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ABSTRAKT

Tato dizertacni prace na téma ,Stabilita a chovani hyaluronanu v roztocich pro
technologii vyroby farmaceutickych ptipravki se v prvni Casti vénuje zékladnimu
popisu struktury kyseliny hyaluronové, jejimu chovani v roztocich a vlastnostem,
které jsou dilezit¢ pro pochopeni studované problematiky. V dal$i casti prace
nasleduje charakterizace tenzidi vcetné jejich zakladniho rozdéleni. Nebyly
opomenuty nékteré pojmy, které stenzidy uzce souvisi napf. kritickd micelarni
koncentrace nebo interakce polymer-tenzid. Dalsi kapitola teoretické casti uvadi
zakladni popis Hofmeisterovy fady soli, jeji charakterizace a zdkladni rozd¢leni, které
je doplnéno popisem Hofmeisterovych interakci. V zavéru teoretické cCasti je
pozornost vénovana metodam vhodnym pro charakterizaci tohoto biopolymeru, jejich
struénému popisu a zhodnoceni. Predstavené metody byly vyuzity k dosazeni cilt
zadaného tématu disertani prace a prispély k pochopeni fyzikalné-chemického a
roztokoveho chovani kyseliny hyaluronové. Experimentalni ¢ast dizertacni prace je
tématicky rozdélena do tii oddild, z nichz prvni je vénovan studiu vlivu kvartérnich
amoniovych soli na konformaéni chovani hyaluronanu, druhy chovani hyaluronanu
v roztocich soli z Hofmeisterovy tady a konec¢né treti viskoelastickému chovani

karbodiimidy modifikovaného hyaluronanu.

Kli¢ova slova: Kyselina hyaluronova, tenzidy, Hofmeisterova fada soli, rozptyl svétla,

viskozimetrie, povrchové napéti



ABSTRACT

Ph.D. thesis ,, The stability of hyaluronan‘s behaviour in solutions for the technology
of pharmaceutical products” is in the first part focused on the description of the
hyaluronic acid structure, it’s solution behaviour and properties, which are essential
for understanding of the studied problematics. The next part deals with
characterization of surfactants, including their classification, followed terms which are
closely related to surfactants, such as critical micelle concentration or polymer-
surfactant interaction. The next chapter of the theoretical part provides a basic
description of Hofmeister series salts and their classification, which is accompanied by
a description of Hofmeister interactions. The basic theoretical background of utilized
characterization methods, including their brief description and evaluation is also
provided. These methods were chosen in order to contribute to clarification of
physico-chemical properties and solution behaviour of hyaluronic acid. Experimental
part of the thesis is divided into three parts, the first part is dealing with the influence
of quarternary salt on hyaluronan conformation and particle size in solution, the nex tis
dealing with behavior of hyaluronan in solutions with salts of the Hofmeister series,
and finaly the third part is aimed at viscoelastic properties of hyaluronan films and
hydrogels modified by carbodiimide.

Keywords: Hyaluronic acid, surfactants, salts of Hofmeister series, light scattering,

viscometry, surface tension
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1 UVOD

Kyselina hyaluronova, stejné¢ jako jeji sodnd stl (hyaluronan), pfedstavuje
vysokomolekularni anionicky biopolymer vyskytujici se v mnoha ZivociSnych tkéanich.
Je jednou z hlavnich soucasti mezibunééné hmoty a muizeme ji najit v synovialni
tekutiné nebo jako soucast vétSiny pojivovych tkéni a pokozky [1,2,3]. Jeji zékladni
stavebni jednotku tvoii N-acetyl-D-glukosamin spojeny s kyselinou D-glukoronovou
stiidajici se B—1,3 a p—1,4 glykosidickou vazbou, kterou stabilizuji intramolekularni
vodikové vazby [4]. KaZzda disacharidova jednotka obsahuje jednu karboxylovou, Ctyfti
methylové a jednu acetamidovou skupinu. S ohledem na primarni a sekundarni
strukturu, zaujima kyselina hyaluronova v roztoku konformace nahodné sbaleného
klubka, coz je zpusobeno chemickou strukturou disacharidd, vnitinimi vodikovymi
mustky a interakcemi polymeru s rozpoustédlem [5,6]. Diky svym hydrofilnim
vlastnostem muze fetézec kyseliny hyaluronové ve vodnych roztocich expandovat az

na tisicindsobek svého plivodniho objemu a vytvofit tak volné hydratovanou matrici
[3,7,8].

Interakce kyseliny hyaluronové s riznymi ionty a tenzidy v roztocich byly pfedmétem
fady studii, které dokumentuji, Ze vlastnosti jejich roztokd, zejména viskozita, jsou
siln¢ zavislé na prostiedi [9-16]. Je znamo, Ze pfitomnost jednoduchych soli vyrazné
snizuje viskozitu polyelektrolytli, a tedy 1 kyseliny hyaluronové. Tento fakt miize byt
vysvétlen sbalovanim linedrniho polymerniho fetézce a piekryvadnim ndboji

polyelektrolytu ionty pfitomnymi v roztoku [10,13].

Pfedlozena prace se zabyva studiem vlivu vybranych tenzidt a iontti z Hofmeisterovy
fady soli na chovéani hyaluronanu v roztoku. Mezi metody, které byly zvoleny k
dosazeni cili zminénych v Kapitole 5 této prace, patii metoda dynamického rozptylu
svétla (DLS), méfeni povrchového napéti spolu s méfenim viskozity pomoci

kapilarniho Ubbelohdeho viskozimetru.
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2  SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Podobné problematice, kterou se zabyva predlozend prace, se vénovala fada autorti [9-
15,17-19]. Kyselina hyaluronova (HA) se ve farmaceutickém primyslu i mediciné
malokdy vyskytuje v podobé €istych roztokil v deionizované vod¢€. Z tohoto diivodu a
na zaklad¢ faktu, ze se vodny roztok HA chova jako polyelektrolyt, je nezbytné se
zabyvat také roztoky HA s ptidavky tenzidli nebo iontl. Polyelektrolyty a opacné
nabité tenzidy v roztoku mezi sebou vytvaii komplexni utvary, ovliviiujici
konforma¢ni, strukturni a dynamické chovani pivodniho polyelektrolytu. Z toho
divodu se vétSina autord pi1 studiu interakci zaporné nabitych (anionickych)
polyelektrolytd s tenzidy zamétuje na tenzidy kationické [19]. Chovéni téchto systémi
je pomérné komplikované, protoze jejich vzajemné interakce ovliviiuje struktura jak
polyelektrolytu, tak tenzidu a nelze opomenout ani iontovou silu a pH roztoku.
Vysledné spojeni mezi opa¢né nabitym polymerem a tenzidem je realizovano

prosttednictvim elektrostatickych a hydrofobnich interakci [12].

Pfi interakcich mezi tenzidem a negativné nabitym hyaluronanem mize dochazet k
vazani surfaktantu nebo jeho micel na tento polymer. Ke kooperativnimu vazani
tenzidu na polyaniont doché4zi nad kritickou agregaéni koncentraci (CAC), ktera je
podstatné niz8i nez kritickd micelarni koncentrace (CMC) ptitomného tenzidu [9].
Interakce kyseliny hyaluronové s kationickymi tenzidy byly studovany jako specificky
ptipad obecnych interakci polyelektrolyt — surfaktant za ucelem objasnéni fazového
chovani téchto smési. Soucasné byly studovany 1 fyzikalni pficiny téchto interaket,
vcetné vlivu elektrolyti na hodnoty CAC a CMC [15]. Podrobnéji se fazovému
chovani hyaluronanu v pfitomnosti kationického tenzidu a soli (vétSinou NaBr) ve
svych publikacich vénoval Thalberg a kol. [10,11,17], ktefi zjistili, ze pod CAC
kationického surfaktantu dochézi, diky elektrostatickych silam, k vazbé molekul
surfaktantu na polymerni fetézec, zatimco nad touto koncentraci vznikaji uskupeni
typu hyaluronan — micely. U¢inky kationického surfaktantu trimethyltetradecylamonia
bromidu (TTAB) na HA se zabyval Herslof a kol. [9]. Jejich prace je zaméfena na

urceni fazové rovnovahy mezi HA a surfaktantem v zavislosti na rostouci iontové sile
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(NaCl) pii neutralnim pH, kdy dochazi k uplné ionizaci karboxylovych skupin
polymerniho fetézce. Ve vodném prostiedi, pii pomérné¢ nizkych, nebo naopak
pomérné vysokych koncentracich TTAB, dochazi k vytvotfeni jednofazového systému
a rozdéleni fazi nastava pouze ve stiednim koncentra¢nim rozsahu surfaktantu. Tato
fazova separace miize byt potlaCena nebo zcela eliminovana ptfidavkem vhodného
elektrolytu (NaCl, NaBr) [9]. Studie zaméfend na samoorganizaéni chovani HA ve
vodném prostiedi po pfidavku opaéné nabitého tenzidu, SbQ, poskytla informace o
funkcionalizaci a modifikaci HA [20]. Vzdjemné piisobeni hyaluronanu a surfaktanta,
a to zejména pii fyziologickych podminkach, je vSak stadle nedostate¢né

prozkoumanou oblasti [15].

Rada autort se zaméfila na charakterizaci viskoelastického chovani vodnych roztoki
HA bez ptitomnosti nebo s ptidavkem ridznych soli, zejména NaCl [10,18]. Tomuto
tématu se vénovali, mimo jiné, autoii Cowman a Matsuoka, ktefi shrnuli ve své
piehledné praci hydrodynamické vlastnosti hyaluronanu v roztocich obsahujicich
fyziologické koncentrace NaCl a popsali tak soucasny stav znalosti na zakladé
pomérn¢ rozsahlych experimentélnich studii [21]. Studiem reologickych vlastnosti HA
ve fyziologickém roztoku, za rozdilnych experimentéalnich podminek, se zabyvala
skupina autorti Calcia-Rusu a kol. Jejich experimentalni vysledky jsou srovnatelné
s vysledky ziskanymi analyzou komerc¢nich viskoelastickych oftalmologickych latek,
pouzivanych pii operaci Sedého zdkalu [22]. Men$i pozornosti se dostava
konforma¢nimu chovani hyaluronanu v roztocich dalSich soli. Jednou z praci
popisujicich konformaéni a hydrodynamické chovani hyaluronanu v zavislosti na
koncentraci dodecyltrimethylamonia bromidu (CTAB) s ptidavky NaCl, vyuzivajici
metodu statického a dynamického rozptylu svétla za tUCelem pochopeni
konforma¢niho chovani systému polyelektrolyt — surfaktant, je publikace autord
Villetti a kol. [12]. Z jejich vysledkd je patrné, Zze vazani CTAB na hyaluronovy
fetézec v roztoku bez ptidaného NaCl je mnohem silngjSi neZz s pfidanym NaCl a

fazové rozdé€leni nastava u koncentraci CTAB, vyssich nez 0,04 mol-T™,
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Franz Hofmeister [23], ktery se ve své praci vénoval pievazné ucinktim jednotlivych
soli na chovani proteint, piedstavil fadu soli, kterd& ma vyrazny vliv na rozpustnost
proteinll a stabilitu jejich sekundarni a tercidlni struktury. Hofmeisterova fada soli
charakterizuje schopnost jednotlivych iontd vysolovat nebo naopak rozpoustct
proteiny. Prvni pokusy, které se snazily popsat interakéni chovani mezi solemi a
proteiny, makromolekulami nebo koloidnimi ¢asticemi, se odvolavaly na velikost
iontu, jeho interakci s molekulami vody a jejich hydrata¢ni schopnost, kterd byla
detailnéji rozepsana v praci Kunze a kol. [24]. Prvni, kdo pfipsal pfi¢inu vzniku
interakci putisobicich mezi ionty v roztoku adsorbci elektrolytd, nebo interakcim
plsobicim mezi koloidnimi ¢asticemi ¢i proteiny van der Waalsovym silam, byl
Ninham [25,26]. Jeho zavéry, které Sly proti zavedenym piedpokladiim, naznacovaly,
ze van der Waalsovy interakce jsou mnohem silnéj$i nez interakce elektrostaticke.
Jeho zavéry byly zalozeny na piedpokladu, ze vySsi koncentrace elektrolytd mohou
stinit elektrostaticke interakce, aniz by snizily vliv pisobicich van der Waalsovych
interakci. Intenzita van der Waalsovych interakci strmné roste s Sestou mocninou
Klesajici vzdalenosti mezi ionty. Kunz a kol., analyzoval nékolik praci, zabyvajicich se
fyzikalné-chemickymi parametry, které se snazily vysvétlit a sefadit Hofmeisterovu
fadu soli podle lyotropniho ¢isla, Gibbsovy volné energie a entropie hydratace
jednotlivych kationtlh a aniontli, zvySovani povrchového napéti, polarizovatelnosti,
parcialniho molarniho objemu nebo zmény entropie vody. Ninham spolu s jeho
kolektivem, se snazili ukdzat nepochybny pfinos iontovych disperznich sil
zodpovédnych za interakce mezi fazovym rozhranim a micelizaci. Byl to také jeden z
divodu, pro¢ se kromé jiného vénoval napf. interakcim piisobicim mezi molekulami
vody a ionty z pohledu hydrata¢niho ¢isla a jeho poloméru, nebo riznym typim
interakci ptisobicim mezi vodou, kationty a anionty, které vedou k rozdilné interakci
hydratovanych ionta s fazovym rozhranim [24,26,27]. Vliv Hofmeisterovy fady soli
na micelizaci a emulzni stabilitu je pospan v praci Ivanova a kol. [28]. Tito autofi
vysvétluji uc¢inky Hofmeisterovych soli pomoci jedné z Kunzovych teorii [24], ktera
zminuje vliv iontové specifity (velikost, povrchovy naboj) na adsorpéni konstantu

ionickych surfaktantti [28]. Vliv jednotlivych soli Hofmeisterovy fady na povrchové a
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mezifazové napéti popisuji autofi Santos a Levin [29]. Jejich vysledky naznacuji, Ze
ionty v blizkosti fazového rozhrani, se rozd¢luji do dvou skupin na tzv. kosmotropni a
chaotropni ionty. Kosmotropni ionty, které si zachovavaji svoji solvataéni vrstvu, se
nachazi v urcité vzdalenosti pod povrchem. Naopak chaotropni ionty, které o svoji
solvatacni vrstvu prichazeji, se adsorbuji pfimo na povrchu [185]. Pfedpoklada se, ze
kosmotropni a chaotropni ionty vykazuji tzv. ,structure-making“ a ,structure-
breaking* vlastnosti. Proti této teorii ovsem vystoupil Bakker a kol. [30,31], ktefi ve
svych studiich ukazuji, Ze tyto ionty nemaji ani ve vysokych koncentracich (c = 6
mol'l") Zadny vliv na dynamické chovani molekul vody v celém jejich objemu.
Naopak tvrdi, ze kosmotropni a chaotropni ionty nevykazuji z&dné interakce na
dlouhou vzdalenost [30,31]. Podle Zhanga a kol., zavisi vétSina model popisujicich
Hofmeisterovy interakce na pfimych interakcich putsobicich mezi ionty a
makromolekulami, a na interakcich s molekulami vody [32]. Viskozitnimu chovani
vybranych polyelektrolytt v prostiedi riznych soli se vénoval Wyatt a kol. [33].
Zjistili, ze pti nizké koncentraci polymeru, dochazi pfidavkem monovalentni soli
(NaCl) ke stondsobnému sniZeni viskozity. S rostouci koncentraci polymeru se, ale

vliv této soli vyrazn¢ snizuje [33].

Toto shrnuti naznacuje, ze i pies fadu praci, které se problematice chovani kyseliny
hyaluronové v pritomnosti soli vénuji, existuje stale jeSté fada otazek, které je potieba

zodpovédét a kterymi se zabyva 1 tato feSend dizertacni prace.
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3  CILE DISERTACNI PRACE

Kyselina hyaluronova je z hlediska primarni chemické struktury jednoznacné
definovana, avSak konformace jejich fetézcii je stdle diskutovanym tématem. V
roztocich miize tento polymer podléhat riznym konformaénim zméndm, agregovat,
vytvafet nadmolekularni struktury a piipadné mize dochazet i k jeho degradaci.
Problém samotné degradace, ¢i konformacni nestability lze feSit ptidavkem
konzervaénich latek, tenzid nebo ptidavky iontd. Tyto latky vSak zplisobuji v
roztocich HA zmény jeji nadmolekularni struktury, kterd pak vyrazné ovlivituje dalsi
vlastnosti a chovani tohoto polymeru. Proto je cilem této prace ptispét k pochopeni
fyzikaln¢-chemického chovani HA a ziskat dostatek informaci k objasnéni jejiho

roztokového chovani v pfitomnosti ionickych sloucenin.
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4  TEORETICKA CAST

4.1 KYSELINA HYALURONOVA

Kyselina hyaluronova (HA), ¢i sodna sil kyseliny hyaluronové (hyaluronan, NaHy), je
biopolymer, glykosaminoglykan, vyskytujici se v mnoha zivych organismech. Prvni
zminka, kterou lze spojit s kyselinou hyaluronovou, se datuje do roku 1880, kdy
francouzsky chemik Portes zjistil, Zze mucin ve sklivci, ktery pojmenoval
Lhyalomucin® se chova odlisné od mucinl pfitomnych v rohovce a chrupavce. O
padesat Sest let pozdé&ji, v roce 1936, Karl Meyer a John Palmer popsali novy zpiisob
izolace této makromolekuly a ze sklivce hovéziho skotu izolovali dosud neznamou
chemickou latku, glykosaminoglykan, kterou nasledné¢ pojmenovali kyselina
hyaluronova [34]. Jeji prvni komer¢ni vyuziti se datuje do roku 1942, kdy Endre
Balazs patentoval HA jako néhrazku vaje¢ného bilku pro pekaisky pramysl.
V mediciné byla HA jako prvni pouzita v 50. letech minulého stoleti pii nahrad¢
oc¢niho sklivce [34]. Pro lékatské ucely byla HA nejprve ziskavana izolaci z pupecni
Snary a kratce nato 1 zkohoutich hiebinkli. Jednalo se o wvysoce CciSténou,
vysokomolekularni sodnou sul kyseliny hyaluronové [35,36]. Nasledné byla HA
izolovana z mnoha dalsich zdroju a jeji fyzikalné-chemicka struktura a biologicke

funkce byly studovany v fad¢ laboratoii [37,38].
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Tabulka 1.: Casovy horizont diilezitych uddlosti tykajicich se kyseliny hyaluronové
[39].

CASOVY HORIZONT UDALOST
1880 * Portes objevil, Ze mucin ze sklivce se zna¢né li§i od mucint pochazejicich z rohovku a
chrupavky
1934 * Meyer a Palmer izolovali a identifikovali dosud neznamy polysacharid "'kyselinu

hyaluronovou"
* hyaluronan izolovan z riiznych tkani obratlovcu

-50.1€ e "
30.-50.leta * ziskani hyaluronanu z bakterii
50.1éta * prvni pouziti hyaluronanu v oéni chirurgii
40.-70.léta * optimalizace extrakéniho procesu a minimalizace degradace HA
* ziskan prvni patent na izolaci ultra Cisté HA, izolované z kohoutich hiebinki
1979
* zaCatek primyslové vyroby hyaluronanu z Zivo¢iSnych zdroji pro 1ékarské aplikace
* oZiveni studia bakterialni fermentace na vyrobu vysokomole kulami HA
90.léta . Lo
* kladeni diirazu na kontrolu velikosti ¢astic a polydisperzity vyledného produktu
hyaluronanu
1993 * identifikace a charakterizace syntézy HA z jinych mikroorganismi
1996 * chemicky syntetizovan nejv&tsi fragment HA "oktamer"
2003 * yyzkum enzymatické syntézy hyaluronanu a monodisperzniho HA oligosacharidi s

definovanou délkou Fetézce

Polymerni fetézec HA muze byt tvofen az n€kolika tisici zdkladnimi jednotkami. Co
se tyCe sloZeni, je to linearni polyaniont s opakujici se disacharidovou strukturou
[(1—3)-B-D-GIcNAc-(1—4)-B-D-GIcA-], kde D-GIcNAc je N-acetyl-D-glukosamin
a D-GIcA je kyselina D-glukoronova. Vyskytuje se piedev§im v extracelularni a
pericelularni matrix. Mezi jeji zakladni biologické funkce a vlastnosti lze fadit
zachovavani viskoelasticity tekutin spojovacich tkani (napf. synovialni tekutina,
tekutina oc¢niho sklivce), kontrolu tkanové hydratace a transportu vody nebo
supramolekularni shromazd’ovani proteoglykant v mezibunécném prostoru [40-42].
Mezi dalsi zajimavé vlastnosti patii extrémni schopnost vazat vodu nebo lubrikovat
pohyblivé ¢asti lidského téla, jako jsou klouby a svaly. HA piedstavuje jednu
Z hydrofilnich ptirodnich molekul, ¢asto oznaovanou za ptirozené hydratacni Cinidlo.
Unikatni viskoelasticky charakter HA, spolu s jeji biokompatibilitou a schopnosti

nevyvolavat imunitni reakci organismu, ji pfeduruji k mnoha klinickym aplikacim,
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mezi které¢ 1ze napiiklad zatadit dopliiovani synovialni tekutiny pii artritidé, pouziti
jako lubrikantu v ortopedii, k ochran€ o¢nich tkani a zrakovych bun¢k nebo jako latky
zvySujici viskozitu o¢nich kapek v oftalmologii. V kosmetice lze HA vyuzit jako
materidl, ktery napomahd hydrataci pokozky, zvySuje jeji elasticitu a pfispiva k
vyhlazeni vrasek. HA rovnéz stimuluje migraci epidermalnich bun¢k a dovoluje
biologicky aktivnim latkam, které jsou béZnou soucasti kosmetickych piipravki,
setrvavat anebo penetrovat do epidermis. Podle Trommera a kol., jsou pfipravky na
bazi HA schopné chranit lidskou pokozku pted UV zafenim [43]. Predpoklada se, Ze
HA funguje jako absorbér a lapac¢ volnych radikalt vytvofenych vlivem UV zafeni
[7,38]. Vyuziti HA bylo rovné€z popsano pii regeneraci Slach, pii hojeni a regeneraci
ran a zvySovani krevni snaSenlivosti kardiovaskularnich implantat, jako jsou cévni a
tepenné Stépy. Aplikacéni potencidl je 1 vjejim pouziti jako nosie pii cileném
transportu 1é¢iv nebo pii1 pfipravé up-konverznich nanocastic, které mohou byt

vV budoucnu vyuzivany pii 1é¢b¢é nadorovych onemocnéni [37,44,45].

4.1.1 Vyskyt HA a jeji vyroba

Hyaluronan je soucasti mékkych tkani lidského téla vSech obratlovct. Lze jej nalézt v
fasach [36], mekkysich, ale 1 v eukaryotnich a nékterych prokaryotnich buikach
Vv podob¢ tzv. mukoidniho pouzdra obklopujiciho bunku. Ve vy$sich koncentracich se
vyskytuje Vv pupeéni $fitife, synovialni tekutind (3-4 mg'ml™) a o&nim sklivei (0,1
mg-ml™). Bylo zjisténo, e v téle ¢lovéka vaziciho 70 kg se nachazi piiblizné 15 g
tohoto polymeru, z ¢ehoz je piiblizné jedna tietina denné spotfebovana a nasledné
obnovena. Nejvétsi mnozstvi hyaluronanu (7-8 g) se vyskytuje v pokozce (epidermis
i dermis), coZz odpovida asi 50 % jeho celkového mnozstvi v téle [46,47]. HA je
v organismu degradovdna hydrolyticky katalyzovanou hyaluroniddzou. Polocas
rozpadu HA v kizi se odhaduje na 24 h, v oku mezi 24-36 h, chrupavce 1-3 tydny a ve
sklivci okolo 70 dni [48-51].

Vétsi mnozstvi HA (7,7 mg'ml™) obsahuji kohouti hiebinky, které se v minulosti staly
preferovanym zdrojem jeji priimyslové vyroby. Mimo uvedené zdroje hyaluronanu jej

Ize najit v membranach nékterych mikrobialnich patogenu, jako jsou Pasteurella
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multocida, ve skupiné¢ A a C Streptococcus uberis, Streotococcus pyogenes (lidsky
patogen) a Streptococcus equi (zvifeci patogen) [52,53]. Tyto mikroorganismy
pouzivaji hyaluronan k zapouzdieni svych bun€k, coz zabrafiuje imunitnimu systému,
aby jej rozpoznal jako patogen. Soucasn¢ jim HA umoziuje snizit adhezi vuci
prostiedi [54]. Hyaluronan bakteridlniho ptivodu ptfedstavuje nejvétsi zdroj materialu
pro lékatské wvyuziti. Zpocatku panoval nazor, ze HA mikrobidlniho plvodu
pfedstavuje  inertni material nevykazujici specifické interakce s dalSimi
makromolekulami. Nicméné po odhaleni faktu, Ze hyaluronan interaguje
s proteoglykany obsazenymi v chrupavce [55] byla fada studii zaméfena na samotny
hyaluronan a jeho vliv na buné¢nou aktivitu, bunécné déleni (mitézu), zanéty a dalSi

biologické pochody probihajici v organismu [7,39].

Primyslovou vyrobu kyseliny hyaluronové je mozno provadét dvéma odlisSnymi
postupy, a to extrakci z zivoc¢isnych tkani a mikrobialni fermentaci z bakteridlnich
kmenti. Obé tyto technologie poskytuji polydisperzni, vysokomolekularni hyaluronan
s molekulovou hmotnosti Mw > 1x10° Da a polydisperzitou leZici v intervalu 1,2 —
2,3, ktery se vyuZiva v kosmetice i medicin€. Hyaluronan extrahovany z zivoc¢isnych
tkani byl ptvodné pouzivan k laboratornim ucelim s cilem identifikovat a
charakterizovat polymer a zhodnotit jeho aplikacni potencidl v mediciné. Byl izolovan
a popsan hyaluronan z o¢niho sklivce, pupe¢ni Sniry, synovialni tekutiny, praseci
kaze, krali¢i osrde¢nikové tekutiny, Zralo¢i chrupavky a také ze sklivce rybiho oka
[56]. Nicméné, za nejdosazitelnéjsi zdroje primyslové vyroby vysokomolekularniho
hyaluronanu byly povazovany kohouti hiebinky (1,2 x 10° Da), lidska pupeéni $iitira
(3,4 x 10° Da), sklivec hovéziho dobytka (7,7 x 10* - 1,7 x 10° Da) a hovézi synoviélni
tekutina (14 x 10° Da).

Navzdory velkému poctu metod izolace a Cisténi hyaluronanu zivocisSného puvodu,
uvedenému v diivéjsi literatute, se pro vyrobu farmaceutického hyaluronanu primarné
pouZival proces extrakce z Zivoc¢iSnych tkani, vyvinuty v roce 1979. V tomto roce
Balazs pouzil u¢inny postup izolace a purifikace HA z kohoutich hiebinkl a lidské

pupeéni $ndry, ktery splioval kritéria primyslové vyroby s naslednym pouZzitim pro
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1ékatské aplikace [57]. Mezi nevyhody tohoto postupu patii dodrzovani striktnich
podminek béhem procesu extrakce a degradace hyaluronanu, zptisobend endogenni
aktivitou enzymu hyaluronidazy piitomné ve tkanich. Stejné€ jako u jinych procest
vyroby medicinsky vyuZitelnych materiali z Zivoc¢isnych zdroji, i tady existuje
potencialni riziko kontaminace proteiny a viry, které Ize minimalizovat pouzitim tkani

ze zdravych zvitat a extenzivnim ¢isténim [39].

DalSi moznost vyroby hyaluronanu, metoda bakteridlni fermentace, se rozvinula do
vyspélé technologie az v poslednich dvou dekadach 20. stoleti. Jedna se o proces
s vysokym vynosem HA, jehoz vyhodou je moznost fyziologické nebo metabolické
modifikace bakterialnich bun¢k za ucelem vySSi produkce vysokomolekularniho
NaHy. Mezi dalSi vyhody této technologie patii nizké naklady, spolu s minimalnim
zneciSténim zivotniho prostfedi. Kazdoro¢né se touto cestou vyrobi tuny HA, které
jsou vyuzivany v lékafstvi a kosmetickém pramyslu [56]. Ve vyrobnim procesu jsou
vyuzivany bud’ patogenni streptokoky nebo bezpecni, rekombinantni (genetickou
rekombinaci vytvofeni) hostitelé obsahujici nezbytnou hyaluronan syntdzu.

V soucasné dob¢ jsou nejvice preferovany posledné jmenované technologie.

Mezi bakterie schopné syntetizovat HA lze zafadit tyto bakterialni kmeny:
Streptokoky skupiny A a C, gram-pozitivni bakterie Streptococcus equi, Streptococcus
equisimilis , Streptococcus pyogenes a Streptococcus uberis [53]. Jako prvni byla HA
izolovana ze skupiny A hemolytickeho streptokoka, ze kterého bylo ziskdno 60-140
mg-I" této bakteridlni suspenze [36]. Nasledovalo nékolik dalsich pokust, jejichz
cilem byla izolace vétsitho mnozstvi HA, a to s vyuzitim tradi¢nich metod, mezi které
patii napt. optimalizace extrakéniho procesu, adaptace kultivacniho média a vybér
vhodného bakterialniho kmene s vysokou produkci hyaluronanu. Mezi bakterialni
druhy schopné dosédhnout vysoké produkce HA, patii streptokoky skupiny C nebo
zivoCiSné patogenni bakterie, napiiklad Pasteruella multocida. Nejpouzivanéjsimi
kmeny jsou pak Streptococcus equi subsp. equi a Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus [58-61]. Urcitou nevyhodu tohoto zptisobu vyroby HA lze spatiit

v mozném riziku kontaminace bakterialnimi endotoxiny. Z tohoto divodu je stale
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vetsi pozornost vénovana vyrobé HA pomoci rekombinantnich mikroorganismd.
Dosud se podafilo pfipravit rekombinantni Streptococcus thermophilus, ktery je
schopny produkovat az 1,2 g hyaluronanu-l™ suspenze se stiedni molekulovou
hmotnosti, srovnatelnou s HA produkovanym ptvodnim kmenem této bakterie [62].
Soucasny vyzkum optimalizace procesu fermentace neni zdaleka ukoncen a
soustfed’'uje se na postupy vedouci ke zlepSeni vytéznosti HA, zvySeni molekulové
hmotnosti a sniZeni jeho polydiperzity, coZ jsou parametry urcujici dalsi aplikace HA.
Otazkou ovSem zustava, zda lze téchto cild dosahnout optimalizaci procesnich
podminek, vybérem pouzivaného bakteridlniho kmene pifipadné vyvojem

metabolického inzenyrstvi [38,39,56].

Obrazek 1: Schéma vyroby kyseliny hyaluronoveé [39].
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4.1.2 Struktura HA a jeji chovani v roztocich

Struktura HA byla poprvé popsana Weissmanem a Meyerem v roce 1950 [63]. Jedna
se o linearni polymer, tvofeny disacharidovou jednotkou, slozenou z kyseliny D-
glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu, navzajem spojenych alternujici p-(1,3) a -
(1,4) glykosidickou vazbou (obr. 2) [64]. Ze struktury HA je patrné, Ze tento polymer
bude diky velkému poctu hydroxylovych skupin dobfe vdzat vodu, a diky nabojové

repulsi, vyvolané karboxylovymi skupinami, bude ve vodé velmi dobfe rozpustny.
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Hydroxylové skupiny spolu se skupinami karboxylovymi piedstavuji vhodné misto
k chemické modifikaci HA. Disociovatelna karboxylova skupina zaroven predstavuje
misto, kde se mohou vazat nejen kationty riznych kovi, ale 1 polykationty ¢i dalsi

kladné nabité latky [65].

Obrazek 2:Strukturni jednotka kyseliny hyaluronové
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Energeticka stabilita disacharidove jednotky je dana jejim vyhodnym sterickym
uspofadanim. Objemné skupiny (hydroxyly, ¢ast karboxylatu, anomerni uhlik) jsou
umistény v ekvatorialni rovin€, zatimco malé vodikové atomy zaujimaji pozice v
energeticky méné vyhodné axidlni roving. Axiédlni vodiky tvofi nepolarni hydrofobni
¢ast, zatimco ekvatorialni bo¢ni fetézce tvori polarni, hydrofilni ¢ast molekuly [37,66].
Pocet opakujicich se disacharidovych jednotek n v celé molekule HA miiZze dosahovat
10.000 i vice a pii molekulové hmotnosti monomerni jednotky 379 Da pak vysledna
molekulova hmotnost polymeru dosahuje aZ 4x10° Da. Pramérna délka disacharidu je
ptiblizné 1 nm, tzn., Ze natazeny polymerni fetézec HA tvoteny 10.000 jednotkami
miuize dosahnout délky 10 um, coz je délka odpovidajici praméru lidského erytrocytu
[21,66].

Primarni struktura HA (viz obr. 2) je z pohledu uspofadani pomérné jednoducha. Jak
jiz bylo zminéno vySe, je tvofena disacharidovou jednotkou slozenou z [-B-D-
glukuronové kyseliny-p-(1—3)-N-acetyl-p-D-glukosaminu-B-(1—4)-], v poméru 1:1
[64,67-69].

Kazda disacharidova jednotka je vic¢i predchéazejici i nasledujici jednotce v fetézci
pootocena o 180°. Dvé¢ otacky piedstavuji tedy stoCeni o 360°, ¢imz se vraci v poradi

tieti monomerni jednotka HA do roviny prvniho monomeru. Vysledkem takového
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uspofadani je jednoducha pdsova Sroubovice, stabilizovana vodikovymi vazbami,

oznacovana jako sekundarni struktura HA (obr. 3) [3,70-72].

Nekteré studie prokazaly ptitomnost hydrofobnich oblasti, tvofenych osmi C-H
skupinami umisténymi sttidavé na stranach jednoduché Sroubovice HA. Tento efekt
zpusobuje jiz zminéné staceni fetézce a vytvaii tzv. hydrofobni oblasti umoziujici

asociaci s dalsimi HA fetézci, a to navzdory jejich zapornému naboji [21,73,74].

Obrazek 3: Sekunddrni struktura HA ve vodnych roztocich tvorend vodikovymi miistky
mezi amidovymi a karboxylovymi skupinami, umoziuje amidové casti retézce zaujimat
trans konformaci [71,75].

