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ABSTRAKT

Byl studovan vliv procesnich parametrt piipravy a Gpravy vodnych roztokti hyaluronanu
sodného na zménu jejich povrchové aktivity charakterizované pomoci tenziometrické
Wilhelmyho metody. Studovanymi parametry, které determinuji zménu reorganiza¢nich
schopnosti polymerniho systému na fazovém rozhrani kapalina — plyn, byly vliv hmotnost-
niho podilu polymeru v roztoku, teplota, teplotni spad, ¢as a pritomnost soli. Pro ucely
rozpousténi a upravu fyzikalnich charakteristik polymerniho sytému v roztoku bylo pouzi-
to specidln¢ zkonstruované zaiizeni generujici samoorganizované proudéni kapaliny
v podob¢é Bénard-Marangoniho bunék. Z experimentalnich vysledkd vyplynulo, ze fyzi-
kalni cestou lze cilené ménit povrchovou aktivitu polymerniho syst¢ému danou casovée

nevratnou zménou konformace polymerniho klubka v roztoku.

Klicova slova: polymerni klubko, kyselina hyaluronova, fazové rozhrani, povrchové

napéti, samoorganizace, Bénard-Marangoniho proudéni.

ABSTRACT

The influence of process and modification parameters on the variation of surface activity
of sodium hyaluronate aqueous solutions was studied using Wilhelmy tensiometric
method. The most important parameters, which determine the self-organizational
properties of polymer system on the phase boundary liquid — gas, were the influence
of mass portion of polymer in the solution, temperature, temperature gradient, time
and the presence of sodium chloride. Specially constructed apparatus able to generate
a self-organized flow in the solution was used for the purposes of modification of physical
properties of polymer systems. The experimental results show that the surface activity
of polymer systems can be modified through physical methods, which is due to irreversible

changes in the conformation of polymer coils in the solution.

Keywords: polymer coil, hyaluronic acid, phase interface, surface tension,

self-organization, Bénard-Marangoni convection.
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UvVOD

Polysacharidy jsou hojné se vyskytujici skupinou pfirodnich latek, které v organismech
plni fadu rozmanitych funkci. Nami studovand kyselina hyaluronova, respektive hyaluro-
nan sodny (HA), se od ostatnich polysacharidu 1isi v nékolika ohledech, mezi které patii
jeji molekulova hmotnost nebo rozsah plnénych funkci v organismu (svymi viskoelastic-
kymi a lubrikacnimi vlastnostmi umoznuje pohyb kloubu nebo ovlivituje rané faze hojeni
poskozenych tkéni). Samotna struktura HA je relativné jednoduchd, tvoii ji neustale
se  opakujici  disacharidové  jednotky  slozené  zkyseliny  D-glukuronové
a N-acetyl-D-glukosaminu. Polymerni fetézce jsou svinovany nejcastéji do dvojsroubovic,
ty vzajemnym interagovanim tvofi polymerni statistické klubko o ur¢ité konformaci.
Molekulova hmotnost HA ve spojeni s konformaci klubka urcuje vlastnosti biopolymeru
a tim jeho umisténi a plnénou funkci v organismu. Mirna odchylka od stavajici konformace

muze tedy mit vliv na funkci biopolymeru a také na odezvu organismu.

V této praci byl studovan vliv rtiznych procesnich parametrt pfipravy a nasledné Gpravy
polymernich roztoki HA pomoci samoorganizovaného Bénard-Marangoniho proudéni
na zménu povrchové aktivity HA na fdzovém rozhrani. Pozorovani povrchové aktivity
probihalo pomoci Wilhelmyho destickové metody méfenim povrchového napéti vyvijejici-

ho se v ¢ase na rozhrani kapalina — plyn.

Poznatky o fizené upravé konformacnich charakteristik polymernich klubek ve vodnych
roztocich mohou slouzit pro dalsi studium a vyvoj novych typtl nosi¢t 1€¢iv a ptipravki

pro hojeni ran.

