich zvySend reaktivita, vliv na specifickou

adsorpci proteinti, bunécny rist, kompatibilita s krvi atd. [25]

Soudrzné sily mezi molekulami v objemové fazi jsou sdileny se vSemi sousednimi moleku-
lami (Obr. 7). Povrchové molekuly maji jen ¢ast sousednich molekul, a proto vykazuji sil-
néjsi pfitazlivé sily se svymi nejbliz§imi sousedy na povrchu. Povrchové molekuly tedy
vytvareji povrchovy ,film*, ktery ztézuje pohyb predmétu skrze povrch. Toto zvysSeni in-
termolekularnich pfitazlivych sil se nazyva povrchové napéti (v; o), které Ize také defino-
vat jako snahu kapaliny zaujmout co nejmensi povrch. Tloustka povrchové vrstvy (rozhra-
ni mezi dvéma rtuznymi fdzemi), kde jiz soustava neni homogenni, ma tloustku
10 m®-10 m™®. U roztokii se povrchové napéti méni s jejich koncentraci (Obr. 8) a zavisi
na teploté, Cistoté kapaliny a na tom, s jakym plynem je povrch kapaliny ve styku. Pro vo-

du pti 20 °C se povrchové napéti pohybuje okolo 73 mN/m. [26, 27, 28]

L * O
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Obr. 8: Zavislost povrchového napéti na koncentraci u vodnych roztokii. [27]

Obr. 8 znazornuje tti kiivky. Kiivka 1 je typicka pro vodné roztoky povrchové aktivnich
ve vode rozpustnych organickych slouc¢enin — povrchové aktivni latky. Kiivka 2 predstavu-

je chovani vysoce povrchové aktivnich latek — micelarnich koloidd. Kiivka 3 plati pro sys-
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témy, u kterych je pozorovano zvyseni povrchového napéti — povrchové inaktivni latky.
[27] Na Obr. 9 je uveden literarn¢ popsany ptiklad poklesu povrchového napéti pro dany
polysacharid v zéavislosti na jeho koncentraci v roztoku. Tento obrazek ukazuje, ze pokles
povrchového napéti u polysacharidi je pozvolny proces, tyto latky lze tedy povazovat

za urcitych podminek za mirné az vysoce povrchové aktivni.
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Obr. 9: Zavislost povrchového napéti na case pro ruzné koncentrace polymeru (polysacha-

ridu) v roztoku. [29]

U polymeru mlize mit jedinec¢néd povrchova zéna rozsah od 10 nm do 100 nm, v zavislosti

na polymernim systému a molekulové hmotnosti fetézce.

Naptiklad v reakci na vodné prostiedi mtize dojit v povrchu polymeru na fdzovém rozhrani
k reorganizaci makromolekuldrnich klubek. Hydrofilni skupiny budou smétovat ven a hyd-
rofoébni naopak dovnitt, tak aby systém dosahoval minimalni energie. Pfiklad tohoto proce-

su v ramci praktické aplikace na kontaktnich ¢oc¢kéch je znazornén na Obr. 10. [25]
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Obr. 10: Reorganizace hydroxylovaného polymeru v pritomnosti vodného prostredni, apli-

kace na kontaktni cocku pHEMA. [25]
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2 HYALURONAN SODNY V SOUVISLOSTI S LIDSKYM TELEM

HA jako jedna z hlavnich slozek extracelularni matrice ma dulezitou roli pfi regulaci po-
Skozeni a opravy tkani. Nezanedbatelnou tlohu hraje pii migraci kmenovych bunék béhem
embryogeneze. Jak bylo uvedeno vySe, funkce hyaluronanu zavisi na jeho MW, ale
1 na umisténi a na interakcich s vazebnymi partnery. Hyaluronan s vazebnymi proteiny
se ucastni patogeneze mnoha lidskych onemocnéni. Studium chovéni hyaluronanu s bun-
kami a bilkovinami mlize poskytnout nové poznatky vedouci k vyvoji riznych typi tera-
peutik. [30, 31]. HA je ptitomen v kazi, velké a slozité tkani s rozsédhlou paletou funkci,
udrzujici homeostazu uvnitf organizmu. Je znamo, ze kiize je schopna uchovavat velké

mnozstvi vody a snasi mnoho vnéjsich traumat, kterym je neustale vystavovana. [31]

2.1 Starnuti a zmény obsahu HA v kazi

Hladina kyseliny hyaluronové v kiizi je nejvyssi v obdobi vyvoje plodu a klesa kratce

po narozeni, viz Obr. 11. [31]

Novorozenci

Teenagefi

Dospivajici

Hladina HA v kiizi

Y

Vek
Obr. 11: Ubytek hladiny HA v kiizi s vékem. [32]

2.2 HA a Stratum corneum

HA podporuje zmény v sekundarni struktufe keratinu. Tyto zméeny jsou spojeny se snize-
nou bariérovou funkci a pronikdnim HA do hlubSich vrstev pokozky. Nanostrukturované
materidly, jako jsou micely, nanoc¢astice, nanoemulze a polymerni suspenze, jsou Casto
vyuzity pro zlepSeni penetrace HA do jinak nepropustné Stratum corneum, tj. nejvyssi ba-
riérové vrstvy pokozky. Z tohoto divodu jsou praveé takovéto koloidni nanostrukturované
systémy vyvijeny a studovany za tcelem aplikace v kosmetickych a farmaceutickych pii-

pravcich. Pfes znacnou vyhodu nanocastic v podob¢ snazsiho pronikani ptes svrchni vrstvy
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pokozky je vzdy tfeba posoudit zdravotni riziko, a to zejména v ptipadé dlouhodobé expo-
zice kiize témto nanostrukturovanym systémam. Rada pokusi pro nastaveni obecnych pra-
videl tykajicich se pronikani nanocastic poukazala na zjevné nesrovnalosti mezi zavéry
v publikovanych vysledcich. Divodem rozporu dat je pravdépodobné rozmanitost slozek
nanomateridli, pouzité modely kiize a pouzité metodiky charakterizace. Je zndmo, ze in-
terakci klize s nanomateridlem ovlivituji fyzikalné-chemické vlastnosti systému vcetné
povrchovych vlastnosti, tvaru, nadboje, porovitosti, agregacnich schopnosti a elasticity. Dal-
81 riziko, které je potfeba minimalizovat, je akumulace cizich ¢astic v téle, proto se vyvije-
né systémy pro dodavani 1é¢iv vybiraji tak, aby byly snadno biologicky rozlozitelné. Prave
kvili tomu hyaluronan pfedstavuje zajimavy material jako nosi¢ 1éku a hydratacni prostie-

dek. [19]

2.2.1 HA a kosmeticka tkanova augmentace

HA jako dermaélni plnivo pro kosmetickou tkanovou augmentaci ziskava zvysenou popula-
ritu. Zesitované produkty HA Restylane (zesitované s BDDE — butandiol diglycidylether)
a Hylaform (zesiténé s divinylsulfonanem (DVS)) byly poprvé komercné aplikovany

ve Spojenych statech pro doc¢asnou korekei vrasek na oblic¢ej v poc¢atku roku 2000.

V kontrolovanych klinickych studiich pfipravku Restylane (6 mésicti) a Hylaform (12 tyd-
nl) byly oba pfipravky stejné ucinné jako pripravky Zyplast na bazi kolagenu pti korekci
sttedné tézkych az té¢Zkych vrasek a zdhybl na obliceji. Obecné plati, Ze produkty zalozené
na bazi HA nabizeji vice zfetelnych vysledkil nez obli¢ejové krémy a chemické peelingy.