GleNAc - N-acetyl-D-glukosamin, GlcA - kyselina D-glukoronova

Dvé molekuly HA se mohou vzajemné vazat a vytvaret tak opakujici se opacné
orientovanou (antiparalelni) strukturu, ve které se hydrofobni oblasti (znazornéné Sedé
na obr. 4) skladaji proti sobé po obou stranach kazdé Sroubovice [75]. Amidova
skupina je umisténa v poloze trans a HA fetézce zaujimaji natazenou konformaci
dvakrat stoCené, Sroubovice. Tato terciarni struktura hyaluronanu je stabilizovana
mezimolekularnimi vodikovymi vazbami mezi amidy a karboxylovymi skupinami
sousednich molekul [68]. Hydrofobni chovani spolu s vodikovymi vazbami a
kombinaci elektrostatického odpuzovani dovoluje spojovat velky poc¢et molekul do
rozsahlé molekulové sité, matrice HA [3,5,75].
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Obrazek 4: Sekundarni a terciarni struktura HA [74,76,77].
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Scott a kol. predpokladali, ze fetézce hyaluronanu zaujimaji v roztoku konformaci
statistického klubka (random coil) [70]. Ve vodném nebo fyziologickém roztoku se
HA chova jako typicka semiflexibilni polymerni molekula. Kratké fetézce jsou do
urCité miry linedrni, zatimco dlouhé se ndhodné sbaluji [21]. Roztokové chovani
polymerniho fetézce NaHy je ve fyziologickém roztoku urceno kombinaci chemické
struktury disacharidu, pfitomnosti slabych vazebnych interakci v samotném fetézci
polymeru (vodikoveé vazby) a interakcemi s rozpoustédlem [70]. Jak uz bylo zminéno
drive, molekula NaHy zaujimd ve fyziologickém roztoku strukturu rozbaleného,
statistick¢ho klubka, které vyplinuje velké domény roztoku. Skute¢na koncentrace
hyaluronanu uvniti téchto domén je velmi nizka ~ 0,1 mg-ml™. P¥i této koncentraci se
pak domény budou Vroztoku vzajemné prekryvat. Scott a kol., poukézali na

skuteCnost, Ze pokud se fetézce zaplétaji, vzajemné mezi sebou interaguji a vytvari
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pruznou, dvakrat stoCenou Sroubovici, jiz zminénou sekundarni strukturu, kterd je
mechanicky pevnéjsi a prispiva k typickym reologickym vlastnostem tohoto polymeru
[73]. Ve vodném prostiedi se hydrofobni ¢asti fetézce ve snaze snizit kontakt s vodou
shlukuji, hydrofobné se vazou, ptestoze nedochazi k vytvoreni chemickych vazeb
[66].

“Doménova struktura® HA je pfi¢inou charakteristickych roztokovych vlastnosti
tohoto polymeru. Malé molekuly jako jsou voda, nizkomolekularni elektrolyty a
ziviny mohou s rozpoustédlem pires tuto doménu volné difundovat, zatimco vétsi
molekuly, jako jsou napfiklad proteiny, budou z domény diky své hydrodynamickeé
velikosti ¢aste¢nd vyloudeny. Cim vétsi molekuly budou, tim méné prostoru pro né
v domén¢ HA bude, difize makromolekul skrze doménu se bude zpomalovat a bude
dochazet k jejich delsimu zadrZeni uvnitt domény oproti okolnimu prostiedi bez HA.
Efektivni velikost pértt v doméné se kontinudlné méni. Statisticky sice mohou tyto
pory nabyvat vSech velikosti, ale sriznou pravdépodobnosti. To znamena, Ze
doménovou strukturou (siti) HA mohou, v zavislosti na hydrodynamickém objemu,

projit molekuly riznych velikosti [66,70].

Ve zfedéném roztoku se HA chova jako velké solvatované klubko s gyracnim
polomérem ca 200 nm, které zaujima objem 1000-krat vétsi, nez je skuteCny objem
nesolvatovaného polymeru v fetézci. Velka expanze klubka je pravdépodobné
vysledkem tuhosti fetézce zplisobené stabilizujicimi vodikovymi vazbami, umisténymi

rovnobézné s osou polymerniho fetézce.

Konformace fetézce HA je citliva na pfitomnost iontti v roztoku. S rostouci iontovou
silou podléhd HA klubko stéle siln€jSim coulombovskym interakcim. Na konformaci a
interakce mezi jednotlivymi monomery ma také vliv mocenstvi daného iontu
[14,21,71,72,77-80]. Obecné lze fici, ze na rozdil od situace, kterd nastava v
deionizované vod¢, zaujima tfetézec HA v ptitomnosti iontli odliSné konformacni
uspofadani. V pribéhu poslednich dvaceti let se konforma¢nim chovanim hyaluronanu
v iontovych vodnych roztocich zabyvalo mnoho autort [81-86]. Ti zjistili, Ze vétSina
kationtdl pfitomnych v roztoku HA zplsobuje vznik konformace fetézce ve tvaru
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dvakrat sto¢ené Sroubovice [84]. V pritomnosti sodnych, draselnych a amonnych iontt
je vSak fetézec HA tzv. Ctyfikrat stocenou levotocivou Sroubovici nebo v pfitomnosti
vapenatych iontl tvori tiikrat stocenou levotocivou Sroubovici [81,82,85,86]. Stoceni

fetézce je v tomto pripadé vztazeno k Sesti dimeriim hyaluronanu (viz obr. 5) [86].

Obrazek 5: Staceni retezce dimeru HA [86].

_ GlcNAc GlcA GleNAc GleA
|'|3C 0}
HO
0}
L~ -
A
H3C 0 GleNAc - N-acetyl-D-glukosamin, GlcA - kyselina D-glukoronova

I ptes zna¢nou rozmanitost téchto konformaci zptisobenych interakcemi HA tetézce s
ionty, jsou u vSech t&chto struktur v misté glykosidickych vazeb ptitomné
mezimolekularnich vodikové vazby (viz obr. 3) [83,86]. S vySe zminénymi variantami
uspofadani fetézct hyaluronanu ve vodé¢ souvisi i velikost jeho polymernich klubek,

ktera je ovlivnéna typem Sroubovice [81-86].

Pti viskozitnich métenich bylo zjiSténo, Ze pro hyaluronan rozpuStény ve vodnych
roztocich je typické, Ze sjeho rostouci molekulovou hmotnosti, koncentraci a
smykovou rychlosti dochazi k prechodu z Newtonského chovani na chovani ne-
Newtonské [87]. S rostouci molekulovou hmotnosti a koncentraci se zvySuje i jeho
viskoelasticita [87-91], ktera zavisi pfedev§im na pH a je ovlivnéna i iontovou silou
prostiedi, ve kterém se HA nachazi [90,92,93]. Disocia¢ni konstanta pK hyaluronanu
nabyva hodnoty kolem 3, a proto se jakakoli zména pH roztoku vyrazné projevi na
mife disociace HA fetézci [3]. Zménou disociace dochazi ke zméné
mezimolekuldrnich interakci mezi fetézci HA, a tudiz 1 ke zméné reologickych

vlastnosti jejich roztoki [5].
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4.2 TENZIDY

4.2.1 Charakteristika tenzidu a jejich zdakladni rozdéleni

Povrchov¢ aktivni latky (PAL), tenzidy nebo také surfaktanty jsou organické
molekuly, schopné adsorbovat se na povrch a vyznamné tim ovliviiovat fyzikalni
vlastnosti fazovych rozhrani. Jedna se o amfifilni molekuly, tedy molekuly sloZené
Znepolarni  hydrofobni ¢asti, obvykle tvofené linearnimi nebo vétvenymi
uhlovodikovymi nebo fluorovodikovymi fetézci, které jsou vazany k casti polarni,
hydrofilni (obr. 6) [94,95].

Obrazek 6: llustrace zakladni struktury tenzidu [95].

g hydrofobni Cast
hydrofilni &ast ydrof

Hydrofobni ¢ast tenzidu muize byt linearni nebo vétvena. Polarni hlava tenzidu je
obvykle, piipojena k jednomu konci alkylového fetézce. Mira vétveni alkylového
fetézce, pozice polarni hlavy a délka fetézce predstavuji dilezité parametry ovliviiujici
fyzikalni vlastnosti daného tenzidu [95]. Jak uz bylo naznaCeno, tenzidy bézné
obsahuji jednu polarni ¢ast. EXistuji v8ak tzv. dimerickeé surfaktanty, obsahujici dva
hydrofobni fetézce a dvé polarni hlavy, mezi sebou spojené kratkym uhlovodikovym
fetézcem. Tato specificka skupina surfaktanti se nazvyva gemini surfaktanty, které
diky svemu strukturnimu usporadani vykazuji specifické vlastnosti napt. vysokou
ucinnost snizovat povrchové napéti a velmi nizkou kritickou miceldrni koncentraci
[95,96]. Ve vodném prostiedi uhlovodikovy fetézec s molekulou vody slabé
interaguje, zatimco polarni ¢ast tenzidu tzv. hlava, vytvaii silné dipolové nebo ion-
dipélové interakce, které tyto povrchové aktivni latky ¢ini ve vodé rozpustné. Hnaci
silou adsorpce surfaktantl je snizovani volné energie fazového rozhrani oznacované
jako povrchové nebo mezifazové napéti y. Povrchové aktivni latky agreguji za vzniku

micel, zpusobujici omezeni kontaktu mezi uhlovodikovou c¢asti fetézce tenzidu a
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vodou. Uvniti micely pak dochdzi k vyrazné orientaci a hydrofobni skupiny
surfaktantu se orientuji dovnitf uskupeného agregatu, zatimco hydrofilni polarni
skupiny smérem ven do polarniho rozpoustédla. Surfaktanty nachazeji své uplatnéni
ve vétsiné oblasti chemického primyslu, zejména jako dulezité slozky detergentd,
barev, barviv, kosmetickych, farmaceutickych a agrochemickych piipravki ale i
plastt. Prilezitostné byvaji vyuZivany napf. pii ochrané Zivotniho prostiedi jako
dispergac¢ni latky ropnych skvrn.

Jednoduché rozdéleni tenzidu je zaloZzeno na charakteru piitomnych hydrofilnich

skupin. Podle tohoto kritéria, se surfaktanty rozdéluji na neionické, anionické,
kationické a amfoterni (obr. 7) [94,96,97].

Obrazek 7: Prehled zdkladnich typii tenzidii [98].

hydrofilni Gist M @ Anionické

@ Kationické

Amfoterni
w Neonicke

hydrofobni cdst v

Anionicke tenzidy

Patii mezi nejpouzivanéjsi tenzidy [99,100]. Z celkové produkce tenzidda zaujimaji
60% a to predevsim diky jejich snadné vyrobé a nizkym vyrobnim nakladim [97,95].
Pro optimalni Gc¢innost anionickych tenzida se délka linearniho hydrofobniho fetézce
pohybuje v rozmezi 8 az 16 uhlikovych atomi. Linearni fetézce jsou narozdil od
rozvétvenych ucinngjs$i a lépe odbouratelné. Mezi nejcastéji pouzivané hydrofilni
skupiny  téchto  tenzidi  patii  karboxylaty (C,H,,+1C00~X), sulfaty
(ChHyn 105035 X), sulfonaty (C,H,,4+1S035X) a fosfaty (C,H,,+10PO(OH)0™X),
kde n = 8-16 atomi a protiont X byvé nejcastéji Na*. Mezi b&zné dosptupné komeréni
anionické tenzidy lze zafadit i sulfosukcinaty a tauraty [94-96].
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Kationicke tenzidy

Ve vod¢ disociuji na amfifilni kationt a aniont nej¢astéji halogenového typu. Velkou
¢ast této skupiny tenzidi tvoii dusikaté latky, napt. soli mastnych aminti nebo
nejpouzivanéjsi kvarterni amoniove soli s jednim ¢i nékolika alkylovymi fetézci, kde
R reprezentuje alkylovou skupinu, zatimco X chloridovy iont [94,97]. Mezi bézné
kationicke tenzidy patti skupina alkyl trimethyl amonia chloridu s 8 az 18 uhlikovymi
atomy, jako je naptiklad dodecyl trimethyl amonium chlorid (C;,H,5(CH3)3NCL).
Jinou skupinu tvoii surfaktanty s dvémi dlouhymi alkylovymi fetézci, napt. dialkyl
dimethyl amonium chlorid, jehoz alkylovy fetézec muize obsahovat 8-18 atomd uhliku.
Dialkylové surfaktanty jsou v porovnani s monoalkylovymi mnohem méné rozpustné
ve vodé¢ a pouzivaji se spiSe jako textilni zmckcovadla. Velmi Casto pouzivanym
kationickym tenzidem je alkyl dimethyl benzyl amonium chlorid, ¢asto oznacovany
jako benzalkonium chlorid (obr. 8), ktery je zndm svou vysokou tucinosti proti
bakteriim [94,96].

Obrazek 8: Strukturni vzorec benzalkonia chloridu [94].

CioHys

N4

N Cl

A

Kationické tenzidy jsou stabilni v kyselém i zasaditém prostiedi. Vykazuji dobrou
chemickou stalost a to i v pfitomnosti ptidanych elektrolyti. Kritickd micelarni
koncentrace se v piipad¢ stejné délky alkylového fetézce podoba anionickym
surfaktantim. Hlavni pfednosti kationickych tenzidu je jejich tendence adsorbovat se

na opacn¢ nabitém povrchu a jsou proto pouzivany jako antikorozivni ¢inidla, flota¢ni
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sbérné latky mineralnich latek, disperga¢ni latky anorganickych pigmenti, antistatické
latky u plastdi, textilni zmékCovadla, vlasové kondicionéry nebo dezinfekéni

prostiedky [94,96].
Neionické tenzidy

Patfi mezi druhou skupinu nejpouzivanéjsich tenzidd. Jejich vyroba zaujima kolem
40% z celkové produkce tenzidu [97]. VétSina neionickych tenzidu je zaloZena na
etylen oxidu a jsou oznacovany jako ethoxylované tenzidy. Mezi z&kladni skupiny
patii: alkoholové ethoxylaty, alkyl fenolove ethoxylaty, ethoxylaty mastnych kyselin,
mono-alkanolamidové ethoxylaty, sorbitan esterové ethoxylaty a jine. DalSi skupiny
neionickych tenzida tvoii napiiklad glykolestery, estery glycerolu, a estery sacharozy
a glukdézy. Oxidy aminu a sulphynylove surfaktanty zastupuji neionické tenzidy

s malou hlavou [94-96].

Amfoterni tenzidy

Jednd se 0 PAL, které ve své struktute obsahuji kationt i aniont souc¢asné. Mezi takové
tenzidy fadime N-alkyl betainy tzn. derivaty trimethylglycinu ((CH3)3NCH,COOH),
sulfobetainy, aminokyseliny nebo fosfolipidy [97]. Ptikladem betainového tenzidu je
lauryl amido propyl dimetyl betain (C;,H,sCON(CH)3CH,COOH). Hlavni
charakteristickou amfoternich surfaktantti je jejich zavislost na pH roztoku, ve kterém
jsou rozpustény. V roztocich s kyselym pH ziskdva molekula tenzidu kladny naboj a
chova se jako kationicky tenzid, zatimco v roztocich se zasaditym pH, se stava
negativné nabitou a chova se jako surfaktant anionicky. Amfoterni tenzidy jsou Casto
oznaCovany jako ,zwitterionicke“ molekuly. Jsou rozpustné ve vodé¢, ale
Vv izoelektrickém bodé je jejich vysledna rozpustnost minimalni. Amfoterni tenzidy
vykazuji obecné¢ dobrou misitelnost s ostatnimi tenzidy, se kterymi tvori smésné
micely. Jsou chemicky stabilni v kyselém i zasaditém prostiedi. Jejich povrchova
aktivita, se v zavislosti na vzdalenosti mezi nabitymi skupinami vyrazné lisi a svého

maxima dosahuje vV izoelektrickém bod¢é. Zmény naboje vyvolané rozdilnymi
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hodnotami pH vyrazné ovliviiuji nékteré jejich vysledné vlastnosti, naptf. smaceni,
detergencni vlastnosti, pénivost atd. [94]. Vlastnosti amfoternich tenzidi se
Vv izoelektrickém bodé podobaji spiSe neionickym surfaktantiim, naopak v oblastech
pod a nad izoel. bodem spiSe kationickym a anionickym tenzidam. ,,Zwitterionicke*
tenzidy vykazuji vyborné dermatologické vlastnosti, a to pfedevsim diky schopnosti
nevyvoléavat témét Zadné podrazdeéni kiize a o€i. Z téchto ditvodu se bézné pouzivaji v

kosmetickych piipravcich [94-96].

4.2.2 Kriticka micelarni koncentrace

Fyzikalni vlastnosti povrchové aktivnich latek se nad urcitou koncentraci vyrazné
méni. Zakladni piehled vybranych fyzikalnich vlastnosti v zavislosti na koncentraci

ilustruje obrazek 9.

Obrazek 9: Zmény vybranych fyzikalnich velicin v zavislosti na koncentraci [95].

% osmoticky tlak
Yo H

povrchové napéti

turbidita

CMC koncentrace

L4

V¢tSina vlastnosti tenzidt se pii nizké koncentraci podoba vlastnostem jednoduchych
elektrolytd. Vyjimku tvoii povrchové napéti, které s rostouci koncentraci tenzidu
klesa. Nicméné, pii dosazeni tzv. kritické koncentrace prochazi vSechny objemové i
povrchové vlastnosti vyraznou zménou, kdy se povrchové aktivni ionty nebo molekuly
shlukuji do vétsich utvaru (micel). Koncentrace, pii které dochazi k témto vyraznym
zménam a pii které se zaclinaji vytvaiet micely, se nazyva kriticka micelarni
koncentrace (CMC). Kritickda micelarni koncentrace je pii  dané teploté
charakteristickou pro kazdy tenzid [94,95]. Hnaci silou vzniku micel jsou hydrofobni
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interakce. Podstatou hydrofobnich interakci pii pfechodu tenzidu z jeho volného stavu
do agregovaného stavu, je vyrazné zvysovani entropie (140 J-K™*-mol™), zptisobené
desolvataci hydrofobnich alkylovych fetézct. V ptipadé ionickych tenzidu, maze byt
micelizace exotermnim procesem. Enthalpickd zména se pohybuje kolem 10 kJ-mol™

a zavisi na délce uhlovodikového fetézce [95,101,102].

Nejpouzivanéjsi a nejjednodussi metodou, vhodnou ke stanoveni CMC, je méfeni
povrchového napéti 7. Povrchové napéti zistava po dosazeni CMC daného tenzidu,
ktera odpovida prislusnému zlomu Vv zavislosti y vs ¢, s dal$im naristem koncentrace
téméi konstantni (viz obr. 9). Hodnota CMC s rostouci délkou uhlovodikového fetézce
klesd. Obecné plati, ze neionické surfaktanty maji hodnoty CMC nizsi nez surfaktanty
ionické. Kationické tenzidy maji ve srovnani stenzidy anionickymi lehce vyssi
hodnotu CMC. Naptiklad pouhym ptipojenim fenylové skupiny na tenzidovy fetézec
dochézi k vyraznému zvySeni hydrofobicity celého tenzidu a tedy i k vyznamnému
vlivu na CMC, neZ k jakému by mohlo dojit pouhym zvySenim poc¢tu uhliki na
hlavnim fetézci tenzidu. Hodnotu CMC lze zasadné ovlivnit mocenstvim protiontu
ionického tenzidu. ZvySeni mocenstvi protiiontu z 1 na 2, zptsobi aZ ¢tyfnasobné
snizeni CMC [94]. Krom¢ jiz zminénych vlivi m& na CMC vliv samotny pridavek
iontd, elektrolytti ale i alkoholu do jejich vodnych roztokd. Pridavkem elektrolytu
k roztoku anionického tenzidu v poméru 1:1 dojde k poklesu CMC az o jeden fad.
Tento efekt je patrny uZ u tenzidt s kratkymi fetézci, ale mnohem vyraznéji je rozdil v
CMC vidét u tenzidu s fetézci dlouhymi. K nejvétsimu poklesu CMC dochazi u
tenzidli s dlouhymi alkylovymi fetézci v prostfedi vysokych koncentraci elektrolyti.
Pritomnost micel v roztoku, byla potvrzena jiz McBainem [103], ktery pfedpokladal,
ze pod CMC se vétsina tenzidi chova nespojité, zatimco nad touto koncentraci
zacinaji koexistovat jiz zminéné micely. Podle autorti Adama a Hartleyho [104,105]

ma vétsina micel sféricky tvar s nasledujicimi vlastnostmi:

— polomér sférické micely odpovida délce uhlovodikového fetézce,
— micely obsahuji kolem 50 az 100 monomernich jednotek, jejichz pocet roste s
délkou alkylu,
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— vétsina ionickych tenzidi spolu vzajemné asociuje a snizuji tim svoji mobilitu.

Pomoci experimentalnich metod, jako je rozptyl svétla ¢i neutronovy rozptyl, bylo
v8ak zjisténo, ze u nékterych systému dochazi k vytvoieni tzv. nesférickych micel.
Debye and Ancker potvrdili, Ze ve vodném roztoku hexadecyltrimethyl amonia
bromidu vznikaji napt. micely cylindrické [94]. Typ vznikajich micel z&visi na
vzajemném poméru velikosti a tvaru hydrofilni a hydrofobni ¢asti molekuly tenzidu.
Tento pomér je kvantitavné vyjadien bezrozmérnou veli¢inou, tzv. Kritickym
parametrem sbaleni (critical packing parametr) CPP (viz obr. 10), ktery lze stanovit
podle rovnice (1) [95,102,106].

Obrazek 10: Kriticky sbalovaci parametr CPP [95,102,106].

V
CPP = ———, 1
S Lalkyl. ( )

kde V je objem, ktery zaujima alkylovy fetézec tenzidu v micele, S je plocha, kterou na
fdzovém rozhrani micely a objemové faze zaujimd polarni Cast tenzidu, Lgyy. je

efektivni délka alkylového fetézce.
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V zavislosti na parametru CPP mohou vznikat reverzni, sférické, elipsoidni, valcovité

micely uspofadané do hexagonalni ¢i lamelarni faze (rod-like micelles) (viz obr. 11)

[95,102].

Obrazek 11: Zakladni tvary micel [94,95].
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4.2.3 Interakce polymer-tenzid

Interakce polymert s tenzidy v roztoku byly pfedmétem fady vyznamnych studii [107-
110]. Tenzidy se v kombinaci s polymery bezné pouzivaji pii stabilizaci suspenzi a
emulzi, snizeni pénivosti, zlepSeni rozlivovych vlastnosti disperzi atd., zatimco
polymery mohou pusobit napi. jako zahustovadla nebo latky zvySujici funkcénost
kosmetickych ¢i farmaceutickych ptipravkd. Interakce, které piisobi mezi polymery a

tenzidy mohou vyvolat tzv. synergicky efekt a zvysit tak jejich uc¢innost [94].

NejstarSi studie, ktera se zabyva popisem interakci polymer-tenzid, byla zalozena na
meéfeni povrchového napéti [111]. Pfi méfeni povrchového napéti systému s neménnou
koncentraci polymeru ale rtiznou koncentraci tenzidu, byly stanoveny dvé kritické
koncentrace (obr. 12). Nizsi koncentrace piedstavuje koncentraci, pii které dochazi
k navazovani tenzidu na polymer a zacinaji se projevovat prvni interakce polymer-
tenzid a silné kooperativni vazani. Jednéd se o tzv. kritickou agregacni koncentraci
(CAC), ktera je vyrazné nizsi nez CMC samotneho tenzidu. Jakmile dojde k nasyceni
polymeru tenzidem tzn., Ze koncentrace tenzidu piekro¢i Kkritickou micelarni
koncentraci, zacinaji se n¢které volné micely seskupovat a vytvaret slozitéjsi utvary.
V této fazi dochazi kvzajemné koexistenci volnych micel a surfaktantem

agregovaného polymeru v roztoku [13].
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Obrazek 12: Polymer - surfaktant interakce [94].
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Pro smiSené roztoky polymer — tenzid plati Zze, CAC i CMC slabé zavisi na
koncentraci polymeru. Anionické surfaktanty vykazuji silné interakce s vétSinou
homopolymert, zatimco Vliv kationickych tenzidu je slabsi [94]. Mezi zakladni
faktory, které ovliviiuji interakce mezi polymery a tenzidy patii teplota (s rostouci
teplotou roste CAC), koncentrace elektrolyti (pfitomnost elektrolytii snizuje CAC a
zvysuje jejich asociaci), délka alkylu (s rostouci délkou alkylového fetézce klesd CAC,
coz zvysSuje vyslednou asociaci), struktura a typ tenzidu (kationické tenzidy vykazuji
slab8i interakce neZ tenzidy anionické), struktura polymeru a jeho hydrofobicita [94].
Hnaci sila interakci polymer-tenzid je stejna jako v pfipadé¢ procesu micelizace, kdy se
ptevazné jedna o entropicky fizeny proces, jehoz vysledkem je omezeni kontaktu
uhlovodikového fetézce tenzidu svodou. Mezi molekuly podporujici asociace
polymer-tenzid patfi ty, které zeslabuji interakce mezi polarnimi skupinami napi. mezi

elektrolyty a alkoholy, nebo polymerni molekuly obsahujici hydrofobni a hydrofilni
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Casti. Ty naopak zvysuji ion-dip6lové interakce pisobici mezi dipdly hydrofilnich
skupin polymeru a ionickych skupin tenzidu. K zesileni asociaci dale pfispiva samotny
kontakt hydrofobnich ¢asti polymeru s odhalenymi uhlovodikovymi ¢astmi micel.
Popis interakci polymer-tenzid se odrazi od dvou hlavnich piistupt. Podle prvniho se
jedna o siln¢ kooperativni asociace S tenzidu s polymernim fetézcem, zatimco podle
druhého jde o micelizaci surfaktantu probihajici pfimo na fetézci polymeru nebo
v jeho blizkém okoli. Vazani tenzidu s polymernim fetézcem upiednostiiuji spise
polymery s hydrofobnimi skupinami, zatimco v roztocich hydrofilnich polymert
dochazi spiSe k formovani micel. U hydrofobizovanych polymert dochazi k silné
interakci hydrofobnich skupin polymeru s tenzidem, jehoz vysledkem je posileni
asociaci mezi polymernim fetézcem a molekulami tenzidu. Nejprve dochazi k
interakci monomera surfaktantu s hydrofobnimi skupinami polymeru a pii dosazeni
CAC, jsou vznikajici micely vzajemné sdileny polymernimi fetézci a piispivaji
k jejich vzajemnému seskupovani. Nasledn¢, pti vysSich koncentraci surfaktantu, kdy
se v roztoku vyskytuje jiz piiliS mnoho micel, dochazi k omezeni sdileni polymer-
tenzid a k vyslednému rozpadu vzniklého uskupeni. Tyto efekty jsou prokazatelné
viskozitnim méfenim, protoze s rostouci koncentraci tenzidu roste viskozita
roztoku hydrofobizovaného polymeru, kterd pti piekroceni uréitétho maxima,
odpovidajiciho maximalnimu seskupeni, za¢ina s dalSim zvySovanim koncentrace
tenzidu klesat [94].

Tenzidy v pifitomnosti opa¢né nabitého polyelektrolytu zacinaji pii prekroceni CAC
vytvaret agregaty [13,112]. PFi¢inu vzniku téchto uskupeni polymer-tenzid lze nalézt v
elektrostatickém véazani tenzidu na polymer, jehoz fetézec je tak stabilizovan
hydrofobnimi interakcemi. Tenzidovy iont nahradi protiiont polyelektrolytu a v misté
polymerniho fetézce, které je k navazani tenzidového iontu vhodné vznikne neutralni
dipdl. A pravé vlivem silného elektrostatického pfitahovani je proces navazovani
tenzidu na polymer vyznamny, pii¢emz zavisi na nabojové hustoté polyelektrolytu.
Proto, jak ukazalo i ptimé stanoveni celkového mnozstvi tenzidu, ktery se vaze na

fetézec polyelektrolytu, dochazi k vazani tenzidu na polymer uZ pfi jeho relativné
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nizkych koncentracich (1/20 CMC) [13,94,113]. Afinitu samotného vazani Ize ovlivnit
typem a koncentraci polyelektrolytu, v jehoz ptitomnosti dochazi k vazani tenzidu na
polymer uZ pii vysSich koncentracich tenzidu. V neposledni fadé afinitu ovliviiuje
délka alkylového fetézce tenzidu (s rostouci délkou se ochota vazat zvysuje) [94].
Konformacni zmény, které jsou velmi silné ovlivnitelné hydrofobnimi interakcemi,
solvataci, a dynamickym chovanim fetézci polyelektrolytu, lze stanovit ze stupné
ionizace, koncentrace a distribuce protiiontd. Solvatace protiionti mtize probihat
riznymi zpusoby, coZ ma vliv na solvataci samotného polymeru. Nizkomolekularni
amfifilni molekuly se mohou redistribuovat do jednotlivych oblasti polymeru nebo
adsorbovat pfimo na jeho hlavni fetézec a ovlivnit tak jeho fyzikalné-chemické
vlastnosti [13,112]. Diky silnym elektrostatickym interakcim polymer-tenzid, je
vyvolana nerovnomérna distribuce iont v roztoku a v blizkosti polyelektrolytu dojde
ke zvySeni koncentrace protiiontd, ktera klesa s rostouci vzdalenosti od polymerniho
fetézce [13,114]. Hlavnim divodem pro¢ dochazi ke kooperativnimu vazani molekul
tenzidu na opacné nabity polyelektrolyt, je elektrostaticka stabilizace micel surfaktantu
[13].

4.3 HOFMEISTEROVA RADA SOLI (Hofmeister series)

4.3.1 Charakterizace a zakladni rozdéleni

Prvni zminka o vlivu specifickych iontl byla zaznamenana nékolik desetileti pied
Franzem Hofmeisterem. Prvni, kdo v roce 1987 zaznamenal, Ze nékteré ze soli zvySuji
viskozitu roztoku, zatimco jiné ji snizuji, byl Poiseuille [115]. Jeho pfedpoklady byly
detailn&ji rozebrany o néco pozdé&ji autory Jonesem and Dolem v roce 1929 a Coxem a
Wolfendenem v roce 1934 [116,117]. Uspotadani iontli na zéklad¢ jejich lyotropnich
Cisel predstavil biochemik A. Voet [118]. Navrzené usporadani iontl odpovidalo a
zaroven korelovalo s jejich vlivy na botnani gelt, viskozitu soll, zeta potencial
koloidti nebo iontovou hydrataci. Pearson se pokusil [119] na zaklad¢ ,,zmekéujicich*

a ,,zpeviujicich” vlastnosti iontl, setfadit a sjednotit jejich reakéni chemismus. Franz
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Hofmeister [23], navazal na zminéné autory a piedstavil sérii soli, které maji vyrazny
vliv na rozpustnost proteini a stabilitu jejich sekundarni a tercialni struktury. Typicke

usporadani jednotlivych kationti a anionti Hofmeisterovy fady je zobrazeno na

obrazku 13 [120,121].

Obrazek 13: Typické uspordadani Hofmeisterovy rady iontii [120].
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|kusmu tropni| + . Iclm utrupm’]

I
I
.I._
I
I
|
I
t
|

_ R + + +
EKation: Mg - Li - Na K-NH,- (CH),N

s

kosmotropui ionty | claotfropnd ionty

velikost iontu male velke
povrchovy naboj iontu vellcy maly
hydratace silna slaba

vliv iontu na strukturu vedy] " s truc ture making | "structure breaking”

Diilezitym poznatkem, ktery se ¢asto opomiji, je fakt, ze Hofmeister ptedpokladal fadu
soli vykazujicich specificke vlastnosti, nikoli fadu jednotlivych iont [121]. N¢které z
béZnych iontd je navic obtizné zaclenit do studovaného systému, napf. guanidiniovy
iont. Tento iont je velmi slabé hydratujici stejné jako amoniové ionty, a proto by jeho
pozice v Hofmeisterové fadé méla byt na levé strané této fady (obr. 13). Nicméng,
podle vSeobecné znamé skutecnosti, Zze guadinium je silny denaturant, byl umistén na

pravou stranu Hofmeisterovy fady. Podle autort Mason a kol. [122,123] je dilezitym
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faktorem, vyvolavajici konkrétni chovani iontd, rozloZeni nabojové hustoty a rovny
povrch [32].

4.3.2 Hofmeisterovy interakce

Na zaklad¢ interakci soli Hofmeisterovy tfady tedy jejich schopnosti interagovat
s molekulami vody a ménit tak jeji strukturni uspotfadédni, je lze rozdélit na
kosmotropni (leva strana Hofmeisterovy fady az po chloridovy iont) a chaotropni soli
(prava strana Hofmeisterovy fady od chloridového iontu). Kosmotropni ionty jsou
v dusledku silnych interakei s molekulami vody, které jsou siln¢jsi nez interakce voda-
voda, schopné zvySovat usporadani molekul vody (obr. 14) a oslabovat tak pripadné
hydrofobni interakce s polymery. Naopak ionty chaotropni piedstavuji slabé
hydratujici ionty, které naopak rozrusuji, snizuji lokalni uspotddani molekul vody a
posiluji hydrofobni interakce s polymerem [124]. Zpusob, jakym zminéné ionty
ovlivitujyi chovéani proteinli a polymert je stile pfedmétem intenzivniho vyzkumu a
diskuzi. Ackoliv je objasnéni vlivu Hofmeisterovych soli predmétem fady védeckych

studii, stale neexistuje ucelena teorie vysvétlujici principy téchto interakci.

Obrazek 14: Viiv kosmotropnich a chaotropnich iontit na molekuly vody [124].
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jontfl je nabojova hustota [C-m™] tj. pomér mezi ndbojem a velikosti iontu (fyzikalng

se jedna o plosnou hustotu naboje). Rozhodujici je i samotné uspofadani molekul vody
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na povrchu iontu. Lund et al. [125] ve své praci zminil adsorbci halogenovych iontl na
kladné nabitych hydrofobnich ¢astech. Piedpokladal, ze anionty budou elektrostaticky
pfitahovany k opa¢nému naboji, ale také, Ze mohou byt ovlivnény solvatujicimi
molekulami vody. Proto neni nikterak piekvapujici, ze velké ionty s malou nabojovou
hustotou (napf. iodidy) vykazuji mimofadnou schopnost vazat se pravé k hydrofobnim
castem makromolekuly a to stejné silné¢ jako Kk jejich kladn¢ nabitym castem [121].
Obecné plati, Ze v piipadé, kdy jsou plisobici interakce mezi ionty a molekulami vody
dominantni, specificky vliv kationtl neni, ve srovnani s anionty, tak vyrazny, protoze
anionty vykazuji s molekulami vody silngjsi interakce. Jestlize maji dominantni vliv
piimé iont-iont nebo ,,iont-charged headgroup” interakce, miize byt uc¢inek kationtd
s anionty srovnatelny [121]. O néco komplikovanéjsi je to v piipadé dlouhych fetézcu
kvartérnich amoniovych iontli, protoZze ¢im delsi je fetézec daného iontu, tim vEtsi je
jeho denaturujici ucinek. Vysledné chovani iontd je ovlivnéno strukturou a
chemickym sloZzenim polymeru, prostiedim, ve kterém jsou rozpustény, na protiontu,
koncentraci a pH. Pfi velmi nizkych koncentracich (< 0,1 M) pfevazuji elektrostatické
interakce, zatimco ve stfednim koncentraénim rozsahu (0,1-2 M) jsou v dusledku
odstinéni elektrostatickych sil méfitelné specifické vlivy iontd. U vysokych
koncentraci iontd je velka ¢ast molekul vody vyuzita k jejich solvataci a proto se

mnohem vice projevuji t¢inky chaotropnich iontt [121].