Vzhledem ke komplexnosti celé problematiky bude teoreticka ¢ast prace vénovana
samoorganiza¢nim schopnostem polysacharidi na fazovych rozhranich. Déle bude roze-
brano chovani polymernich klubek HA v roztocich v zavislosti na piisobeni tokii v podobé

organizované¢ho Bénard-Marangoniho proudéni.
V praktické ¢asti jsou popsany metody pfipravy a tpravy polymernich roztokd, dale jsou
zde diskutovany vysledky jednotlivych méfeni sledujicich vliv jednotlivych procesnich

parametrti na zménu povrchové aktivity srovnavanych vzorkit HA.
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1 POLYSACHARIDY

Polysacharidy jsou pfirodni nebo syntetické makromolekuly slozené obvykle asi ze 100
jednotek monosacharidii nebo jejich derivati. Monosacharidy jsou spojeny tzv. glykosi-
dickou vazbou do linearni nebo rozvétvené podoby. Piirodni polysacharidy maji pravidel-
nou strukturu, strukturni jednotky slozené¢ ze dvou a vice monosacharidi se opakuji
Vv identickém prostorovém uspotadani, ¢imz je urcena konfigurace a do jisté miry také kon-
formace makromolekuly. Jsou vysoce polarni, maji schopnost vytvafet intra- i intermole-
kularni vodikové mustky a komplexy s kationty. Rozpustnost ve vod¢ je riizna, ale vétsi-
nou tvori viskozni roztoky a gely. Patii k nejhojnéji se vyskytujicim latkdm v piirodé,

kde plni mnoho dulezitych funkci, jako jsou napt.:

e stavebni — celulosa, chitin,
e zasobni — glykogen, $krob,
e ochrannou — slizy,

e dalsi specialni funkce.
Polysacharidy nej¢astéji rozdélujeme podle chemické struktury na:

e homopolysacharidy — sloZzeny z jediného monosacharidu (celulosa, $krob, chitin,
glykogen, dextrany, atd.),
e heteropolysacharidy — slozeny zvice monosacharidi (hemicelulosy, rostlinné

gumy a slizy, mukopolysacharidy, chondroitin a chondroitinsulfat, heparin, atd.).

Mukopolysacharidy maji kysely charakter a nachazeji se v pojivovych tkanich Zivocichi.

Mezi n¢ je fazena studovana kyselina hyaluronova. [1]

Polysacharidy jsou pouzivany jako stabilizatory a zahust'ovadla emulzi, suspenzi a disperzi
ve vodnych systémech, kde podstatné méni reologické vlastnosti uz pti malych koncentra-
cich kvtli své hydrofilité¢ a relativn€ nizké povrchové aktivité. Reaguji s vodou, malymi

ionty, jinymi polymery a latkami pfitomnymi na fazovych rozhranich. [2]

1.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova je pfirozené se vyskytujici polysacharid. Svymi ojedinélymi vlast-
nostmi tvoii ,,spojeni® mezi ptirodnimi a syntetickymi polymery, protoze vykazuje mnohé

vlastnosti netypické pro polysacharidy: jeji molekulova hmotnost dosahuje az miliont Dal-
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tonil (zalezi na lokalizaci a plnéné funkci v organismu), struktura neni podminéna genetic-

kym kédem a svym plisobenim ovliviiuje imunitni reakce.

V télech organismu tvofi zCasti extracelularni matrix, ve které se podili na migraci bunck
a obnov¢ tkani. V kloubech je soucasti synovidlni tekutiny, svymi viskoelastickymi vlast-
nostmi tlumi nérazy a lubrika¢nimi vlastnostmi usnadnuje pohyb. Tvoii podstatnou cast
o¢niho sklivce. Byla prokdzana jeji vyznamna uloha pifi ranych fazich hojeni ran,
kdy interaguje s fibrinem za vzniku prozatimni matrice umoznujici migraci fibroblasta
a endotelovych bun€k do poskozené oblasti tkan¢€. Ovlivituje také fagocytarni reakce mak-
rofagl. ZlepSuje angiogenezi, neboli novotvorbu krevnich kapildr. Je schopna absorbovat
n¢kolikandsobek své hmotnosti, proto se predpokladd jeji vyznam pifi udrzovani

homeostazy a tkadnové hydratace. [3, 4]

V jeji linearni makromolekule se pravidelné opakuje disacharidova jednotka tvofena kyse-
linou D-glukuronovou a N-acetyl-D-glukosaminem, které jsou spojeny stfidavé B(1—4)

a B(1—3) glykosidickymi vazbami, jak 1ze vidét na Obr. 1. [3]