[1]
2.2.2 HA ahojeni ran

Je zndmo, ze HA spolu s vazebnymi proteiny se podili na regulaci procesu opravy tkani.
Bylo zjisténo, ze existuji zna¢né odliSnosti pfi procesu hojeni ran u plodu oproti hojeni ran
u dospélych. Dilezité je, Ze kratce po zahédjeni procesu hojeni ran, tedy v nejranéjSich fa-
zich hojeni ran, obsahuje zranéna oblast zvySené hladiny HA a dochézi k vysokému pftilivu
bilych krvinek, leukocytl a neutrofili. HA je z po¢atku do mista poranéni dotovana migra-
ci keratinocyta. [12, 30, 31]

Pti hojeni ran u dospé€lych po pocatecnim maximalnim ukladani HA lze pozorovat pokles
jeho vyskytu v okamziku proliferace fibroblasti v misté¢ rany, coz usnadnuje ukladdani

chondroitinsulfatu a kolagenu. U dospélého Clovéka hojeni ran Casto vede k tvorbé jizev.
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U plodu se nanos HA zvySuje na pocatku hojeni ran, ale jeho hladiny zustavaji zvySené

az do ukonceni ,,procesu opravy plodu bez jizev*. [12, 31]

2.2.3 HA alécba koznich onemocnéni

Dlouhodobym pozorovanim metabolismu HA bylo zjisténo, ze chronicky zanét a poskoze-
ni slune¢nimi paprsky (UV zéfenim), zptisobuji pfedcasné starnuti pokozky. Tyto procesy,

stejn€ jako normalni starnuti, doprovazi ztrata vlhkosti a zmény distribuce HA. [31]

HA jako dilezitd slozka pokozky se v soucasné dobé pouziva k 1é€bé nékolika koznich
onemocnéni, mezi které patii naptiklad atopickd dermatitida. Ta se vyskytuje u velkého
poctu pacientll a je doprovazena lézemi, viditelnymi zménami kize zahrnujici zesileni,
zarudnuti atd. Pacienti maji snizené mnozstvi ceramidi v kizi. Pouzivaji se 1éCivé pro-
sttedky, které maji za cil zvysit U€¢innost kozni bariéry. Emolienty odstrafiuji symptomy,
zatimco baze s obsahem ceramidu maji za cil obnovit poSkozené slozky lipidovych dvoj-
vrstev modulaci struktury Stratum corneum. Produkty s obsahem hyaluronan-ceramidu
usnadiiuyji transport uc¢innych latek pres epidermis do dermis. Dale byly zjiStény pozitivni
pocatecni odezvy pii pouziti gelu HA proti seboroické dermatitidé v obliceji. HA se velmi
Casto pouziva v kosmetické chirurgii jako koZni vyplii pro eliminovani vrasek nebo zvySo-
vani objemu, ke kterému dochazi pfi starnuti. Nutno podotknout, Ze v nékterych ptipadech
bylo hlaSeno, Ze injekce HA-plniva zpiisobuji takzvané skvrnkovité krvaceni do kize
a sliznic vytvarejici vétsi podkozni vyron — ekchymoézu, edém, erytém a bolest. Nicméné
ve vetSiné piipadi HA gel, zamétujici se na problematické buiky, prokazal pozoruhodnou

miru U¢innosti bez vedlejSich ucink. [12]
2.3 ZvySeni vlhkosti pokozky modulaci hyaluronanu

2.3.1 oa-hydroxykyseliny

Ovocné kompozice byvaji aplikovany na obliCej, protoze napomahaji zkraslovani, a to jiz
po tisicileti. a-hydroxykyseliny obsazené¢ v ovocnych extraktech jako je kyselina vinna
v hroznech, kyselina citronova v citrusovych plodech, kyselina jablecnd v jablkach a kyse-
lina mandlova v mandlovych kvétinach a merunikach, jsou povazovany za aktivni slozky
pro omlazeni pokozky. Jako takové stimuluji produkci HA v kultivovanych dermalnich
fibroblastech. Nékteré z mirné kyselych ptipravka (pH 3,7 az 4,0) mohou mit svou U¢in-
nost na peeling a na adstringentni vlastnosti. Kosmetick¢é ucinky ptipravkl

a-hydroxykyselin, véetné kyseliny mlé¢né, zahrnuji zvySenou hladkost pokozky se ztratou
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jemnych vrasek. Dlouhodobé pouziti v§ak vede k zesileni pokozky v epidermalnich a papi-
larnich koznich vrstvach kvili mirné fibroézni reakci. Toto je disledkem reakce podobné
rozptylenému hojeni ran a vysvétluje zvysSenou tloustku a pevnost dermis a epidermis.
Kyselina askorbova je také piitomna v ovoci a mohla by byt zakladem nékterych G¢inkt
pfifazenych vytazklim z ovoce. Ma vyrazné Uc¢inky stimulujici HA pfi fibroblastovém tes-

tu. [31]

2.3.2 Kyselina retinova a jeji vliv na pritomnost HA

Aplikace derivatii kyseliny retinové redukuji viditelné znamky starnuti. Pocatecni zlepSeni
jemnych vrasek a struktury pokozky koreluje s uklddanim HA v epidermis. Ackoli
vitamin D je povazovan za ,,slune¢ni vitamin®, vitamin A byl pfijat jako zjevna protilatka
pro nepiiznivé U€inky expozice sluneénimu zafeni a pfedpokladé se, Ze brani a opravuje
kozni fotodamaz. Aplikace derivati vitaminu A zpusobuje zvraceni n€kterych slune¢nich
poskozeni kiize (zdrsnéni, zvrasnéni a nepravidelné pigmentace). Aplikace derivati vita-
minu A se tedy jevi jako zjevnd 1écba. Mistni aplikace tohoto vitaminu zvySuje hladinu HA

v epidermalni vrstveé a zvySuje tloustku sit€ HA po prodlouzené 1écbe. [31]

2.4 Perspektivy HA v kosmetice

Ptirozena vlhkost pokozky je dana obsahem HA v pokozce. Jak bylo popsano, tak hlavni
vlastnosti HA je jeji schopnost zadrzovat vodu, a to vice nez jakékoliv znamé synteticka
nebo pfirozené se vyskytujici slou€enina. I pfi velmi nizkych koncentracich se pouzivaji
vodné roztoky HA, které maji velmi vysokou viskozitu. Mnohé z kosmetickych ptipravk,
které¢ obsahuji HA, maji koncentraci 0,025 % az 0,050 %, coz je dostate¢né k tomu, aby
ptipravky zajistily velmi hladky a viskézni pocit. V soucasné dob& probihd vyzkum Upravy
HA tak, aby byl stabilnéjsi a poskytl velmi specifické vlastnosti. Vzhledem k tomu, Ze
fragmenty HA s nizkou molekulovou velikosti jsou vysoce angiogenni, mélo by byt hlav-

nim cilem tohoto vyzkumu definovat optimalni velikost polymeru HA pro kosmetické tce-

ly. [31]
2.5 DalSi praktické aplikace HA

2.5.1 Derivaty HA pro mazani kloubu

Mazani kloubti je diilezitym procesem ke snizeni tieci sily mezi dvéma protilehlymi po-

vrchy tkané€, napomahé se tak snizeni opotiebeni. Kloubni maziva jsou kli¢ovou latkou
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pfi 1écbe osteoartrozy (OA). Rozsdhle byl studovan mazaci mechanismus s ohledem
na ulohu riznych slozek v synovidlni tekutiné. Bylo zjisténo, ze zejména HA je fyzicky
prospésna pro zlepseni mazacich schopnosti synovialni tekutiny, a to diky svym jedine¢ny
viskoelastickym vlastnostem. Zejména pak vysokomolekularni HA obsazena ve velkych
koncentracich mize vytvaiet molekuldrni sit¢ vznikajici v diisledku interakci uvnitt a mezi
fetézci. Hydrofobni oblasti jednoho HA fetézce mohou reverzibilné interagovat s jinymi.
Pti dlouhotrvajicim namahani se fet¢zce HA pomalu pohybuji a vyrovnavaji své sité (vy-
kazuji viskozni vlastnosti). Po kratkou dobu fetézce HA odoldvaji rychlému smykovému
namahani a pak se vraceji do puvodniho stavu (vykazujici elastické vlastnosti). Kromée
toho mize HA interagovat s bilkovinami na povrchu tkani. Byla zkoumana tada formulaci
HA k vyvoji G€¢inného maziva. Bylo zji§téno, ze volného HA injektovaného do mista bo-

lesti snizuje tuto bolest. [7]