Prvni pokus objasnit vliv Hofmeisterovych soli byl zaloZzen na vysvétleni zmén
Vv usporadani molekul vody vyvolanych iontovou hydrataci, protoze specifita iontd
zavisi na jejich schopnosti vytvofit (kosmotropni) nebo naopak rozrusit (chaotropni)
vodikové vazby ve vod¢. Nedavné studie ovSem prokazaly, ze specifita iontl

ovlivituje pouze nékolik prvnich hydrata¢nich vrstev (<5A) [126].

Collins a kol. [127], ktefi studovali chovani Hofmeisterovych soli metodou
chromatografie, dosSli k zavéru, Ze chovani téchto soli v roztoku v pritomnosti
s proteiny souvisi s intenzitou pusobicich interakci iont-voda a voda-voda. Collins ve
svém modelu vysvétluje silu téchto interakci, jako disledek ndbojové hustoty a

vodikovych interakci ptisobicich mezi molekulami vody a ionty pfidanych soli. Ionty
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malého pruméru (kosmotropni) totiz vazou molekuly vody té€sné vedle sebe, zatimco u

velkych iontd je vysledkem volné€ vazana solvatovana vrstva (chaotropni ionty) (obr.
15) [121].

Obréazek 15:Zndzornéni molekul vody (modre) obklopujici chaotropni a kosmotropni
ionty (Sede). Elektrostatické uspordadani molekul vody, je v pritomnosti malych iontit
zalozeno na jejich dipolove orientaci. U velkych iontii se molekuly vody usporadaji
tak, aby vytvorily vodikové vazby. Cervené body zndzoriuji kladny dipdlovy konec;
zaporny konec dipolu je zndzornén v jejich stiedu [128].

Obrazek 16: Rozdeleni kosmotropnich a chaotropnich iontit podle velikosti [121].
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K tomu, aby Collins vysvétlil jednotlivé typy interakci, zavedl piedpoklad dvou silné
hydratujicich iontd opac¢ného naboje, které podléhaji velmi silnému vzajemnému
ptitahovani, jehoz dusledkem je vytvofeni spole¢ného iontového péaru, narusujici
hydrataéni vrstvu. V piipadé slabé hydratujicich iontu, je stejného vysledku dosazeno
jinym zpisobem. Elektrostatické pfitazlivé interakce, které mezi nimi pusobi, jsou
Vv porovnani s kosmotropnimi ionty slabé, i piesto u chaotropnich iontd dochazi
v dasledku vytvoteni iontovych pard, k vylouceni volné hydratované vrstvy. Interakce,
pusobici mezi kosmotropnimi (malé ionty) a chaotropnimi (velké ionty) opacné
nabitymi ionty (obr. 16), nejsou dostatecné silné a kosmotropni ionty ztraci SVOji
solvata¢ni vrstvu. Dusledkem vytvofeni kosmotropné-chaotropniho iontového péru je

oddéleni molekul vody a neschopnost vytvofit silny iontovy par (obr. 17) [120,121].

Obrazek 17: Iontové parovani malych a velkych ionti [121].
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Na zédklad¢ Collinsova konceptu, by mély acetatové ionty vytvaret skryté iontové pary
nebo alesponi lehce zvySovat asociace S jinymi kosmotropnimi ionty, naptiklad
s lithiem, a naopak vykazovat slabsi interakce s ionty, které maji malou nabojovou
hustotu, napf. rubidium. U bromidového iontu by méla byt situace opacna, tzn., ze
bromidy, jakozto ionty snizkou nabojovou hustotou, by mély vice interagovat
s protionty s nizkou nabojovou hustotou jako je rubidium, ale méné s kationty, které
maji vysokou nabojovou hustotu, jako je lithium. Navrzeny koncept je v souladu

=49 -



s teoretickymi vysledky autori Friedmana a kol., publikovanymi témér pied Ctyticeti
lety [120,121]. Diky silné interakci kosmotropnich aniontt (napt. SO,*) s molekulami
vody, puvodné spojenymi s proteiny, dochazi K jejich vzajemnému vylouceni z
povrchu proteini. Dusledkem obnoveni téchto hydrofobnich interakci, které jsou
podpofeny snahou proteinovych molekul minimalizovat povrch ¢asti vystavenych
rozpoustédlu, je upiednostiiovani pivodni konformace proteinu. Chaotropni aniont
(napt. SCN’) vykazuje krom¢ slabé afinity vac¢i molekuldm vody, vysokou
polarizovatelnost, tzn. preferenci se vazat na vodou solvatovany povrch proteinu a
protein destabilizovat [126].

Jak uz bylo naznaceno v pfedchozi ¢asti textu, protoZe jsou anionty mnohem lépe
polarizovatelné a silné hydratujici, maji kationty, v porovnani s anionty, slabsi u¢inky.
Navic kationty svij vliv projevuji nepfimo ptes interakce s anionty. To znamena, ze
kosmotropni chovani anionti mulze byt v pfitomnosti kosmotropnich kationtl
omezeno. Predpoklada se, ze kosmotropni kationty, opa¢né k chaotropnim, maji vétsi
sklon iontového parovani s ionty kosmotropnimi a zaroven snizuji nadbytek volnych

aniontd v roztoku [129].
Ve vodnych roztocich, Ize u¢inek ptisobich interakci sefadit nasledujicim zptasobem:

kosmotropni-kosmotropni > kosmotropni-voda > voda-voda > chaotropni-voda >

chaotropni-chaotropni.

Podle tohoto usporadani je vidét, ze opacné nabité ionty V roztoku vytvari iontové
pary, pokud maji rozdilnou afinitu k vod¢. V dusledku relativné silnych interakei
voda-voda, které udrzuji chaotropni ionty pohromadé, budou iontové pary tvofit i

chaotropni aniont a chaotropni kationt [126].
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5 VYBRANE METODY STUDIA CHOVANI HYALURONANU V
ROZTOKU

5.1 Meéreni velikosti ¢astic disperznich systemi

Miize ovlivnit fadu klicovych vlastnosti a pochodt, jako jsou napt. tuhnuti betonu,
kryci schopnost pigmentti, t¢innost katalyzatord, difuzi, tok, lesk a koncentraci barev,
transport 1é¢iv nebo zpracovatelnost, chut’ 1 barvu potravin. V idedlnim svété
charakterizace by byly vSechny castice homogennimi koulemi. M¢ly by uniformni
vlastnosti — hustotu, chemické slozeni, barvu i opacitu. VSechny metody méfeni
velikosti Castic by pak poskytovaly stejné hodnoty jejich pramért i stejnou distribuci
velikosti, bez ohledu na pouzity princip dané méfici techniky. V redlném svété je vSak

vétSina ¢astic nekulovych, ma riizné tvary, slozeni i povrchové vlastnosti [130-132].

Metody pouzivané k charakterizaci velikosti €astic jsou zaloZeny na rozdilnych
principech, napf. na vizudlnim ¢i mikroskopickém pozorovani, rozptylu svétla,
absorbci ultrazvuku, sedimentacni rychlosti, Brownovu pohybu nebo elektrickém
odporu. Kazdd metoda tak poskytuje charakteristickou velikost nebo distribuci
velikosti ekvivalentnich kouli, tzv. ekvivalentni praméry (obr. 18), které jsou u
nekulovych ¢astic zavislé na meéficim principu [130,133]. Mezi nejpouzivangjsi
ekvivalentni priméry patfi:

o Objemové-ekvivalentni primér Dyoume, definovany jako primer koule

stejneho objemu, jako ma nepravidelna ¢astice

6
Dyotume = EVééstice ) (2)

o Stokesiiv prumér Ds , definovany jako ekvivalentni prumér odpovidajici
pruméru koule se stejnou kone¢nou rychlosti klesani jako nepravidelna

Castice pii lamindrnim toku v tekutiné stejné hustoty a viskozity,
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18nv
Dg = |—Tk 3)
(ps = pL)g
kde 7 je viskozita kapaliny, psje hustota ¢astic, o je hustota kapaliny, v, je kone¢na

rychlost klesani a g tihove zrychleni.

e Hydrodynamicky ekvivalentni prumér Dy, definovany jako ekvivalentni
priamér Castice se stejnym difuznim koeficientem za stejnych podminek
jako nepravidelna Castice, vyjadieny Stokes-Einsteinovou rovnici

kT
B 37TT]D,: ’

(4)

kde 7 je viskozita disperzniho prostiedi, T je absolutni teplota, D; je difuzni koeficient
a ks je Boltzmanova konstanta (ks = 1,38 x 102 J-K™) [132-135].

Obrazek 18: Ekvivalentni priméry [136,137].
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Analytické metody pouZivané k charakterizaci Castic lze rozdélit na ,,ensemblové® a
»ne-ensemblové,, neboli ,Citaci®, podle toho, jestli jsou v pribéhu méteni detekovany
signaly nebo shromazd’ovany informace od ¢astic rtiznych 1 stejnych vlastnosti. Obé&
skupiny metod maji fadu vyhod i nevyhod. Mezi vyhody ensemblovych metod patii
to, Ze jsou rychlé a nedestruktivni, Ize jimi stanovit Siroky dynamicky rozsah velikosti
a maji vysokou statistickou presnost. Mezi jejich nevyhody lze zatadit nizké rozliSeni

v

a nizsi citlivost. Proces ziskavani informace z detekovaného signalu, od castic
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s rozdilnymi vlastnostmi, vyZaduje Kk pfevodu signalu teoreticky model. Mezi
nejbéznéjsi ensemblové metody lze zaradit fotonovou korelacni spektroskopii a
laserovou difrakci. U metod ¢itacich dochazi k separaci nebo frakcionaci vzorku na
jednotlivé slozky. Vyhodou téchto metod je jejich vysoké rozliSeni a vysoka citlivost.

Do této skupiny patii napiiklad sitova analyza, chromatografie nebo frakcionace

v tokovém poli [132,138].

5.1.1 Rozptyl svétla

V roce 1869 studoval fyzik J. Tyndall rozptyl svétla ¢asticemi v koloidnim
roztoku a ucinil zavér, ze pokud je dopadajici svétlo polarizovano, je rozptyl
zpusobeny ¢asticemi viditelny pouze ve sméru kolmém na smér dopadajiciho paprsku.
V letech 1871 a 1881 odvodil Lord Rayleigh rovnici dokazujici, ze rozptyl svétla
¢asticemi, men$imi nez je vlnova délka dopadajiciho zéfeni, je nepfimo imérny ctvrté
mocnin¢ vinové délky tohoto dopadajiciho svétla. Pozdé&ji, v letech 1944 az 1947, P.
Debye poukazal na skuteCnost, Ze mnozstvi svétla rozptyleného roztokem
vysokomolekularnich polymerid souvisi s molekulovou hmotnosti rozpusSténych
molekul a Ze méfenim intenzity rozptyleného svétla lze stanovit molekulovou
hmotnost polymeri ve zifedénych roztocich a uréit velikost a tvar makromolekul. Tim
se rozptyl svétla stal dilezitym nastrojem pii studiu chovani polymert v roztocich

[139]. Podle parametru o, souvisejiciho s velikosti ¢astic, definovaného rovnici (5.):
a=—2L, )

kde zD, je obvod castice a A vinova délka dopadajiciho zafeni je mozno rozlisit:

1. a« 1 Rayleigho rozptyl — rozptylujici ¢astice jsou ve srovnani s vinovou délkou
dopadajiciho zafeni malé (intenzita rozptyleného zafeni je umérna A~);

2. a~ [ Mieiv rozptyl — Castice maji srovnatelnou velikost s vinovou délkou
dopadajiciho zétent;

3. a» 1 Geometricky rozptyl — ¢astice jsou mnohem v¢tsi, nez je vinova délka
dopadajiciho svétla [140,101].
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Dal$im moznym zplisobem klasifikace je ¢lenéni rozptylu svétla na 1) elasticky, 2)
neelasticky a 3) kvazielasticky rozptyl svétla. Pokud ma rozptylené svétlo stejnou
vlnovou délku jako svétlo dopadajici, znamena to, Ze jeho fotony ma;ji stejnou energii
jako dopadajici fotony a jednd se o rozptyl elasticky. Naopak doSlo-li, v pribéhu
rozptylu ke zméné energie dopadajicich fotonil, a rozptylené svétlo ma delsi nebo
krat$i vlnovou délku nez svétlo dopadajici, mluvime o rozptylu neelastickém.
Piikladem neelastického rozptylu je Ramaniiv nebo Brillountiv rozptyl [142,143].
Kvazielasticky rozptyl svétla je pak limitnim pfipadem rozptylu neelastického, pfi
kterém ma dopadajici svétlo téméf stejnou vinovou délku jako svétlo rozptylené
(rozdily jsou v fadu nékolika nm). Pfikladem vyuziti takového rozptylu mize byt

metoda dynamického rozptylu svétla (DLS) [95].

5.1.1.1 Staticky rozptyl svétla

Klasicky rozptyl svétla (staticky nebo Rayleigho rozptyl) je neinvazivni metoda
pouzivand pii charakterizaci makromolekul v roztoku. Poskytuje informace o
hmotnostnim priméru molekulové hmotnosti, gyraénim poloméru, polydisperzite,
stupni vétveni, tuhosti fetézce a druhém viridlnim koeficientu analyzovanych
makromolekul [144,145]. Je vhodnou metodou pfi studiu syntetickych a piirodnich

polymerd v roztocich a pii ureni agregace a konformacni stability jejich fetézct

[146].

Principem této metody je méfeni Casového priméru intenzity rozptyleného svétla pii
jednom, nebo nékolika tthlech pozorovani jako funkce koncentrace métené¢ho roztoku
(obr. 19).
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Obrazek 19: Rozdil mezi statickym a dynamickym rozptylem svétla [142].

Dynamicky rezptyl svetla

Intenzita

< [ » Staticky rozpiyl sveila

Prochézi-li roztokem makromolekul svétlo o vinové délce A, polarizované vertikalné
na rovinu pozorovani, dochdzi na makromolekulach s velikosti mensi nez 4/20
K rozptylu svétla, jehoz intenzita je ve vSech smérech stejné¢ velka. Intenzitu
rozptyleného svétla vyjadienou jako Ry v daném Ghlu pozorovani je pak mozno

definovat rovnici (6),

K.c 1
Re - a7+ 24z¢ (6)

kde M je molekulovd hmotnost, Ryje Rayleigho pomér vyjadiujici hustotu svételného
toku svétla rozptyleného makromolekulou pod uhlem @, definovany jako 141, , kde Iy
je intenzita rozptyleného svétla a |y je jednotkova intenzita primarniho paprsku, A; je
druhy virialni koeficient charakterizujici interakce mezi rozpusSténou latkou a

rozpoustédlem, ¢ piedstavuje koncentraci a pro optickou konstantu K, plati vztah (7)
[147,148]:

K. 27r2( dn)z’ 7)

~ 2N, \"dc

kde 4o je vinova délka primarniho paprsku, N, pfedstavuje Avogadrovu konstantu
(Na= 6,022x10% mol™), no je index lomu rozpoustédla a dn/dc je inkrement indexu
lomu.
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Rovnice (6.) a (7.) naznacuji, ze ve ziedénych roztocich zavisi rozptyl svétla na thlu
mezi primarnim a rozptylenym paprskem, indexu lomu rozpoustédla, vinové délce
svétla a koncentraci rozpu$téného polymeru [149]. Mimo to zavisi na
polarizovatelnosti molekul, ktera je pro praktické pouziti nahrazena inkrementem
indexu lomu, definovanym jako pomér rozdilu indexu lomu roztoku n a indexu lomu
Cistého rozpoustédla ny ku hmotnostni koncentraci analyzovaného polymeru c, (n-ng)/c
[149,150]. Je-li velikost molekuly dostatecné mala, Rayleigho pomér na rozptylovém
Uhlu nezavisi. V roztoku polymeru obsahujicim izotropné rozptylujici molekuly
splitujici podminku, Ze jejich prumér je menSi A/20, je pak mozno molekulovou
hmotnost polymeru stanovit pouze pii jednom tthlu méfeni.

w7

Jsou-li rozméry rozpusténych molekul vétsi nez A/20, stava se zavislost slozitéjsi.
Rayleigho pomér je umérny koncentraci, ale diky intramolekularnim interferencim
svételného paprsku dochazi k rizné velkému zeslabeni rozptyleného svétla a Ry zavisi

rovnéz na rozptylovém uhlu. [143,145,147,148,149,150].

Méfteni rozptylu svétla je z experimentalniho pohledu hodné naro¢né, protoze intenzita
rozptyleného svétla je mald a pomdr intenzit rozptyleného a primarniho svétla je 10™

a7 10 a jakékoli znedisténi roztoku mize méteni silné zkreslit [149].

5.1.1.2 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS) neboli fotonova korelacni spektroskopie predstavuje
dtlezitou experimentalni metodu, ktera je Siroce vyuzivana ke stanoveni velikosti
Castic [146]. Jedna se o neinvazivni a nedestruktivni metodu, ktera se stala
nepostradatelnou pii studiu suspenzi, koloidnich a roztokti, makromolekul, tekutych

krystalt, ale také pti studiu hydrodynamickych interakci koncentrovanych disperzi

[151,152].
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Obrazek 20:Princip metody DLS [153].

Vzorek

Laser

Cotka

Detektor
Forelitor

Dopadem monochromatického svétla, obvykle z laserového zdroje, do roztoku
S ¢asticemi, které konaji Browniiv pohyb, dojde interakci svétla s cCasticemi
k interferenci a k Dopplerové posunu. Vysledkem tohoto posunu je zména frekvence
rozptyleného zafeni oproti zafeni primarnimu, ktera souvisi s velikosti ¢astic (obr. 20).
ProtoZe se ¢astice v kapaliné pohybuji, bude podle Dopplerova principu dopadat na
detektor svétlo s vySSi nebo nizsi frekvenci podle toho, pohybuje-li se ¢astice smérem
od detektoru nebo k detektoru. Méni se tedy vzdalenost, kterou musi rozptylené svétlo
k detektoru urazit a toto svétlo pak muZe interferovat v zavislosti na vzdalenosti mezi
castici a detektorem. Vysledkem jsou fluktuace intenzity rozptyleného zareni okolo
jeji pramérmé hodnoty. Cim rychleji se budou méfené &astice pohybovat, tim rychleji
bude dochéazet ke zméné intenzity rozptyleného svétla. Rychlost téchto zmén zavisi na
velikosti molekul, a je rovnéz ovliviiovana teplotou a viskozitou rozpoustédla [152].
V ptipadé znamé teploty a viskozity rozpoustédla, se fluktuace intenzity rozptyleného
svétla stavd pfimo umérnou velikosti molekuly, tedy jejimu hydrodynamickému

priaméru Dy (obr. 21) [154].
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Obrazek 21:Hydrodynamicky priimer Dy [137].

“—= Naadsorbovana vestva polymeru

----- Hydrodynamicky pritmér

Jak jiz bylo uvedeno, analyza ¢asovych fluktuaci poskytuje informaci o pohybu a tedy

1 velikosti Castic. Tato analyza je u metody DLS zajisténa koreldtorem, ktery méfi

stupent podobnosti mezi jednotlivymi signaly v po sobé& jdoucich ¢asovych intervalech

a ktery ptrevadi fluktuace intenzity rozptylené¢ho svétla na korelaéni funkci [134,155].

Ta predstavuje vztah mezi primérem intenzity rozptyleného svétla v ¢ase (¢t + ) a v

case t. Pri velké hodnoté z, tedy pii velkém zpozdéni jsou intenzity I(t) a /(z+z) na sobe

nezavislé, naopak pii kratkém zpozdéni na sobé zavisle jsou. Graficky jsou fluktuace

intenzity rozptyleného svétla pro malé 1 velké ¢astice zobrazeny na obrazku 22.

Obrazek 22:Znazorneni intenzitnich fluktuaci rozptyleného svétla jako funkce casu a

Jjejich prevedeni na intenzitni distribuci [147,155].
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Korela¢ni funkci G(z) Ize pak psat ve tvaru [134]:

Gr)=U@) - I(t+71). (8)
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Pro monodisperzni ¢astice konajici Brownlv pohyb je korelaéni funkce exponencialné

Klesajici funkci korela¢niho ¢asu
G(t) = A+ B2, (9)

kde A je zékladni linie korelacni funkce pro nekonecny ¢as, B je smérnice korelacni

funkce a 7" je rychlost poklesu.

Z této funkce lze z rovnice (10) urcit transla¢ni difazni koeficient Di,
I = DilgI?, (10)

kde g je vlnovy vektor rozptyleného svétla, ktery je definovan pomoci indexu lomu
disperzniho prostiedi n, vinové délky svételného zdroje ve vakuu Ag a thlu pii kterém
dochazi k rozptylu svétla @ podle rovnice (11):

L. 4mn o 0N\ _,
41 = 5-sin(3) 7. (1)

S difuznim koeficientem souvisi jiZ diive zminény hydrodynamicky pramér Dy, ktery
jak uz bylo zminéno vyse, lze ziskat ze Stokes-Einsteinovy rovnice platné pro kulovité
Castice (rov. 4) [132,134,155,156]. Pro polydisperzni systémy je tvar autokorela¢ni
funkce podstatn¢ slozité;jsi [157].

Velikost ¢astic se z autokorelacni funkce ziska pouzitim vhodnych algoritma. Miize se
jednat o prolozeni korela¢ni funkce jednou exponencialni funkci (linearni fit) jehoz
vysledkem je stanoveni prumérné velikosti ¢astic (z-average) a odhad Siiky distribuce
(index polydisperzity), ktery se oznacuje jako ,,Cumulants analysis“. Tento zplsob
vyhodnoceni je vhodny zejména pro monodisperzni vzorky. Dalsi moznosti
vyhodnoceni dat je dekonvoluce vSech pfispévka ziskanych z jednotlivych
exponencidlnich funkci stanovené autokorelaéni funkce, jejimz vysledkem je
distribuce velikosti ¢astic tzv. CONTIN (generalizovana inverzni Laplaceova

transformace), vhodna pro polydisperzni vzorky [152,155,158].

Metoda dynamického rozptylu svétla poskytuje intenzitné vaZenou distribuci velikosti

vSech populaci Castic pfitomnych v analyzovaném vzorku. Intenzitni distribuce je
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umérna druhé mocniné molekulové hmotnosti, coz mize v nékterych ptipadech
poskytnout zavadéjici vysledky. Zejména v pritomnosti malého mnozstvi agregati, ¢i
vétsich castic, jejichz rozptyl v této distribuci dominuje, i kdyZ je jejich mnoZstvi malé
[159]. Realisti¢téjsi pohled na analyzovany vzorek pak piinasi objemova distribuce,
kterou lze z intenzitni vypocitat pomoci Mieovy teorie, je-li zndma hodnota indexu
lomu rozptylujicich Castic. V ptipadé, Ze je distribuce Castic monomodalni, prevod
intenzitni distribuce pomoci Mieovy teorie na distribuci objemovou neni nutny [155].
Objemova distribuce charakterizuje relativni podil jednotlivych slozek vzorku na
zakladé jejich hmotnosti pfipadné¢ objemu [159]. Objemova distribuce se
uptednostituje v pfipadech, kdy je ve vzorku pfitomno vice druhii castic, tedy

v piipadé multimodalni distribuce [154,155].

Ptistroj pro méfeni dynamického rozptylu svétla je tvofen laserovym zdrojem svétla,
které je do métfeného vzorku vedeno pomoci Cofek. Svétlo rozptylené métrenymi
Casticemi je detekovano pii jednom Uhlu, nejcastéji pti 90° nebo 173°. Fluktuace
intenzity rozptyleného svétla jsou pak prevadény na elektrické pulzy a zpracovavany
digitalnim korelatorem, ktery generuje autokorelacni funkci, ze které je vyhodnocena

velikost ¢astic. Zakladni uspoiadani zobrazuje obrazek 23.
Obrazek 23: Usporadani pristroje pro méreni DLS [147].

Laser

Atennifor I:I LA
Deteldor
Korelator
o

T
Kyveta
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Mg¢fici rozsah piistroje se pohybuje v rozmezi 0,6 nm aZz k n¢kolika mikrometrim, coz
je rozsah pro fadu jinych metod obtizné dosazitelny. Je pftili§ maly pro optickou
spektroskopii, ale pfiliS velky pro elektronovou mikroskopii [152]. Komeréné
dostupny pfistroj firmy Malvern (UK) Zetasizer Nano ZS, na kterém je provadéno
meéteni velikosti Castic, detekuje intenzitu rozptyleného svétla pod thlem 173°, tedy
pii1 tzv. zpétném rozptylu. Méfeni pifi zpétném rozptylu sebou piinasi fadu vyhod.
Laserovy paprsek nemusi pfi mefeni prochazet celym vzorkem, ¢imz se snizuje
plsobeni tzv. mnohonasobného rozptylu. U¢inek mnohonasobného rozptylu je
minimalni pt1 180°, coZ pii analyze pti 173° umoznuje métit koncentrovangjsi vzorky.
Je rovnéz omezen rozptyl na velkych casticich, jako jsou prach a necistoty [155].
Metoda rovnéZ umoznuje analyzu polydisperznich vzorkli a méfeni je mozno provadét

s malym mnozstvim vzorku (0,75 -1 ml).
Nedostatkem metody DLS je jeji citlivost vii¢i pfitomnosti riznych typl agregatl a
necistot. Prach a vétsi ¢astice mohou zptlsobit interferenci, ktera miize znaéné ovlivnit

vyslednou velikost ¢astic ve vzorku [140].

5.2  Viskozimetrie

Viskozita je zakladni vlastnosti vSech kapalin a vyjadiuje miru odporu vici toku nebo
smykovém namahani tekutiny [139,160]. Lze ji oznacit za silu, ktera je mirou tieni

tekutiny. Je funkci teploty a tlaku [160].

Dynamickou viskozitu 7 je mozno definovat jako te¢nou silu plsobici na jednotku
plochy, které je zapotiebi k posunu jedné vrstvy kapaliny vii¢i vrstvé druhé, udrzované

v jednotkové vzdalenosti [160]. Matematicky ji 1ze vyjadfit vztahem (12):

dx
o = na. (12)

kde dx/dt je gradient rychlosti a o je smykové napéti.

Ze znalosti dynamické viskozity a hustoty kapaliny o Ize dale definovat viskozitu

kinematickou (rov. 13):
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y=—, 13
PL (13)

Jednotkami dynamické viskozity jsou Pa's nebo N-s'm? Kinematicka viskozita je
udavéana v jednotkéach m?s™ [139,160].

Viskozitu lze méfit riznymi typy viskozimetr, které jsou piehledné uvedeny
Vv nasledujici ¢asti prace. Pristroje pouzivané k méteni viskozity I1ze rozdélit do téchto

kategorii:

1. Kapilarni viskozimetry
Rotacni viskozimetry
Padové viskozimetry
Vibracni viskozimetry

Ultrazvukové viskozimetry

IS T o

Vysokoteplotni smykové viskozimetry.

Méfeni viskozity je v této praci provadéno pomoci kapilarniho viskozimetru, kterému

bude vénovana nejvetsi pozornost.

5.2.1 Ubbelohdeho kapilarni viskozimetr

Kapilarni viskozimetry se nejCastéji pouZzivaji k méfeni viskozity newtonskych
kapalin, pro které je charakteristické, Ze jejich viskozita je konstantni a nezavisla na
pouzitém smykovém napéti. Princip kapilarnich viskozimetri spo¢iva v méteni toku
kapaliny uvnitf kapilary, ktera protéka mezi dvéma definovanymi ryskami [139,160].
Kapilarni viskozimetry umoznuji pfimé stanoveni viskozity z tokové rychlosti, tlaku a
rozmérd  pouZitého viskozimetru. Vypocet kinematické viskozity z méfeni
provedeného kapildrnim viskozimetrem, je zalozen na Poiseuillové rovnici, ktera
predpoklada, ze pti prutoku kapaliny kapilarou o délce |, poloméru a, vznika na jejich
koncich rozdil tlakt AP. Objemovy tok teto tekutiny Q Ize poté vyjadrit vztahem (14)
[135,139,160],
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B nAPa*
8yl

(14)

Tuto rovnici, lze pfevést do tvaru odpovidajicimu vertikdlnimu viskozimetru, kde
uvaZzujeme hydrostaticky tlak (AP = p,gh,) a objemovy tok kapaliny Q =% (V je
definovany objem kapaliny, ktery proteCe mezi dvéma ryskami za Cas t). Poté lze

rovnici (14) ptrepsat do tvaru:

_ mghgat
1%

t = =Kp;t =
n PL n PL v (15)

= Kt,
kde K je konstanta viskozimetru.

Kapildrni viskozimetr o znamé konstant¢ K, tak mitize byt pouzit k méfeni Casu
potiebného k priitoku dané kapaliny mezi dvéma definovanymi ryskami a naslednému
ur¢eni kinematické viskozity [160]. Pfi méfeni v kapilarnim viskozimetru by mél
méieny roztok protékat skrze kapilaru pomalu, aby vlivem velkych smykovych napéti,
nedochazelo ke zméné tvaru rozpusSténych makromolekul. Pratokova doba cistého
rozpoustédla by se méla pohybovat okolo 100 s [149]. Ubbelohdeho viskozimetr
zobrazeny na obrazku 24, se pouziva ke stanoveni kinematické viskozity

Newtonskych kapalin v rozsahu od 0,3x10° az 1 m*s™.
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Obrazek 24: Ubbelohdeho viskozimetr [135].

Mezi vyhody Ubbelohdeho viskozimetru patii jednoduchost méfeni, pfesnost (+0,1%),
potieba malého mnozstvi vzorku (11 ml), a nizké pofizovaci naklady. Jeho nevyhodou

miize byt piipadné ucpavani tenké kapilary [160].
Mezi dilezité parametry, které 1ze ziskat méfenim viskozity fadime limitni viskozitni

Cislo [ 7], definované jako
[7] = lim —, (16)

kde c je koncentrace polymeru vroztoku [g'ml™] a pomér nsplC piedstavuje
redukovanou viskozitu [135,139].

Pro stanoveni limitniho viskozitniho ¢isla je nutné nejdiive urcit relativni viskozitu 7
udavajici pomér mezi dynamickou viskozitou roztoku #x a viskozitou Cc{istého

rozpoustédla 7y, (rov. 17) [139],

n n
n, = roztok — . (17)

nrozpouétédlo Nroz
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Relativni viskozitu lze, za ptfedpokladu stejné hustoty roztoku a rozpoustédla, vyjadrit
podilem pratokovych ¢asi méfené kapaliny v kapilarnim viskozimetru [149]. Pro
nekonecné zfedéné roztoky se hodnota relativni viskozity blizi jedné, a proto je

vyhodnéjsi definovat specifickou viskozitu 7y, (rov. 18) [135,149,161]:

n—n
nsp:r/r_]-:&' (18)

777'02

Pomeér specifické viskozity a koncentrace roztoku popisuje redukovand viskozita #yeq,

pro kterou plati rovnice (19) [88]:

nsp _ N — Nroz

¢ NrozC

Nred = (19)

Limitni viskozitni ¢islo (rov. 16) pak udavd mezni hodnotu poméru specifické
viskozity a koncentrace nekonecné ziedéného roztoku polymeru. Z rovnice (16) je
patrné, ze viskozita zftedénych polymernich roztokli se méti pii riiznych koncentracich
a nasledné extrapoluje na koncentraci nulovou [149]. Jednotkou limitniho viskozitniho
&isla je obvykle ml'g™ nebo dl-g™ [135]. Limitni viskozitni &islo zavisi na molekulové
hmotnosti, struktufe a konformaci polymernich molekul, pouzitém rozpoustédle a

teploté, pti které je méfeni provadéno [162].
K vyjadieni koncentraéni zavislosti limitniho viskozitniho ¢isla se nejcastéji pouziva
Hugginsova rovnice (rov. 19):

Nsp _

L =[] + k[l (20)

kde ky je Hugginsova viskozitni konstanta.

Tento parametr popisuje interakce polymernich molekul a zavisi zejména na
molekulové hmotnosti polymeru, charakteru rozpoustédla (v ptipadé vodnych roztokl
1 na pH a iontové¢ sile) a na sile interakci mezi polymerem a rozpoustédlem. Pro
polymery rozpusténé v dobrych rozpoustédlech se jeho hodnota pohybuje okolo 0,3,
zatimco hodnoty lezici v intervalu od 0,8 do 1, jsou typické pro polymery ve Spatnych
rozpoustédlech [161].
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5.3 Povrchové napéti a jeho stanoveni

Povrchové napéti » je definovano jako sila F v roviné povrchu pisobici na jednotku
délky, vyjadieného rovnici (21),

F

=— 21

y=7 (21)

)

Ke vzniku povrchového napéti pfispivaji mezimolekulové sily ptisobici na obou
stranach rozhrani, které jsou obvykle rtizné veliké. Proto sily pusobici na molekuly
uvnitt  kapaliny nebudou shodné se silami pusobici na molekulu piitomnou

v povrchove vrstvé, jak je patrno z obrazku 25 [163].

Obrazek 25: Sily piisobici na molekulu na povrchu a v objemu [164].

vadrich
rozlerant

000
g, Sund Dand Dand

o0 00

Molekuly na fazovém rozhrani tj. rozhrani oddélujici dvé faze se, oproti molekulam
objemové¢ faze, chovaji odliSn€. Zaujimaji jinou orientaci a jsou ve stavu s vysSi
volnou energii [165]. V ptipadé rozhrani kapalné a plynné faze jsou molekuly kapalné
faze vystaveny koheznim pfitazlivym silam sousednich molekul pasobicim ve vSech
smérech. Pfitazlivé sily, které plisobi, na molekuly povrchu kapaliny z kapalné faze
jsou silngjsi nez sily, které na molekuly plsobi z faze plynné [166,150]. Molekuly na
povrchu kapaliny se chovaji tak, jako by byly tvofeny tenkou, pruznou vrstvou, ktera

je vtahovana dovnitf. V disledku takového plsobeni je pocet povrchovych molekul
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mensi a kapalina pii daném objemu zaujima tvar s co nejmenSim povrchem. Proto
zaujimaji kapky a bubliny kulovity tvar [163,166,167]. Aby doslo ke zvétseni povrchu
kapaliny, musi na jeji povrch pfejit z objemové faze dalSi molekuly. Tyto molekuly
musi vynalozit ur€itou energii, kterd odpovida ptekonani ptitazlivych sil ptisobicich na
molekuly objemové faze [166]. Jak&koli molekula na povrchu kapalné faze je pod
asymetrickym silovym polem, jehoz vysledkem je mezifazové, povrchové napéti

[101].

Povrchové napéti je Ciselné i rozmérové rovno povrchové energii W vztaZzené na
jednotku plochy, definované rov. 22, tzn. jako prace potiebna k izotermickému a
vratnému zvétSeni mezifaze o jednotku plochy. Potiebna prace je umérna poctu

molekul pievedenych z objemu na fazoveé rozhrani [150,165,167-169]:
AE =W =yAS, (22)

Napriklad mnoZstvi prace potfebné k vytvofeni povrchu 1 m? vody odpovida 72,8 x
10 J [166]. Povrchové napéti se u kapalin méfi p¥imo a vyjadiuje se v jednotkach
N'm™ nebo mN'-m™ [168]. U vétsiny kapalin s rostouci teplotou povrchové napéti
klesd, protoze s rostouci teplotou klesd mira pfitazlivych sil mezi molekulami v

kapalné fazi [165,166].