COOH CH,OH
H . 0
o A |£ g 2 LH ™~ '
O OH H 0 ” H ?
a H HD.__,-' H
H OH H NHCOCH,

kyselina D-glikronova N-acetyl-D-glukosamin

Obr. 1: Struktura kyseliny hyaluronové [3]
V praxi se ale HA vyskytuje nejéastéji ve formé sodné, nebo méné casté draselné

a vapenaté soli, kvlili nestabilité karboxylové skupiny v neutralnim pH prosttedi. [3]

Polymerni fetézce jsou vazany do dvoj- az CtyiSroubovic, které vzajemnou interakci tvoii

polotuhé statistické polymerni klubko. [5, 6]
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2 POLYSACHARIDY NA FAZOVYCH ROZHRANICH

Féazové rozhrani je definovano jako misto, kde se stykaji obvykle dvé faze:

pevna — kapalna,
kapalna — kapalna,
kapalna — plynna,

pevna — plynna.

Rozhrani je hranice mezi jednotlivymi fazemi, na které se skokové méni jejich vlastnosti,

jak popisuje model podle T. Younga a J. W. Gibbse, ktery ji pfirovnava k hypotetické elas-

tické membran€ majici tzv. povrchové napéti. [7]

2.1 Rozhrani kapalina — plyn

Chovani polysacharidi na tomto fdzovém rozhrani je predmétem mnohych studii,

protoze jak zndmo, zivé organismy se skladaji z mnoha hierarchicky uspotadanych mikro-

struktur riznych velikosti. Mikrostruktury jsou vzajemné spojeny spontanné se formujici-

mi membranami, které jsou analogii pro fazové rozhrani kapalina — plyn. Kostra

téchto samoorganizovanych, nekovalentné¢ spojenych agregatl, je tvofena dvojvrstvou

amfifilnich lipidd, jejichz uspotfadani je fizeno témito interakcemi [8, 9]:

hydrofobnimi — Ve vodnych roztocich obsahujicich nepolarni fetézce jsou nejvliv-
néjSimi interakcemi. Podporuji hydrofobni fetézce v migraci a ndsledné asociaci
s jinymi molekulami nebo je podnécuji k reorganizaci na fazovém rozhrani,
aby bylo zabranéno jejich pfimému kontaktu s molekulami polarniho rozpoustédla
(vody). Jejich ptitomnost také vyznamné snizuje povrchové napéti systému.
elektrostatickymi — Zavisi na podminkach systému (naptiklad pH nebo iontové sile)
a na charakteru vyskytujicich se skupin (majici stejny nebo opacny elektricky
naboj), takze pfitomné interakce mohou byt bud’ pfitazlivé, nebo odpudivé. Pevnost
a rozsah téchto interakci zavisi nepfimo imeérn¢ na iontové sile systému.

stérickym vyloucenim — Tato interakce se v systému projevuje za kazdych podmi-
nek, protoze polysacharidy zabiraji v rozpoustédle vzdy relativné velky objem.
vodikovymi vazbami — Vyskytuji se v systémech s fetézci (obsahujici mimo vodik
také elektronegativni prvky) lezicich podél sebe tak, Zze mohou vzniknout

tyto nejpevnéjsi sekundarni vazby. [8, 10]
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V kazdém konkrétnim systému je mira vyskytu jednotlivych interakci zavisla na typu poly-
sacharidu, jeho molekulové hmotnosti, flexibilité, hydrofobité a stésnani fetézcl pii daném

pH a iontové sile. Dulezité jsou také okolni podminky, zejména teplota a tlak. [10]

Polysacharidy lze vyuzit jako ptirodni alternativu, ktera mize nahrazovat existujici synte-
tické povrchové aktivni latky, jez ovliviiuji podobu membrany bez a s ptitomnosti
proteint. Studium takovéhoto chovani v podobé zménénych reorganizac¢nich schopnosti
muze prinést nové poznatky vyuzitelné pti vyvoji systému s fizenym uvolilovanim 1éCiv,
pii povrchovych upravach implantatd, vyvoji biosenzora a v mnohych dalsich odvétvich

biomediciny. [8, 9]