Na Obr. 12 je schematicky znazornén zachycovaci mechanismus komplexu HA
v chrupavce pro mazani kloubli. HA pisobi jako hrani¢ni mazivo v kloubu a poskytuje
ochranu proti opotfebeni. Pfi pouziti fyziologického tlaku je deformace tkani chrupavky
sniZzena. Molekuly HA spojené s komplexem maziv jsou volné zapleteny a roztaZeny
v kolagenu a synovialni tekutiné za nizkého tlaku. Nicméné pii vysokém zatézovacim tla-
ku mize deformace tkané, zptisobend zatizenim a stfiznou silou, zplsobit zachyceni HA
v uzkém pasmu kolagenni sit€. Obecné plati, ze terapie HA pro mazani kloubli ma za cil

posilit viskoelasticitu synovialni tekutiny v kloubu. [7]

Nizky tlak Vysoky tlak
YY VYV 22222222222
Kost _
Smér posuvu
Chru‘pavka
E:’:ZZT:-ID |:> #Zachyceni™
Zvyseni zatizeni
Synovialni a posuv

tekutina

Obr. 12: Schematické zndzorneni mechanického zachycovani hyaluronatu v oblasti styku
spar behem fyziologického posuvu pod nizkym (vlevo) a vysokym (vpravo) tlakem. LUB

znamend mazivo. [7]
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2.5.2 Derivaty HA pro o¢ni 1é¢bu

HA se vyskytuje ve sklivci, slzné zlaze, rohovkovém epitelu, spojivce a slzné tekutiné
v oku. Je znamo, ze HA stimuluje migraci epitelidlnich bun€k rohovky, coz napomaha ho-
jeni rany rohovky. Jak jiz bylo n¢kolikrat zminéno, HA ma jedinecnou schopnost zadrzo-
vat vodu v dusledku karboxylovych skupin. Tato vlastnost ¢ini HA uzite¢nou pii 1écbé
syndromu suchého oka. Pfedpoklada se také hypotéza, ze HA snizuje oxidacni poskozeni
sitnicovych bunék tim, ze odstraiiuje volné radikaly. HA byla pouzita k 1écbé retinitidy
pigmentdzy, makularni dystrofie, diabetické retinopatie. Vzhledem k tomu, ze HA intera-
guje s bunéénym receptorem CD44 na lidské rohovce a spojivce, usnadnuje internalizaci
1é¢iv do bun¢k rohovky. Bezpecnost pouziti HA do ocnich tkani byla potvrzena v mnoha
studiich. Biokompatibilni, hygroskopické a viskoelastické vlastnosti HA ptedurcuji tento
systém jako nosi¢ ocnich 1é€iv. Jednim z reprezentativnich komercializovanych produkti
HA pro o¢ni chirurgii je Healon®, ktery se sklada z 1% sodné soli HA. Healon® poskytuje
béhem keratoplastiky velkou prihlednost a chrani rohovku pied mechanickym stresem
béhem operace. Mimo jiné se HA aplikuje pii vyrobé kontaktnich ¢oc¢ek (Blink Contacts®,

coz je kontaktni cocka obsahujici 0,15 % hyaluronatu sodného). [7]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 PRIPRAVA VZORKU

Zmény povrchové aktivity hyaluronanu sodného byly studovany u fady roztokl ptipravo-

vanych za rozdilnych procesnich a fyzikalnich podminek.

3.1 Pouzité chemikalie
Pro piipravu studovanych systémi byly pouzity nésledujici chemické latky:

e Hyaluronan sodny v kosmetické Cistoté o stfedni molekulové hmotnosti 370 kDa
od spolec¢nosti Contipro a. s.

e 0,9% NaCl p.a. — Bioextra od spole¢nosti Sigma-Aldrich.

e Ultracista voda s odporem 18,2 MQ-cm pfipravend pomoci reverzni osmozy na za-

fizeni Direct-Q.

3.2 Cisténi skla

Pro zajiSténi minimalni kontaminace studovanych systémi bylo nezbytné kontrolovat Cis-
totu pouzitého laboratorniho skla. VeSkeré laboratorni sklo bylo ¢isténo v destilované vo-

d¢, etanolu a sérii lazni zfedénych kyselin, viz Obr. 13:

Obr. 13: Série lazni pro cisteni laboratorniho skla.

KROK 1 - chromsirova kyselina zfedéna s vodou v poméru 1 : 1 s naslednym oplachem
v destilované vodé nebo kyselina sirova ziedénd s vodou v poméru 1 : 1 s naslednym opla-

chem v destilované vodg,

KROK 2 - chlorovodikova kyselina ziedéné s vodou v poméru 1 : 1 s naslednym oplachem

v destilované vode,

KROK 3 - oplach v 5% roztoku peroxidu vodiku.
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V kazdé lazni bylo laboratorni sklo umisténo po dobu 20 minut. Kone¢ny oplach labora-
torniho skla byl provadén pomoci destilované vody, acetonu a etanolu. Pro zajisténi maxi-
malni Cistoty bylo laboratorni sklo sterilizovano pii 120 °C po dobu 20 minut v susicim

zafizeni Memmert s nucenou cirkulaci vzduchu.

3.3 Technologické zptuisoby pripravy roztoki HA

Pro ptipravu polymernich roztok a filmt bylo pouzito péti rozdilnych typi zafizeni:

ttepaci stroj LT 2,

e magnetické michaci zafizeni typu IKA RCT basic s temperacni lazni,
o TFFC zarizeni,

e MCDS susSici zafizeni,

e susarna znacky Memmert bez nebo s nucenou cirkulaci vzduchu.

3.3.1 Trepaci zaFizeni

Ttepaci stroj, Obr. 14, LT 2 sproménlivou rychlosti pohybu v horizontalnim sméru

pfi laboratorni teploté (25 + 1) °C.

Obr. 14: Trepaci stroj LT 2.

3.3.2 Michaci zarizeni

Magnetické michaci zatizeni typ IKA RCT basic, na kterém je umisténa temperovana pru-
tokova lazen piipojena na termostat znacky Julabo, viz Obr. 15. Rozpousténi v tomto zafi-

zeni probihalo pii 50 °C.
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Obr. 15: Pouzité magnetické michadlo s temperacni ldazni a pripojenym termostatem.
3.3.3 Pristroj generujici samoorganizovany pohyb tekutiny (TFFC)

Roztoky HA byly dale pfipravovany ve specialnim zatizeni TFFC, viz Obr. 16, umoZzujici
cilenou modifikaci fyzikalné-chemickych vlastnosti disperznich systémi pomoci samoor-
ganizovaného toku kapaliny (Bénard-Marangoni nebo Railegh-Bénardovy konvektivni
nestability). Pfistroj obsahuje dvé plochy s rovnomérnym rozvodem ¢i odvodem tepla,
pomoci niz lze za ur€itych podminek generovat samoorganizované procesy vedouci
ke zméné konformace makromolekul v roztoku. Tyto zmény mohou nésledné podmiiiovat

povrchovou aktivitu polymerniho systému na fazovych rozhranich. [33]

Obr. 16: TFFC: a) experimentalni pristroj pro definovanou modifikaci a solidifikaci poly-
mernich roztokii, b) funkcni subjednotka, c) nahled na stiedni cast funkcni subjednotky.
Podrobnéjsi popis jednotlivych casti zarizeni a jeho funkce lze nalézt v praci

A. Minarika a kol. [33]
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3.3.4 Specidlni pristroj pro presné ovladiani samoorganizované pripravy staveb

v polymernich vrstvach (MCDS)

Pro ptipravu polymernich filmii byly pouzity dva typy zafizeni. Prvnim z nich je specialni
mikrokondenzacni susici zafizeni (MCDS), viz Obr. 17 a 18. V tomto zafizeni Ize ptipra-
vovat polymerni filmy za rozdilnych teplotnich spadi bez vymény vnitini atmosféry uvniti
zafizeni — systém pracuje na kondenzac¢nim principu. Pfistroj respektuje potieby ptresné
regulace teploty, teplotniho gradientu a rychlosti odpafovani rozpoustédel, tltumeni vibraci,

bezprasného prostiedi. [34]

Obr. 17: Pouzité MCDS zarizeni sestavajici z osmi podjednotek a podpiirnych
systemui [34].