Mezi nejcastéji pouzivané metody méfeni povrchového napéti patii Du Nollyhova
metoda odtrhdvani prstence, méfeni pomoci Wilhelmyho desticky, metoda visici
kapky, stalagmometricka metoda vazeni kapky, Zismanova metoda [170] a metoda
sedici kapky, kde je povrchové napéti pocitano prostiednictvim kontaktnich uhla
smaceni jedné az n¢kolika druhti kapalin na zaklad¢ rtiznych fyzikalnich modelt [171-
178]. V této praci je pouzivana Wilhelmyho metoda, kterd bude vysvétlena

podrobnéji.
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5.3.1 Wilhelmyho metoda

Wilhelmyho metoda [179], patifi mezi nejCastéji pouzivané metody méieni
povrchového napéti, ¢i stanoveni kontaktniho thlu smaceni pevnych latek. Princip
metody je zaloZen na vyuZiti pevné platinové desticky znamé délky, tloustky a
hmotnosti, zavésené na ramené citlivych vah, kterd je ¢aste¢né ponotena do kapaliny.
M¢ii se sila pottebna K odtrzeni této desticky od fazového rozhrani [169,180,181].

Povrchové napéti se stanovi na zaklad¢ této sily podle rov. 23 [168]:

_ F
2w+ d)cosB’

Y (23)

kde w je sitka destic¢ky, £ je kontaktni Uhel a d je tloustka desticky.

Obrazek 26: Urceni povrchového napéti Wilhelmyho metodou [165,182].
A

Vihy

F=sila, mN

N

L=smifeni délka, mm

V piipadé, ze je kontaktni uhel blizky nule, povrch kapaliny je témét vertikalné
orientovany (obr. 26), lze rovnici (23) zjednodusit do tvaru [165,166]:

kde L je smacena délka desticky L = 2(w+d).
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Moderni piistroje pouzivaji standardizované desticky, u kterych neni vyZadovana
znalost jeji hmotnosti. Nejcastéji se vyrabi z platiny, slitiny platiny a iridia, skla, slidy,

nerezové oceli a jinych chemicky inertnich materialti [165].

5.3.2 Du Noilyho metoda odtrhavani prstence

Dalsi casto pouzivanou metodou ke stanoveni povrchového napéti je Du Nouyho
metoda odtrhavani prstence [183]. Princip této metody je zalozen na méfeni
maximalni sily Fn. potfebné k odtrZzeni dobie smaceného prstence od fazového
rozhrani vyjadfeného rovnici (25)

Fmax

y = 4rer, D, (25)

kde r, pedstavuje polomér prstence a @ korekeni faktor piislusné kapaliny, kterym je
kompenzovano jeji ulpivani na prstenci pfi jeho odtrzeni [150]. Korekéni faktor zavisi
na presné geometrii prstence (poloméru, tlouStce), hustoté stanovované kapaliny a
objemu menisku [150,165,180]. Podrobny popis samotného prubéhu méfeni je

uvedeny na obrazku 27.
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Obrazek 27: Du Noiiyho odtrhavaci metoda [164].

Sil

Proces méfeni povrchového napéti znazornéného obr. 27 Ize popsat timto zplisobem:

1. Prstenec je umistén nad povrchem, sila je nulova, vahy jsou vytarovany

2. Prstenec dosahl povrchu métfené kapaliny a v disledku adheze prstence k
povrchu je registrovan slaby narast sily

3. Prstenec musi projit povrchem, coz se projevi zapornou hodnotou métené sily

4. Prstenec prosSel skrze povrch, mald kladna sila vlivem piisobeni kapaliny na

podptrné dratky

Pi1 zvedani prstence zacina métena sila rlst

M¢iena sila roste, dokud nedosahne své maximalni hodnoty

M¢fena sila dosahla své maximalni hodnoty

O N o O

Po dosazeni maximalni sily dochazi k jejimu poklesu nasledovanym odtrzenim

prstence do doby, nez je prstenec znovu ponoten pod povrch métené kapaliny

Kontaktni thel mezi méfenou kapalinou a prstencem je nulovy, protoze dochazi k
jeho dokonalému smaceni. Prstenec musi byt rovny a paralelni s povrchem meétené
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kapaliny. Jeho piipadné vychyleni o 2,1° mizZe zpusobit chybu méfeni az 1,6 %.
Kruhovy prstenec se nejcastéji vyrabi z platiny a slitiny platiny a iridia. Du Noiiyho
metoda odtrhavani prstence je pouZitelna pii méieni mezifazového napéti stejné jako
ke stanoveni kritické micelarni koncentrace. Touto metodou lze stanovit povrchove
napéti Cistych kapalin, ptipadné polarnich i nepolarnich vzorku s nizkou koncentraci
tenzidu. Nedoporucuje se méfeni viskdznich kapalin pfipadné roztoku, které dosahuji

rovnovazneho povrchového napéti pomaleji [165,180].
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6 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast dizerta¢ni prace je rozdélena do tii tématickych oblasti. Prvni ¢ast
shrnuje vysledky konformaéniho chovani hyaluronanu v roztocich s ptfidavky
kvarternich amoniovych soli. Druha ¢ast experimentalni prace je zamérena na studium
vlivu vybranych Hofmeisterovych soli na chovani hyaluronanu ve vodé. Ve tieti a
posledni casti této kapitoly bude rozebrana piiprava ve vodé nerozpustného
hyaluronanu jako materidlu, ktery v kombinaci sjinymi polysacharidy, napiiklad

ligninem, mtize byt vyuzitelny pii adsorbci tézkych kovi.

6.1 Studium vlivu kvartérnich amoniovych soli na konfomacni chovani
hyaluronanu

Jak jiz bylo zminéno v teoretické €asti, hyaluronan ve vodnych roztocich vyrazné
podléha riznym konformaénim zménam v zavislosti na koncentraci surfaktantu
obsazen¢ho v rozpoustédle. Vliv koncentrace kvartérni soli na velikost, popf.
konformaci, klubek HA byl studovan pomoci dynamického rozptylu svétla. Déle byla
sledovana zavislost povrchového napéti a viskozity roztokd hyaluronanu na
koncentraci surfaktantu. Na zakladé vysledki byla vytvofena hypotéza o moznych

interakcich hyaluronanu a tenzidu v roztoku.

6.1.1 PouZité materialy a piiprava vzorkii
6.1.1.1 Materialy

V této Casti experimentalni prace byly pouZzity nasledujici materialy:

e Sodna sil kyseliny hyaluronové (NaHy), M,, = 1,8 MDa, M,, = 0,35
MDa, Contipro Ltd., Ceska republika

e Benzalkonium chlorid (BAC) — Cg.16H17.33CIN (> 95 %), Fluka

e Chlorid sodny — NaCl, Fluka

e Dihydrogenfosfore¢nan sodny — NaH,PO,, Sigma Aldrich

e Hydrogenfosfore¢nan sodny — Na,HPO4, Sigma Aldrich

e De-ionizovana voda - H,O
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6.1.1.2 Priprava vzorki

Fosfatovy pufr, ve kterém byl rozpu$tén hyaluronan, byl pfipraven smichanim
piislusnych mnoZstvi hydrogenfosfore¢nanu sodného a dihydrogenfosfore¢nanu
sodného v de-ionizované vodé¢ tak aby vyslednd hodnota pH byla 7,36. Ustaleni
piipravené¢ho fosfatového pufru, bylo provedeno piidanim odpovidajiciho pridavku
chloridu sodného.

Roztok hyaluronanu o koncentraci 0,1 hm% byl pfipraven jeho rozpusténim ve
fosfatovém pufru, které probihalo za neustalého michani pii teploté 50°C po dobu
24hodin. Do takto ptipravené¢ho zasobniho roztoku NaHy byl pifidan, ve fosfatovém
pufru rozpustény, benzalkonium chlorid (BAC) a to v sedmi rtiznych koncentracich:
0,32-10° mol-I*, 0,42:10%° mol-I*, 1,6-10° mol-I*, 1,8-10° mol-I*, 2,1-10°° mol-I*,
3,1-10° mol-I™", 4,2:10°° mol-I"*. Pro vétsi nézornost, byly jednotlivé pridavky BAC,
piepocitany na pocet molekul, pfipadajicich na jednu molekulu hyaluronanu podle

nize uvedeného ptikladu.

Zadané parametry:

Munary)=1,8 MDa, Cyany = 0,5556-10°° mol-17,
Mu@eac=340 g-mol™, cgac = 14,71-10° mol 17,
Mut meru Naty)=395,3 g-mol ™,

a) Stanoveni po¢tu molekul

M 1,8-10°
M, wllaky) ) = 3953 4553 mert v NaHy (26)
w(1 meru NaHy ’
N (NaHy) =C(Naty)"V=0,5556:10-0,03=16,67-10"% mol (27)

N(Naty)= NaM(naryy=6,023-10%%16,67-10"8=1-10'° molekul Na  (28)

b) Stanoveni po¢tu molekul BAC piipadajicich na 1 molekulu NaHy pro piidavek
0,32-10° mol-I"* BAC
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N(gac)=CBacy’V=14,71:103-0,03-1073=0,4412:10"° mol (29)
Ngacy= NaNsacy=6,023:1023:0,4412-1076=2,657-10" molekul ~ (30)

NBAC _ 2,657 b 1017
Nnany 1-10%° (31)
= 26,57 molekul BAC na 1 molekulu NaHy

BAC byl tedy do roztoku NaHy ptidavan v koncentracich, které odpovidaly 26,
35,140, 150, 176, 265 a 353 molekuldm BAC, pfipadajicim na 1 molekulu

hyaluronanu.

Pro méfeni velikosti ¢astic metodou dynamického rozptylu svétla byly piipravené
vzorky fedény 3 ml fosfatového pufru a nasledné filtrovany pies 0,22 um PTFE mikro
filtry. Kazdy vzorek byl analyzovan tiikrat.

Ke stanoveni limitniho viskozitniho ¢isla a Hugginsovy konstanty 0,1 hm. % roztoku
NaHy, byly roztoky NaHy obsahujici jednotlivé ptidavky BAC, roziedény do péti

riznych koncentraci.

Pro uréeni kritické micelarni koncentrace BAC byla ptipravena série jeho koncentraci
v rozsahu 0,32 - 8,9 mmol-I"* ve fosfatovém pufru, de-ionizované vodé a v 0,1 hm.%

roztoku hyaluronanu.

Veskeré roztoky hyaluronanu s jednotlivymi ptidavky BAC, byly pro jednotliva

méteni pfipraveny tak, aby zlstal zachovan pomér koncentrace NaHy a ptfidavané¢ho

BAC.

6.1.2 Vysledky a diskuze

Zavislost velikosti ¢astic hyaluronanu na koncentraci pouzitého benzalkonia chloridu
je znazornéna na obrazku 28. Detailni piehled vSech pouzitych koncentraci a
prislusnych hodnot stfedni velikosti ¢astic ("'z-average") pro ob¢ zvolené molekulové

hmotnosti NaHy je obsazen v tabulkéch 2 a 3.
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Obrazek 28: Velikost polymernich klubek NaHy v pritomnosti studovanych pridavkaii
BAC v roztoku (NaHy_M,= 1,8MDa (A) a NaHy _M,,= 1,8MDa (0)).

0
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654
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451
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35
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z-average [nm]

O NaHy 1,8MDa A NaHy 0,35MDa
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0,000

T
0,001

T
0,002
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0,004 0,005

Koncentrace BAC [mol-I"]

Tabulka 2: Stredni velikost castic (z-average) NaHy (M,, = 1,8MDa) po pridavku
jednotlivych koncentraci BAC.

C-NaHy [mol/l]

C-BAC [mmol/l] z-average [nm]

molekuly BAC na 1molekulu NaHY

1,77E-07
1,76E-07
1,75E-07
1,31E-07
1,30E-07
1,69E-07
1,65E-07

0
0,32
0,42

1,6
1,8
2,1
3,2

1,62E-07

4,2

70
67
85
70
67
76
67
60

0
26
35

140
150
176
265
353
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Tabulka 3: Stiedni velikost castic (z-average) NaHy (M, = 0,35 MDa) jednotlivych
pridavki BAC.

C-NaHy [mol/l]|C-BAC [mmol/l]| z-average [nm] | molekuly BAC na 1 molekulu NaHY
9,09E-07 0 46 0
9,03E-07 0,32 44 5
9,01E-07 0,42 53 7
8,79E-07 1,6 36 26
8,75E-07 1,8 36 29
8,70E-07 2,1 56 34
8,51E-07 3,2 52 51
8,33E-07 4,2 32 69

Z téchto vysledkil je patrné, ze vychozi velikost hyaluronového klubka je 70 nm
(M,=1,8 MDa), respektive 46 nm (M,,= 0,35 MDa). Tato zjisténi potvrzuji skute¢nost,
ze hyaluronan, jakozto flexibilni polyelektrolyt, zaujima v roztoku pufru konformaci
sbaleného klubka [9]. Nicméné s rostouci koncentraci BAC v roztoku, dochazi
K vyraznym zménam v jeho velikosti. Prvni piidavek BAC (¢ = 0,00032 mol-1™) do

roztoku hyaluronanu, odpovida jeho kritické agrega¢ni koncentraci (obr. 29).

Obrazek 29: Stanoveni kritické micelarni koncentrace BAC ve fosfatovém pufru (A) a
v de- ionizované vodé (©).
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Obrazek 30: Stanoveni kritické micelarni koncentrace systému NaHy-BAC ve
fosfatovém pufru (o).

65

Povrchové napéti [mN-m™]

000 0,001 0002 0,003 0004 0,005 0,006 0007 0,008 0,009
Koncentrace BAC [mol/l]

Piekro¢enim CAC dochazi k pocatku asociaci tenzid-polymer a k naslednému poklesu
velikosti hyaluronového klubka. Dochazi k navazovani kladné nabitétho BAC na
zaporné nabitd mista hyaluronového fetézce, coz vede ke smrsténi polymerniho
fetézce (obr. 31 a-c), tedy poklesu velikosti ¢astic, ktery je pozorovan u NaHy s obéma
molekulovymi hmotnostmi a je v souladu s piedchozimi vysledky autorti Pisar¢ika a
kol. [184].
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Obrazek 31: Predpokladané interakce probihajici mezi NaHy a BAC.

a) roztok NaHy ve fosfitovém pufru b) roztok NaHy pied CAC

d) roztok NaHy nad CAC

Tyto vysledky jsou podpofeny méfenim povrchového napéti roztoku NaHy s BAC ve
fosfatovem pufru (obr. 30). Stanovena CAC sytému NaHy-BAC ve fosfatovém pufru
(c = 0,43 mmol-1") odpovida vysledkim z méfeni velikosti &astic, kde byl vyrazny
narist z-average zaznamenan pii koncentraci BAC ¢ = 0,42 mmol-lI™ (obr. 28). Na
zéklad¢ ziskanych vysledkli lze piepodkladat, Ze interakce hydrofobnich casti
hyaluronanu s BAC fetézci, vedou K vytvoieni jeho tuhé struktury a zaroven
k rozbaleni hydrofilnich ¢asti NaHy (obr. 31 d) [74,77]. Tteti pfidavek BAC (c = 1,6
mmol-I"") se projevuje poklesem z-average coz plati pro ob& molekulové hmotnosti.

Thalberg a kol. [185], pfisuzuje tento pokles siln€¢ kooperativnimu vazani opaéné
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nabitého tenzidu (vtomto piipadé decyl/dodecyl-trimethylamonium bromidu) na
NaHy, k némuz dochézi pod jeho CMC. Jak bude nastinéno v pozd€jsi casti textu, pti
této koncentraci BAC dochazi k formovani dvou typt micel a termodynamické
podminky v roztoku mohou Vvést k oslabeni hydrofobnich interakci ve prospéch
interakci pasobicich mezi agregaty NaHy-BAC a rozpoustédlem (obr. 26 e). Vysledky
ziskané z méteni velikosti ¢astic ukazuji, ze chovani NaHy v piitomnosti rostoucich
koncentraci BAC, odpovid4 navrzené hypotéze (obr. 31 b-e). Kromé¢ CAC, byla
v roztoku hyaluronanu v piitomnosti BAC detekovéana i kriticka micelarni koncentrace
(c = 2 mmol-I""). Tuto interpretaci prezentovanych vysledka, zejména nartst velikosti
klubka hyaluronanu, lze mimo jiné podlozit vysledky Bjolinga a kol. [186], ktefti
ukazali, Ze NaHy molekuly mohou byt spojeny s molekulami TTAB (pozn. BAC, jsou

svym charakterem velmi blizké molekulam TTAB).

Zavéry zalozené na meéfeni velikosti Castic jsou velmi dobie podpotfeny vysledky
z méfeni povrchového napéti a kinematické viskozity. Na zakladé méfeni
povrchového napéti Ize konstatovat, ze na rozdil od molekul benzalkonia chloridu
rozpusténych ve vodé, mohou molekuly BAC ve fosfatovém pufru vytvaret dva typy
micel. Tento fakt potvrzuji také vysledky méfeni povrchového napéti hyaluronanu
s ptidavky BAC zobrazene na obr. 30. Na grafu (viz obr. 29) je vidét, Zze jak v
prosttedi fosfatového pufru, tak v prosttedi deionizované vody, prochazi zavislost
povrchového napéti na koncentraci tenzidu minimem, které odpovida kritické
agregacni koncentraci, tedy koncentraci pti které dochazi ke vzniku prvnich micel a
postupnému vytvafeni komplexi hyaluronan-BAC, jejichz pfi¢ina mize byt
vysvétlena elektrostatickou stabilizaci micel tenzidu. Po nasyceni vSech mist, kterd
jsou vhodna k navazani tenzidu na polymerni fetézec, zpusobi dalsi ptidavani tenzidu
do roztoku tvorbu volnych micel v roztoku a nasledné dosazeni kritické micelarni
koncentrace, kterda odpovidd druhému zlomu na kiivce povrchového napéti.
Pritomnost dvou rtiznych typd micel v roztoku fosfatového pufru naznacuje i DLS
méfeni. Z téchto vysledkl je ziejmé, ze micely BAC rozpusténého ve fosfatovém

pufru (z-average d = 3nm), maji ve srovnani s BAC micelami ve vod¢ (z-average d =
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1,5nm) vétsi velikost, ktera mize vysvétlovat piitomnost dvou typt micel, jenz je
v piitomnosti NaHy metodikou DLS jen obtizné rozlisitelna. Pfitomnost dvou typi
micel byla u kationickych surfaktant, konkrétné¢ dodecyltrimethylamonia bromidu
(DTAB), tetradecyltrimethylammonia bromidu (TTAB) a hexydecyltrimethylamonia
bromidu prokazana autory Mata a kol. [5]. Tito autofi na zakladé viskozitniho méfeni
prokazali, Ze s rostouci koncentraci tenzidu dochazi kromé vzniku sférickych micel,
take ke vzniku ty¢inkovitych micel [5]. V naSem ptipad¢, tzn. v prostiedi fosfatového
pufru, dodlo k vytvoreni prvniho typu micel uz pii koncentraci ¢ = 0,3 mmol-I*,
zatimco druhy typ micel se zadal vytvafet pii koncentraci ¢ = 1,7 mmol-I", tedy
Vv misté druhého zlomu na kfivce povrchového napéti (obr. 29). Podobné vysledky
méfeni povrchového napéti v prostiedi fosfatového pufru Ize najit 1 v literatuie
[16,18,84,187,188]. Jak je vidét z obr. 28, tieti ptidavek BAC (c = 1,6 mmol-I™), ktery
vyvola pokles z-average, odpovida druhému zlomu na kiivce povrchového napéti ve
fosfatovém pufru (obr. 29) a je srovnatelny s CMC BAC v de-ionizované vodé (obr.
29). Minimélni rozdily, které jsou patrné u vysledkti obou molekulovych hmotnosti
hyaluronanu mohou pravdépodobné souviset s niZ8i mobilitou a niZsi schopnosti se
samoorganizovat v ptipadé vysokomolekularniho hyaluronanu. Proto jsou NaHy-BAC
interakce z termodynamického podledu vyhodéjsi a preferovanéjsi (obr. 31c-e). Paty
ptidavek BAC (¢ = 2,1 mmol-1") se projevil op&tovnym rozbalenim polymerniho
klubka. Pravdépodobné se jednd o stejnou pficinu, kterd byla zminéna u druhého
pridavku BAC koncentrace ¢ = 0,42 mmol-1™. S dal$im zvy3ovanim koncentrace BAC
v roztoku hyaluronanu, uz nedochdzi kvyraznym zménam velikosti Kklubka.
Podrobné&ji bude tento fakt rozebran pozdéji a to v souvislosti s Hugginsovym

koeficientem a viskozitnim méfenim.

Porovnanim intenzitnich distribuci ziskanych méfenim velikosti ¢astic NaHy
rozpusténého ve fosfatovém pufru, NaHy ve fosfatovém pufru s nejvyssim piidavkem
BAC (c = 4,2 mmol-1™) a stejné koncentrace BAC rozpusténého v de-ionizované vodé
a fosfatovem pufru je zobrazeno na obrazku 32 (Mw = 1,8 MDa) a obrazku 33 (Mw =
0,35 MDa). Jak je vidét pik reflektujici ,,z-average“ BAC micely v roztoku pufru,
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odpovida piku ptitomnému v roztoku NaHy s piidavkem BAC. To znamena, ze pii

této koncentraci BAC je hyaluronovy fetézec BAC molekulami plné saturovany a

piebytek volnych molekul BAC se podili na tvorbé micelarnich agregath

koexistujicich s uskupenim polymer-tenzid. To odpovida zménam ve velikosti ¢astic

znazornénym na obr. 28.

Obrazek 32: Intenzitni distribuce roztoku (a) BAC ve fosfatovem pufru, (b) BAC v de-
ionizované vode,(c) NaHy (Mw = 1,8 MDa) ve fosfatovém pufru (d) NaHy (Mw = 1,8
MDa) s BAC (¢ = 4,2 mmol-I™") ve fosfatovém pufru.
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Obrazek 33: Intenzitni distribuce roztoku (a) BAC ve fosfatovém pufru, (b) BAC v de-
ionizované vode, (e) NaHy (Mw = 0,35 MDa) ve fosfatovém pufru, (d) NaHy (Mw =

0,35 MDa) s BAC (c = 4,2 mmol-I™") ve fosfatovém pufru.
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Vysledky, které byly uréeny z viskozitniho méfeni, tzn. limitni viskozitni &islo (LVC)

a Hugginsuv koeficient (ky) jsou shrnuty v tabulce 4.

Tabulka 4. Limitni viskozitni ¢islo a Hugginsova konstanta roztoku NaHy s BAC ve
fosfatovém pufru

C-BAC [mmol/l] [n][100mL-g-1] Kn
0 17,7 0,32
0,32 17,8 0,29
0,42 17,4 0,36
2,1 18,6 0,13
3,2 22,5 -0,23
4,2 25,1 -0,27

Interpretace hodnot ky neni jednoduchd a v piipadé asociace NaHy s BAC se stava
jeste¢ mnohem slozit€j$i. Nicméné piedchozi diskuze =zalozend na méfeni
konformac¢nich zmén hyaluronového klubka pomoci DLS, ke kterym dochazi
v ptitomnosti BAC o riznych koncentracich, pomérné dobie koreluje s vysledky
ziskanymi pomoci viskozitnich méfeni, konkrétné¢ s hodnotou ky. V piipade, Ze
vezmeme Vv uvahu skuteénost, ze polymerni fetézec NaHy je tvoien hydrofobnimi
doménami [74,189], miizeme piedpokladat, ze ve vodném prostiedi budou hydrofilni
Casti NaHy flexibilni, zatimco segmenty tvofené asociaty NaHy-BAC budou spise
tuzSi. Hugginstv koeficient je parametr popisujici konformacni chovani polymeri a
zavisi zejména na molekulové hmotnosti polymeru, charakteru rozpoustédla a na sile
interakci mezi polymerem a rozpoustédlem. Vyrazné¢ ho ovliviuje tuhost fetézce,
interakce mezi flexibilnimi a tuhymi ¢astmi polymerniho fetézce a mezimolekularni
hydrodynamické interakcemi s rozpoustédlem. Podle teorie je hodnota ky ziskana z
Hugginsovy rovnice (zavislosti 7,/c versus c) kladna [9]. Stejnd skutecnost byla

zjisténa v pfipadé NaHy rozpusténého ve fosfatovem pufru, kde zavislost 7,/
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c versus ¢ ukazala oCekavany prubéh. Stanovena hodnota Hugginsova koeficientu
roztoku hyaluronanu bez pfidaného tenzidu (kg = 0,32) odpovida teoretickym
hodnotdm prezentovanym V literatuie [162]. Odpovidajicim zpusobem byly ziskany
hodnoty Hugginsova koeficientu 0,29 respektive 0,36 pro roztok NaHy s koncentraci
BAC ¢ = 0,32 mmol-1" a ¢ = 0,42 mmol-I™* (Tab. 4). Stejné jako u velikosti &astic, i u
Hugginsova koeficientu je patrny mirny pokles, nasledovany jeho opétovnym
narustem. OvSem s rostouci koncentraci piidavaného tenzidu BAC dochéazi k dalSim
zménam. Piidanim koncentrace BAC ¢ = 0,42 mmol-1™* dochazi k prudkému poklesu
kqy na hodnotu 0,13. S dalSim zvySenim koncentrace BAC byly zjistény negativni
hodnoty Hugginsova koeficientu, které jsou sice neobvyklé ale nikoli neznéme.
Obdobné chovani bylo totiz pozorovano u kopolymeri polydimethylsiloxanu a
mocoviny [179]. Podle této studie poukazuje takovéto chovani na rozdilnou flexibilitu
a velmi silné interakce polymeru s rozpoustédlem [190]. Efekt klesajich hodnot
Hugginsova koeficientu a difuzniho koeficientu botnani byl rovnéz pozorovan v praci
autortt Lapcika a kol., a Mracka a kol. [191,192] v zavislosti na delce alkylového
fetézce hydrofobizovaného hyaluronanu [192]. Zaporné hodnoty Hugginsovy
konstanty mohou byt rovnéz pfisuzovany interakcim pusobicim mezi hydrofilni a
hydrofobni ¢asti hyaluronanu vyvolanym pritomnosti BAC micel, vazanych na hlavni

fetézec polymeru piipadné zménami interakci polymer-rozpoustédlo.

Jak je vidét z vysledkl prezentovanych v tabulce ¢. 4, hodnoty limitniho viskozitniho
Cisla Cistého roztoku hyaluronanu a roztoku hyaluronanu s nejniz§imi ptidavky BAC,
zUstavaji téméf nezménény a jsou v souladu s teoretickymi hodnotami, které
odpovidaji vysokomolekularnim polymerum. Jak ve své praci deklarovali Krause a
kol. [193], roztoky NaHy ve fosfatovém pufru jsou viskoelastické kapaliny s
koncentra¢né zavislou viskozitou, ktera je typicka pro polyelektrolyty s ptidavkem
soli. Nicméné¢ s rostouci koncentraci benzalkonia chloridu v roztoku hyaluronanu (nad
c = 2,1 mmol/l) dochdzi k postupnému zvySovani limitniho viskozitniho C¢isla.
Teoreticky mize byt tento nartist vysvétlen zménou charakteru hyaluronového fetézce,

rostouci molekulovou hmotnosti, tvorbou aglomeratd, expanzi polymerniho klubka
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nebo upiednostiiovanim interakci polymer-rozpoustédlo, souvisejicich pravé s rostouci
koncentraci tenzidu.

Kromé limitniho viskozitniho ¢isla a Hugginsova koeficientu, byl z relativni
kinematické viskozity roztoku NaHy s ptidanym BAC (7e.8ac) @ roztoku Cisté NaHy
(Mre1-0), spocitan viskozitni pomeér (#re.8ac)/(Mre1-0), Ktery predstavuje relativni ptispévek

BAC k celkovému viskozitnimu chovani NaHy klubek (viz obr. 34).

Obrazek 34:Vyjadreni poméru relativni viskozity a koncentrace BAC (®) NaHy bez
BAC, (o) NaHy s BAC.
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Z piilozené grafické zavislosti (obr. 34) je ziejmé, ze ptidavek 0,32 mmol-1™* a 0,42
mmol-1" BAC zpisobuje pouze nepatrnou zménu relativni viskozity. Ovsem rostouci
koncentrace piidavaného BAC, vyvola postupny pokles poméru (#re1.sac)/(#rel-0), @ tedy
celkové zmenseni hydrodynamického poloméru klubka vyvolaného pfitomnym
tenzidem. Tento jev je vysledkem smrsténi polymerniho fetézce zpusobeného adsorbci
BAC molekul nebo BAC micel na polymerni fetézec. Z toho diivodu lze konstatovat,

ze data ziskand viskozitnim métfenim jsou v souladu s vysledky méteni velikosti

castic.
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6.2 Chovani hyaluronanu v roztocich soli z Hofmeisterovy rady

Vliv soli Hofmeisterovy fady (Na,SO4, (NH4),SO,; NaSCN, NH;SCN, NaCl) na
velikost, popt. konformaci, klubek NaHy byl studovan pomoci dynamického rozptylu
svétla. Dale bylo sledovano povrchové napéti (SFT) a viskozita roztokt hyaluronanu v
souvislosti s typem iontil (chaotropni, kosmotropni a jejich kombinace). Soucasné byl
také studovan vliv teploty na konformacni stabilitu téchto roztokl hyaluronanu. Jak je
patrné z teoretické ¢asti disertacni prace, vliv ionth Hofmeisterovy fady je intenzivné
studovan v ptipad¢ proteinti, které jsou z hlediska své konformace rigidni ve srovnani
s polymernimi klubky. Chovani polysacharidi v téchto typech iontovych roztoki neni
v literatufe pfiliS popsano, prestoze se (zejména hyaluronan) ve farmacii 1 mediciné
aplikuje téméf vyhradné v kombinaci s riznymi ionty, at’ uz ve form€ roztokd nebo

gelt.

6.2.1 PouZité materidaly a piiprava vzorkii

6.2.1.1 Materialy

V této ¢asti experimentalni prace byly pouZzity nasledujici materialy:

e Sodna sil kyseliny hyaluronové (NaHy), M,, = 1,8 — 2,1 MDa, Contipro
Ltd., Ceska republika

e Siran sodny (Na,SOy4) — (=99 %), Sigma Aldrich

e Siran amonny — ((NH4),SO,4) — (=99 %), Sigma Aldrich

e Thiokyanat sodny — (NaSCN), (> 98 %), Sigma Aldrich

e Thiokyanat amonny — (NH,SCN), (> 97,5 %), Sigma Aldrich

e Chlorid sodny — (NaCl), Fluka

e De-ionizovana voda (DEMI) - H,O

6.2.1.2 Priprava vzorku
Pro méfeni byly ptipraveny roztoky Hofmeisterovych soli o iontové sile | = 0,1 mol/l ,

ve kterych byl rozpusténa sodna siil kyseliny hyaluronové (M,=1,8-2,1 MDa).
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Roztok hyaluronanu (0,1 hm. %), byl pfipraven jeho rozpusténim v NaySOy,
(NH,),SO4, NaSCN, NH;SCN a NaCl, které probihalo za neustalého michani pii
teploté 50 °C po dobu 24 hodin.

Pro lepsi piedstavu, byla iontova sila pouzitych soli z Hofmeisterovy fady pfepocitana
na pocet molekul, pfipadajicich na jednu molekulu hyaluronanu nebo jeden mer NaHy

podle niZze uvedeného piikladu.

Zadané parametry:
Muary)=1,8-2,1 MDa, Cnapy = 0,513-10° mol 17,
MW(NaZSO4):l42:04 g-mol'l, C(Na2504) = 0,033 m0|'|_1,

I\/Iw(l meru NaHy):395,3 g'mOI-l,

a) Stanoveni poctu molekul

Mw(NaHy) 1,95- 10
= = 4933 mert v NaHy (32)
Mw(l meru NaHy) 395,3 -
N (Natty) =C(Natty)'V=0,513-10"6:0,01=5,13-10 mol (33)

N (Naty)= Na(nary)=6,023-10%-5,13-107°=3,09-10"° molekul N (34)

b) Stanoveni po¢tu molekul Na,SO, ptipadajicich na 1 mer NaHy pro | = 0,1 mol-I"
1

N(Va, 505 =C(Nays0,)'V=0,033-0,01=0,33-10" mol (35)

Nva,s50,)= NaN(na,s0,)=6,023-10%-0,33:1073=1,99-10*° molek:  (36)
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Nna,s0, 1,99 - 102°
Nyamy 3,09 1015 (37)

= 64323 molekul Na,S0, na 1 molekulu NaHy

Nyayso, 64323
Nmerﬁ NaHy 4933

= 13 molekul Na,S0, na 1 mer NaHy (38)

Pridavky zvolenych soli, které byly do roztoku NaHy pfidavany v koncentracich
odpovidajici ur¢itému pocétu molekul soli (Ns) pfipadajicich na 1 mer NaHy, jsou

piilozeny v tabulce €. 5.

Tabulka 5: Pocet molekul soli, ktery pripada 1 mer NaHy.

sul Nsoli
Na,SO, 13
NaSCN 40
NH,SCN 40

Velikost ¢astic NaHy v roztoku Na,SO,4, (NH,),SO4, NaSCN, NH,;SCN, NaCl byla
stanovena v teplotnim intervalu 5°C - 65°C. Pro méfeni velikosti castic byly
ptipravené vzorky fedény v poméru 1:4 (NaHy:roztok soli) a nésledné filtrovany ptes
0,22 um PTFE mikro filtry.

Ke stanoveni limitniho viskozitniho ¢isla a Hugginsovy konstanty 0,1 hm. % roztoku
NaHy rozpusténého v Na,SO4, (NH,4),SO,4, NaSCN, NH,SCN, NaCl, byl roztok redén
do péti riznych koncentraci: 0,513-10° mol-I*, 0,359-10° mol-I*, 0,256-10° mol-I™,
0,128-10°mol-1"*, 0,513-10" mol-I"*. Mé&feni probihalo pii teploté 25°C.
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Povrchové napéti NaHy v roztocich de-ionizované vody, Na,SO,, (NH,4),SO,4, NaSCN,
NH;SCN, NaCl bylo méteno v zavislosti na ¢ase (v pribéhu 5 minut) pii teploté 15,

20, 25, 30, 35, 40 a 45°C.

6.2.2 Diskuze a vysledky

Pro piehlednost a srozumitelnost bude nésledujici kapitola tématicky rozdélana do tfi

Casti na diskuzi vysledku; chaotropni ionty, kosmotropni ionty a jejich kombinace.