2.1.1 Adsorpce na rozhrani kapalina — plyn

Adsorpce povrchové aktivnich latek (surfaktantt/tenzidi) na rozhrani kapalina — plyn
je umoznéna odporem molekul vody a nepolarnich ¢asti fetézci polysacharidi, coz zptso-
buje pokles mezifazové volné energie nutici povrchové aktivni latky k agregaci a formova-
ni micel nebo separaci na fazovych rozhranich. Retézce pod vlivem zejména hydrofobnich
interakci migruji k rozhrani, kde se reorganizuji tak, Ze nepolarni ¢asti molekul smétuji
do plynné faze a polarni ¢asti zlstavaji ve vodné fazi. Presto, Ze agregace je V daném oka-
mziku energeticky vyhodnéjs$i, dochazi pfednostné k reorganizaci molekul na rozhrani
kvuli odporu mezi nabitymi polarnimi skupinami, které jsou v pfimém kontaktu s vodou.
Tento odpor je znacny i pii malé iontové sile roztoku. U polymernich surfaktantt,
jako jsou derivaty polysacharidu, je volna energie dana vlivem stérického odporu jednotli-
vych fetézct, coz mize v kone¢ném disledku omezovat reorganizaci na fazovém rozhrani.
Plati, ze ¢im vétsi je volna energie adsorpce, tim mensi je potfebna koncentrace nebo mira
chemického potencialu surfaktantu, aby doslo k adsorpci. Méteni povrchového napéti
a potencialu nam poskytuje presné informace o zménach molekulové konformace a orien-

tace molekul na daném fazovém rozhrani. 8, 9]

2.1.2 Povrchovy potencial

Povrchovy potencial na rozhrani kapalina — plyn vznika diky polarizovanym molekulam
vody nachdzejicim se pobliz rozhrani, které se pfednostné orientuji kyslikovymi atomy
smérem k rozhrani. To zplsobuje vznik potencidlového rozdilu 100 az 200 mV. Tento
povrchovy potencial je ovlivilovan migraci molekul surfaktantd nebo jejich adsorpci

na rozhrani. Cim je dana molekula flexibilngj§i, tim je d&j rychlejsi a fetézce se lépe
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rozprostiraji na fazovém rozhrani. Naopak ¢im je molekula tuzsi, tim lépe si zachovava
svoji ptivodni konformaci. Potenciadlovy rozdil je poté urcen charakterem vzniklé mezifa-
zove vrstvy a je umérny hustoté dipolt, které se na ni vyskytuji. Nejvétsi je v piipadé tésné

sbalenych molekul pfitomnych na fazovém rozhrani. [8]

2.1.3 Reorganizace molekul adsorbovanych na rozhrani kapalina — plyn

Pted vlastni reorganizaci molekul dochéazi nejprve k difuzi polymeru na fdzové rozhrani.
Difuze je dé&j, pfi némz dochazi k rozptylovani ¢astic v prostoru za cilem vyrovnani
jejich koncentrace ve vsSech mistech tohoto prostoru. Jeji fyzikalni podstatou je druhy
termodynamicky zékon, tedy zvySovani entropie systému, tak aby systém dosahl stavu
sco nejniz8i energii. Jeji rychlost je zavisla na charakteru molekuly vzhledem
k disperznimu prostiedi a zde pusobicim silovym interakcim, koncentraci polymeru
a jeho difuznim koeficientu. Poté je molekula rozprostirana a rozbalovana na rozhrani.
Linearni molekuly pronikaji na rozhrani, kde se rozprostiraji paraleln¢ s nim. Rozvétvené
zustavaji pod rozhranim rozprostfené tak, ze s nim sviraji urCity uhel, ktery se méni
podle typu molekul. Difuze a rozbalovani makromolekul zavisi také na molekulové hmot-
nosti polysacharidu. Cim mensi molekulovd hmotnost, tim polymer rychleji difunduje
na rozhrani, kde se pozvolna rozbaluje. V posledni fazi je makromolekula reorganizovana
tak, aby nepolarni ¢asti fetézce sméfovaly do plynné faze a polarni do vodné faze. Casovy
vyvoj difuze, adsorpce a reorganizace polymeru na fiazovém rozhrani muzeme vidét

na Obr. 2. [8, 9, 11]
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t1< t2< t3<t4

Obr. 2: Difuze, adsorpce a reorganizace polysacharidu

na fazovém rozhrani v zavislosti na case [11]
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2.2 Rozhrani kapalina — pevna latka

Poznatky o tomto rozhrani nachazeji uplatnéni zejména v aplikacich povrchové chemie
spojené s detergenty, lubrikanty, srdzenim a smacenim praska. Z fyzikélniho hlediska
je pro toto rozhrani dilezitd znalost miry smaceni pevné latky kapalinou, méfeni
povrchové volné energie a kontaktniho tthlu mezi fazemi, z ¢ehoz lze ziskat informace