0,0 ¢

Obr. 18: Schéma konstrukce dilcich jednotek MCDS, podrobnéji je popis jednotlivych kon-
strukcnich casti subjednotky MCDS popsan v praci A. Minarika a kol. [34]
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3.3.5 SusSici zarizeni Memmert

Druhym typem zafizeni pro piipravu polymernich filmi, z nichz byly opétovné pfipravo-
vany polymerni roztoky, bylo zafizeni znacky Memmert bez a s nucenou cirkulaci vzdu-

chu, viz Obr. 19.

Obr. 19: Pouzité susici zarizeni znacky Memmert.

Ptipravené filmy na vySe zminénych zafizeni (MCDS, Memmert) se vyznacovaly rozdil-
nym povrchovym reliéfem v zavislosti na nastaveni procesnich parametrii suseni,
viz Obr. 20. Souhrnny piehled pouzitych zafizeni, teplot casti a hmotnostnich podild poly-

meru v roztoku je uveden v Tab. 1.

Obr. 20: Typicky vzhled povrchu filmu HA pripravenych v rozdilnych typech zarizeni.

Prumer zobrazenych kruhovych vyseci je 5 cm.

Pozn.: Vzhled pfipravenych polymernich filmt nebyl podrobnéji charakterizovan.

Tato problematika nebyla predmétem této prace.
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Tab. 1: Prehled pouzitych zarizeni, teplot, casii a hmotnostnich podilit HA v roztoku.

Zarizeni Vzorek T [°C] t [hod] w [hm. %]
Ttepaci zatizeni Roztok 25 24 nebo 48
Michaci zatizeni Roztok 50 24
TFFC Roztok 50/5 az 60/60 18,5 az 24 0,05 az 4
MCDS Film 40/36 az 60/50 24
Memmert Film 40, 50, 55 24

3.4 Zarizeni pro kontrolu teploty béhem pripravy vzorki

Kritickym parametrem, ktery je nezbytny kontrolovat pfi pfipravé roztokd, filmi a méteni

zmén povrchové aktivity HA na fazovych rozhranich, je teplota. Tato proménné byla kon-

trolovéna fadou zafizeni. Prvnim byla termokamera znacky FLIR E6, viz Obr. 21. Toto

zafizeni bylo pouzito pro kontrolu homogenniho rozlozeni teploty na misce obsahujici po-

lymerni roztok v TFFC zafizeni. Druhym zatizenim umoZziujicim bezkontaktné kontrolo-

vat teplotu je bezdotykovy digitalni teplomér s laserovym zameétovacem znacky Testo,

viz Obr. 22. Tietim typem pouzitého zafizeni umoziujiciho kontaktni méfeni teploty bylo

Testo 735, viz Obr. 23. K tomuto zafizeni byla pfipojena vysoce citliva sonda (Pt100)

umoziujici stanoveni teploty s pfesnosti 0,05 °C, viz Obr. 24.

Obr. 22: Pouzity bezkontaktni teplomeér znacky Testo 845.
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Obr. 23: Pouzité Testo 735.

Obr. 24: Ponorna mérici ohebnd sonda

pro zarizeni Testo 735.


https://www.testo.com/cz-CZ/ponorna-merici-spicka-ohebna/p/0602-5792
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4 POUZITE MERICI TECHNIKY A ZARIZENI

4.1 Charakterizace zmén povrchové aktivity

4.1.1 Tenziometerie — Wilhelmyho destickova metoda

Hlavni casti tenziometru je desticka definované velikosti, ktera je zavéSena na vysoce citli-
vou vahu. Pod vahou je umisténa nddoba s kapalinou, ktera se posunuje smérem k desticce.
V okamziku kontaktu desti¢cky s hladinou kapaliny dochazi k nartistu jeji hmotnosti,

viz Obr. 25 a 26. [26]

Citlivé vahy

I

Vyskoveé
nastavitelny
stolek

Obr. 25: Zakladni casti tenziometru. [35]

KdyZ se svisle zavéSena desticka dotykd povrchu nebo rozhrani kapaliny, pak plsobi
na tuto desti¢ku sila F, ktera koreluje s povrchovym napétim nebo mezifazovym napétim
6 a se spojovacim uhlem 0 podle nésledujici rovnice:

F

6= (1)

" L-cos8

Délka L desticky odpovida jejimu obvodu.

Pfi méfeni povrchového nebo mezifazového napéti se pouziva platinova desticka.
Tento materidl se voli zamérn¢ s ohledem na jeho chemickou inertnost, snadné cisténi

a vysokou povrchovou energii. [36]
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Obr. 26: Wilhelmyho destickova metoda. [26]

V ramci této bakalaiské prace byl pouzit K100MK3 (Kriiss), viz Obr. 26. Méfeni probihala
pfi (37,0 = 0,1) °C. Pfed meéfenim byly polymerni roztoky temperovany po dobu
30 minut v susicim zafizeni Memmert pfi teploté 40 °C. Samotné méieni probihalo po do-

bu 300 sekund.

Obr. 27: Pouzity tenziometr K100MK3 (Kriiss).
4.2 Charakterizace zmén stiedni velikosti polymernich klubek

4.2.1 Dynamicky rozptyl svétla

Metoda dynamického rozptylu svétla (DLS) slouzi k méfeni velikosti ¢astic disperznich
soustav a jejich rozlozeni v submikronové oblasti. DLS je také nazyvana jako kvazielastic-
ky rozptyl svétla (QELS) nebo fotonova korelacni spektroskopie (PCS). Jedna se o techni-

ku neinvazivni s minimalnimi naroky na piipravu vzorki. [37, 38, 39, 40, 41]

Principem metody je méfeni zmén intenzity rozptyleného svétla molekulami / Céasticemi

vzorku v pritbéhu Casu, viz Obr. 28.
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Obr. 28: DLS — Popis — laser (1), mérici cela (2), detektor (3), atenuator (4), korelator (5),
pocitac pro zpracovani dat (6). [41]

Pro charakterizaci zmén stfedni velikosti polymernich klubek v roztoku bylo pouzito zafi-

zeni znacky Malvern Zetasizer, viz Obr. 29. [42]

Obr. 29: Pouzity DLS — Malvern Zetasizer nano. [42]

Meteni velikosti Castic probihalo pfi laboratorni teploté (25 + 1) °C. Pfed méfenim byly
srovnavaci roztoky HA fedény fyziologickym roztokem a filtrovany pro odstranéni

hrubych necistot, které¢ by mohly negativné ovlivnit vysledky méteni.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci experimentalni ¢asti prace byl studovan vliv rozdilnych piistupt pfipravy poly-
mernich roztokt z jednoho typu polymerniho materialu (jedna Sarze, srovnatelna distribuce
molekulovych hmotnosti). VSechny diskutované roztoky byly pfipravovany z hyaluronanu
sodného o stfedni molekulové hmotnosti 370 kDa ve fyziologickém roztoku (0,9% vodny
roztok NaCl). Méfeni a experimenty byly minimaln¢ tiikrat opakovany z divodu ovéteni

spravnosti ziskanych vysledk.