6.2.2.1 Chaotropni ionty (CH-I)

I. Chovani ve vodeé

a. Viskozita

Mezi prvni autory, ktefi potvrdili, Ze ptidavek nékterych soli zvySuje viskozitu vody
(napf. litium nitrat), zatimco jiné ji snizuji, patii Poiseuille [115]. Podle jiného autora
Applebeye [194], ktery se zabyval viskozitou roztokt ruznych soli, 1ze vliv, ve vodé
rozpu$ténych iontd na viskozitu, rozdélit na dva hlavni efekty: (1) sniZeni viskozity
vyvolané rozpadem molekularnich klastrti vody, (H,0)3, na jednoduché molekuly a (2)
zvySeni viskozity, kterou zplsobi pfitomnost iontd soli a neionizované molekuly soli.
V piipadé soli, které nejsou plné hydratovany jako napi. Cs*, Rb", K*, NH,", I', Br,
NO; je pokles viskozity vyvolan spiSe diky rozpadu klastri molekul vody. VétSina
iontd je vSak plné hydratovana, a predpoklada se u nich nartst viskozity [116]. Podle
Collinse [195] lze konstatovat, Ze relativni viskozita chaotropnich iontt klesa

s klesajici teplotou.

b. Povrchové napéti (SFT)

Povrchové a mezifdzové napéti poskytuje nepfimou informaci o rozlozeni iontl
v blizkosti povrchu. Heydweiller [196], ktery se ve své préaci zabyval povrchovym
napetim raznych roztokl elektrolytt zjistil, ze ptidavek soli ovliviiuje povrchové

napéti méfeného roztoku na fazovém rozhrani voda-vzduch. Zjistil, Ze jednotlivé
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anionty z Hofmeisterovy fady soli maji vyrazny vliv na povrchové napéti, zatimco u
kationtd je tento vliv nevyrazny. Obecné lze fici, Ze pfitomnost chaotropnich iontd
vyvolava pokles povrchového napéti [29,196]. Tuto skute¢nost potvrzuji vysledky
méfeni (viz obr. 35), kde je zobrazeno srovnani ¢asového pribéhu povrchového napéti
vodného roztoku thiokyanatu amonného (NH;SCN) s de-ionizovanou vodou (DEMI).
Z téchto vysledka je ziejmé, Ze povrchové napéti de-ionizované vody je 72,6 mN-m™ a
v pribéhu jeho méfeni (t = 300s) nedochazi k jeho Zadnému vyraznému poklesu.
Naopak piidanim NH;SCN (1=0,1M) do roztoku de-ionizovane vody, byl zaznamenan
pokles SFT a to na hodnotu y = 70,6 mN-m™. Z uvedené &asové zavislosti pro
dale poklesla 0 1,1%, pravdépodobné diky organizaci iontli na rozhrani. Rozpusténi
velkych iontl jako je napt. NH," vede k pozitivni entropické zméng, coZ znamena, Ze
chaotropni ionty naruSuji pravidelné uspotfadani molekul vody [128]. Pokles
povrchového napéti by mohl byt pfisuzovan postupné ztraté solvataéni vrstvy
chaotropnich ionti a jejich naslednou adsorpci ptimo na povrchu mezifazového
rozhrani [29]. Podle Bostréma a kol. [197], jsou za iontovou adsorpci zodpovédné
disperzni sily umérné jejich polarizovatelnosti. Zcela jiného ndzoru jsou Levin a kol.,

podle kterych je adsorpce iontd zptisobena hydrofobnimi interakcemi [29,198].
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Obrazek 35: Porovndni ¢asového pritbehu povrchového napéti de-ionizované vody (A)
a roztoku chaotropnich iontit NH,SCN (1=0,1M) (©). Stanoveno p7i teploté T = 25 °C.
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Il.  Chovani v systémit iont-NaHy-voda (CH-1—NaHY—DEMI)
a. Viskozita

Zmény tvaru makromolekuly se vyraznéji projevuji piedevsim u polyelektrolyta.
Proto viskozita roztokt polyelektrolytu silné zavisi na koncentraci polymeru a jeho
ioniza¢nim stupni, kdy elektrostatické sily pfitomnych skupin mohou brénit sbaleni
fetézce, ale také na pritomnosti a druhu malych iontl, které ionizaci ovliviuji [149].
V roztoku bez ptidanych soli, mohou coulombické interakce, piisobici mezi naboji
hlavniho polymerniho fetézce polyelektrolytu, zplisobovat natazeni jeho jednotlivych
casti, a ovlivnit tak reologické chovani polyelektrolyt. Vhodny piidavek protiiontu,
muze naopak =zastinit elektrostatické interakce, které plsobi mezi naboji na
polymernim fetézci, a umoznit polymerni molekule zaujmout sbalenéjsi a
kompaktnéjsi konformaci. Stupen sbaleni fetézce polymeru bude zaviset na tuhosti
polymerniho fetézce v roztoku. Jak uZ bylo n€kolikrat zminéno, ptidavek soli do
roztoku polyelektrolytu ma vyrazny vliv na jeho reologické chovani. Ve zfedénych a
CasteCné zifedénych roztocich, se sbaleni polymerniho ftetézce projevi poklesem

viskozity. Naopak u nékterych polyelektrolytl (n¢které ptirodni kationické a anionické
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polymery, syntetické polymery) zplsobuji vznikajici vodikové vazby zastinéni
elektrostatickych repulzi, které se projevi zvySenim viskozity. Repulzivni interakce,
pusobici v jedné ¢asti polymerniho fetézce, vyvolavaji vzajemny kontakt v jeho jiné
Casti, coz priispiva ke vzniku vodikovych vazeb. Vodikové vazby, které mezi
jednotlivymi ¢astmi polymernich fetézcl vznikaji, znesnadiiuji jejich vzajemny pohyb
vroztoku a ve vysledku pfispivaji ke zvySeni viskozity. V ptipad¢, ze mnozstvi
pfidané soli bude dostatecné¢ vysoké (pocet pfidanych iontl bude vétsi nez pocet
volnych protiontl v roztoku), mize byt vliv elektrostatickych interakci zanedbatelny a
polymer se bude projevovat neutralnim chovanim [33]. Zavislost relativni viskozity
NaHy v de-ionizované vodé¢, ktera byla uréena pii teploté T=25°C, je piilozena v grafu
(viz obr. 36).

Obrazek 36: Zavislost relativni viskozity NaHy v de-ionizované vodé (o) na
koncentraci stanovené pri teplote T = 25°C.
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Z uvedeného grafu (obr. 36) je vidét, Ze relativni viskozita NaHy o koncentraci ¢ =
0,513-10*mmol-1™ je 31+0,02 a s klesajici koncentraci NaHy, jeji hodnota klesa a to

aZ na hodnotu 1,9+0,000082 (c = 0,513-10“mmol-1™"). Hodnoty mé&tené viskozity jsou
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pomérné vysoké (31+0,02) a Ize z toho usuzovat, ze konformace NaHy fetézce jsou ve
srovnani s viskozitou roztokii NaHy s pfidanymi ionty (obr. ¢. 37, 44, 51, 52, 110)
pravdépodobné mnohem rozbalen¢jsi. Tuto skutecnost potvrzuje 1 velikost Castic,
ktera se u NaHy, rozpusténého pouze ve vodé, pohybuje kolem hodnoty 286 nm (viz
obr. 39). Pridani chaotropnich iont do roztoku NaHy, se projevi vyraznym poklesem

viskozity, ktery je zobrazen v grafu (viz obr. 37).

Obrazek 37: Zavislost relativni viskozity systtmu NaHy- NH,SCN (1=0,1M) (o) na
koncentraci stanovené pri teplote T = 25°C.
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Vysledky relativni viskozity pro systétm NH,SCN-NaHy (obr. 37) ukazuji, Ze u
nejvy3si koncentrace (c = 0,513-10°mmol-1") NaHy doslo k vyraznému snizeni
viskozity z hodnoty 31+0,02 (¢ista NaHy, viz obr. 36) na hodnotu 6+0,003 (NaHy-
NH,SCN, viz obr. 37) a stejné¢ jako u cCisté NaHy, se jeji hodnota s klesajici
koncentraci snizuje a to az na hodnotu 1,2+0,0017. Je znamo, ze ptidavek
monovalentnich soli do roztoku polyelektrolytu, se projevi sniZzenim jeho viskozity.
Ptidané soli totiz zastini elektrostatické repulze mezi podobnymi ndboji umisténymi
podél polymerniho fetézce, které se projevi sbalenim polymerniho klubka,
doprovazenym poklesem viskozity roztoku [33]. Sbaleni polymerniho klubka NaHy

v prostiedi NH,SCN potvrzuji i vysledky ziskaneé z méfeni velikosti ¢astic (obr. 41).
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Velikost ¢astic NaHy piidanim NH;SCN do jejiho roztoku klesne aZz na hodnotu 68
nm a navic je pfi sledovani teplotni zavislosti, az do 24°C konstantni (obr. 42) ve

srovnani s NaHy ve vod¢ (obr. 40).

Kromé relativni viskozity byly z viskozitniho méteni urceny dalS$i dva parametry,
limitni viskozitni ¢islo [#] a Hugginsiuv koeficient (ky). Hodnoty limitniho
viskozitniho ¢isla a Hugginsova koeficientu pro NaHy v de-ionizované vodé¢, véetné

vSech ptidavanych soli, jsou uvedeny v tabulce €. 6.

Tabulka 6: Limini viskozitni cislo a Hugginsiiv koeficient NaHy rozpusténeho v de-
ionizované vode, Na,SOy4, (NH4),S04, NaSCN, NH,SCN.

siil [7] [100mL-g™] Ky [-]
NaHy-DEMI 59,4 0,66
Na,SO, 21,6 0,72
NaSCN 20,7 0,73
NH,SCN 19,4 0,78

Hugginstv koeficient, jak uz bylo naznaceno v kapitole 6.1 experimentalni casti, je
parametr odrazejici interakce polymeru s rozpoustédlem a tedy ovliviujici konformaci
polymeru. Hodnota ky pro pevné polymery kulovitého tvaru muze dosahovat aZz
hodnoty 2, zatimco u flexibilnich polymert, jakym je NaHy, by se ky mél pohybovat
v rozmezi hodnot 0,35-0,4 [199]. Hugginstv koeficient, ktery byl stanoven u roztoku
NaHy v de-ionizované vod¢, odpovida hodnoté 0,66. Na zaklad¢ této hodnoty, Ize
konstatovat, ze pro roztoky NaHy se voda z pohledu kvality rozpoustédla, jevi spiSe
jako Spatné rozpoustédlo, a NaHy zaujima ve vodé sbalenou konformaci. Hodnoty ky
stanovené pro NaHy rozpusténého ve vodnych roztocich jednotlivych soli ukazuji, ze
vaci roztoku NaHy ve vod¢, jeho hodnota roste z 0,66 na 0,72 (Na,SO,4) nebo az na
0,95 ((NH4),SO,4). To by znamenalo, ze v ptipadé ((NH4),SO,4) prevlada spise vliv
kosmotropniho aniontu, ktery vyrazné& zhorSuje rozpustnost. Srovname-li uvedené

vysledky s hodnotami k;, stanovenymi pro NaHy v NaSCN lze konstatovat, Ze zde
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prevlada spiSe vliv chaotropniho aniontu. Ziskané vysledky odpovidaji obecné
platnosti, Ze ky srostouci iontovou silou roste, tzn., klesd rozpustnost polymeru.
Jinymi slovy, Ze intenzita interakci polymer-rozpoustédlo klesa, zatimco intenzita
interakci polymer-polymer asociaci roste [200]. Zajimavé ovsem je, Ze pii sledovani
teplotniho trendu velikosti ¢astic a povrchového napéti, ktera bude nastinéna v dalSi
¢asti textu, byl prokézan opak.

Pii porovnani roztoku NaHy ve vodé s jeho roztoky ve vybranych soli, je vidét, ze
hodnoty limitniho viskozitniho ¢&isla klesaji. Nejvétsi pokles byl zaznamenan u
(NH,),S0,, kde LVC klesa z hodnoty 59,4 100mL-g™ stanoveného pro NaHy v demi
vodé na hodnotu 18,5 100mL-g*. Naopak nejmensi pokles LVC se projevuje u
kosmotropnich iontd Na,SO, a to zhodnoty 59,4 100mL-g" na hodnotu 21,6
100mL-g*. Vyrazny pokles limitniho viskozitniho &isla NaHy v piitomnosti
vybranych soli maze byt vysvétlen pravé jiz zminénym Stinénim elektrostatickych
repulzi, pfi kterém muze piidana sul iniciovat tvorbu kompaktnéjsi struktury
polymeru. Podle Tsain a kol. [201] souvisi limitni viskozitni ¢islo s objemem, ktery

makromolekula zaujima v roztoku, a s rostouci iontovou silou pak klesa.

b. Povrchové napéti

Jak uZ bylo popsano na zafatku kapitoly 1.1.2.1, ptfitomnost chaotropnich iontd
vyvolava pokles povrchového napéti, ktery mize byt vysvétlen jejich adsorpci na
povrchu fazového rozhrani [29,196]. Platnost tohoto tvrzeni byla ovéfena méfenim
povrchového napéti roztoku NH;SCN (I = 0,1M) v de-ionizované vodé (viz obr. 35).
OvSem cCasova zavislost povrchového napéti NH,SCN Vv pritomnosti NaHYy pii iontove
sile 1 = 0,AM (viz obr. 38) ukazuje zcela jiny prubéh, ktery lze vysvétlit

pravdépodobnym interakénim chovanim hyaluronanu s pfidanymi chaotropnimi ionty.
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Obrazek 38: Porovndni casového priibéhu povrchového napéti systému NaHy vde-
ionizované vode (DEMI) (o) a NaHy s pridavkem chaotropnich iontii NH,SCN
(1=0,1M) (o). Stanoveno pri teplote T = 25°C.
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Vysledky analyz ukazuji, ze povrchové napéti systému NaHy-NH4SCN pfi teploté
25°C je vysSi nez hodnota povrchového napéti NaHy v de-ionizované vodé (y = 72,1
mN-m™). Z ¢asového pribéhu je navic vidét, Ze povrchové napéti NaHy ve vods klesa
0 2 %, coz znamend, ze doch&zi k reorganizaci polymeru na fazovém rozhrani
kapalina-vzduch. Pfidanim NH;SCN (I = 0,1M) do roztoku NaHy hodnota SFT
vzroste na hodnotu y = 72,7 mN-m™ a v pribéhu méteni (t = 300s) pak klesne pouze o
0,5 %. Pokud srovname povrchové napéti NH4;SCN ve vodé (obr. 35) a NH,SCN
v roztoku s NaHy (obr. 38) zjistime, Ze v pritomnosti NaHy jeho hodnota vzrostla z y
= 70,6 mN-m™* na y = 73,0 mN-m™. V disledku disociace Na" kationtti, které do
roztoku pirechazi zitetézce NaHy, pravdépodobné muze dochazet K vytvoreni
kosmotropné-chaotropniho iontového paru, jehoZz disledkem je oddéleni molekul
vody a neschopnost vytvaret silné iontove pary [120]. Kationty a anionty se stejnou
velikosti iontu maji tendenci vytvaret kontaktni iontové pary a snizit tak svou
hydrataci. Soli s riznou velikosti kationti a aniontti naopak vytvari S rozpoustédlem

odd¢lené iontové pary, které maji omezenou schopnost reorientace molekul vody. U
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Na" a SCN" iontl tak bude malo pravdépodobné, Ze vytvoii piimé iontové pary, ale
naopak budou vice interagovat s rozpoustédlem [202]. Proto by mohl byt nardst
povrchového napéti v pfitomnosti chaotropniho 1ontu disledkem vytlaceni
chaotropnich iont z povrchu fazového rozhrani ionty sodnymi. lonty Na* pochazejici
z NaHy fetézce, se budou nachézet v dostate¢né vzdalenosti od povrchu, a tim

pravdépodobné prispéji k narustu SFT.

Zajimavych vysledkti bylo dosazeno, u srovnani casovych zavislosti hodnot
povrchového napéti roztokit NH;SCN v NaHy (obr. 75-80) a NaHy ve vodé
stanovenych pifi riznych teplotach (obr. 73), které jsou soucasti ptilohy C.
Z teplotniho trendu SFT, lze vidét, ze v rozmezi teplot 15-35°C povrchové napéti
t = 300s, byl naméten u teplot 20 °C, 30 °C a 35 °C a to 1,3%. Naopak nejvyssi pokles
V hodnoté povrchového napéti je vidét pii teplotach 40 °C a 45 °C. Pii téchto teplotach
je rozdil v hodnotéach povrchového napéti stanoveny v prubéhu méfeni (t = 300s) 4,5%
respektive 4,1%. To znamen4, Ze u takto vysokych teplot, roste mobilita polymerniho
fetézce NaHy, kterd se projevuje snahou NaHy se samo-organizovat na fazovém
rozhrani a tim snizovat povrchové napéti. Snaha sjakou se polymer bude
reorganizovat na povrchu, mize byt ovlivnéna molekulovou hmotnosti polymeru,
tuhosti ¢i rozdilnou flexibilitou polymernich fetézcd, ale i koncentraci polymeru.
Studiem vlivu rozdilné teploty a koncentrace na povrchové napéti hyaluronanu
v roztoku NaCl se zabyvali, Ribeiro a kol. [203]. Podle téchto autort, povrchové
napéti nejvyrazn&ji klesd v koncentra¢nim rozmezi 2,2-3 mg-ml™, tedy v oblasti, ve
které se zacina projevovat vliv vzajemného zaplétani polymernich fetézca [203]. Z
teplotniho trendu systéemu NaHy-NH4;SCN (obr. 75-80) je vidét, ze SFT se méni
nejvyrazn&ji pii teplotach 30, 35, 40 a 45°C. V tomto teplotnim rozsahu je registrovan
pokles povrchového napéti o 2,4%, 4,1%, 4,3% a 7,1%. Zajimavé je, ze ptitomnost
chaotropnich iontl u teplot 20 °C a 25 °C povrchové napéti NaHy zvySuje. Pfi
teplotach 15, 20 a 25°C je v prub&éhu méfeni (t = 300s) SFT nizSi pouze o 0,3%, 0,4%
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a 0,3%. V teplotnim rozmezi 15, 30, 35, 40 a 45°C ionty NH;SCN povrchové napéti
NaHy snizuji.

c. Velikost castic

Pii stanoveni stfedni velikosti ¢astic NaHy rozpusténého v de-ionizované vod¢ (obr.
39), se ve vysledné intenzitni distribuci daji nalézt dva typy ¢astic. Prvnim typem jsou
castice, s velikosti 295 nm, a druhym typem jsou Castice, jejichz velikost odpovida 38

nm.

Obrazek 39: Intenzitni distribuce velikosti castic NaHy v de-ionizované vode pri
teplote T=25°C. Stiedni velikost castic (z-average) odpovida hodnote 286 nm.
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Na zadklad¢ téchto vysledkd, tak mizeme konstatovat, ze NaHy zaujimd ve vodé
volnéjsi konformaci, coZ potvrzuji i vysledky stanovené z viskozitniho méfeni. Kromé
teplotniho trendu povrchového napéti, bylo provedeno srovnani velikosti ¢astic, které
byly stanoveny v rozsahu teplot od 5 °C do 65 °C. Teplotni zavislost stiedni velikosti

castic NaHy rozpusténého ve vodé je vidét na obr. 40.
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Obrazek 40: Teplotni zavislost stiedni velikosti cdstic (z-average) NaHy v de-
ionizované vode (DEMI) (o).
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Teplotni zavislost velikosti ¢astic ¢istého hyaluronanu ve vodé ukazuje, ze velikost
¢astic méfend metodou dynamického rozptylu svétla je tézko interpretovatelnd.
Z pribéhu zavislosti hodnot stfedni velikosti ¢astic v celém teplotnim rozsahu (obr.
40) lze usuzovat, ze polymerni fetézec muZze zaujimat rozvolnénou konformaci.
Naopak bude-li se NaHy nachazet v prostiedi soli, mélo by dojit k jeho vyraznému
sbaleni. Stfedni velikost ¢astic systému NaHy-NH,SCN, stanovena pii 25°C, je vidét
v grafu (viz obr. 41).
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Obrazek 41: Intenzitni distribuce velikosti cdstic systéemu NaHy v prostiedi NH,SCN
(1=0,1M) pri teplote T=25°C. Stiedni velikost castic (z-average) odpovida hodnoté 68
nm.

[EEY
[N

—#- NH,SCN

=
?
T

Intenzita [-]

o = N w S ol » ~ (o] ©
1 1 1 1 1 1 1 1 1
T T T T T T T T T
~=
-

z-average [nm]

Pridavek 0,1M NH;SCN do roztoku NaHy, zpisobi sbaleni polymerniho fetézce, které
se projevi poklesem velikosti ¢astic z hodnoty 286 nm (NaHy-DEMI) na hodnotu 68
nm (NaHy-NH4SCN). Pokles velikosti castic, ke kterému pravdépodobné dochazi
v disledku zastinéni elektrostatickych repulzi ptisobicich mezi ndboji na polymernim
fetézci [33], odpovida poklesu relativni viskozity systému NaHy-NH,SCN (viz obr.
37).

Z vysledkt teplotniho trendu systému NaHy-NH,SCN (viz obr. 42) je vidét, ze
velikost ¢astic se do teploty 24°C vyraznéji neméni. Do této teploty se stiedni velikost
¢astic pohybuje v rozmezi 70-80 nm a vykazuje pouze minimalni zmény. Piekro¢enim
této teploty dochazi k vyraznému rozptylu hodnot z-average, patrné souvisejicim

s vétsi mobilitou polymerniho fetézce.
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Obrazek 42: Teplotni zavislost stredni velikosti castic (z-average) systému NH;SCN-
NaHy (o). Velikost castic NaHy je v prostiedi NH;SCN stabilni do teploty T=24°C.
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6.2.2.2 Kosmotropni ionty (K-1)

I. Chovani ve vodeé

a. Viskozita

Kosmotropni ionty se vyrazné podili na uspotadani molekul vody v roztoku, a tim
zvysuji jeho viskozitu. Podle Collinse [195], relativni viskozita kosmotropnich iontt
roste s klesajici teplotou, protoze se pii nizSich teplotach vice projevuji Hofmeisterovy
interakce. S klesajici teplotou ma totiz rozpusténa latka tendenci zaujimat v roztoku
ne-uniformni distribuci a ¢im dal tim vice vytvaiet s molekulami vody klastry, které se
vzdaluji od povrchu [195]. Kosmotropni chovani kationtd mize byt v pfitomnosti

kosmotropnich aniontti omezeno [129].
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b. Povrchové napéti

Jak uz bylo fe¢eno, kosmotropni ionty maji kolem sebe tésn¢ vazané molekuly vody.
Tyto ionty zvySuji povrchové napéti, ke kterému dochazi v disledku jejich vzdalovani
z povrchu. Jednou z piic¢in, pro¢ tyto ionty upfednostiiuji objemovou solvataci a
zdrzuji se v objemove fazi roztoku, jsou silné disperzni interakce, které ptisobi mezi
ionty a molekulami vody [29]. Pfi porovnani ¢asového pribéhu povrchového napéti
de-ionizované vody v ptitomnosti kosmotropnich iontt (viz obr. 43) bylo zjisténo, Ze
hodnota povrchového napéti Na,SO, je téméf srovnatelnd s povrchovym napétim
vody. Povrchové napéti roztoku Na,SO, pokleslo z hodnoty 72,6 mN-m™ (voda) na
hodnotu 72,4 mN-m™ a v pribdhu méfeni tzn. t = 300s nebyla zaznamenana jeho
vyraznéj$i zména. Celkovy pokles SFT roztoku Na,SO, odpovidd 0,2%. V tomto
piipadé tak bylo jasné prokazano, ze vybrané kosmotropni ionty pii zvolené

koncentraci nemaji vyrazny vliv na zménu povrchoveho napéti.

Obrazek 43: Porovndni ¢asového pritbehu povrchového napéti de-ionizované vody (A)
a kosmotropnich iontit Na,SO4 (1=0,1M) (0), stanoveného pri teploté T = 25°C.
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Il.  Chovani v systému iont-NaHy-voda (K-I—NaHy—DEMI)
a. Viskozita
Zavislost relativni viskozity systéemu NaHy-Na,SO, na koncentraci NaHy ilustruje

obrédzek obr. 44. Stejné¢ jako u chaotropnich iontl, dochazi v ptitomnosti

kosmotropnich ionti k vyraznému snizeni viskozity.

Obrazek 44: Zavislost relativni viskozity systému NaHy-Na,SO, (I=0,1M) (©) na
koncentraci stanovené pri teploté T = 25°C.
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Relativni viskozita klesa z hodnoty 6,7+0,0017 (c = 0,513-10°mmol-I"") na hodnotu
1,3+0,0011 (¢ = 0,513-10* mmol-I"). P¥ porovnani u&inku chaotropnich a
kosmotropnich iontl na viskozitu NaHy, je vidét, Ze mezi nimi dochazi k nepatrnému
rozdilu. Nicmén¢ chaotropni ionty, v nasem ptipadé NH,SCN, viskozitu NaHy snizuji
ucinngji. Nejveétsi rozdil v poklesu viskozity je patrny U nejvyssi méfené koncentrace
(c = 0,513-10°mmol-I"). Hodnota relativni viskozity u NaHy-NH,SCN odpovida
6,0+0,003, zatimco u NaHy-Na,SO, 6,7+0,0017. Lze proto tvrdit, Ze chaotropni ionty

viskozitu snizuji vyraznéji.
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b. Povrchové napéti

Kosmotropni ionty by se mély vyznamné podilet na zvySovani povrchového napéti.
Pii porovnavani jejich ucinkt ve vodé, bylo zjisténo, ze hodnota povrchového napéti
se bud’ téméf neméni, nebo mirné klesd. Méfeni systemu NaHy-Na,SO, ukazalo, ze v
ptitomnosti této soli se povrchové napéti pii 25°C nijak vyrazné neméni. Povrchove
napéti NaHy ve vod¢ je 72,2 mN-m™*, zatimco SFT systému NaHy-Na,SO, 72,4
mN-m™, které v pribéhu méfeni pokleslo o 1%. U NaHy-DEMI, byl zaznamenan
pokles SFT 0 2%. Nevyrazné zmény povrchového napéti NaHy v pfitomnosti Na,SO,
mohou byt zplisobeny oslabenim vlivu kosmotropnich anionti, ke kterému
Vv pfitomnosti kosmotropnich kationti muize dochéazet [129]. Vyraznéjsi zvySeni
povrchového napéti NaHy bylo pozorovano pfi teploté 45°C (obr. 103, Ptiloha C).
Povrchové napéti Na,SO, kleslo z hodnoty (t = 0s) 70,7 mN-m™ na hodnotu 69,4
mN-m™ (t =300s). Celkovy pokles tedy odpovidal 1,8%. Naopak u NaHy-DEMI byl

zaznamenan pokles SFT z (t = 0s) 72,1 mN-m™ na hodnotu 68,0 mN-m™, tzn. 5,7%.

Obrazek 45: Porovndni c¢asového pritbehu povrchového napéti systému NaHy-Na,SO4
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teplote T = 25°C.
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Vyraznéj§i zmény prabéhu povrchového napéti jsou pozorovany na obr. 81-86 a 107
(ptiloha C), kde byla sledovana teplotni zavislost povrchového napéti systému NaHy-
Na,SO,. K nejvyraznéj$imu snizeni povrchového napéti dochazi pii teplotach 40 °C a
45 °C. SFT poklesne o 2,9% a 1,3%. Zajimavé je, ze pokles SFT NaHy ve vodé¢
odpovida pfti stejnych teplotdch hodnotam 4,5% a 4,1%. To znamend, Ze ptitomnost
Na,SO; Vvroztoku NaHy vyrazné snizuje mobilitu jejiho fetézce a v celkovém
vysledku i jeji tendenci se reorganizovat na fazovem rozhrani. Podle Swanna a kol.
[124] by kosmotropni ionty mély byt schopné oslabovat hydrofobni interakce
polymert. Diky silné interakci kosmotropnich anionti s molekulami vody dochazi
Kk jejich vzajemnému vylouceni z blizkosti polymeru, jehoz vysledkem muize byt
podpora hydrofobnich interakci. Polymerni fetézec se bude snazit zaujmout sbalenéjsi
konformaci, ktera by se v porovnani s chaotropnimi ionty, méla projevit poklesem

hydrodynamického poloméru.

c. Velikost castic

Méfeni stiedni velikosti ¢astic ukazalo, Ze velikost Castic NaHy se v pfitomnosti
Na,SO, méni. Velikost ¢astic NaHy klesa z 286 nm (obr. 39) na hodnotu 70 nm (obr.
46). Pokud porovname velikost ¢astic stanovenou pii 25°C u chaotropnich a
kosmotropni iontd, dojdeme k nasledujicimu zavéru. Velikost ¢astic NH;,SCN se
pohybuje okolo 68 nm, zatimco u Na,SO, okolo 70 nm. Tento vysledek byl podpoten
méfenim velikosti ¢astic NaHy v prostifedi fosfatového pufru (obr. 47), jakozto
zastupce kosmotropnich soli. Velikost ¢astic NaHy v prostiedi fosfatového pufru
odpovida stejné jako v pfipadé Na,SO, 70nm. Zvyseni velikosti Castic, které bylo
pozorovano u tohoto systému (NH,;SCN) pii teploté¢ 25°C je natolik malé, Ze nelze

prokazat, Ze se velikost ¢astic nepohybuje v rozmezi chyby méfeni.
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Obrazek 46: Intenzitni distribuce velikosti castic systému NaHy v prostiedi Na,SO,
(I=0,1M) pri teplotée T=25°C. Strredni velikost castic (z-average) odpovida hodnoté 70
nm.
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Obrazek 47: Intenzitni distribuce velikosti castic NaHy v prostredi fosfatového pufiu
pri teplote T=25°C. Stiedni velikost castic (z-average) odpovida hodnoté 70 nm.
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Z vysledku teplotniho trendu systému NaHy-Na,SO, (viz obr. 48) je vidét, Ze velikost
Castic vykazuje do teploty 40°C stabilitu z hlediska ,,z-average®. Do této teploty se
stiedni velikost ¢astic pohybuje v blizkosti hodnoty 75 nm. PiekroGenim této teploty,
dochézi kvyraznému rozptylu hodnot, ktery patrné souvisi s vétsi mobilitou
polymerniho fetézce stejné jako u NH,SCN, kde se vSak ,,oscilace ve velikosti ¢astic

objevily jiz pii teploté 24°C (viz obr. 42).

Obrazek 48: Teplotni zavislost stiedni velikosti cdstic (z-average) NaHy Vv prostredi
Na,SO, (o). Velikost castic NaHy v prostiedi Na,SOy, je stabilni do teploty T=40°C.
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Pritomnost studované kosmotropni soli v roztoku NaHy tedy zpusobuje, Ze velikost
NaHy klubka je stabilni az do vysSich teplot (40 °C). Velikost ¢astic se v teplotnim
intervalu od 5°C az do 40°C pohybuje kolem zminénych 75 nm. Tento vliv potvrzuje
také teplotni trend NaHy v prostiedi fosfatového pufru, ktery mizeme také zaradit ke

kosmotropnim solim (viz obr. 49).
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Obrazek 49: Teplotni zavislost stiredni velikosti cdstic (z-average) NaHy ve fosfatovém
pufru, zastupce kosmotropnich iontii (). Velikost castic NaHy je V prostredi
fosfatového pufru stabilni do teploty T=40°C.
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U NaHy ve fosfatovém pufru vykazuje v teplotnim rozmezi od 15 °C do 40 °C
velikost ¢astic ca 60 nm. Jakmile dojde k prekroceni této teploty, za¢ina velikost Castic
vyrazné rust a od teploty 40 °C je pozorovan znacny rozptyl méfenych hodnot ,,z-
average“. U teplotniho trendu stanoveného pro NaHy v roztocich chaotropnich soli je
zminény rozptyl hodnot patrny po piekroceni teploty 24 °C. S rostouci teplotou se
postupné zvysSuje mobilita polymerniho fetézce, kterd se projevuje rostouci velikosti
astic. Tonty, které maji maly povrchovy naboj (SCN’, NH,") se snaZi organizovat
Vv tésné blizkosti hydrofobnich ¢asti polymerniho fetézce a podpofit tak jeho hydrofilni
interakce. Toto chovani pak zpiasobuje, ze se konformace polymeru rozvoliuje a
dochazi k celkové nestabilit¢ NaHy klubka, ktera se za¢ina projevovat uz pii nizsich
teplotach. Naopak ¢im vétsi budou mit ionty povrchovy naboj, tim kompaktnéjsi
strukturu bude NaHy zaujimat. U kosmotropnich soli dochazi k opa¢nému efektu.
Kosmotropni ionty podporuji hydrofobni interakce NaHy, které se snazi

minimalizovat jeho kontakt s rozpoustédlem, coz vede k vytvoreni kompaktni sbalené

- 107 -



struktury. Rigidné&jsi struktura sbaleného klubka, pak snaze odolava plsobeni vyssi

teplot, které se projevilo na zminénych teplotnich trendech velikosti ¢astic.

6.2.2.3 Kombinace chaotropni-kosmotropni ionty

|. Chovani ve vodé

a. Povrchové napéti

Za ucelem posouzeni vlivu jednotlivych soli, byly do roztoku NaHy ptidavany
vybrané kombinace kosmotropnich a chaotropnich aniont a kationtli. Jednalo se o

kombinace (NH,;), SO4, NaSCN a NacCl.

Povrchové napéti méfené v zavislosti na ¢ase u soli NaSCN, (NH,),SO4 a NaCl pii
25°C je zobrazeno na obrazku 50. Ze zavislosti je patrné, Ze piidana sil (NHy),SO,
vyrazn¢ méni povrchové napéti. Povrchové napéti (NH4),SO, klesd z hodnoty
71,5mN-m™ (v &ase t = 0s) na hodnotu 69,7 mN-m™ (v &ase t = 300s). Celkovy pokles
povrchového napéti (NH,), SO,V prubéhu t = 300s tak Cini 2,5%. Je vidét, ze pridavek
(NH,), SO, sniZil povrchové napéti vody jen nepatrng z hodnoty 72,6 mN-m™ (voda)
na hodnotu 70,7 mN-m™ ((NH,),SO,). Tyto vysledky ukazuji, Ze u kombinace
chaotropniho kationtu a kosmotropniho aniontu ve vod¢, pievlada vliv chaotropnich

aniontu.

- 108 -



Obrazek 50: Porovndni casového priibéhu povrchového napéti de-ionizované vody
(A)iontit (NH,), SO4 (1=0,1M) (©), iontit NaSCN (I=0,1M) (©) a iontit NaCl (I=0,1M)
(©) stanoveného pri teplote T = 25°C.
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Obdobné situace nastava v piipadé soli NaSCN (viz obr. 50). Ptidavek NaSCN do
vody sniZi povrchové napéti z hodnoty 72,6 mN-m™ (voda) na hodnotu 71 mN-m™
(NaSCN). Povrchové napéti roztoku NaSCN béhem méieni témét neklesalo; pocatecni
hodnota (t = 0s) 71 mN-m™, kone¢na hodnota 70,9 mN-m™ (t = 300s). Celkova zmé&na
povrchového napéti tak odpovidala 0,2%. V piipadé kombinace kosmotropniho
kationtu a chaotropniho aniontu jasné ptevlada vliv chaotropniho aniontu, ktery SFT
snizuje.