0 rozloZeni a velikosti sil piisobicich na tomto typu fazového rozhrani. [7]

2.2.1 Smaceni

Snahou kapky nachazejici se volné v prostoru je zaujeti tvaru v podobé koule, protoze
povrchové sily v takovémto uspotadani dosahuji minima. Po kontaktu kapky s pevnou fazi
Se jeji tvar zméni tak, aby byly v rovnovaze kohezni sily plisobici v kapalin€ a adhezni sily
pusobici mezi kapalinou a pevnou fazi. Velikost pozorovaného kontaktniho thlu smacéeni
zavisi na povrchovém napéti kapaliny. Cim niz§i povrchové napéti kapaliny, tim snadngji
smaci pevnou fazi a kontaktni thel se blizi nulové velikosti (adhezni sily pievladaji
nad koheznimi). Naopak ¢im je povrchové napéti kapaliny vétsi, tim je velikost
kontaktniho uhlu vétsi (pfevladaji kohezni sily). Vysledna velikost kontaktniho uhlu
je zéavisla také na charakteru povrchu. Popisu kontaktniho tthlu smaceni se vyuziva také
u trojrozhrani pevna latka — kapalina — plyn. Piiklady smacivosti povrchtl je mozno vidét

na Obr. 3. [7]

Zadna smacivost minimaini smacivost nedostatecna smacivost

B (RS i]
dostatecna smacivost idealni smacivost

Obr. 3: Ukazky smacivosti povrchii a prislusnych kontaktnich uhli [12]
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2.2.2 Adsorpce a reorganizace polysacharidi na rozhrani kapalina — pevna latka

V praci J. Wanga a P. Somasundarana byly zjisténo, ze adsorpce a reorganizace na rozhra-
ni kapaliny a hydrofobniho povrchu je uskute¢iiovana obdobné jako u jiz popsaného
rozhrani kapalina — plyn, pouze s né¢kterymi vyznamnymi rozdily. Adsorpce neni primarné
fizena hydrofobnimi interakcemi, ale hraji zde vyznamnou ulohu elektrostatické interakce.
U zfedénych roztoki se polysacharidové fetézce rozprostiraji podél rozhrani, u koncentro-
van¢jSich jsou fetézce ustalovany vertikalné. V obou piipadech se systém snazi o dosazeni
co nejvetsiho kontaktu hydroxylovych skupin s rozhranim za soucasné tvorby vodikovych

mistkil mezi jednotlivymi fazemi v zavislosti na pH a iontové sile kapaliny. [13]

U koloidnich roztokti s velmi malymi pevnymi ¢asticemi je patrna zavislost adsorpce
na koncentraci pevné faze, viz Obr. 4: Pfi nedostateéné koncentraci polysacharidu dochazi
k nahodné adsorpci (a). K rovnovaznému stavu systém dosp&je pii tzv. kritické koncentra-
ci, kdy jsou obsazeny pravé vsechny molekuly na rozhrani schopné adsorpce (b).
Po prekroceni této hodnoty koncentrace se systém opét destabilizuje, prebyteéné molekuly

polysacharidu rozrusuji stavajici vazby. [8, 9]
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Obr. 4: Zavislost adsorpce pevné latky
na jeji koncentraci v systéemu [9]
2.3 Rozhrani kapalina — kapalina
Toto rozhrani vznikd mezi vzajemné nemisitelnymi kapalinami nebo v jedné kapaling,
kde se vyskytuji mista s riznym povrchovym napétim. Tato mista se objevuji naptiklad
v disledku pisobeni teplotniho gradientu na vrstvu kapaliny s volnym povrchem. Vznika
tzv. Bénard-Marangoniho samoorganizované proudéni kapaliny. Vznik této nestability je
spojen a v kone¢ném dusledku ovliviiovan viskozitnimi zménami v objemu a na rozhrani
daného systému. Adsorpce a reorganizace polysacharidi probihd obdobnym zplisobem

jako u rozhrani kapalina — plyn. [7, 14]
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3 POLYMERNI KLUBKO