V nasledujicich podkapitolach bude diskutovan vliv teploty, teplotniho spadu, ¢asu, smy-
kového namahani a vicekrokového zpracovani disperzniho systému na zménu povrchové
aktivity polymernich fetézcl na fazovém rozhrani kapalina-plyn, respektive zménu stiedni

velikosti polymernich klubek v roztoku.

5.1 Vlivy procesnich parametrii pripravy roztoku HA na zménu povr-

chové aktivity polymeru

Mimo teplotniho a ¢asového vlivu byl studovan faktor smykového naméhani disperzniho
systému jako celku. Z literatury je zndmo, Ze makromolekularni systémy vystavené smy-
kovému namdhani mohou meénit svou konformaci [43], s ¢imZ nasledné souvisi zmény
povrchové  aktivity = makromolekuldrniho  systtmu na  fdzovém  rozhrani
kapalina-plyn-pevna latka [27]. Na Obr. 30 jsou schematicky znazornény jednotlivé rezimy

rozpousténi vybraného biopolymerniho systému (HA).

Pozn.: V nize uvedenych tabulkéch a popiscich se T mysli teplotni rezim pfipravy poly-
merniho roztoku. Z hlediska zmén povrchové aktivity byly vSechny roztoky temperovany

a charakterizovani pfi teploté 37 °C.

Pozn.: K vyhodnocenim uvedenych v tabulkdch. M¢feny pokles o v intervalu
16 az 300 s [mN/m] se rozumi rozdil mezi hodnotou povrchového napéti daného systému
na konci a po 16 scharakterizace na tenziometru. Celkovou zménou ¢ v intervalu
0 az 300 s oproti vodé [mN/m] se rozumi pokles / narlst ¢ oproti hodnoté ¢ disperzniho
prostiedi (71,00 + 0,01) mN/m pti 37 °C. To znamena hodnoty, ve kterych bychom méli
za ideélnich podminek zacit sledovat pozvolny pokles hodnoty povrchového napéti u sys-
tému obsahujiciho dispergovany polymerni systém. Ptipadna zdporna hodnota poklesu

povrchového napéti znamena, ze toto napéti naopak nerostlo.
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Obr. 30: Schémata znazornujici rozdilné pristupy rozpousteni hyaluronanu sodného:
A) trepani — oscilace, B) michani — rotace, C) samo-organizované proudeni kapaliny
TFFC zarizeni, D) solidifikace polymerniho systému v teplotnim spadu (s opétovnym roz-

poustenim v TFFC).

5.1.1 Porovnani rozdilnych rezimi pripravy roztoku

Na Obr. 31 a Tab. 2 je porovnan vliv rozdilnych rezimi piipravy polymernich roztok.
Z tohoto srovnani plyne, ze pro zvoleny polymerni systém a hmotnostni podil HA
v roztoku vykazuji zvySenou povrchovou aktivitu vzorky, které byly pfipraveny tiepanim
a v teplotnim spadu. Tyto poklesy jsou statisticky vyznamné, ale pfesto nedosahuji maxi-
malnich hodnot v porovnani s jinymi hmotnostnimi podily HA v roztoku rozpousténymi

za optimalnich podminek na TFFC, jak bude diskutovano nize.

Ptiprava roztokli v rezimu michéni, viz Obr. 31, probihala pouze okrajove, nebyla predme-
tem hlavniho studia. Z Obr. 31 a Tab. 2 plyne, ze pro vybrany hmotnosti podil HA
v roztoku, teplotu rozpousténi a ¢as u vybraného systému nepozorujeme vyraznéjsi pokles

povrchové aktivity v ptipad¢ pfipravy na temperovaném michadle.
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Obr. 31: Graficka zavislost povrchového napéti na case pro 0,1 hm. % polymerni roztoky

HA rozpoustené v riznych rezimech pripravy demonstrovanych na Obr 30.

Tab. 2: Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 31.

w Méfeny pokles o Celkova zména ¢

Priprava | T [°C] t [hod] | vintervalu 16 az 300 s . ¥
[hm. %] v intervalu 0 az 300 s
[mN/m] . «
oproti vodé [mN/m]

Ttepani 25 2,20+£0,20 3,89+0,10
0,1 Michani 50 22-24 0,42 +£0,03 0,64 + 0,01
TFFC 50/10 2,00 £0,20 3,57+0,10

5.1.2 Roztoky pripravované tfrepanim

Vliv hmotnostniho polymeru v roztoku pfipravovaného tiepanim na zménu povrchové ak-

tivity HA na fazovém rozhrani je uveden na Obr. 32 a v Tab. 3. Z téchto vysledki plyne,

ze srostoucim hmotnostnim podilem HA v roztoku klesa jeho povrchova aktivita.

Tato skute¢nost je zplisobena vzajemnym proplétanim a interakci fetézch a klubek HA

ve fyziologickém roztoku, coz nésledné znemozuje jejich reorganizaci na fazovém roz-

hrani. Vliv tfepani podobné jako michdni na zménu povrchové aktivity HA byl studovéan

okrajové. Nejvetsi pozornost byla vénovana vlivu samo-organizovaného proudéni, jak bu-

de diskutovano v nasledujicich podkapitolach.
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Obr. 32: Graficka zavislost povrchového napéti na case pro 0,1; 0,5; 1 hm. % polymerni

roztoky HA vyznacujici se historii uvedenou v Tab. 3.

Tab. 3: Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 32.

Méfeny pokles o Celkova zména ¢
Piiprava | w [hm. %] | T [°C] | t[hod] | v intervalu 16 az 300 s . ¥
[mN/m] v intervalu 0 az 300 s
oproti vodé [mN/m]
0,1 2,20+ 0,20 3,89+0,10
Ttepani 0,5 25 24 1,80 + 0,20 1,70 £ 0,10
1 1,10+ 0,10 0,32+0,10

5.1.3 Roztoky pripravované v teplotnim spadu

Vystaveni roztoku polymeru teplotnimu spddu mé za nasledek vznik organizovaného
proudéni v podobé Bénard-Marangoniho konvektivni nestability. Pro vznik takovéhoto
proudéni je nezbytné dosdhnout urcité hodnoty Marangoniho ¢isla. Mezi parametry majici
vliv na hodnotu této veliiny patii viskozita roztoku a velikost teplotniho spadu spolu
s vyskou vrstvy roztoku. Vyska vrstvy roztoku byla udrzovana na konstantni trovni 7 mm.
Z tohoto ditvodu bude v dalsi diskuzi rozebiran vliv hmotnostniho podilu polymeru a tep-

lotniho spadu na zmény povrchové aktivity HA na fazovém rozhrani.
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5.1.3.1 Vliv hmotnostniho podilu polymeru v roztoku

Z porovnani vlivu hmotnostniho podilu HA v roztoku vystaveném ucinkiim teplotniho
spadu v TFFC zafizeni, Obr. 33 a Tab. 4, plyne, Ze nejvyssi povrchovou aktivitu mizeme
u dan¢ho systému sledovat pro nejnizs§i hmotnostni podil polymeru, tj. 0,1 hm. %. Tento
pokles neptekracuje hodnotu povrchové aktivity pro obdobny roztok pfipraveny tfepanim,

viz Obr. 32 a v Tab. 3.
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Obr. 33: Graficka zavislost povrchového napéti na case pro rozdilné hmotnostni podily HA

v roztoku vystaveném teplotnimu spadu 50/10 °C.