Posledni soli, u které byl zjistovan jeji vliv povrchové napéti, byl NaCl. Casovy
prubéh povrchového napéti NaCl ve vodé zobrazuje obrazek 50. Jak je z piilozeného
grafu patrné, povrchové napéti vody v pritomnosti NaCl vyrazné klesa. Jedna se o
pokles z pogate¢ni hodnoty (t = 0s) 51 mN-m™ na hodnotu 46,5 mN-m™ (t = 300s).
Celkovy pokles SFT roztoku NaCl odpovida 9%. Stejné jako u roztoku NaSCN,
v ptipad¢é NaCl, ptevlada vliv chaotropniho aniontu nad kosmotropnim kationtem, a
zaroven tak potvrzuje fakt, Ze vliv aniontl je ve srovnani s kationty, mnohem
vyrazngjsi.
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Il.  Chovéni v systému iont-NaHy-voda (K-I—NaHy—DEMI)

a. Viskozita

Zavislost relativni viskozity NaHy- (NH,),SO,4 na koncentraci ukazuje obr. 51. Stejné
jako u chaotropnich iontd, ale i kosmotropnich iontd dochazi i v pfitomnosti
(NH,),SO,; k vyraznému sniZeni viskozity. Relativni viskozita klesd z hodnoty
6,1+0,0026 (c = 0,513-10° mmol-1™") na hodnotu 1,2+0,00087 (¢ = 0,513-10" mmol-I
1. V piipadé NaSCN (viz obr. 52) relativni viskozita klesé z hodnoty 6,3+0,0021 (c =
0,513-10°° mmol-I'") na hodnotu 1,2+0,0031 (c = 0,513-10 mmol-I™).

Obrazek 51: Zavislost relativni viskozity systému NaHy-NH;SCN (1=0,1M) (©) na
koncentraci stanovené pri teplote T = 25°C.
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Obrazek 52: Zavislost relativni viskozity systému NaHy-NaSCN (1=0,1M) (©) na

koncentraci stanovené pri teploté T = 25°C.
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Pii porovnani ucinku chaotropniho Kkationtu a kosmotropniho aniontu na viskozitu
NaHy, neni pfili§ jasné, ktery z vlivll pfevladd. Zmény u relativni viskozity jsou
natolik malé, Ze lze té¢zko odhadnout, ktery z iontd ma rozhodujici vliv. Viskozitnim
chovanim xantanu se ve své praci zabyva Wyatt a kol. [33]. Podle této prace doslo
v piitomnosti NaCl az ke 100 ndsobnému snizeni jeho viskozity. Podobné viskozitni
chovani bylo zjisténo u né¢kolika dalSich polyelektrolyt napi. chitosanu, draselné soli

xantanu, karagenanu nebo welanu [33].

b. Povrchové napéti

Pfi porovnani zavislosti povrchového napéti stanoveného pii teploté 25°C systému
NaHy-NaSCN (viz obr. 53), miizeme dojit k nasledujicim zavérim. Povrchové napéti
roztoku NaHy-NaSCN Kleslo z po¢ateéni hodnoty (t = 0s) 73,0 mN-m™ na hodnotu
72,6 mN-m* (t = 300s). Celkovy pokles povrchového napéti odpovidal 0,6%.
Povrchové napéti roztoku NaHy-DEMI kleslo z pocatecni hodnoty (t = 0s) 73,43
mN-m™ na hodnotu 71,9 mN-m™ (t = 300s). Celkovy pokles povrchového napéti
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odpovidal 1,4%. Za zminku stoji, ze u NaSCN ve vodé doSlo k vyraznému poklesu
povrchového napéti, ktery se v pritomnosti NaHy neprokazal, ale naopak se projevil
opacny priubéh. Obdobné chovani bylo vidét pii teploté 15 °C (viz obr. 87, piiloha C).
Casové zavislost povrchového napéti systému NaHy-NaSCN pfi teplotach 20 °C a 30
°C ukazala, ze povrchové napéti je nizsi nez u NaHy ve vodé¢ (viz obr. 90, 93, piiloha
C). U teplot 35°C, 40°C a 45°C bylo povrchové napéti vzajemné srovnatelné (viz obr.
96, 99, 102, 110).

Obrazek 53: Porovndni ¢asového pritbehu povrchového napeti systému NaHy-NaSCN
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teplotée T = 25°C.
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Vysledky povrchového napéti NaHy v prosttedi NaSCN naznacuji, ze v piipad¢
malého kationtu a velkého aniontu, tzn. kationtu s velkym povrchovym nabojem a
aniontu s malym povrchovym nabojem, bude v prostiedi hyaluronanu ptevladat vliv
kosmotropniho 1ontu. Navic u€inek samotného kationtu bude pravdépodobné

pfitomnosti aniontu omezen a neprojevi se tak, jak by se od n&j ocekavalo (viz obr.
53).
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Obrazek 54: Porovndni casového pritbéhu povrchového napéti systému NaHy-
(NH4),SCN (1=0,1M) (©) stanoveného pri teplote T = 25°C.
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Odlisné chovani iontt v prostiedi deionizované vody a NaHy bylo zjisténo také u
(NH,4),SO,. Pii porovnani zavislosti povrchového napéti stanoveného pfi teploté 25 °C
pro system NaHy-(NH,;),SO, (viz obr. 54), muZzeme dojit k nasledujicim zavéram.
Povrchové napéti roztoku NaHy-(NH,),SO,4 Kleslo z pocate¢ni hodnoty (t = 0s) 73,0
mN-m™ na hodnotu 72,7 mN-m™ (t = 300s). Celkovy pokles povrchového napéti
odpovidal 0,6%. Povrchové napéti roztoku NaHy-DEMI kleslo z pocate¢ni hodnoty (t
= 0s) 73,4 mN-m™ na hodnotu 71,9 mN-m™ (t = 300s). Celkovy pokles povrchového
napéti odpovidal 0,7%. Pii teplotni zavislosti povrchového napéti systému NaHy-
(NH,),SO4 byl u teplot 15, 20, 30, 35, 40 a 45°C zaznamenan opacny prubéh, tzn., Ze
povrchové napéti systému NaHy-(NH,;),SO,4 bylo niZzsi nez u NaHy-DEMI (obr. 88,
91, 94, 97, 100, 103 a 108, ptiloha C).

Vysledky povrchového napéti NaHy v prostiedi (NH,4),SO,, ukazuji, Ze v piipadé
velkého kationtu a malého aniontu, tzn. kationtu s malym povrchovym nabojem a
aniontu s velkym povrchovym nébojem, bude v prosttedi hyaluronanu ptevladat vliv

kosmotropniho iontu. Prevladajici vliv kosmotropniho aniontu byl potvrzen i u
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teplotniho trendu velikosti ¢astic (viz. obr. 60). Zavislost povrchového napéti NaHy
v roztoku NacCl pfi teploté 25 °C je vidét na obrazku 55.

Obrazek 55: Porovnadni casového pribéhu povrchového napéti systéemu NaHy-NaCl
(1=0,1M) (©) stanoveného pri teplote T = 25°C.
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Povrchové napéti roztoku NaHy-NaCl kleslo z po&ate¢ni hodnoty (t = 0s) 71,3 mN-m™
na hodnotu 68,9 mN-m™ (t = 300s). Celkovy pokles povrchového napéti odpovida
3,4%. Povrchové napéti roztoku NaHy-DEMI kleslo z poc¢atec¢ni hodnoty (t = 0s) 73,4
mN-m™ na hodnotu 71,9 mN-m™ (t = 300s). Celkovy pokles povrchového napéti
odpovidal 2 %. Je tedy zfejmé, ze NaCl zvySuje snahu NaHy se reorganizovat na
fazovém rozhrani kapalina-plyn. Teplotni zavislost povrchového napéti systému
NaHy-NaCl nevykazala vyraznéjsi zmeény. Povrchové napéti v rozmezi teplot 15 °C —
45 °C vyrazné klesa (obr. 89, 92, 95, 98, 101, 104, 105, piiloha C).
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c. Velikost castic

Ptevahu kosmotropnich kationtii v ptipadé NaSCN a kosmotropnich aniontd u
(NH,),SO,; podporuji vysledky z méfeni velikosti Castic. Stiedni velikost ¢astic
systému NaHy-NaSCN je zifeteln¢ zobrazena na obrazku 56. Podle nami piedkladané
teorie, se prevaha kosmotropnich iontd projevi podporou hydrofobnich interakci
NaHy, které budou svym pusobenim iniciovat sbaleni polymerniho klubka, ptipadné
jeho agregaci, tzn. pokles velikosti Castic. Pokles velikosti ¢astic je patrny z intenzitni
distribuce NaHy-NaSCN (viz obr. 56). Hodnota NaHy klesa z 286 nm (voda) na 69
nm (NaSCN).

Obrazek 56: Intenzitni distribuce velikosti castic systému NaHy v prostredi NaSCN
(I=0,1M) pri teplote T=25°C. Stiredni velikost castic (z-average) odpovida hodnoté 69
nm.
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Podobny vliv byl zjistén také u systému NaHy-(NH,4),SO, (viz obr. 57). Tady doslo ke
snizeni velikosti ¢astic na 66 nm. Mirny pokles hodnot velikosti ¢astic by mohl
poukazovat na sbalenéjs$i konformaci polymerniho fetézce, ale i na skute¢nost, ze ve

srovnani s kosmotropnim kationtem pievlada spiSe ucinek kosmotropniho aniontu.
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Obrazek 57: Intenzitni distribuce velikosti ¢dstic systému NaHy v prostredi (NH,),SO,
(I=0,1M) pri teplote T=25°C. Stiredni velikost castic (z-average) odpovida hodnoté 66
nm.
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Vyrazny vliv NaCl napolysacharidy pozorovany v piipadé xantanu, ktery ve své préci
zaznamenal jiz zminény Wyatt a kol. [33], byl prokazan pii méfeni SFT a velikosti
Castic rovnéz i U systému NaHy-NaCl (viz obr. 58).

Obrazek 58: Intenzitni distribuce velikosti castic systému NaHy v prostiedi NaCl

(I=0,1M) pri teplote T=25°C. Stredni velikost cdstic (z-average) odpovida hodnoté 61
nm.
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V prostiedi NaCl, doslo k poklesu stfedni velikosti ¢astic (z-average) az na hodnotu 61
nm, CoZ znamena ze, sodné ionty, které vyvolavaji sbalovani polymerniho fetézce, se

pravdépodobné hromadi v tésné blizkosti polymerniho fetézce.

Z vysledku teplotniho trendu systému NaHy-NaSCN (viz obr. 59) je vidét, ze velikost
Castic se do teploty 33°C témét neméni. Do této teploty stfedni velikost cCastic
odpovida hodnoté ca 75 nm. Piekrofenim této teploty dochdzi k rozptylu hodnot

velikosti ¢astic, patrné souvisejici S vétsi mobilitou polymerniho fetézce.

Obrazek 59: Teplotni zavislost stiredni velikosti cdstic (z-average) NaHy v prostiedi
NaSCN (o). Velikost castic NaHy je v prostredi NaSCN stabilni do teploty T=33°C.
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Pokud porovname teplotni trend velikosti ¢astic systému obsahujiciho kosmotropni
kationt a chaotropni aniont NaHy-NaSCN (viz obr. 59) s NaHy-Na,SO, (oba
kosmotropni, viz obr. 48) a NaHy-NH;SCN (oba chaotropni, viz obr. 42) zjistime, Ze u
NaSCN prevladad vliv kosmotropniho kationtu. V dasledku ptsobeni chaotropniho
aniontu je jeho ucinnost snizena, a proto jsou velikosti ¢astic NaHy v jeho prostiedi

stabilni do nizsich teplot (33 °C) ve srovnani s fosfatovym pufrem nebo NaHy-

Na,SO,4. Tento zavér je navic podpofen i vysledky z méfeni povrchového napéti (viz
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obr. 45). V pfipad¢ soli NaHy-(NH,4),SO, ukazaly vysledky teplotniho trendu velikosti
Castic (viz obr. 60) obdobny efekt.
Obrazek 60: Teplotni zavislost stiredni velikosti castic (z-average) NaHy v prostredi

(NH4),SO4 (©). Velikost castic NaHy je v prostiedi (NH;),SO4 stabilni do teploty
T=38°C.

5

w
=

w
S

g

T=38°C

Z-average [nm]
N
38

= =
S 3

1> Sal
']

-~ al
¥—o—
A
=
———

o
H)
[~

=

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
TEPLOTA[C]

(NH,4),SO, predstavuje kombinaci malého povrchového naboje u kationtu a velkého
povrchového naboje u aniontu, u které, jak uz bylo naznaceno u povrchového napéti
(viz obr. 54), ptevlada vliv kosmotropniho aniontu. Dochazi tak Kk podpoie
hydrofobnich interakci polymeru a NaHy =zaujima kompaktngjsi a sbalenéjsi
usporadani, které si NaHy zachovava do vysSich teplot. Pii ptekroceni teploty 38 °C,
ma polymerni fetézec tendenci se rozvolnovat, ale ve srovnani s Na,SO, a fosfatovym
pufrem (kosmotropni aniont i kationt), (viz obr. 48 a 49), zde nedochazi k tak velkému
uvolnéni a velikost klubka se v podstaté¢ neméni az do 60 °C. Velikost ¢astic NaHy
v prostiedi (NH,4),SO,4 vykazuje do teploty 38 °C hodnotu 75 nm, ktera nasledné

vzroste na 90 nm.

Nejvyraznéjsi stabilita velikosti ¢astic byla zjisténa u systemu NaHy-NaCl (viz obr.
61). Velikost castic lezi v blizkosti hodnoty 66 nm, ktera po piekroceni teploty 45 °C

vzroste na hodnotu 95 nm. U NaCl tzn., kationtu s velkym povrchovym nabojem a
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aniontu s malym povrchovym nabojem, pievlada spiSe vliv kosmotropniho kationtu,
protoZe neménna velikost ¢astic se v priabéhu teplotniho rozmezi 5°C — 45°C pohybuje

v blizkosti teploty 45 °C, stejné jako u kosmotropnich iontu.

Obrazek 61: Teplotni zavislost stredni velikosti cdstic (z-average) NaHy v prostiedi
NaCl (o). Velikost castic NaHy je v prostiedi NaCl stabilni do teploty T=45°C.
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Potvrzeni skutecnosti, Ze ionty z Hofmeitserovy fady soli interaguji s NaHy, bylo
kromé& vyse uvedenych metod podpoteno pilotni charakterizaci systému NaHy-sul
pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM), jejichz vysledky jsou uvedeny na obr. 62,
Tento obrdzek naznacuje, Ze systém NaHy-NaSCN, vytvaii organizované struktury pii
odpateni z téchto roztokli na Si-waferu. Snimek byl pofizen pro roztok NaSCN
(1=0,01M) s nizsi iontovou silou, protoze pii vyssi iontové sile byl cely povrch pokryt
vykrystalizovanou soli a struktura NaHy nebyla detekovatelna. To je vSak celkem
logické, protoze pii odpafovani dochazi k zakoncentrovani samotné soli v
odpafovaném médiu aZ na nasyceny roztok a sil pak dostavd mozZnost vytvaret
krystaly, coz je nepochybné¢ z termodynamického hlediska upfednostnéno pied
interakcemi s hyaluronanem. Krystaly NaSCN jsou pfesto vidét na téchto snimcich.

Jsou v8ak mezi sebou spojeny pravdépodobné natazenymi fetézci NaHy (velikosti
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vlaken jsou fadové desetiny az jednotky nanometru, viz obr. 62). U ostatnich soli, se

nepodafilo, dosahnout podobného vysledku prezentovaného na obr. 62.

Obrazek 62: Organizovana struktura systemu NaHy-NaSCN na Si-waferu.
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6.3 Viskoelastické chovani karbodiimidy modifikovaného hyaluronanu

Posledni experimentalni ¢ast dizertacni prace se tyka charakterizace viskoelastickych
vlastnosti  karbodiimidem modifikovaného NaHy. Karbodiimidem sitovany
hyaluronan byl charakterizovan metodami: dynamicka mechanicka analyza (DMA),
'H NMR a FTIR-ATR spektroskopie a byla provedena zkouska mechanickych
vlastnosti (pomoci trhaciho stroje).

6.3.1 PouZité materidaly a piiprava vzorki
6.3.1.1 Materialy

V této Casti experimentalni prace byly pouzity nasledujici materidly:

e Sodna sul kyseliny hyaluronové (NaHy), M,, = 500 kDa, Contipro Ltd.,
Ceska republika

e N-(3-dimetylaminopropyl-N -etylkarbodiimid hydrochlorid (EDC) - (>
99 %), Sigma Aldrich

e N-hydroxysukcinimid (NHS) - (> 99 %), Sigma Aldrich

e Kyselina chlorovodikova (HCI) — 0,1M

e De-ionizovana voda (DEMI) - H,O

6.3.1.2 Priprava vzorki a méreni

Pro piipravu ve vodé rozpustného NaHy filmu byl pouzit 1 hm. % roztok hyaluronanu
v de-ionizované vodé. Hyaluronan byl rozpustén za neustalého michani pfi teploté
50°C po dobu 24 hodin. Piipraveny roztok NaHy byl vzapéti odlit na plazmaticky
osettenou PMMA desticku (viz obr. 63) a suSen pii teploté¢ 50°C po dobu 48 hodin.
Tento film mél rozméry, 100 x 80 mm a tloustku 0,05 mm (viz obr. 64).
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Obrazek 63: Susici cela pro pripravu NaHy filmii.

Obrazek 64:Nesitovany NaHy film.

Ve vodé nerozpustny NaHy film, byl pfipraven smichanim sitovacich ¢inidel N-(3-
dimetylaminopropylu-N"-etylkarbodiimidu hydrochloridu (EDC) a N-
hydroxysukcinimidu (NHS) (v poméru 2:1) s1 hm. % roztokem NaHy, které
probihalo pfi teploté 25°C po dobu 1. hodiny. Vysledny roztok byl poté 1 hodinu
titrovan 0,1M HCI tak, aby jeho pH lezelo v rozmezi hodnot 4,5-4,75. Po upravé pH
byl hotovy roztok odlit na plazmaticky oSetfenou PMMA desticku (viz obr. 63) a
nasledné vysuSen pfi teploté 50°C po dobu 48 hodiny. Vysusenim byl ziskan Ciry
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sitovany film sodné soli kyseliny hyaluronové o tloustce 0,17 mm, ktery byl ve vodé

a béznych rozpoustédlech zcela nerozpustny.

Ve vodé nerozpustny valcovy NaHy hydrogel, byl pfipraven vzajemnym smichani
sitovaciho ¢inidla N-(3-dimethylaminopropyl-N"-etylkarbodiimidu hydrochloridu
(EDC) o koncentraci 100mM a 1% roztoku NaHy, které probihalo za neustalého
michani pfi teploté 25°C po dobu jedné hodiny. Takto piipraveny roztok byl 1 hodinu
titrovan 0,1M HCI tak, aby se jeho hodnota pH pohybovala v intervalu 4,5 - 4,75.
Vysledny roztok byl odlit do valcovych forem (2,8 x 0,1 cm) a vymraZen po dobu 72
hodin pii teploté -18°C. Vysledkem byl ve vodé nerozpustny sitovany NaHy hydrogel
valcového tvaru (obr. 65).

Obrazek 65: Sitovany NaHy hydrogel valcového tvaru.

L L

m 1 2

Pro 'H NMR spektroskopickou analyzu byly vzorky rozpustény v D,O a naslednd
ziskana spektra byla kalibrovana na 4,70 ppm, kvali zbytkovému HD,O signalu.
Vzorky pouzité ke kvantitativni analyze byly pfipraveny nasledujicim zpisobem.
Z valcového hydrogelu NaHy bylo vytlac¢eno 0,5 ml kapaliny a smichano s 0,01 mi
DMSO (pod tlakem &erstvé destilované vody, filtrované pies 3A molekulové sito),
ktera byla pouzita jako interni standard. Koncentrace jednotlivych slozek hydrogelu

byla urcena podle rovnice (39)
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P— @ Ll NDMSO

TN, Towso " CpMS0, (39)
kde I; je integralni intenzita *H NMR signalu a N je poc¢et H atoma poskytujicich
signél. Objemova zména, kterd souvisi se smichanim 0,5 ml vzorku s 0,01 ml DMSO,
byla zanedbana. Koncentrace vSech dostupnych karboxylovych skupin, vhodnych

k modifikaci NaHy, byla stanovena dle rovnice (40)

CNaHy FWyqpy

(¢coomy)= Wy (40)

kde FWyy je hmotnostni jednotka jednoho meru. 'H NMR spektra byla potizena
vyuzitim BRUKER AVANCE 300 spektrometru pii frekvenci 300,15 MHz a
vyhodnocena ACD/NMR procesorem AE v. 12.01.

Modifikované vzorky NaHy, byly podrobeny tzv. bobtnacimu testu (,,swelling test®),
ktery poskytuje informaci o stupni ¢i rozsahu zesit'ovani, tedy o obsahu vody, ktery je
material schopen absorbovat. NaHy vzorky ur¢ené k ,swelling testu® byly pied
samotnou analyzou kondiciovany po dobu 1 tydne pfi teploté 25°C v exikatoru. Po
uplynuti doby kondicionace, byla ze vzorki vyseknuta zkuSebni téliska kruhového
tvaru (pramér 11 nm), ktera byla nasledné vysuSena pii teplot¢ 60°C do konstantni
hmotnosti. Takto ptipravena zkusebni téliska sitovaného NaHy filmu a valcovitého
NaHy hydrogelu, byla ponechana v de-ionizované vodé, a v piesné stanovenych
intervalech byla odebirana a byla stanovena jejich hmotnost. Obsah vody, ktery
absorbovaly testované vzorky NaHy, byl urc¢en dle rovnice (41):

(%):M - 100, (41)

L

Kde w; je hmotnost nabobtnalého vzorku a wy po¢ate¢ni hmotnost suchého vzorku.

Vysledky byly ziskany zprimérovanim Ctyt nezavislych méteni.

FT-IR spektra suchych nemodifikovanych NaHy filmu, sitovanych NaHy filmd a

valcovych NaHy hydrogelu, byla analyzovana s vyuzitim 6700 FT-IR spektrometru

Nicolet, v ATR modu s diamantovym krystalem. VSechna pofizena spektra byla

interpretovana z 64 skent pii rozlideni 4 cm™ v rozsahu vinovych délek 4000-400cm™.
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Mechanické vlastnosti u testovanych sitovanych a nesitovanych NaHy filmd, byly
stanoveny na univerzalnim testovacim pfistroji Instron 3345. Mechanicka zkouSka
byla provedena na pfipravenych zkuSebnich téliskach o rozmérech: sitovany NaHy
film (délka 30mm, Sitka 4mm a tloustka 0,17 mm), nesitovany NaHy film (délka
30mm, Sifka 4mm a tloust’ka 0,05 mm) 100N testovaci hlavou. Testovaci rychlost byla
1 mm/min. Vysledky stanoveni mechanickych vlastnosti byly stanoveny ze Sesti
nezavislych méfeni.

Posledni metodou, kterd byla vyuZita pro wureni viskoelastického chovani
ptipravenych, byla dynamicka mechanicka analyza (DMA). DMA analyza byla
provedena na pfistroji DMA Q800 (TA Instruments, USA) v napétovém a
kompresnim uspoiadani (,,creep/creep recovery“). Parametry kripového testovani byly
nasledujici: statické zatizeni 0,01 N, 20 minutovad izoterma pii teploté 25°C,
konstantni zatiZzeni 1 kPa v prabéhu 3 minut a 3 minutova relaxace bez napéti.
ZkuSebni téliska (viz obr. 65), ktera byla podrobena testovani, mé¢la tyto rozmeéry:
NaHy filmy (délka 10 mm, Sitka 4 mm, tloustka 0,05 mm), valcovy NaHy hydrogel

(obr. 66) (prumér 15 mm, vySka 6mm).

Obrazek 66: Zkusebni télistka NaHy pripravené na DMA analyzu.

Viskoelastické charakteristiky NaHy vzorkti byly ziskany na zakladé méteni

kripového zotaveni tzv. ,creep/creep recovery”, vyhodnoceného jako kripova
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poddajnost (J) vyjadfujici ochotu méfeného materialu poddat se aplikovanému
zatizeni (42)

_ds

-—, (42)

J

kde ¢je deformace a o napéti v konkrétnim ¢ase. Kripové zotaveni (R), které 1ze uréit

z rovnice (43), popisuje schopnost daného materialu zotavit se po odeznéni zatizeni.

R= (1 —]’”“"—_]R) . 100, (43)

]max

kde Jnax je maximalni dosaZzena kripova poddajnost a Jg je znovu zbytkova poddajnost

po skonceni relaxace méteného materialu.

6.3.2 Diskuze a vysledky

6.3.2.1 Sweling test
Zavislost obsahu vody sitovaného NaHy filmu (NaHy A film) a hydrogelu

(NaHy_B_cylindr) na dobé botnani je zobrazena na obrazku 67.

-126 -



Obrazek 67: Casovd zavislost . swelling testu* sitovaného NaHy.
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Tyto vysledky ukazuji, Ze rychlost s jakou sitovany film dosahne ustaleného stavu,
tzn. stavu, ve kterém uZ nedochdzi k vyraznym zménam v mnoZstvi absorbované
vody, odpovida strmému narastu kiivky (viz obr. 67) a u obou materiald ma bobtnaci
ktivka velmi podobny tvar. Kromé toho, je ze ,,swelling testu” ziejmé, Ze sitovany
NaHy film stejné jako sitovany NaHy hydrogel jsou ve vodé zcela nerozpustné a jsou
schopné absorbovat piiblizné 99,19+0,03 % a 97,00+0,13 % vody. Prab¢h botnani

sitovaného NaHy filmu a valcového NaHy hydrogelu je uveden na obrazku 68.
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Obrazek 68: "Swelling test" sitovaného NaHy filmu (a) a hydrogelu (b).

Bobtnani-8h

Bobtnini-10h

Nepatrny rozdil mezi botnanim gelu a filmu, ktery je ve vysledcich ,,swelling testu*
vidét, pravdépodobné souvisi se zpusobem samotné piipravy sitovaného materidlu a
se slozenim rozpoustédla, jehoz vysledkem muze byt rozdilna hustota zesitovani.
Hustota zesitovani spolu s hydrofobicitou systému totiZz odpovida rychlosti, jakou je
sitovany material tzn. film nebo hydrogel, schopen dosahnout stabilniho obsahu
naadsorbované vody, tedy rovnovazného stupné botnani [204]. Vymrazovanim mohou
vznikat krystaly vody, které v matrici hydrogelu vytvofi pory, které mohou nasledné
napomahat procesu botnani. Vysoka adsorpéni schopnost sitovaného materialu
vétSinou poukazuje na nizkou hustotu sitovani. Z prace autora Lai a kol. [205], Ize
usuzovat, Ze botnani, k némuz dochazi u sitovaného NaHy, muze vést ke zvétSeni
mezimolekularnich vzdalenosti, a tudiz i1 rychlosti sjakou dochazi k tvorbé
kovalentnich vazeb mezi polymernimi fetézci. Krom¢ toho, zavisi stupen zesit'ovani
na sloZeni rozpoustédla pouzitého pii sitovaci reakci. Botnani klesa s rostoucim

stupném zesit'ovani.
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6.3.2.2 ATR-FTIR analyza
Potvrzeni esterovych vazeb ptitomnych v sitovaném filmu a hydrogelu NaHy, bylo
provedeno vyuzitim ATR-FTIR spektroskopie. ATR-FTIR spektra

nesitovaného/sitovaného filmu a hydrogelu NaHy jsou zobrazena na obrazku 69.

Obrazek 69: FT-IR spektra (a) nesitovaného NaHy (NaHy A_film), (b) sitovaného
NaHy (NaHy B_film) a (c) sitovaného hydrogelu NaHy (NaHy B_cylindr).
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Obrazek 69 ilustruje, Ze rozdil mezi spektry (a) nesitovaného filmu (NaHy A film),
(b) sitovaného filmu (NaHy B film) a (c) hydrogelu NaHy (NaHy B cylindr) je
ztetelny v oblasti vlno&tu 1700-1724 cm™, ktery patii deformagnim vibracim esterové
vazby. Pfitomnost esterové vazby u sitovaného NaHy potvrzuji i malé piky, které
odpovidaji v(CH) a v(CH,) valen¢nim vibracim alkylovych fetézct (oblast 2850-2930
cm™) [206]. Pik 1700 cm™, by mohl byt také piitazen karbonylové skuping
acylmocoviny, vedlejSiho produktu hydrolyzy EDC. Sitovaci ¢inidlo EDC se na
polysacharidy, respektive NaHy, nevaze pfimo, ale prostiednictvim esterovych vazeb,
které vznikaji mezi karboxylovymi a hydroxylovymi skupinami. Modifikaci EDC,
vSak mize dochazet ke vzniku derivati mocoviny, které se mohou podilet na tvorbé
mezimolekularniho nebo intramolekularniho anhydridu kyseliny, ktery vznika mezi

dvéma karboxylovymi skupinami. Z toho dtvodu se pii sitovani NaHy v kombinaci
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s karbodiimidy pouZivaji N-hydroxysukcinimidy, které vytvofeni N-acylmocoviny
zabranuji [207,208]. Pfi¢inu vytvofeni esterovych vazeb mezi dvéma molekulami
NaHy Ize spiSe najit v chemické reakci mezi anhydridem a hydroxylem. V ptipad¢, Ze
kvuli vysoké nestabilit¢ anhydridu kyseliny ve vodé¢ (T =25°C) nedojde k
jeho vzdjemnému kontaktu s hydroxylovymi skupinami, sitovaci reakce se
neuskutedni [209-211]. Dal3i pik, ktery se v oblasti 2700-2600 cm™ pravdépodobné
souvisi s —OH skupinou protonované mocoviny. VSechny zbylé vazby a skupiny, které
jsou ve spektru pritomny, odpovidaji NaHy a jsou velmi podrobné rozebrany v praci
autora Gilliho a kol. [212].

6.3.2.3 NMR
Stupeti modifikace NaHy byl ovéten *H NMR spektroskopii. Analyza byla provedena
u vysledné smeési sitovaného hydrogelu NaHy a ¢iré tekutiny, ziskané jejim

vytla¢enim z hydrogelu.

Obrézek 70: 'H NMR Spektra a) NaHy v D,0, b) standard EDC v D,0, c¢) NaHy
hydrogel, d) kapalina vytlacena z NaHy hydrogelu.
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Jak 1ze vidét z NMR spektra (obr. 70), zesileny signal (linie ¢) naznacuje, Ze ve smési
hydrogelu a zné& pochézejici tekutiny, byla potvrzena ptitomnost EDC a jeho
degrada¢niho produktu (DP). Pii porovnani spektra (a), které piislusi NaHy a spektra
(b), ktere patii EDC, nebyl nalezen (krom¢ vySe zminéného signalu) jiny signal, ktery
by pochazel z volného ¢i modifikovaného NaHy. Na zaklad¢é téchto zjisténi byl
stanoven nezreagovany podil EDC a jeho degrada¢niho produktu, ktery poskytl
informaci o rozsahu modifikace vSech dostupnych karboxylovych skupin NaHy, které
se mohou podilet na vzniku esterovych vazeb. Molarni koncentrace EDC a jeho
degradacniho produktu (DP), ktera byla uréena z vlastnich signalt koncovych
metylovych skupin dle rovnice (39) ukézala, ze koncentrace zbytkoveho EDC a DP
byla 34,6 mM respektive 23mM. Pokud uvazime, Ze pocate¢ni koncentrace EDC
odpovidala 0,1M je ziejmé, Ze bylo spotiebovano 42,4 mM EDC. Podle obecné piijaté
teorie, ze¢ EDC reaguje vyhradné s karboxylovymi skupinami NaHy, je mozné urcit
stupen jeji modifikace. V ptipadé Ze budeme vychéazet znasledujicich parametri:
molekulova hmotnost NaHy M,, = 500 kDa, pocatec¢ni koncentrace NaHy Cany = 3,2
10> M, molekulova hmotnost 1 meru NaHy Mpey = 379,32 Da, mizeme podle
rovnice (40) spocitat koncentraci karboxylovych skupin, kterd odpovida 42,1 mM.
Tento vysledek tak potvrzuje, Ze pii sitovani NaHy karbodiimidem, doslo k nasyceni

vech dostupnych karboxylovych skupin.

6.3.2.4 Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti nesitovaného NaHy filmu (NaHy A film) a sitované¢ho NaHy
filmu (NaHy_B_film) jsou zobrazeny na obr. 71 a, b. Testované vzorky pfipravené
z nesitované¢ho NaHy ukdazaly, ze napéti pii pretrzeni (obr. 71b) dosahuje hodnoty
8315 MPa, zatimco u sitovaného NaHy pouze 2,4+0,2 MPa. Kromé& napéti pfi
pietrzeni bylo také stanoveno protazeni pii pretrzeni (obr. 71a), které u nesitovaného
NaHy filmu dosahovalo, v porovnani se sitovanym filmem, vyrazné nizSich hodnot
tedy 5,2+0,6 % proti 13319 %.
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Obrazek 71: Mechanické viastnosti nesitovaného (NaHy_A _film) a sitovaného NaHy

filmu (NaHy_B_film); (a) protazeni p#i protazeni (b) napéti pri pretrzeni.
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Tyto vysledky tak mohou poukazovat nato, ze sitovany NaHy film byl modifikovan
pfevazné tzv. ,pendant” modifikaci, u které nemusi dochazet k vzajemnému spojovani
molekul NaHy. Horsi pevnost v tahu spolu se zvySenou elasticitou je charakteristicka
pro materidly, které jsou typické nizkou hustotou zesit'ovani [213]. Jiny pohled ve sve
praci uvadi Lai a kol. [198], ktery poukazuje na vliv pfitomné adsorbované vody, ktera

muze ovliviiovat stabilitu hydrofilni sit¢ NaHy a ve vysledku i mechanickou pevnost

[213].

6.3.2.5 DMA analyza

Viskoelastické vlastnosti nesitovanych a sitovanych vzorki NaHy ve form¢ filmu a
hydrogelu byly podrobeny méteni kripové poddajnosti (J) a kripového zotaveni (R).
Kripové chovani NaHy vzorkli vystavenych napéti 1 kPa pii teploté¢ 25°C jsou
uvedeny na obrazku 72. Z pftilozenych vysledkt, je ziejmé, ze nejnizsi kripovou
poddajnost vykazuje nesitovany NaHy film (NaHy A _film). Zesitované NaHy filmy

byly ptisobicim napétim poSkozeny, a proto u nich nebyla provedena dalsi testovani. U
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nemodifikovaného  (NaHy A cylindr) a  sitovaného  NaHy  hydrogelu
(NaHy_B_cylindr) odpovidala kripovéa poddajnost hodnotam 4,5-10° um*N™* a 1,7-10°
nm®-N™. Jak je patrné z uvedenych vysledki, zména tvaru materialu zpiisobena vngjsi
silou, vyznamné zavisi na metodé jeho piipravy. Kripového zotaveni testovanych
vzorkli NaHy ziskanych na zdkladé¢ vysledka zrelaxace poddajnosti, lze setadit

nasledujicim zptisobem: NaHy_A_cylindr < NaHy_B_cylindr < NaHy_A_film.