Polymerni klubko je neuspofadany utvar piedstavujici okamzitou konformaci linearniho
polymeru. Makromolekuly polymeru jsou sloZzeny zn poctu opakujicich se jednotek
(tzv. period identity) o ur¢ité délce . Jak tyto jednotky, tak i jednotlivé atomy,
ze kterych je polymer sloZen, jsou vii¢i sob¢ rtizné pootaceny pod vazebnym uhlem (zde 6)
vlivem tepelného pohybu molekul nebo jinych vnéjSich vlivii. Meziatomarni vzdalenosti
jsou neménné. Vzijemna poloha jednotlivych segmentli makromolekuly je dana také
charakterem rozpoustédla. V dobrém rozpoustédle jsou upfednostiovany interakce
polymer — rozpoustédlo, takze molekula polymeru se rozbaluje. Ve $patném rozpoustédle,
kde dochazi primarné k interakcim polymer — polymer, je klubko shaleno co nejtésngji.
Okamzitad podoba klubka je tedy v ¢ase proménna, proto pro jeho popis vyuzivame statis-
tickych hodnot, zejména gyra¢niho poloméru, ktery vyjadiuje vzdalenost polymernich
segmenti od osy rotace makromolekuly, ve které je hypoteticky soustfedéna veskera

molekularni hmotnost. Céast polymerniho fetézce lze vidét na Obr. 5. [15, 16, 17]
<<

: Z//n \\@\/

|

Obr. 5: Polymerni retézec [16]

Zakladem teorie polymernich roztokl je pfedstava polymerniho klubka jako entropické
pruziny. Ke zvétSeni vzdalenosti konct fetézce (protazeni klubka) je nutno vynalozit silu
umérnou této vzdalenosti na ukor entropie klubka, podobné jako u kovové pruziny na ukor

jeji vnitini energie. [15, 17]
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3.1 Polymerni klubko HA ve vodnych roztocich

Polymerni klubko HA je tvofeno linearnimi fetézci vzajemné stoCenymi obvykle do anti-
paralelni levotoc¢ivé dvojSroubovice. Stoceni je zplsobeno vzajemnou interakci fetézcl
za tvorby vodikovych vazeb, van der Waalsovych sil a odpuzovani karboxylovych skupin
elektrostatickymi interakcemi. Muize také dochazet k vazbam na témze fetézci, a to spoje-

nim hydrofobnich mist do tzv. smy¢ky, jak 1ze vidét na Obr. 6. [5, 18, 19]
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Obr. 6: Sekunddrni struktura HA se smyckou [5]

Retézce mohou byt vzajemné ulozeny tiemi zptisoby, jako Ize vidét na Obr. 7: Paralelng,
kdy jsou stfidavé ulozeny karboxylové a acetamidové skupiny smétujici k ose nebo od osy
fetézce (a). Anti-paralelné tak, Ze z paru karboxylova a acetamidova skupina sméfuje vzdy
jedna skupina k ose fetézce a druha od osy (b), a anti-paralelné tak, ze vazebné pary jsou
tvofeny stejnymi skupinami (karboxylova — karboxylova a acetamidovd — acetamidova
skupina). Ty se nataceji vzdjemné jako v (b), ale navic se mohou spojit karboxylové
skupiny podobné jako pii vytvareni smycek (c). Nejpravdépodobnéjsi je uspotadani (c),

protoze vykazuje témét o polovinu mensi vazebnou energii oproti (a) a (b). [20]
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Obr. 7: Mozna terciarni struktura HA [20]
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Klubko je schopno zvétsit nékolikandsobné sviij objem diky svému chemickému charakte-

ru umoznujicimu vysokou schopnost botnat. [5, 18]

Souhrnné zavisi podoba a chovani polymerniho klubka HA v roztoku na koncentraci
polymeru v systému, iontové sile a pH rozpoustédla. Na koncentraci je polymerni klubko
zavislé tak, ze s rostouci molekulovou hmotnosti (velikosti) klesa difuzni koeficient klubka
a snizuje se jeho pohyblivost. Nejvétsi pohyblivost a difuzni koeficient vykazuje polymer
pii tzv. kritické koncentraci, kdy se polymerni klubka vzajemnymi interakcemi podnécuji
k migraci. Okolo této kritické koncentrace je vytvoiena klubky tzv. sit' a dochazi
ke ,.,komunikaci® v§ech klubek prostiednictvim této sité. Po pfekroCeni koncentrace nasta-
va snizovani pohyblivosti i difuzniho koeficientu kvili vzajemnému omezovani klubek
v migraci, jejich prekryvanim a utvafenim zapletenin, az nakonec dochazi ke tvorbé gelu.
Zdanliva viskozita vodného roztoku zavisi pfimo imérné¢ na molekulové hmotnosti rozpus-

téného polymeru. [5, 18 - 20]