Tab. 4: Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 33.

Méfeny pokles Celkova zména ¢
Pf'iprava w [hm. %] T [OC] t [hod] | v intervalu 16 aZ 300 s v intervalu 0 aZ 300 s
[mN/m] oproti vodé [mN/m]
0,1 2,00+ 0,20 3,57+0,10
0,5 1,23 £ 0,09 1,24 £ 0,04
TFEC 1 50/10 | 22-24 1,10 +£ 0,08 1,27 +£ 0,04
1,4 0,89 + 0,07 0,60 +£0,03
1,8 2,30+ 0,20 1,60 £0,10

Pozn.: Teplotni spad znaci teplotu spodni topné a horni chladici desky. Neuvadi stiedni

teplotu polymerniho roztoku.
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5.1.3.2 Viliv velikosti teplotniho spadu

Vyznamnou proménnou je velikost teplotniho spadu. Vliv této proménné lze pozorovat

na Obr. 34 a Tab. 5. Z téchto vysledkil vykazuje nejvetsi nartst povrchové aktivy systém

upravovany pii nejvyssi hodnoté teplotniho spadu 50/10 °C. Absolutni hodnota poklesu

povrchového napéti neni nikterak vyznamna s ohledem na vyse diskutované vlivy.
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Obr. 34: Graficka zavislost povrchového napéti na case pro rozdilné nastavené teplotni

spady v TFFC zarizeni.

Tab. 5: Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 34.

Méfeny pokles o Celkova zména ¢
Piiprava | w [hm. %] | T [°C] | t[hod] | v intervalu 16 az 300 s . .
N/ v intervalu 0 az 300 s
[mN/m] oproti vodé [mN/m]
50/10 1,23 +£ 0,09 1,24 + 0,04
50/15 0,67 = 0,05 0,04 + 0,02
TFFC 0,5 21-24
50/20 0,66 £ 0,05 0,68 + 0,02
50/25 0,72 £ 0,05 0,63 +0,02

Z vyse uvedenych pozorovani

pro vysledky ziskané z TFFC zafizeni uvedené

na Obr. 31 az 34 se na prvni pohled mize zdat, Ze teplotni spad pfitomny pfi rozpousténi

polymerniho systému nemé vétSi vyznam na zménu povrchové aktivity. Z dalSich experi-

mentll a pozorovani vyplynulo, Ze byla zanedbina jedna z vyznamnych proménnych
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pfi umist'ovani sklenéné Petriho misky do TFFC zafizeni, a to je kontakt mezi dnem misky
a topnou plochou. Nékteré sklenéné misky nemaji z vyroby idedlné rovné dno, z tohoto
divodu existuje urcitd pravdépodobnost nerovnomérného rozloZeni teploty pfes plochu
nosné misky, viz Obr. 35. Tento problém byl vyfeSen jednoduse nalitim n¢kolika desitek
mililitri rostlinného oleje mezi dno misky a topnou plochu. Po této upravé dochazi
k rovnomérnému piestupu tepla do nadoby, coz je nezbytnou podminkou pro generaci
samo-organizovan¢ho proudéni ve vrstvé kapaliny (vodného roztoku HA). Dale diskutova-
né experimenty pro TFFC zafizeni byly provadény s touto Upravou a mnohem jasné&ji uka-
zuji vliv samo-organizovaného proudéni na zménu povrchové aktivity HA na fazovém

rozhrani kapalina-plyn-pevna latka.

<)

&

Bl . 22.7

Obr. 35: RozlozZeni teploty na sklenéné Petriho misce umistené v TFFC zarizeni. Vievo
nahled na misku, vpravo rozlozeni teplot.

W T W i,

O

Obr. 36: Rozlozeni teploty na sklenéné Petriho misce umistené v TFFC zarizeni
s mezivrstvou tvorenou olejem mezi dnem misky a topnou plochou. Vlevo ndhled na misku,

vpravo rozlozeni teplot.
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5.1.3.3 Viliv velikosti teplotniho spadu pFi rovnomérném prestupu tepla

Na zaklad¢ vyse uvedenych zjisténi byl optimalizovan postup umisténi nosnych Petriho
misek do TFFC zatizeni na vrstvu oleje. Z dodatecnych experimentalnich vysledkt prezen-
tovanych na Obr. 37 a Tab. 6 plyne, Ze pro dany hmotnostni podil polymeru lze nalézt nej-
vhodnéjsi velikost teplotniho spadu (60/30 °C), pfi némz bude systém vykazovat nejvyssi
povrchovou aktivitu, pokles povrchového napéti o 11 mN/m. Tento nartst je téméf trojna-

sobny oproti vySe diskutovanym vysledkim.
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Obr. 37: Graficka zavislost povrchového napéti na case pro 1 hm. % polymerni roztoky
HA pripravené za rozdilnych teplotnich spadii v TFFC zarizeni — pFi rovnomérném preno-

su tepla.

Tab. 6: Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 37.

Piiprava Teplotni Meéfeny pokles ¢ Celkova zména ¢
mo:l[i)ﬁk\; . [thO/] . :il()l ([)°Cl] t [hod] | vintervalu 16 aZz300s | v intervalu 0 az 300 s
n P [mN/m] oproti vodé [mN/m]
60/10 0,58 £ 0,04 - 0,20+ 0,02
60/20 1,00 + 0,08 0,00 + 0,04
TFFC 1 18,5
60/30 2,80 + 0,20 11,47 +0,10
60/40 0,90 £ 0,06 - 0,60 + 0,03
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Otazkou zUstava, zda za ndraGst povrchové aktivity nemilze zvySeni stfedni teploty

v roztoku. Z vysledkii uvedenych na Obr. 38 a Tab. 7 vyplyva, ze zvyseni teploty spodni

topné plochy na 65 °C nema za nasledek rist povrchové aktivity HA na fazovém rozhrani.

Stejné tak nastaveni konstantni teploty mezi topnou a chladici plochou na 62/62 °C neza-

nantni vliv volby optimalni hodnoty teplotniho spadu na nértst povrchové aktivity HA

na fazovém rozhrani. Tento narist je spojen s vysSimi reorganizacnimi schopnostmi poly-

meru na rozhranich kapalina-plyn, jak je znamo z literatury [15].
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Obr. 38: Graficka zavislost povrchového napéti na case pro 1 hm. % polymerni roztoky

HA vyznacujici se 18,5 hod modifikaci pri danych teplotnich spadech (podpora zahiivani

spodni desky olejem).

Tab. 7: Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 38.

Priprava w Teplotni MEFeny pokles o Celkova zména o
mo d[i)fikaci (hm. %] | s éI()l C t [hod] | vintervalu 16 az300s | v intervalu 0 az 300 s
n P [mN/m] oproti vodé [mN/m]
60/30 2,80+ 0,20 11,47 £0,10
TFFC 1 65/30 18,5 3,60 + 0,30 4,80 £ 0,20
62/62 1,70 = 0,20 0,80+ 0,10
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5.1.4 Zmény povrchové aktivity roztoki pripravenych z vysuSenych filmi

Z literatury [44] je zndmo, Ze v prib¢hu suseni polymerniho roztoku za pfitomnosti teplot-
niho spadu miize za urcitych podminek dochazet ke vzniku zvrasnéni polymerni vrstvy.
Jakym zptsobem ovliviiuje takovato historie polymerniho systému jeho aktivitu v roztoku

demonstruji nize uvedené vysledky.

Pozn.: V ramci tohoto experimentu byly pfipraveny polymerni roztoky o rozdilném hmot-
nostnim podilu polymeru v roztoku. Z téchto roztokid byly nasledné solidifikovany poly-
merni filmy. Z filmt byly opétovné ptipraveny polymerni roztoky, které byly charakteri-

zovany z hlediska zmény povrchové aktivity.