Obrazek 72: Krip/kripové zotaveni NaHy vzorkii; a) kripovad a obnovitelna poddajnost,
b)kripové zotaveni.
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Casova zavislost kripového zotaveni, vyjadieného V procentech, je pfilozena na
obrazku 72b. U nesitovaného filmu odpovida jeho relaxac¢ni schopnost témét 100%,
zatimco dosazené stlaceni pouze 0,3%. Naopak u nemodifikovaného hydrogelu
(NaHy_A_cylindr) byla detekovana 72% relaxace a 90% stlaceni. Sitovany hydrogel

(NaHy_B_cylindr) vykazoval relaxaci kolem 68% a celkové mozné stlaceni 88%.
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Na zaklad¢ prezentovanych vysledkli je tedy mozné konstatovat, ze NaHy
sitovana karbodiimidem dokaze absorbovat 99,9 a 97 % vody. Mimo jiné, bylo
zjisténo, ze sitovanim NaHy dochazi k vyraznému sniZeni pevnosti v tahu a k
80% zlepSeni prodlouzeni v tahu. Vysledky kripového testovani ukazaly, Ze
elasticita sitovaného NaHy vyrazné zdvisi na form¢ a zplisobu samotného
sitovani.

Prezentované vysledky budou pouzity jako podklad pro dalsi vyzkum, ktery je
zamé&fen na piipravu biodegradabilniho kompozitu NaHy-lignin, vyuZitelného

pro jeho unikatni schopnost adsorbovat tézké kovy a ionty z vodnych roztokd.
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7  PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Dizertacni prace je zaméfend na popis chovani hyaluronanu v prostfedi soli, at” uz

v podob¢ tenzidu nebo Hofmeisterovych soli.

Piinosem dizertaéni prace je shrnuti ziskanych informaci vedouci k pochopeni
zakladnich principi konformac¢niho chovani hyaluronanu v prostfedi ptidanych
elektrolyt ¢1 iontl ve formé tenzidi nebo riznych soli. Objasnéni interakci NaHy-
surfaktant je velmi dalezité v mnoha oblastech mediciny ¢i farmacie, protoZe roztoky
tohoto typu jsou bézné pouzivany, piestoze detailni informace o chovani NaHy v

prostiedi tenzidl nejsou dokonale popsany.

Nemalym benefitem této prace je studie popisujici vliv jednotlivych soli
z Hofmeisterovy fady na hyaluronan, provedend v Sirokém teplotnim rozmezi.
Problematika tykajici se studia Hofmeisterovych interakci v prostiedi polysacharidu je
Vv literatufe téméf nedostupna a jakadkoli charakterizace, natoz hypotéza, objasnujici
interakce NaHy v roztoku s ionty Hofmeisterovy tady z hlediska problematiky
kosmotropnich nebo chaotropnich ionti, je pfinosna nejen z hlediska farmaceutickych

aplikaci, ale i z&kladniho vyzkumu

Nelze rovnéZz opomenout experimentalni praci spojenou s pripravou a popisem
viskoelastického chovani karbodiimidy modifikovaného NaHy, ktera je rovnéz
vyznamna. Tyto experimenty tvoii zaklad dalSich studii vedoucich k pfipravé
kompozitnich materialt, hydrogelti ¢i filmi NaHy s ligninem, ktery by mél v
materidlu funkci adsorbéru té€zkych kovi. Znalosti ziskané z predchozich
experimetalnich ¢asti I a II této disertace budou pro ptipravu zminénych kompoziti

velkou vyhodou.
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8 ZAVER

Experimentalni ¢ast dizertani prace byla rozdélena do tii ¢asti. Jeji prvni cast se
zabyva studiem NaHy v piitomnosti opa¢né nabitého tenzidu, kvartérni amonniové
soli v prostiedi fosfatového pufru. Cilem bylo popsat interakce negativné nabitého
NaHy a jeho konformacni zmény, vyvolané piidavky kladné nabitého benzalkonia
chloridu (BAC). Sodna sul kyseliny hyaluronové je zaporny polyelektrolyt, ktery
v roztoku zaujima konformaci statistického klubka. Postupnym piidavanim BAC do
roztoku NaHy, dochazi k hydrofobnim interakcim pusobicim mezi NaHy a
hydrofobnimi ¢astmi BAC, které maji za nasledek vyrazné zmény ve velikosti a

konformaénim uspotfadanim polymerniho klubka NaHy.

Druhd c¢ast dizertani prace navazuje na studium interakéniho chovani NaHy, ale
v prostiedi vybranych soli Hofmeisterovy fady. Interak¢ni chovani téchto soli s NaHy
bylo mimo jiné srovnani v rozmezi teplot 15, 20, 25, 30, 35, 40 a 45°C. Bylo zjisténo,
7e pridanim chaotropnich iontd, tzn. iontd s malym povrchovym nabojem, dochazi
v piitomnosti NaHy k rozvolnéni polymerniho klubka, které souvisi s nestabilitou
v jeho velikosti. Bylo zjisténo, Ze chaotropni ionty podporuji hydrofilni interakce
vedouci k rozvolnéni konformaéni struktury NaHy, ke kterému dochazi pii niz8ich
teplotach. Cim vétsi povrchovy naboj bude mit pfidavany iont, tim stabilngji (velikost
Castic) se NaHy v jeho prostiedi bude chovat, arozbalovani polymerniho klubka
nastane aZ u vyssich teplot. Pfi porovnani ucinka soli, nesoucich zaroven kosmotropni
I chaotropni iont, byly zjistény nasledujici zavéry. V pfipadé kombinace malého
povrchového naboje kationtu a velkého povrchového néboje aniontu, tzn,
chaotropniho kationtu a kosmotropniho aniontu, bude pfevazovat vliv kosmotropniho
kationtu, ktery se projevi zvySenim povrchového napéti NaHy a podporou
hydrofobnich interakci, které zptsobuji sbalovani polymerniho fetézce. Naopak u
kombinace opac¢né, tzn. velkého povrchového nédboje kationtu a malého povrchového
ndboje aniontu, se projevi vliv kosmotropniho kationtu. Ptevaha kosmotropniho
kationtu zpusobuje zvySeni povrchového napéti NaHy a stejné jako v pfedchozim
ptipadé¢ 1 zmenSeni velikosti c¢astic, které souvisi s kompaktnéjsi konformacni
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strukturou. Pusobeni kosmotropniho kationtu je vSak piitomnosti aniontu omezena,

protoze jeho Géinnost je v porovnani s kationty mnohem vyraznéjsi.

Treti a posledni ¢ast dizertacni prace se vénuje viskoelastickému chovani
karbodiimidem modifikovaného NaHy. Byl pfipraven nerozpustny NaHy film a
hydrogel, u kterych byla G&innost zesitovani NaHy potvrzena FT-IR a 'H NMR
spektroskopii, které prokazaly skutecnost, ze vSechny pfitomné karboxylové skupiny
NaHy byly modifikovany. Zesitovanim NaHy byl pfipraven material, ktery je schopen
absorbovat 99,9 respektive 97 % vody. Mimo jiné bylo zji§téno, Ze sitovanim NaHy
dochézi k vyraznému sniZeni pevnosti v tahu a k 80 % zlepSeni tahového prodlouzeni.
Na zaklad¢ vysledkd kripového testu bylo zjisténo, Ze elasticita sitovaného NaHy
vyrazné zavisi na form¢ a zplusobu samotného sitovani. Tyto experimenty byly
provadény za ucelem dal$iho vyvoje, ktery bude zaméfen na piipravu kompozitnich
systémt hydrogeld ¢i nerozpustnych filmi NaHy s ligninem. V tomto piipadé bude
svyhodou vyuZit i vyzkum chovani ziedénych roztoki NaHy s ptidavky ionta
Hofmeisterovy fady, ptipadné kvartérnich soli. Kompozitni material, at’ uz ve formé
hydrogelu nebo filmu, by pak mohl najit pfimé uplatnéni v medicin€, konkrétné¢ pro

hojeni ran.
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P¥iloha C: VYSLEDKY Z EXPERIMENTALNI CASTI

Obrazek 73: Porovnadni casového pritbéhu povrchového napéti NaHy v de-ionizované
vode (O) stanoveného pri teplotach T = 15°C, T=20°C, T=25°C, T=30°C, T=35°C,
T=40°C, T=45°C.
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Obrazek 74: Porovndni ¢asového priibehu povrchového napéti systému NaHy-NaSCN
(o) stanoveného pri teplotach T = 15°C, T=20°C, T=25°C, T=30°C, T=35°C,
T=40°C, T=45°C.
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Obrazek 75: Porovndni casového pritbéhu povrchového napéti de-ionizované vody
(DEMI) (1) a chaotropnich iontit NH;SCN (1=0,1M) (o), stanoveného pri teplote T =
15°C.
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Obrazek 76.: Porovnani casového pribéhu povrchového napeti de-ionizované vody
(DEM]I) (1) a chaotropnich iontit NH,SCN (1=0,1M) (0), stanoveného pri teplote T =
20°C.

75

74-E‘:%—@—@—@—@—@—@-@—@—@—@—@-@-@-@-@-@—@—@
—E—D_D_D A=d=A==[==—=e=er .
el B=-0-B-8-0-8-E-E-a-E-g-g
= 724
g
Zz 71+
£
o 70+
B
g 69+
@
E 68+
; 67+
[}
& 664
65+ —0— NakHy-NH, SCN-20°C —0—NaHy-DEMI-20°C
6444 : : = ; : ;
0 50 100 150 200 250 300
Cas[s]

- 166 -



Obrazek 77: Porovndni casového priibéhu povrchového napéti de-ionizované vody

(DEMI) (o) a chaotropnich iontit NH;SCN (1=0,1M) (o), stanoveného pri teploté T =
30°C.
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Obrazek 78: Porovndni casového priibéhu povrchového napéti de-ionizované vody

(DEMI) (o) a chaotropnich iontit NH;SCN (1=0,1M) (o), stanoveného pri teploté T =
35°C.
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Obrazek 79: Porovndni casového pritbéhu povrchového napéti de-ionizované vody
(DEMI) (1) a chaotropnich iontit NH;SCN (1=0,1M) (o), stanoveného pri teplote T =
40°C.
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Obrazek 80:Porovndni casového pritbéhu povrchového napéti de-ionizované vody
(DEM]I) (o) a chaotropnich iontit NH4SCN (1=0,1M) (©), stanoveného pri teplote T =
45°C.
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Obrazek 81: Porovnadni ¢asového pribéhu povrchového napéti systému NaHy-Na,SOy
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teplotée T = 15°C.
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Obrazek 82: Porovndni casového priitbéhu povrchového napeti systému NaHy-Na,SO4
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teplotée T = 20°C.
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Obrazek 83:Porovnani casového priibehu povrchového napéti systéemu NaHy-Na,SO4
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teploté T = 30°C.
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Obrazek 84: Porovnadni ¢asového pritbehu povrchového napéti systému NaHy-Na,SO4
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teplote T = 35°C.
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Obrazek 85: Porovndni ¢asového priitbehu povrchového napéti systému NaHy-Na,SO4
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teploté T = 40°C.
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Obrazek 86: Porovndni ¢asového priitbehu povrchového napéti systému NaHy-Na,SO4
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teplote T = 45°C.
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Obrazek 87: Porovndni ¢asového priibehu povrchového napéti systému NaHy-NaSCN
(1=0,1M) (o), stanoveného pri teplotée T = 15°C.
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Obrazek 88: Porovndni casového pribéhu povrchového napéti systému NaHy-
(NH,),SCN (1=0,1M) (©) stanoveného pri teplote T = 15°C.
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Obrazek 89: Porovndni casového pribéhu povrchového napéti systéemu NaHy-NaCl
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teplotée T = 15°C.
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Obrazek 90. Porovndni ¢asového prithéhu povrchového napeti systému NaHy-NaSCN
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teplotée T = 20°C.
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Obrazek 91: Porovndni casového pribéhu povrchového napéti systému NaHy-
(NH4),SCN (1=0,1M) (©) stanoveného pri teplote T = 20°C.
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Obrazek 92: Porovnadni casového pribéhu povrchového napéti systéemu NaHy-NaCl
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teploté T = 20°C.
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Obrazek 93: Porovndni ¢asového pritbéhu povrchového napeéti systému NaHy-NaSCN
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teplotée T = 30°C.
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Obrazek 94: Porovndni casového pribéhu povrchového napéti systému NaHy-
(NH4),SCN (1=0,1M) (o) stanoveného pri teplote T = 30°C.
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Obrazek 95: Porovndni casového priibéhu povrchového napéti systemu NaHy-NaCl
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teplotée T = 30°C.
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Obrazek 96. Porovndni ¢asového pritbehu povrchového napeti systéemu NaHy-NaSCN
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teploté T = 35°C.
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Obrazek 97: Porovndni casového pritbéhu povrchového napéti systému NaHy-
(NH4),SCN (1=0,1M) (©) stanoveného pri teplote T = 35°C.
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Obrazek 98: Porovnadni casového pribéhu povrchového napéti systému NaHy-NaCl
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teplote T = 35°C.
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Obrazek 99: Porovndni ¢asového priibéhu povrchového napeti systému NaHy-NaSCN
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teploté T = 40°C.
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Obrazek 100: Porovndni casového pritbéhu povrchového napéti systému NaHy-
(NH4),SCN (1=0,1M) (©) stanoveného pri teplote T = 40°C.
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Obrazek 101: Porovndni ¢asového pritbéhu povrchového napéti systéemu NaHy-NaCl
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teplotée T = 40°C.
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Obrazek 102: Porovndni casového pritbéhu povrchového napéti systému NaHy-
NaSCN (1=0,1M) (o) stanoveného pri teploté T = 45°C.
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Obrazek 103: Porovndni casového pritbéhu povrchového napéti systému NaHy-
(NH,4),SCN (1=0,1M) (©) stanoveného pri teplote T = 45°C.
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Obrazek 104: Porovnani ¢asového pritbéhu povrchového napéti systéemu NaHy-NaCl
(1=0,1M) (o) stanoveného pri teplote T = 45°C.

75
] —O— NaHy-DEMI-45°C
734
7240
7 \m
704
694

~m
~O-m-~
m‘m—m_m_@-@ @
- _@_@_@
_@_m
67+ <o
66+ O<¢
65+ :

Povrchové napéti [mNem™]

634y

-180 -



Obrazek 105: Porovnadni ¢asového priibehu povrchového napéti systému NaHy-NaCl
(o) stanovenéeho pri teplotach T = 15°C, T=20°C, T=25°C, T=30°C, T=35°C,
T=40°C, T=45°C.
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Obrazek 106: Porovndni casového pritbehu povrchového napéti systému NaHy-
NH4SCN (o) stanoveného pri teplotach T = 15°C, T=20°C, T=25°C, T=30°C,
T=35°C, T=40°C, T=45°C.
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Obrazek 107: Porovndni casového pritbéhu povrchového napéti systému NaHy-
Na,SO, (o) stanoveného pri teplotach T = 15°C, T=20°C, T=25°C, T=30°C, T=35°C,
T=40°C, T=45°C.
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Obrazek 108: Porovndni casového pritbéhu povrchového napéti systému NaHy-
(NH4),SO4 (o) stanoveného pri teplotach T = 15°C, T=20°C, T=25°C, T=30°C,
T=35°C, T=40°C, T=45°C.
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Obrazek 109. Porovndni ¢asového priitbéhu povrchového napéti systému NaHy-
NaSCN(o) stanoveného pii teplotach T = 15°C, T=20°C, T=25°C, T=30°C, T=35°C,
T=40°C, T=45°C.:
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Obrazek 110: Srovnani zavislost relativni viskozity na koncentraci pro systémy NaHy-
NaSCN (1=0,1M) (o), NaHy-NH,SCN (1=0,1M) (o), NaHy-Na,SO, (1=0,1M) (o),
NaHy-(NH4),S04 (1=0,1M) (© )stanovené pri teplote T = 25°C.
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Abstract: The dissolution of hyaluronan in water leads to its degradation, and as a result
its molecular weight decreases. The degradation of hyaluronan is mainly influenced by
temperature, solution composition, and also its pH. This study describes the influence of
Hofmeister series ions on hyaluronan behaviour and hyaluronan film swelling by
solutions of these ions. It was found that Hofmeister ions show lyotropic effects
influencing the entanglement of hyaluronan coils and their expansion from solid polymer
films into swollen gel state. The hydrophobic and hydrophilic interactions in the structure
of hyaluronan macromolecules are represented by the mutual diffusion coefficient D(c),
the mean mutual diffusion coefficient ES , the expansion work of coil swelling RA4s;, the
activation enthalpy of diffusion connected with swelling Hp and kinematic viscosity of
hyaluronan-ions solutions v.
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Introduction

In 1934 Meyer and Palmer described a procedure for isolation of a novel glycosaminoglycan from
the vitreous humor of bovine eyes [1]. They showed that this substance contained an uronic acid and
an aminosugar, but no sulfoesters. This marked the birth announcement of one of Nature’s most
versatile and fascinating macromolecules. It was first isolated as an acid, but it behaved like a salt
(sodium hyaluronate) under physiological conditions. Today, this macromolecule is most frequently
referred to as hyaluronan, reflecting the fact that it exists in vivo as a polyanion and not in the
protonated acid form. During the 1930s and 1940s, hyaluronan was isolated from many different
sources such as synovial fluids, umbilical cords, vitreous body, skin, rooster comb and also
biotechnologically synthesized from streptococci suspensions. Numerous ideas have been offered for
applying hyaluronan in different areas and nowadays, many of them are actually used in medicine,
pharmacology or in cosmetics. It would take an additional 20 years before Meyer’s laboratory finally
completed the work that determined the precise chemical structure of the basic disaccharide unit that
forms hyaluronan [2]. During these years they showed that the uronic acid and aminosugar in the
disaccharide are D-glucuronic acid and D-N-acetylglucosamine, and that they are linked together
through alternating f—1,4 and f—1,3 glycosidic bonds. Both sugars are spatially related to glucose,
which in the beta configuration allows all of its bulky groups to be in sterically favourable equatorial
positions while all of the small hydrogen atoms occupy the less sterically favourable axial position.
Thus, the structure of the disaccharide shown in Figure 1 is energetically very stable [3]. The
conformation of hyaluronan acid (HA) has been analysed by a number of techniques showing that the
hydrogen bonds are crucial to both secondary and tertiary structures [4].

Figure 1. The monomeric unit of hyaluronic acid.
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The secondary structure of HA (a reducing terminal tetrasaccharide fragment) as a two-fold helix
with hydrogen bonds (dotted lines) can be seen in Figure 2. All the indicated H-bonds form in
dimethyl sulphoxide solution, whereas in aqueous solution some are replaced by water bridges. In
connection with this, it is very useful to study the influence of any ions present in hyaluronan solutions
on the secondary and tertiary structure of this polysaccharide.
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Figure 2. The secondary structure of HA.
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Ions of the Hofmeister series have a significant effect on the solubility of macromolecular
substances and on the stability of their respective secondary, tertiary and quaternary structures. The
Hofmeister series (lyotropic series - an order of ability of ions to convert into salt-out or salt-in
proteins) are considered to be ions having a typical ion-specific influence on polymers in aqueous
systems. The order of Hofmeister anions and cations is:

SCN < I'< ClO, < NO5 < Br < ClO; < CI' < BrO; < F < S0,*
K" <Na"<<Li" ~ Ca*".

The effects of the Hofmeister series seems to apply mainly in experiments where solvents with
higher salt concentrations are used. The initial ions in the series increase the solvent surface tension
and decrease the solubility of non-polar "salt-out" molecules, which leads to a strengthening of the
hydrophobic interactions. On the other hand, a few final salts in Hofmeister series increase the
solubility of non-polar "salt-in" molecules and increase the order in water, which decreases the
hydrophobic interactions. These salts interact directly with proteins or polymers and may even be
specifically bonded with ions having a strong "salting-in" effect [5, 16-18]. Similar ion-effects have
been found in the swelling behaviour of several kinds of polymer gels. Suzuki et al. [6] investigated
the effects of ions on the thermal volume transition in polymer gels and some kind of Hofmeister series
effects were detected for the temperature transition. There was discrepancy with the speculations that
the origin of ion-effect is caused by the change in water structure around the hydrophobic group [6].

The behaviour of hyaluronan during diffusion process of swelling is presented in this article. The
theoretical background behind the computation of mutual diffusion coefficients, mean mutual diffusion
coefficients, the expansion work of swelling coils and the activation enthalpy of diffusion connected
with swelling Hp 5 has been fully published by Mracek et al. [7].

Results and Discussion

The influence of Hofmeister series ions on hyaluronan behaviour and hyaluronan films swelling by
solutions of these ions can be studied by interferometric methods. The dependence of the mutual
diffusion coefficient of swelling on the ability of water to solvate hyaluronan was verified. As can be
seen in Figure 3, the relation between the mutual diffusion coefficient and hyaluronan concentration in
swollen layer shows a statistically significant decreasing rate of swelling diffusion process for
experiment with KF addition (Ionic strength 7 = 0.1 mol-L™") as compared with swelling of hyaluronan
by pure water. On the other hand, solutions of NaCl, MgCl, and KI force diffusion swelling processes.
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Figure 3. Relation between mutual diffusion coefficient and HA concentration in surface
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Differences between monovalent cations (Na™, K*) and divalent cations (Mg”") at ionic strength

I=0.1 mol'L™" are consistent with predictions that charge shielding by divalent ions is greater [8, 9].

The data for the swelling diffusion process suggests that Mg®" causes greater domain contraction,

which is additional to the electrostatically induced changes in HA properties observed with X and

Na'. Individual Mg™" ions may co-ordinate two carboxy groups on the same HA chain secondary

structure (Figure 2), and promote chain contraction. Consequently, cations of Mg*" could induce a

significant reduction of chain stiffness. However, the mutual diffusion coefficient D(c) of swelling

shows (Figure 4) nearly order of magnitude differences for K/ solutions in comparison with KF' ones.

In this case, the influence of the anions (F, CI', I') on the behaviour of the K cation is evident. This

fact can be viewed as in accordance with theory of Hofmeister ion series (hydrophilic—
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I'<Cr'<F'«hydrophobic). F~ or CI" ions may alter the co-ordination of water molecules with HA
chains, thereby disrupting the hydrogen bonds involved in water bridges. The strong reduction of
hydrophilic chain interaction and creation of hairpin loops caused by F~ can consequently induce a
significant increase of chain stiffness. The lower ionic strength shows similar dependences (see in
Figure 4), which are represented by the mean mutual diffusion coefficient.

Figure 4. The mean mutual diffusion coefficients of hyaluronan solutions.
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The results and conclusions from the diffusion process of swelling can be compared with results
obtained by viscosity measurements (see Figure 5). The additions of ions to aqueous hyaluronan
solutions are generally connected with a decrease in the kinematic viscosity. However, the observed
higher kinematic viscosity values of KF-enriched HA solutions supports the hypothesis of an increase
of chain stiffness caused by the presence of F".

Figure 5. The kinematic viscosity: the comparison of HA-water solutions and HA-ion solutions.
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Figures 6 and 7 show the relationship between RAs; and AHp, respectively, and additions of salts
(NaCl, MgCl,, KI, KF) at different ionic strengths (/= 0.01 0.05 and 0.1 mol-L'l). These results show
that solvation of HA by water is strongly dependent on the ionic strength and particularly on the
variety of salt dissociated in the aqueous solutions of HA.

Figure 6. The volume expansion work (R4s;) resulting from expansion of HA coils during their
transition from solid polymer phase into the gel phase of swollen layer.
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Figure 7. The activation enthalpy of diffusion connected with swelling (AHp;) under constant
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The values of RAss and AHp, are considerably influenced by the polarity of the basic structural
polymer unit - the monomer. Some authors have reported [4, 10-12] the important role of hydrogen
bonds in hyaluronate chain structures and the associated problem of the relationship between
hyaluronate swelling and intermolecular interactions influenced by hydrogen bonds [13,14]. The
functionality of hyaluronic acid can mostly be traced back to the swelling properties of polyelectrolyte
networks. In aqueous solutions the hyaluronan molecule becomes a negatively charged polyelectrolyte
and its size, conformation and its degree of hydration depend on dissociation [13]. Consequently, the
affinity between the polymer film and the solvent are very important in the swelling diffusion process,
because the solvent molecules must penetrate into the polymer and then the polymer chain molecules
must be solvated by solvent molecules. Subsequently, the swelling continues with the expansion of
polymer coils and the polymer mobility and permeability increases [15]. As can be seen in Figure 6,
the volume expansion work R4 s for HA-KF is significant higher than for HA-pure and it is evident
(see Figure 7), that the values of activation enthalpy of diffusion connected with swelling AH) s are
largely dependent on the variety of salts and the salts on the hydrophobic part of Hofmeister series
increase these values. It is assumed that the solvation of HA with ion solutions on the hydrophobic part
of Hofmeister series results in the decreasing flexibility of the macromolecular coil and results in an
increase of the potential barrier which must be overcome during the diffusion process of swelling.

The results obtained support the hypothesis of hydrophilic-hydrophobic interaction [19] in
hyaluronan chains swollen by Hofmeister ions solutions. This hypothesis was verified by diffusion
process of swelling and viscosity measurements. With respect to applications of hyaluronan in
ophthalmology, surgery and wound healing, it will be very interesting to study the behaviour of
hyaluronan in the water solutions with additions of quaternary ions (for example hexadecyltrimethyl-
ammonium bromide). It is known that these quaternary ions create hyaluronan precipitates in aqueous
solution. The results (the influence Hofmeister ions on swelling and kinematic viscosity of hyaluronan
solutions) reported in this paper can be used for re-conversions of these precipitates. Accordingly, our
next results concerning to this hyaluronan precipitates problem will be published shortly.

Experimental
Materials

The hyaluronan samples (rank 150806-D1) were obtained from Contipro, Ltd., Dolni Dobrouc,
Czech Republic, (molar mass M, = 630x10° g'mol™). All materials and chemicals used for the
experiments were of standard purity p.a. The following salts in solutions (redistilled water + salt) for
swelling process and viscosity measurements were used: sodium chloride, NaCl (Fluka); magnesium
chloride, MgCl, (Fluka); potassium fluoride, KF' (Fluka); potassium iodide, K/ (Sigma-Adrich). The
process of swollen surface layer formation was studied on the solid films of polymer samples prepared
by casting from the 0.01M concentration solutions in redistilled water and by subsequent evaporation
in a desiccator.
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Experimental setup and measurments

The swelling diffusion process measurements were done using the previously described wedge
interferometer [7, 8]. Experiments were performed at five temperatures (25, 30, 37, 40 and 45°C). The
mutual diffusion coefficient D(c) and mean mutual diffusion coefficient of swelling (ES) at definite
times were measured and computed from recorded interferograms. A typical interferogram can be seen
in Figure 8, which shows the concentration field of hyaluronan on the surface swollen layer expressed
as the change of refractive index.

Figure 8. A typical interferogram obtained from swelling diffusion process measurement.

Liquid

Gel- surface swollen layer

Samples of thin hyaluronan films were put in a temperature-controlled holder of (23x20x3.5)x10™
m’ volume between two semi-transparent glass plates with a transparency of about 40%. The
temperature was controlled exactly constant to a deviation of +£0.1°C. In each measurement, 3-5 shots
were taken at regular intervals. The final resultant interferograms were scanned with a NIKON
COOLPIX 4500 digital camera. The SAIA software developed by Urban and Mracek (Department of
Physics and Materials Engineering, FT, TBU in Zlin) was used for the image analyses of the
interferograms. The factors RAs;,, AHp,, were calculated using logarithmic form formulas [7, 8],
consequently, standard estimatation errors for RA4s, and AHp; were computed for confidence interval
at 80% significance level. The kinematic viscosity v values were obtained from measurements
executed on an Ubbelohde viscometer (C = 0.01) at five temperatures (25, 30, 37, 40 and 45°C) and
the ionic strength of solvents was /= 0.05 mol-L™.
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polar segments of BAC with hyaluronan hydrophobic domains. Tensiometry, DLS and viscometry data
support the assumption that variations of thermodynamical “favourability” of BAC-BAC or NaHy-BAC
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1. Introduction

The physical and physico-chemical properties of hyaluronic
acid and its sodium salt - hyaluronan (NaHy) in solutions are
of great interest in various industrial branches, e.g. pharmaceu-
tics, cosmetics, tissue engineering and many others. The behaviour
of NaHy in solution strongly depends on the conformation of its
polymer chain, which is influenced by molecular weight, polydis-
persity and the unique chemical composition of the NaHy molecule.
Sodium hyaluronate is a natural polysaccharide with a regularly
alternating disaccharide units of p-glucuronic acid and N-acetyl-
D-glucosamin that can be found in various body fluids, tissues
and extracellular matrix. The first description of this substance
was performed in 1934 by Meyer and Palmer (1934). Conforma-
tion of NaHy in highly diluted aqueous (<1%) solution is driven
by hydrogen bonds acting mostly between water and polysac-
charide molecules. With a slight increase of the concentration of
NaHy in solution, also inter- and intramolecular interactions must

* Corresponding author at: Tomas Bata University in Zlin, Faculty of Technology,
Department of Physics and Material Engineering, ndm. T.G. Masaryka 275, 760 01
Zlin, Czech Republic. Tel.: +420 576035110.
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0144-8617/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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be considered. NaHy molecule forms ordered secondary struc-
ture, containing hydrophobic domains (patches). From the physical
point of view, the hydrophobic domains are presented in the back-
bone, and hydrophilic groups are located in the side branches of the
NaHy molecule (Scott, 1992). According to Scott and co-authors
(Scott, Cummings, Brass, & Chen, 1991; Heathly & Scott, 1988),
NaHy may aggregate and create tertiary structures due to bond-
ing between the hydrophobic patches (see Fig. 1), forming thus
two-fold helix based aggregates which are stable at physiologi-
cal temperatures in water (Heathly & Scott, 1988). In solutions
with a very low concentration of high molecular NaHy, presence of
intramolecular interactions based on the principle described above
can be expected (Heathly & Scott, 1988), which will affect size of
the polymer coil.

The theory of chain interactions in dilute and semi-dilute solu-
tions of polyelectrolytes, studied from the point of view of statistical
physics and the scaling concept, can be found in Dobrynin, Colby
and Rubinstein, (1995), Dobrynin and Rubinstein (2005), and infor-
mation about behaviour of NaHy chains in semidilute solutions
based directly on the interpretation of dielectric measurements
data present Vuleti¢, Babi¢, Ivek, Grgicin, and Tomi¢ (2010).

From the hydrophobic and hydrophilic nature of the NaHy
molecule follows that in aqueous solution NaHy will be very
sensitive to the presence and concentration of any surface
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hydrophobic patch

(a)

(b)

Fig. 1. (a) The hydrophobic patches stretching along three sugar units on alter-
nate sides of polymer chain (circles - acetamido groups, squares - carboxylate
groups), (b) Possible duplex between two molecules of hyaluronan (Scott, 1992;
Scott, Cummings, Brass, & Chen, 1991).

active compound. Among the substances used for preservation of
NaHy solutions, quarternary salts are commonly applied (Pisarcik,
Soldan, Bakos, Devinsky, & Lacko, 1999; Pisarcik, Toyoko, Devinsky,
Lacko, & Bakos, 2000; Pisarcik, Toyoko, Devinsky, & Lacko, 2001).
These salts are classified as cation-active surfactants, capable of
micelle formation at concentrations above their critical micelle
concentrations. Hyaluronan dissolved in water, on the other side
acts as a negatively charged polyelectrolyte and attracts cation-
active surfactants, which may bond to specific sites in its structure.
In solution, these bonded molecules can interact with each other
and form micelles, thus effecting the conformation and coil size
of NaHy. As a result, these changes will be reflected in the flow
properties of the NaHy/BAC solution, which can be determined for
example by viscosity measurements.

In order to calculate limiting viscosity number [5], the dilute
solution viscometry data are usually processed using the Hug-
gins equation. In addition to [n], another parameter derived from
this equation is Huggins coefficient (ky), which reflects binary
interactions of polymer molecules, both hydrodynamic and ther-
modynamic. Huggins coefficient is thought to depend mainly on

molecular weight and the strength of the polymer-solvent interac-
tion and should be lower in good solvents and at higher molecular
weights. Values of ky for NaHy have been provided by several
researches and were found to be prevailingly in the range of
0.35-0.45, as published in Bohdanecky and Kovar (1982). Another
method capable of determining the conformation changes in NaHy
chain due to the presence of BAC is dynamic light scattering, used
for example by Pisarcik et al. (2001).

In this article, the effect of benzalkonium chloride (BAC) pres-
ence on the conformation of NaHy coil in phosphate buffered
aqueous solution was studied by the means of dynamic light
scattering (DLS) and viscometric methods. The critical micellar
concentration (CMC) of BAC was determined by standard surface
tension measurements and a new possibility of critical aggregation
concentration (CAC) identification in more complex polysaccha-
rides/surfactant systems using DLS was also presented. Moreover,
the hypothesis explaining NaHy behaviour in the presence of dif-
ferent BAC concentrations was proposed.

2. Materials and methods

Sodium hyaluronate (NaHy) samples of two molecular weights,
M,y =1.8MDa and M,y =0.35MDa were kindly provided by Con-
tipro, Ltd. (Dolni Dobrou¢, Czech Republic). Cationic surfactant
benzalkonium chloride (BAC) (>95.0%) and sodium chloride were
purchased from Fluka. Phosphate buffer (pH=7.36) was prepared
by dissolving appropriate amount of Na,HPO4 and NaH,PO4 (both
purchased from Sigma-Aldrich) in de-ionized water. Stock solu-
tion of NaHy in phosphate buffer was prepared in concentration of
0.1% (w/w) by slowly adding polymer to the buffer solution under
continuous stirring, followed by 24-h dissolving at 50 °C. The stock
solution of hyaluronan with added BAC was then used for surface
tension, particle size and viscosity measurements.

2.1. Surface tension measurement

The critical micellar concentration of BAC was determined by
surface tension measurement. For a series of BAC concentrations
ranging from 0.032 mmol L~ to 0.89 mmol L-1, surfactant was dis-
solved in phosphate buffer and de-ionized water, respectively. The
surface tension of the first sample set was measured immediately
after preparation. For the second set of samples, the measurement
was performed after one day equilibration of the prepared surfac-
tant solutions. The surface tension measurement was performed
at 25.0+ 0.1 °C with a K100MK3 Tensiometer (Kriiss), utilizing the
Wilhelmy plate method.

2.2. Dynamic light scattering measurement (DLS)

Solution of NaHy and NaHy with BAC (0.32-4,2mmolL-1)
was characterized by dynamic light scattering. Zetasizer Nano ZS
(Malvern) equipped with 4 mW He-Ne laser operating at the wave-
length of 633 nm was used for the measurement of hydrodynamic
diameter (z-average) at 25°C. The intensity of scattered light was
observed at the angle of 173°. Prior to each measurement, the sam-
ples were filtered through 0.22 pm pore-size PTFE Syringe filters
(Millipore). The mean hydrodynamic diameter and the polydis-
persity index (PDI) were obtained. Each sample was measured in
triplicate.

2.3. Kinematic viscosity measurement

The kinematic viscosity measurement on NaHy solutions with
the same BAC concentration as for DLS measurements, was carried
outin aUbbelohde capillary viscometer (0.53 + 0.01 mm diameter).
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Fig. 2. Relation between NaHy (constant weight fraction NaHy/phosphate buffer)
coils z-average and BAC concentration in phosphate buffer, (a) My =1.8 MDa (b)
My, =0.35MDa.