Z vysledkt prezentovanych na Obr. 39 a Tab. 8: plyne, ze vysledna povrchova aktivita HA
pirevedeného do roztoku ve vice krocich (roztok-film-roztok) se méni v zavislosti na hmot-
nostnim podilu polymeru v roztoku, nejvyssi povrchové aktivity za danych podminek do-

sahuje systém obsahujici 0,5 hm. % HA v roztoku.
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Obr. 39: Graficka zavislost povrchového napéti na case pro rozdilné hmotnostni podily
polymeru v roztoku, ze kterych byl pripravovan film a nasledné opét roztok o totozném

hmotnostnim podilu polymeru.
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Tab. 8: Vyhodnocent zavislosti uvedenych na Obr. 39.

Méieny pokles ¢

[hmv.v%] Piiprava | T [°C] tlhod] | v interV[zllTlllll\I }Ifl ]ai 300s v ﬁ:;tg;fuz(;n :;;0(:) s
oproti vodé [mN/m]
Ttepani 25 24
0,1 Suseni 55 24 2,90 £ 0,30 4,00 £ 0,20
TFFC 50/25 1,5
Ttepani 25 24
0,15 SuSeni 55 24 2,4+0,20 5,7+0,10
TFFC 50/25 55
Ttepani 25 24
0,5 Suseni 55 24 4,10+ 0,30 7,60 + 0,20
TFFC 50/25 1,5
Ttepani 25 24
1 Suseni 55 24 1,90 £ 0,20 1,00 £ 0,10
TFFC 50/25 1,5

5.2 Urceni velikosti polymernich klubek v roztoku

Pomoci metody dynamického rozptylu svétla byly studovany vybrané typy roztokti HA.

Vysledky z méfeni uvedené v Tab. 9 demonstruji vliv dvou rozdilnych zplisobi ptipravy

polymerniho roztoku na zménu stfedni velikosti dispergovanych polymernich klubek.

V ramci tohoto srovnani byl charakterizovan roztok obsahujici 1 hm. % HA v roztoku.

Pozn.: Uvedeny hmotnostni podil polymeru v roztoku zna¢i obsah polymeru v roztoku,

ktery byl podroben patfi¢cnému zplisobu rozpousténi za rozdilnych podminek. Pro vlastni

méfeni na DLS byl zésobni roztok fedén (0,1 hm.%) a filtrovan pies filtr s velikosti port

0,45 pm.

Z Tab. 9 lze pozorovat, ze po vystaveni polymeru organizovanému proudéni dochazi

k nartstu stiedni velikosti polymernich klubek, tato skutecnost je spojena s reorganizaci

polymeru do protazenéjSich struktur.
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Tab. 9: Zmeny strednich velikosti polymernich klubek pro 1 hm. % polymerni roztok HA

pripravovany v teplotnim spadu a na trepacim zarizeni.

w Piiprava T [°C] t [hod] Stiredni velikost polymernich
[hm. %] klubek [nm]
TFFC 50/15 106 =2
1 24
Ttepani 25 60+ 1

Vliv teplotniho spadu na zménu stiedni velikosti polymernich klubek pro dany hmotnostni
podil HA v roztoku je shrnut v Tab. 10. Z vysledkti uvedenych v této tabulce plyne, ze
s klesajicim teplotnim spadem klesa stfedni velikost polymernich klubek. Tento pozorova-
ny pokles lze pficist nizsi intenzité smykového namahani polymeru v pribcéhu organizova-

ného proudéni kapaliny.

Tab. 10: Zmény strednich velikosti polymernich klubek pro 0,1 hm. % polymerni roztok HA

pripravovany za rozdilnych teplotnich spadii.

w Priprava T [°C] t [hod] Sti‘edni velikost polymernich
[hm. %] klubek [nm]
50/10 100+ 1
0,1 TFFC 22
50/30 77+6
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ZAVER

Byly testovany rozdilné pfistupy a podminky ptipravy polymernich roztokii na zménu po-
vrchové aktivity rozpousténého hyaluronanu sodného o jedné sttedni molekulové hmotnos-
ti. Studovanymi proménnymi byly: zplisob smykového naméhani polymerniho roztoku,
vliv teploty a teplotniho spadu, vliv pfestupu tepla, hmotnostniho podilu polymeru a vice-

krokové ptipravy polymerniho roztoku (roztok-film-roztok).

Z experimentd vénovanych rozdilnym zpiisobiim smykového naméhani vyplynulo, ze zvy-
Senou povrchovou aktivitu vykazuji systémy pfipravované na tiepacim zafizeni
a v teplotnim spadu. Nicméné tento pozorovany nartist povrchové aktivity neni tak vyrazny
jako v pfipadé systémil, u kterych byl kontrolovéan ptestup tepla z topné plochy do Petriho

misky nebo u systému pfevedenych do roztoku ve vice krocich (roztok-film-roztok).

Experimenty vénované zhodnoceni vlivu organizovaného proudéni kapaliny na zménu
povrchové aktivity HA na fazovych rozhranich ukazaly, ze pro maximalni zvySeni povr-
chové aktivity neni rozhodujici dosazeni co nejvétSiho teplotniho spadu nebo teploty. Nao-
pak zvySenou aktivitu vykazuji roztoky pfipravené pii niz$i stiedni teploté a sttednim tep-

lotnim spadu.

Hyaluronan sodny ptfevedeny do roztoku z dfive solidifikovaného filmu se vyznacuje roz-
dilnou povrchovou aktivitou v zavislosti na historii pfipravy filmu. Zejména pak vychozi

koncentraci polymeru v roztoku, z néhoz byl film pfipravovan.

Z charakterizace zmén stfedni velikosti polymernich klubek pomoci dynamického rozptylu
svétla vyplynulo, Ze organizované proudéni kapaliny zdsadné méni stfedni velikost poly-
mernich klubek v roztoku, cozZ ma pfimou souvislost s rostouci povrchovou aktivitou takto

upravovanych systémt.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BDDE
CD44
DLS
DVS
FDA
GAG
HA
LUB
MCDS
MW
NaCl
OA

PCS

pHEMA
QELS
TFFC
uv

UVB

G, Y

butandiol diglycidylether

receptor pro HA

dynamicky rozptyl svétla

divinyl sulfonan

Food and Drug Administration — Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv
glykosaminoglykany

kyselina hyaluronova / hyaluronat sodny / hyaluronan sodny
mazivo

ptistroj se specidlnim systémem mikrokondenzace
molarni hmotnost

chlorid sodny

osteoartroza

fotonové korelacni spektronomie

potencial vodiku

Poly(2-hydroxyethyl methacrylate)