The viscometer was placed into a water-cooled bath with the tem-
perature 25.0 £ 0.1 °C. The ratio between viscosity of NaHy solution
with added BAC (1) and NaHy solution of the same concentration
without BAC adition (7,) was defined as 1, =n/no.

2.4. Limiting viscosity number

NaHy solution with concentration of 0.1% in phosphate buffer
was added 0.32 mmol L~1 BAC. The polymer/BAC solution was grad-
ually diluted with phosphate buffer in order to obtain five solutions
differing in concentrations. Values of limiting viscosity number
(LVN) [n] and Huggins parameter ky were then determined from
the flow times measured with these polymer/BAC solutions and the
linear least square regression of the nsp/c vs c dependence was used
for the [n] and ky calculation (c is polymer concentration [gL™1],
nsp is specific viscosity). Correspondingly, the measurements were
performed with NaHy added all studied BAC concentrations ran-
ging from 0.42 mmol L~ to 4.2 mmol L~!, one by one, and values of
[n] and ky were determined for each of the BAC addition.

3. Results and discussion

Substantial variation of the z-average diameter can be observed
inFig. 2a and b depicting the dependence of the sodium hyaluronate
particle sizes versus concentration of the used surfactant, benza-
lkonium chloride for both samples differing in molecular weights
(M =1.8 MDa and M,y =0.35 MDa).

It can be stated that NaHy with both molecular weights used,
dissolved in phosphate buffer without BAC forms a random coil
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Fig. 3. (a) Surface tension of BAC in de-ionized water (® z-average =1.5nm) and
phosphate buffer (a z-average=3.1nm), (b) surface tension of NaHy-BAC (NaHy
M, =1.8 MDa) in phosphate buffer solution.

with the mean diameter of 70 nm, resp. 46 nm. This confirms to
generally accepted finding that in aqueous solutions with excess
salt, NaHy chains have an expanded random coil conformation as
would be expected for a flexible polyelectrolyte (Herslof, Sundelof,
& Edsman, 1992). Nevertheless, the first addition of BAC, corre-
sponding with the BAC critical micelle concentration (CMC) of
0.3mmolL~! in a buffered solution (Fig. 3) induced formation of
BAC-polymer associates resulting in contraction (tighter packing)
of the NaHy coils and lowering of hydrodynamic coil radius (see
Fig. 2).

From the previous research it is well known that in the absence
of polymer and below the CMC surfactant molecules (with the
exception of the monomolecular film present at the liquid/gas
boundary) can exist only as individual entities, while above the CMC
they begin to aggregate into micelles (Wennerstrém & Lindman,
1979). In the presence of NaHy and at low surfactant concen-
tration, no micellization appeared, as positively charged BAC
molecules bound to negatively charged groups of NaHy. Generally,
this process proceeded until all the accessible, negatively charged
groups of NaHy were occupied by BAC and critical aggregation
concentration (CAC) was reached. With further increase of BAC
concentration micelle formation in the solution can be expected
accompanied by a process involving surfactant molecules bound
on the NaHy chain, leading to the shrinkage/contraction of the
polymeric coil (Fig. 4a-c). This fact is supported by surface ten-
sion measurement of NaHy-BAC in phosphate buffer (Fig. 3b).
The CAC of NaHy-BAC complex at 0.45mmolL~! BAC addition
was observed (Fig. 3b), which corresponds with results of NaHy
z-average increase detected at 0.42 mmolL-! BAC concentration
(Fig. 2).
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Fig. 4. Hypothesis of interaction between NaHy and BAC.

When moderately exceeding the CMC of added BAC
(0.42mmolL-1), a significant expansion of NaHy-BAC aggre-
gates/complexes occurs in samples with both molecular weights
resulting in an increase of z-average diameter measured by DLS,
which agrees with previously published results (Pisarcik et al.,
2001). Here, a hypothesis could apply suggesting that thanks to
interactions between NaHy hydrophobic patches (Scott, 1992;
Scott, Cummings, Brass, & Chen, 1991) and BAC tails, rigid struc-
tures are formed, which tend to unpack the otherwise hydrophilic
NaHy chain (see Fig. 4d). The third addition of BAC with concentra-
tion of 1.61 mmol L~! causes steep drop of the z-average diameter
in both studied samples. The above explanation can be also
formulated according to Thalberg, van Stam, Lindblad, Almgren,
& Lindman (1991), who attributed critical aggregation concen-
tration of NaHy to presence of oppositely charged surfactants

decyl- and dodecyl-trimethylammonium bromide below their
CMC, as was indicated by the isotherms showing strongly cooper-
ative binding. As explained later in the text, this BAC concentration
is a point, where second type of micelles may form. Thus the
thermodynamic conditions in the solution can lead to weakening
of the hydrophobic interactions in favour of interactions between
NaHy/BAC aggregate and solvent (see Fig. 4e). The data of the z-
average diameter measurements obtained in the presence of even
higher BAC concentrations suggest that the behaviour of NaHy in
solution may follow similar pattern as proposed in Fig. 4b-e. In
addition to CAC, the CMC of NaHy-BAC complex at 2.0 mmol L~!
BAC concentration was observed (Fig. 3b), which corresponds
with results of NaHy z-average increase at 2.1 mmolL~! BAC. The
alternative interpretation of above results can be provided based
on the conclusions presented by Bjoling, Herslof-Bjorling, and
Stilbst (1995), who showed that NaHy molecules can be bridged by
TTAB molecules, which are of similar character as BAC. This might
also be explanation of the increasing z-average values in Fig. 2.
The conclusions based on the DLS experiments are further
supported with the discussed viscosity measurement results.
As mentioned earlier, apart from the hydrophilic nature of the
molecule as the whole, features NaHy also hydrophobic character
along the chain backbone axis (Podzimek, Hermannova, Bilerova,
Bezakova, & Velebny, 2010; Pisarcik et al.,, 1999, 2000, 2001).
Possible reason of described behaviour can be the fact that in
the phosphate buffer, the BAC molecules may form two types
of micelles in contrast to the BAC molecules in the de-ionized
water. This statement can be again supported by the surface ten-
sion measurements presented in Fig. 3a, where two breaks on the
dependence Cgac vs y (surface tension) can be observed, being
typical for different micelle types. The presence of two types of
BAC micelles in buffer solution can be indicated by DLS mea-
surements, showing distribution curve of higher polydispersity
(z-average diameter of 3 nm) compared with that of recorded in
water (1.5nm). The higher polydispersity might be a reason for
presence of two micelle types that cannot be differentiated by
DLS method. Formation of different micelle types was reported
for cationic surfactants, quaternary salts dodecyltrimethylammo-
nium bromide (DTAB), tetradecyltrimethylammonium bromide
(TTAB) and hexadecyltrimethylammonium bromide for example
by Mata, Varade, & Bahadur (2005). Based on viscometry mea-
surements, the authors concluded that in addition to standard
spherical micelles, formation of rod-like micelles with increased
surfactant concentration occurs (Mata, Varade, & Bahadur, 2005).
In the buffered solution of the current study, the micelles formed
already at the concentration of 0.3 mmolL-! and a second break
related to the second micelle type formation occurs at the concen-
tration of 1.7 mmol L~1, which is approaching the CMC of BAC in
the de-ionized water (see Fig. 3a). In literature, comparable results
for surface tension measurements in similar surfactant systems
in a buffered solution are also stated (Roure, Rinaudo, Milas, &
Frollini, 1998; Podzimek et al., 2010; Pisarcik et al., 1999, 2000,
2001). As can be seen in Fig. 2, with the third addition of the BAC
(1.6 mmol L-1), which corresponds to the second break for BAC
in the buffered solution (see Fig. 3b) and is identical with CMC
of BAC in the de-ionized water (see Fig. 3a), a significant drop
of the z-average diameter of NaHy occurs. The minor difference
between the results for polymers with distinct molecular weights
can probably be attributed to a lower mobility and lower reorga-
nization ability of the NaHy sample with higher molecular weight
and are seenin Fig. 2. Accordingly, the polymer chain conformations
incorporating the NaHy-BAC interactions are thermodynamically
more convenient and preferred (see Fig. 4c-e). The fifth BAC addi-
tion (2.1 mmol L~1) results in repeated expansion of NaHy polymer
coils. It is probably the same effect as with the second BAC addi-
tion (0.42 mmolL-1), i.e. exceeding the second CMC in the later
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Table 1
Limiting viscosity number and Huggins coefficient of NaHy in buffer and BAC
addition.

Cgac [mmol L] [n][100mLg1] kn

0 17.7 0.32
0.32 17.8 0.29
0.42 17.4 0.36
2.1 18.6 0.13
3.15 225 —0.23
4.2 25.1 -0.27

case. With further increase of BAC concentration in the NaHy solu-
tion the z-average values keep descending. This fact is discussed
in connection with the Huggins constant and viscosity measure-
ment later in the text (see Table 1 and Fig. 6). Fig. 5 presents a
comparison of the particle size measurements for pure NaHy in
a buffered solution, NaHy in a buffered solution with the highest
BAC addition (4.2 mmolL-1) and the same concentration of pure
BAC in a buffered solution and in de-ionized water, respectively. As
can be seen, the peak of BAC depicting z-average micelle diameter
in a buffered solution corresponds with the peak of BAC micelles
formed in a solution in the presence of NaHy. This means that at
this BAC concentration, the NaHy polymer coils is entirely satu-
rated with the BAC molecules and excess of not bound (free) BAC
molecules form micelles coexisting with polymer-surfactant asso-
ciate. The shift of the NaHy peak maximum with maximal BAC
addition towards lower polymeric coil size values in comparison
to pure NaHy (Fig. 5) can be also noticed which corresponds to the
z-average diameter changes depicted in Fig. 2.

Results from viscosity measurements in terms of limiting vis-
cosity number and Huggins coefficient ky are presented in Table 1.
The interpretation of ky values, in general, is not simple and can be
considered even more complicated when association of NaHy with
BAC arises. However, the above discussion on the changes of NaHy
coil conformation due to the presence of different concentrations
of BAC based on DLS measurements can be correlated with results

Intensity [relative units]

0,1 1 10 100 1000
diameter [nm]

Fig. 5. Particle size measurement (a) BAC in buffered solution, (b) BAC in de-ionized
water, (¢) pure NaHy (My, = 1.8 MDa) in buffered solution, (d) NaHy (My = 1.8 MDa)
in buffered solution with BAC (c=4.2mmolL'), (e) pure NaHy (My =0.35MDa)
in buffered solution, (f) NaHy (M, =0.35MDa) in buffered solution with BAC
(c=4.2mmolL1).

from ky determination. Taking into account the fact that polymer
chain of NaHy shows a microdomain structure with hydrophobic
part present (Scott & Heatley, 1999; Scott, Cummings, Brass, & Chen,
1991), it can be assumed that in aqueous solvents the hydrophilic
parts are flexible while the segments formed of NaHy-BAC asso-
ciates are more rigid. The conformation parameters of such polymer
(ky) can be, in principle, influenced by additional factors such as
chain stiffness, interaction between the flexible and stiff segments
or intermolecular hydrodynamic interactions of each of the part
with the solvent.

Based on the theory, the value of ky is positive showing the Hug-
gins’ plot of nsp/c vs. ¢ with a positive slope (Herslof et al., 1992).
This situation was also observed for pure NaHy in saline buffered
PBS, where the nsp/c vs ¢ dependence shows an expected course
with ky value of 0.32, which is in good correlation with the values
published in literature (Bohdanecky & Kovar, 1982). Correspond-
ingly, the NaHy solution with 0.32mmolL~! and 0.42 mmolL~!
BAC, showed positive slope of the aforementioned dependence,
with ky values 0of 0.29 and 0.36, respectively (Table 1). Here the sim-
ilar effect as for z-average particle diameter, namely a shallow drop
and subsequent increase of ky, can be observed. However, after the
BAC concentration started to increase, the change of the nsp/c vs ¢
took place. Addition of 2.1 mmol L~ BAC caused ky drop to 0.13 and
when increasing surfactant concentration above 3.15mmol L1, an
unusual course of the nsp/c vs ¢ plot was observed, showing lower
reduced viscosities with the increase of the polymer concentra-
tion. This leads to negative Huggins coefficients obtained through
a linear fit. The observed effect is unusual, though not unknown
in the literature. The corresponding behaviour was observed for
polydimethylsiloxane-polyurea copolymers and was explained by
the presence of the two blocks showing the different flexibil-
ity and by very strong interactions of polymer with the solvent
(Yilgor, Ward, Yilgor, Atilla, 2006). Effect of decreasing of Huggins
coefficient and diffusion coefficient of swelling was also observed
on the hydrophobically modified derivatives of hyaluronic acid
by Lapcik, BeneSova, Lapcik, De Smedt, & Lapcikova (2010) and
Mracek, BeneSova, Minafik, Urban, & Lapcik (2007). The negative
ky observed in current study can be then attributed to interac-
tions between the hydrophobic part of the NaHy chain and the BAC
bound on the polymer. Moreover the changes in polymer-solvent
interactions may also take place and influence the ky value.

Results presented in Table 1 also show that for the pure NaHy
and NaHy with two lowest concentrations of BAC, the values of
[n] remained almost unchanged and were in good agreement with
those typically observed for high molecular weight polymers.

As stated in Krause, Bellomo, & Colby (2001), NaHy solu-
tions in phosphate-buffered saline are viscoelastic liquids with
a concentration-dependent viscosity typical for polyelectrolytes
with excess salt. However, increasing the BAC concentration above
2.1 mmol L~! resulted in gradual increase of limiting viscosity num-
ber caused by the above described behaviour of the NaHy-BAC
complex. Theoretically, the increase of [n] is inherently connected
with increase of polymer molecular weight, formation of agglom-
erates or coil expansion caused by the preferential polymer-solvent
interactions. Here, the reason [n] increase can be found in the
change of NaHy chain character caused by the BAC presence.

In addition to limiting viscosity number, viscosity ratio n/ng
was calculated, relating kinematic viscosity of NaHy solution with
added BAC (n) and pure NaHy solution of the same concentra-
tion (7). The data, hence, represent the relative contribution
of the BAC to the overall viscosity behaviour of the NaHy coils
(Fig. 6). The results show that the addition of 0.32 mmolL-! and
0.42 mmol L-1 BAC caused only an insignificant change of relative
viscosity. However further increase of BAC concentration induced
gradual lowering of 1/ng ratio indicating thus an overall reduction
of the hydrodynamic radius of the coil generated by the surfactant
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Fig. 6. Relation of relative viscosity to BAC concentration.

presence. This effect is a consequence of the chain shrinkage caused
by the adsorption of BAC molecules, or BAC micelles, on the poly-
mer chain. The viscosity results hence support data recorded by
DLS.

4. Conclusion

Based on the obtained, the hypothesis of hydrophobic interac-
tions of NaHy with BAC hydrophobic “tails” leading to statistically
significant variations in size and conformation of NaHy polymer
coils with increasing BAC concentration was proposed. This study
can extend the theory of hydrophobic “patches” according to Scott
and co-authors (Scott, 1992; Scott, Cummings, Brass, & Chen, 1991).
In further experiments, thermodynamic aspects of interactions,
namely Gibbs energy of van der Waals bonds between NaHy and
BAC will be developed in more details, with the help of previously
published method of Mracek (Mracek, 2010; Mracek et al., 2008),
which should confirm the herein described hypothesis of NaHy
interactions and quaternary salts in general.
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Abstract

This study investigated an effect of different ways of tleparation of insoluble hyaluronan
material on its mechanical and viscoelastic propertieslufignan (NaHy) of molecular
weightM,, = 500kDa was cross-linked with carbodiimide (EDC) and N-hydroxysunicle
(NHS), to be able absorb liquid without changing its mechamoaperties. The cross-
linked, water insoluble NaHy materials were prepared ifiemdiht geometry; as cross-linked
films and cross-linked cylinders. The occurrence of cross-linkiag confirmed by FTIR
and'H NMR spectroscopy and swelling test. The determined mewdiaand viscoelastic
properties of uncross-linked and cross-linked hyaluronan revealedgtheldpendency of
elasticity changes depending on the gel processing method. Mgréaldy gels in the
cylindrical form with the sponge-like structure predominant therm esnvenient geometry

for application in a humid environment.
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1. Introduction

Hayluronic acid (HA) is a linear biopolymer with a high molecwegight, naturally
presented in vertebrate organism. The highest amount of hyalurediwas discovered in
the extracellular matrix of connective tissues. Furthermooanitbe found as a constituent in
all body fluids and in the vitreous humour of the eye and the syifbwid in the joints. Its
structural unit consists of N-acetyl-D-glucosamine and D-ghuaaracid connecting with
alternatingp-1,3 andp-1,4 glycosidic bond. HA chain may expand to thousand fold of its
original volume and form a loose hydrated network because of hydoopialure. The
molecular weight of NaHy can reach®10 1G Daltons according to different sources and
methods used to its determination. Due to such high moleculahtvaid its viscoelastic and
rheological properties predestine hyaluronic acid to play importags molliving organisms
(Kogen et al., 2007; Price et al., 2007; Brown et al., 2005; Guilenal., 200R The
above mentioned, unmodified hyaluronic acid has many important appigan drug
delivery and surgery as well as in the field of ophthalmoltiggue engineering and wound
healing Gaettone et al., 1994; Moore et al., 1995; Davidson et al., 19%tuywsse et al.,
1998; Prestwitch et al., 19p8Chemical modification of sodium salt hyaluronan (NaHy)
allows modifying its solubility, viscosity, amphiphilicity, tea of degradation and vivo
residence time. Schanté et al. reviewed a number of chemadification methodsSchanté
et al., 201). The most common modification of hyaluronic acid is a crosslinkiigch can
fix its structure and many papers devoted to this have legmmted in literatureL( et al.,
2009. The mechanism of HA crosslinking has been a subject ofsivie researchollins &
Birkinshaw, 200Y. It is known that the functional groups responsible for crosslingfrigA
molecules are carboxyl and hydroxyl groups, whereby carboxyl groups ceasipecross-
linked generating an ether bond, and hydroxyl groups form ester bond.vétovather
reactive groups such as amino groups can be in HA introducedFalsinstance, water-
insoluble films could be prepared by an extensive esterificatibgadfironic acid with mono-
functional organic halides whereas highly swollen gels or uhé®l plastic materials by
crosslinking with divinylsulfone, bisepoxides, formaldehyde, glidetayde, bishalides and
carbodiimide Balazs & Leshchiner, 1986; Balazs & Leshchiner, 1987; De Beld&i&on,
1986; Malson et Lindqvist, 1986; Valle & Romeo, 1988; Valle & Romeo, 1BRi7et al.,
2000. Hamilton et al. patented in 1970 cross-linkig of HA by carbodi@niFurther
experiments concerning modification of NaHy by carbodiimides weréormed by many
other authorsXuejun et al., 2004; Tomihata et al., 1997; Kuo et al., 1991; Sanniab, et
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2009. Generally, carbodiimide is preferable as a crosslinkgegnawith low cytotoxicity and

water solubility.

Despite of considerable research concerning of physicochepnagadrties of cross-linked or
modified NaHy Haxaire et al., 2000; Hamilton et al., 19 Tather less attention has been paid
to viscoelastic properties of cross-linked NaHy materialscdéipng on its geometry. We
hypothesise that cross-linking of NaHy change not only its solubility especially
viscoelastic properties. Moreover, the geometric form offih@ crosslinked NaHy can
significantly influence its mechanical and viscoelastic prog®rIn this article, the water-
insoluble hyaluronan material in the form of films and cylindersewprepared and
characterized by nuclear magnetic resonance (NMR), FTIR-ggeERtroscopy, tensile testing

and dynamic mechanical analysis (DMA).

2. Materialsand methods

The experimental part was performed on sodium hyaluronate samplg)(Nakholecular
weight My, = 500kDa which was provided by Contipro, (Czech Republic). Cross-linking
agents N-(3-dimethylaminopropyl-N"-ethylcarbodiimide hydrochloride @EDand N-

hydroxysuccinimid (NHS) were purchased from Sigma-Aldrich.

2.1.Preparation of hyaluronan films

Stock solution of NaHy in de-ionised water was prepared in concentr@itil% (w/w) by
slowly adding polymer to the deionised water continuous stirring, felloly 24-hours
dissolving at 50°C. The solution of hyaluronan was then poured into ayelys mould
and dried at 40°C to obtain hyaluronan film with dimensions approximatelgnf@B0 mm
and 0.05 mm.

2.2.Preparation of cross-linked hyaluronan films

Cross-linking agent EDC works as the activating ingredienthef darboxylic groups
(100mM) and NHS as the proton exchanger in a weight ratio 2:1 wieledao already
prepared 1% (w/w) hyaluronan and stirred for 1 hour at 25°C. dhian was then titrated
with 0.1M HCI to adjusting pH in the range 4.5 — 4.75 under continuoumgtil hour.

Resulting solution was then poured into a polystyrene mould and drieghatemperature
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to obtain cross-linked hyaluronan film with dimensions approximateD x 80 mm and

thickness 0.17 mm.

2.3.Preparation of cross-linked hyaluronan cylinder hydrogels

The NaHy cylinder hydrogels with a sponge-like solid structureevpeepared as follows:
100 mM EDC was added to 1% (w/w) hyaluronan solution and stioretl fiour at 25°C. A
0.1M HCI was then added to adjust pH to 4.5 — 4.75 under continuous stiring @idnour.
Subsequently, this solution was casted in polyethylene bins andtk&Bt@ for 72 hours to
prepare hyaluronan hydrogels in the cylinder form with the diamet@.8tm and the
height of 0.1 cm.

2.4.Preparation of samples for NMR

The samples were dissolved ind) and the spectra were calibrated to 4.70 ppm for residual
HDO signal. The sample for quantitative analysis was prdpasefollows. The 0.5 chof
liquid (the sponge solid material was gently compressed) wass taka the reaction mixture

of the final volume of 10 cfhand 0.01 crh of DMSO (freshly distilled under reduced
pressure and dried over a 3A molecular sieve) was added as amalinséandard.
Concentrations of solution components were calculated according equBtiarhédrel is
integral intensity of'H NMR signal,N is the number of H-atoms providing signal under
consideration. The volume change related to the mixing of O*®tsample with 0.01 cfrof
DMSO was ignored.

(I;) Npmso Q)
) *Cpmso

(c) =

N;  Ipuso

The concentration of carboxylic groups available for modificatias walculated according

equation (2) wher&Wyy is formula weight of mer unit.

CNaHy-FW g 2
(ccoomn) = W:Hy 2)

2.5.Swelling test

The water content (%) measurement as used to determinextdr ef cross-linking of

hyaluronan films and hydrogels. Prepared hyaluronan samples werna legptesiccator for
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one week. After that were cut to round shape samples of diafrigten, and were then dried
to constant weight at 60°C. The cross-linked films and hydrogete then swelled in de-
ionised water and reweighed immediately at predeterminedinii@evals. The water content

(%) of test samples was calculated according to the equ@&ion

(w; —wp)

i

(%) = 100 )

wherew; is the weight of the swollen sample amds its initial dry weight. Results were

averaged on four independent runs.

2.6.FTIR - ATR analysis

The FT-IR spectra of dried NaHy film, cross-linked NaHynfiand NaHy hydrogel were
recorded with Nicolet 6700 FT-IR spectrometer in ATR arrangeméh diamond crystal.
All spectra were recorded in the absorbance mode in the waveenuange 4000-400 ¢
and 64 accumulations at the resolutions 4-cm

2.7.NMR

'H NMR spectra were recorded using a BRUKER AVANCE 300 speetiemat frequency
of 300.15 MHz and processed using ACD/NMR Processor AE v. 12.01.

2.8. Tensile tests

In order to obtain information about mechanical properties of undrdssdlNaHy and cross-
linked NaHy films the Instron tensile machine with 100N forcesee was utilised, using a
crosshead speed of 1 mm/min at 25°C. Dimensions of the specineeasfallowing: for
cross-linked film length 30 mm, width 4 mm and thickness 0.17 fomyncross-linked film
length 30 mm, width 4 mm and thickness 0.05 mm. Each presentdtlisedhe average from

six independents measurements.
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2.9. Dynamic mechanical analysis (DMA)

Dynamic mechanical analysis (DMA) was carried out undeeagile and b) compression
geometry in transient mode as creep/creep recovery experiasamgsinstrument DMA Q800
(TA Instruments, USA). Creep testing was performed by appl$.01 N of static load, 20
min isotherm at 25°C, following by applying of constant stress ofédl fkP 3 minutes and

relaxation without stress for 3 minutes. Samples used for hibthfollowing dimensions: a)
strips with a width of 4 mm were cut from films and mountedh@ DMA with a gauge

length of 10 mm. The thickness of sheet was about 50 um;ibflesd with the diameter of
15 mm were punched out from the original hyaluronan cylinder hydragelsexcess water

was squeezed between filter paper to reach final samegiat of 6 mm.

The viscoelastic properties of hyaluronan samples obtained by/aeep recovery
measurements were evaluated as creep complidhand creep recovenR|. The creep
compliance,J expresses the sample’s willingness to yield (or compredseicdampression
mode) and can be calculated as an inverse of the modulus:

de (4)

J= o
where,£is a strain and is a stress at a specific time.

The creep recovery presents an ability of sample relax after a removal e§str

Rz(l—j_]]R)-wo (5)

where,J is a maximum reached creep compliance &nid a recoverable compliance at the

end of relaxation time.

3. Resultsand discussion
3.1. Swelling tests

The swelling test was applied only for cross-linked samplegaltize completely solubility
of uncross-linked hyaluronan in water. Dependence of the watgerd of cross-linked
hyaluronan film (NaHy_A_film) and hydrogel (NaHy_B_cylinder) i©®im in Figure 1. As

can be seen, the water content of the cross-linked filoheghstabilization following a rapid



178 increase in the water contents. The course of stabilizasidooth materials has similar trend.
179 Moreover, swelling tests results revealed that, the dnolesd NaHy film and hydrogel are
180 not soluble in aqueous solutions and may absorb approximately 99.185+0.028 % @id 97+
181 % of water. The difference in water content of cross-linkeddnd hydrogel probably relates
182 to the way of preparation and solvent composition, resulting in @iffeross-linking density.
183 The cross-linking density and hydrophobicity of the system deterthaeate, at which the
184 cross-linked films or hydrogels reach their water content equitibCollins & Birkinshaw,
185 2009. The high ability of cross-linked material to absorb watereadvto low density of
186 cross-linking. From the previous research it is knowm, (2012, that swelling of hyaluronan
187 based materials with chemical cross-linking agent may enltrg intermolecular distance
188 which results in decrease of the collision frequency of polysadehaolecules and thus the
189 rate at which the covalent bond are formed between polymerigschia addition, the extent
190 of cross-linking of NaHy hydrogel and film significantly depemxaisthe composition of used
191 solvent and rises with decreasing swelling ratiai,(20129. These statements are supported

192 by the tensile test measurements of cross-linked NaHy film

193

194 1.1.FTIR- ATR analysis

195 FTIR-ATR method was carried out to confirm the ester bond pces@nmodified film and
196 hydrogel as an affirmative proof of cross-linking. FTIR-ATR&pe of uncross-linked/cross-
197 linked NaHy film and NaHy hydrogel are shown in Figure 2. pparent from Fig. 2 that
198 the most noticeable difference in the IR spectrum of uncrokedi(NaHy_A-film) (a), cross-
199 linked NaHy film (NaHy B film) (b) and NaHy hydrogel (NaHy Bliader) (c) is
200 observable in the wavenumber range 1700-1724ahocating to ester bond. An occurrence
201 of the ester bond is further suggested by additional peaks bedotwi(CH) andv(CH,)
202 vibrations of alkyl chains located in the range 2850-2930 itnfig. 2b,c [/l¢ochova et al.,
203 2006). The peak at 1700c¢hcould be assigned to the carbonyl group of acylurea by-product
204 of EDC hydrolysis, too. The cross-linking agent EDC does not dadiyibind to
205 polysaccharides, or more precisely to hyaluronic acid, but neeéster bonds formation
206 between carboxyl and hydroxyl groups of different polysaccharideshdfommre, EDC
207 causes the intramolecular or intermolecular formation ofl @nhydride between two
208 carboxyl groups, which modify the EDC into urea derivate. In daprevent the irreversible

209 N-acylurea by-product formation, N-hydroxysuccinimide was added tordiss-linked NaHy



210 film (Tomihata et al., 1997; Bulpitt & Aeschlimann, 199%he chemical reaction between
211 this anhydride and hydroxyl is then responsible for the formation cédtes bond between
212 two NaHy molecules. The reaction cannot occur if any hydroxgums do not directly
213 encounter the acid anhydride due to the high instability of the atigidade in water
214  solutions at room temperaturecpante et al., 2011; Sannino et al., 2005; Nakajima & lkada,
215 1995. Another new peak appears at the range 2700-2600acimh can probably be assigned
216 to -OH stretch of protonated urea. All other bands observed iagarum are typical for the

217 sodium salt of hyaluronic acids(/li et al., 1999

218

219 1.2.NMR

220 We attempted to determine the degree of modification ofuhyaic acid employing théH
221 NMR spectroscopy. The resulted mixture consisted of sponge-like realigrial (hydrogel)
222 and clear colourless mother liquor. As it can be seen in Fime3¢, only broadened signals
223 of EDC and of its degradation product (DP) can be observed inNtie $ppectrum of sample
224  containing sponge and mother liquor. Notably, no signals related tadabeof modified
225 NaHy were observed. For comparison, see line a for NaHyimeth for EDC. Therefore, we
226 decided to determine the portion of non-reacted EDC and of iis b@ther liquor. For this
227  purpose, the 0.5 chof mother liquor was separated from sponge solid using micropipetk
228  0.01 cni of DMSO was added as an internal standard. The NMR spectithis sample is
229 depicted in Figure 3d. The molar concentrations of EDC and of DR waiculated
230 considering the respective signals of terminal methyl groapreing to equation (1) to reveal
231 that concentration of remaining EDC and DP was 34.6 mM and 23.0 resyectively.
232 Considering the initial concentration of EDC of 0.1M, it is obvicws ¥#2.4 mmol of EDC
233  per dnf was consumed. As it is well known that the EDC reacts withosglic group of the
234 HA, we were able to calculate the degree of modificatidre average formula weight of
235 used NaHy was 500 kDa. If we take into account the initial auration of NaHy of 3.2¢17
236 M, the formula weight (FW) of the mer unit of 379.32 Da ambig the slightly higher FW
237 of terminal units, we can employ the equation (2) to calcutetedncentration of carboxylic
238 groups of 42.1 mM. Upon these calculations we can conclude that akgeaiticarboxylic

239 groups were modified with EDC under our procedure.
240
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1.3.Tensile tests

Mechanical properties of NaHy film and cross-linked NaHy fira depicted in Figure 4. The
test specimens prepared from the uncross-linked NaHy film shdhe stress at break
(83+£15) MPa, which is significantly higher than cross-linked ditn (2.4+0.2) MPa. In
addition, it was found that the strain at break, of the undnossd NaHy film was markedly
lower (5.2+0.6) % than cross-linked NaHy film (133%£9) %. Thessailts could indicate that
cross-linked NaHy film is composed mainly of pendant modificatibecause the
modification does not indispensably cross-link NaHy molecule with ofReason of this
could be a pendant cross-linker. Additionally, the poorer tensilegstreand enhanced
elasticity of modified films are characteristic for a lewoss-link density materiak@blik et
al., 2009. Another approach to these tensile results mentihkae@t al, in his study. They
referred to the presence of absorbed water, which may affeanechanical strength and
stability of hydrophilic NaHy networks (Lai, 2012).

1.4.DMA

Viscoelastic properties of uncross-linked and cross-linked hyalurongmess in the form of
films and cylinders were determined by measuring the creep @meli(J) and creep
recovery (R). Figure 5 shows creep behaviour of hyaluronan saugbending on stage and

sample form, at a temperature of 25°C, and an applied sitfdsKPa.

As observed, the lowest creep compliance of LES/N was detected for uncross-linked
hyaluronan film. The cross-linked NaHy film did not stand ariagtress, therefore no data
are available. The uncross-linked and cross-linked NaHy géhe iform of cylinders reached
creep compliance of 4.5E8m*N and 1.7.0um%N, respectively. It can be seen that the
willingness to change the shape of a material significantlyrdispen the processing method.
The creep recovery, based on the detected values of relaxatphiance, can be ordered as
follows: NaHy A cylinder< NaHy B _cylinder< NaHy_ A film. Figure 5b displays creep
recovery data (expressed in percentage) in dependence on samplarnfor processing
method. The uncross-linked film reached the highest relaxatiity of about 100% but
with the lowest reached compression of 0.3% in comparison t@ssitinked cylinder gel
with the decreased relaxation ability about 72% but with reached eesipn of 90%. The
cross-linked cylinder gel displayed 88% compression with 68%mseabvery.
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2. Conclusions

Water soluble and water insoluble hyaluronan materials in the ébrfims and cylinders
were prepared. Water solubility of hyaluronan gel materiaks lingited by crosslinking with
N-(3-dimethylaminopropyl-N"-ethylcarbodiimide  hydrochloride). @~ The aquwhed
crosslinking of hyaluronan was confirmed by IR and NMR spectroscoph &oss-linked
NaHy film and cylinder were in water insoluble in comparigonthose uncross-linked,
soluble in water after a few minutes. Furthermore, crossdifike and cylinder can absorb
about 99.9% and 97% of water, respectively. The applied crosslidkrrgased the tensile
strength of NaHy film 24.5 times and increased the tengidensat break about 80%. The
viscoelastic properties of hyaluronan samples in film and cytiabiform were determined by
creep/creep recovery testing. It was shown that elastafithyaluronan samples highly

depend on the sample form as well as applied processing method.

It can be concluded that cross-linked hyaluronan gels in cyladdfarm possess high
willingness to change shape after an applied stress as sviigh relaxation ability after
stress recovery. Moreover, its sponge like solid structurblen#o absorb high amounts of
liquid. On the base of our results, we can suggest that-lonkssl hyaluronan material with
sponge like solid structure in combination with metal scavenf@rexample with lignin,
could be used as biodegradable composites for water treatmentwill s a subject of our

future research.
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Figure captions

Figure 1. Dependence of the water content of hyaluronan samples cross-linkied wit
EDC/NHS respective EDC.

Figure 2: FTIR-ATR spektra of dried a) uncross-linked hyaluronan film (Na&dyfilm), b)
cross-linked hyaluronan film (NaHy_B_film), c) NaHy hydrogel (NaBy cylinder).

Figure 3. Stacking plot of partial 1H NMR spectra of a) sodium salbhydluronic acid in
D20 at 303 K; b) standard EDC sample in D20 at 303 K; c) sponge pfbtdy hydrogel)
in mother liquor — formed in D20 usingDClfor pH controlling; d) the motiguor after
sponge.

Figure 4: Mechanical properties dependence of EDC cross-linked NaHy &nftrain at
break of NaHy A film and NaHy B_film, b) Stress at break cdHM A_film and
NaHy_B_film.

Figure 5. Creep/creep recovery properties of hyaluronan samples: a) avagpiance and
recoverable compliance, b) creep recovery.
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