kvazielasticky rozptyl svétla

pfistroj generujici samoorganizovany pohyb tekutiny
ultrafialové zateni

beta ultrafialové zateni

teplota

cas

hmotnostni zlomek

povrchové napéti

sila



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

57

L délka desticky
c koncentrace

cos 0 kontaktni thel



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58
SEZNAM OBRAZKU
Obr. I: SUKRIUIA HA. [1] oot 12
Obr. 2: HA jako hustd pruznd Sit. [13] .....ccccooooiiiiiiiiiiiiiieie et 13
Obr. 3: Chovani viskoelastického materidalu. [22] .........c..ccccoovvveviieieciieiieiieeeieen, 14
Obr. 4:  Hmotnostni pokles molekulové hmotnosti HA 90-130 kDa (vyse),
300-500 kDa (nize) pri pokojové teploté a chlazeni. [20] ............................ 15
Obr. 5:  Hmotnostni pokles molekulové hmotnosti HA 1750 kDa p¥i pokojové tep-
[0t @ Chlazent. [20] ...........c.ccoooeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 16
Obr. 6: Schématicke zndzornéni priibéhu reorganizace polymeru na fazovém
rozhrani v case: a) transport (difuze); b) vypliovani (obsazovani), c) re-
organizace polymeru na fazovém rozhrani. [15] .......c.ccccooovvvviniiinieninann. 17
Obr. 7:  Molekuly na povrchu a v objemoveé fazi. [27] .......ccccocovvvavvevceeiianieaieennne. 18
Obr. 8: Zavislost povrchového napéti na koncentraci u vodnych roztoku. [27] ....... 18
Obr. 9:  Zavislost povrchového napéti na case pro riizné koncentrace polymeru
(polysacharidu) v roztoku. [29] ........ccccovviiiiiiiiiiiiiieeeee e 19
Obr. 10:  Reorganizace hydroxylovaného polymeru v pritomnosti vodného prostred-
ni, aplikace na kontaktni ¢ocku pHEMA. [25] .......ccocovoveeeiieeeeeeeeeenn 20
Obr. 11:  Ubytek hladiny HA v kiiZi s vékem. [32] ......cooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 21
Obr. 12:  Schematické znazorneéni mechanického zachycovani hyalurondtu v oblasti
styku spar behem fyziologického posuvu pod nizkym (vlievo) a vysokym
(vpravo) tlakem. LUB znamend mazivo. [7] .......ccccovvveevieenceeeniieeeneeenen 25
Obr. 13:  Série lazni pro cisteni laboratorniho skla. ...................ccccccoovviviiincininannn. 28
Obr. 14:  Trepact Stroj LT 2. ........c.ccccooviiiiieiiieieeee et 29
Obr. 15:  Pouzitée magnetické michadlo s temperacni lazni a pripojenym termosta-
FOML. .ottt h et h ettt ettt ae et s 30
Obr. 16:  TFFC: a) experimentalni pristroj pro definovanou modifikaci a solidifika-

ci polymernich roztokii, b) funkcni subjednotka, c) nahled na stredni cast

funkcni subjednotky. Podrobnéjsi popis jednotlivych casti zarizeni a jeho



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59
funkce lze nalézt v praci A. Minarika a kol. [33] .......cccoovviviiiciiaiiiiien, 30
Obr. 17:  Pouzitée MCDS zarizeni sestavajici z osmi podjednotek a podpurnych sys-
FEMIL. [34] oo 31
Obr. 18:  Schéma konstrukce dilcich jednotek MCDS, podrobnéji je popis jednotli-
vych konstrukcnich casti subjednotky MCDS popsan v praci A. Minarika
AROL [34] oo e e 31
Obr. 19:  Pouzité susici zarizeni znacky Memmert. ...............ccccoocevoievoieniianeaseanne 32
Obr. 20:  Typicky vzhled povrchu filmu HA pripravenych v rozdilnych typech zari-
zeni. Priimér zobrazenych kruhovych vysecije 5 cm. .........ccccovveeeeeennn... 32
Obr. 21:  Pouzitd termokamera FLIR EG. ..............c.cccoociiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieseeee 33
Obr. 22:  Pouzity bezkontaktni teplomer znacky Testo 845. ......cccccovvvevoieniiincicnnann, 33
Obr. 23: POUZItE TOSTO 735. oo 34
Obr. 24:  Ponorna mérici ohebna sonda pro zarizeni Testo 735. .......cccoeevveveeveennnnn. 34
Obr. 25:  Zakladni casti tenziometrit. [35] ........ccoovveeeoviieieiiiiiiieeieee e 35
Obr. 26:  Wilhelmyho destickova metoda [26] ............ccccooveioiiiiiiiiiiiiiiieieeieen 36
Obr. 27:  Pouzity tenziometr KIOOMK3 (KFUSS). ......cccooveiiiiaiiiaieiiiieee e 36
Obr. 28:  DLS — Popis — laser (1), méFici cela (2), detektor (3), atenuator (4), kore-
lator (5), pocitac pro zpracovani dat (6) [41] .....cccoovevveveeeeniieiieeeeeeeen. 37
Obr. 29:  Pouzity DLS — Malvern Zetasizer NAno [42] ..........cocevevvevoeienieeeiieeeennann, 37
Obr. 30:  Schémata znazornujici rozdilné pristupy rozpousteni hyaluronanu sodné-
ho: A) trepani — oscilace, B) michani — rotace, C) samo-organizované
proudeni kapaliny TFFC zarizeni, D) solidifikace polymerniho systému
v teplotnim spadu (s opetovnym rozpousténim v TFFC). ..........cccccovuvevennnn. 39
Obr. 31:  Graficka zavislost povrchovéeho napéti na case pro 0,1 hm. % polymerni
roztoky HA rozpoustené v riuznych reZimech pripravy demonstrovanych
RA OBF. 30. ..o, 40
Obr. 32:  Graficka zavislost povrchového napéti na case pro 0,1; 0,5, 1 hm. % po-
lymerni roztoky HA vyznacujici se historii uvedenou v Tab. 3. .................... 41



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

60

Obr. 33:

Obr. 34:

Obr. 35:

Obr. 36:

Obr. 37:

Obr. 38:

Obr. 39

Graficka zavislost povrchového napéti na case pro rozdilné hmotnostni

podily HA v roztoku vystaveném teplotnimu spadu 50/10 °C. ......................

Graficka zavislost povrchového napéti na case pro rozdilné nastavené

teplotni spady v TFFC ZQFIZeNni. .............ccccooceeeeeiiieeiieeeiieeeie e

Rozlozeni teploty na sklenené Petriho misce umistéené v TFFC zarizeni.

Vievo nahled na misku, vpravo rozlozeni teplot. ...............c..cccoeeveeveecnnann.

Rozlozeni teploty na sklenéné Petriho misce umistéené v TFFC zarizeni
s mezivrstvou tvorenou olejem mezi dnem misky a topnou plochou. Vievo

nahled na misku, vpravo rozloZeni teplot. ...............cccceevvveveiieencianiieannnn

Graficka zavislost povrchového napéti na case pro 1 hm. % polymerni
roztoky HA pripravené za rozdilnych teplotnich spadii v TFFC zarizeni —

DFL FOVROMEINEM PFenoOSU LEPLA. ..............cccvveviviieiieieeiiieeiee e,

Graficka zavislost povrchového napéti na case pro 1 hm. % polymerni
roztoky HA vyznacujici se 18,5 hod modifikaci pri danych teplotnich spa-
dech (podpora zahvivani spodni desky olejem). ...............cccoccevviiiiiiiiiinin.

Graficka zavislost povrchového napéti na case pro rozdilné hmotnostni
podily polymeru v roztoku, ze kterych byl pripravovan film a nasledné opét

roztok o totozném hmotnostnim podilu polymeru. ...........cc.ccccooevvvevenrann...

42

43

44

44

45

46

47



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

SEZNAM TABULEK

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

1:

10:

Prehled pouzitych zarizeni, teplot, casiti a hmotnostnich podili HA

VFOZEOKUL ..ottt ettt ettt eneene s 33
Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 31. ...........cccccovvvevieecieeniannnn, 40
Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 32. ...........cc.ccccoovveveeevieeiiannnn, 41
Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 33. ........ccccccovveveviivcieeiiieeiienn, 42
Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 34. ............ccccccvcvevivcinvicncnnnn. 43
Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 37. ........ccccoevvevcveenceeeiiieeinnn, 45
Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 38. ........ccccoevvevcveiviiiiiieeinnn, 46
Vyhodnoceni zavislosti uvedenych na Obr. 39. ............ccccccevvieviicinvcncnnnn. 48

Zmeény strednich velikosti polymernich klubek pro 1 hm. % polymerni roz-

tok HA pripravovany v teplotnim spadu a na trepacim zarizeni. .................. 49

Zmeny strednich velikosti polymernich klubek pro 0,1 hm. % polymerni
roztok HA pripravovany za rozdilnych teplotnich spadii. ............................. 49