S rostouci teplotou je zmenSovana tuhost jednotlivych fetézci, jsou vytvareny energeticky
vyhodnéjsich konformace. Naptiklad pti zvySeni teploty z 25 na 65 °C klesa viskozita sys-
tému o 25 %. [21]

3.2 Polymerni klubko HA v solnych roztocich

Jako v8echny polysacharidy, také kyselina hyaluronova tvoii snadno komplexy s kationty,
¢imz dochazi k neutralizaci kyselého charakteru karboxylové ¢asti fetézce. Proto
se ve fyziologickych podminkach organismu HA nejcastéji vyskytuje ve formé hyalurona-
nu sodného. Interakci se sodnymi ionty dochazi k vytésnéni molekul vody z nabotnalého
polymerniho klubka, takZe se zmenSi jeho hydrodynamicky objem, zvétsi flexibilita a
difuzni koeficient. Na Obr. 8 mlizeme vidét porovnani velikosti polymerniho klubka HA

(M, = 0,500 MDa) rozpusténého v de-ionizované vod¢ a 0,5M NaCl.

v de-iomzované vode

v 0,5M NaCl
Polomeér klubka: 95 nm 33.5om
Porovnani objemu: 100 44

Obr. 8: Polymerni klubko HA rozpusténé

v de-ionizované vodé a v 0,5M NaCl [5]
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Zmenseni velikosti polymerniho klubka ma rovnéz za nésledek pokles zdanlivé viskozity
roztoku oproti stejné¢ koncentrovanému vodnému roztoku. Difuzni koeficient se zvétSuje
pouze do urcité koncentrace, po jejim prekroCeni se stava nezavislym na koncentraci iont

v roztoku. [5, 19]

Ve srovnani s ostatnimi solnotvornymi prvky lze fici, Zze sodné ionty vzniklé disociaci
chloridu sodného ovliviiuji difuzni koeficient nejméné, jak je vidét z Obr. 9. Vice
jej ovliviluji draselné, manganaté a vapenaté kationty (vzestupn¢), coz miize byt zptisobeno
vlastnostmi téchto prvki, jako jsou atomovy polomér, mocnost prvku, elektronegativita,
apod. Tyto kationty se vyskytuji v t€lech organismu, kde podle potieby mohou upravovat

télni tekutiny na zadkladé momentélnich pozadavka organismu. [5, 19]
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Obr. 9: Srovnani poklesu viskozity za pritomnosti riiznych kationtu [18]

3.3 Chovani HA za toku

Pro polysacharidy rozpustné ve vod¢ neni obvyklé utvatreni polymerni sité uz pii nizkych
koncentracich v roztoku. Zatimco v pfipadé HA dochazi velmi snadno k tvorbé slabé vaza-
nych siti zapfi€inujicich viskoelastické a pseudoplastické chovéani systému za toku.
Tento typ sité je do urcité miry odolny vici rychlému a kratkodobému proudéni roztoku,
coz je projevem elastickych vlastnosti. Naproti tomu vystaveni sit¢ pomalému, ale dlouho-
trvajicimu proudéni vede Kk ¢aste¢né separaci fetézct klubka a jejich naslednému piesku-

peni, coZ lze povaZovat za projev viskdzniho chovani. V ptipad€ vySSich koncentraci
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polymeru v roztoku za pusobeni vysokych frekvenci kmiti zac¢ind v systému prevladat

elasticka slozka deformace.

Pseudoplastické chovani HA (pokles pocatecni zdanlivé viskozity s rostoucim smykovym
napétim) je zpusobeno rozbalovanim klubek a fetézci svinutych do dvojsroubovic po uve-
deni roztoku do pohybu. S pseudoplasticitou souvisi tixotropni chovani HA. Po ponechéni
roztoku v klidu po pfedchozim smykovém namahani se obnovuje jeho ptivodni struktura

spojena s nadvratem k pocatecnim viskozitnim charakteristikim daného systému.

Unikatni viskoelastické a pseudoplastické chovani HA je predmétem studia
zejména z hlediska vlastni funkce HA v Zivych organismech, kde tvoii hlavni slozku syno-
vialni tekutiny v kloubech, hyalinni chrupavky nebo o¢niho sklivce. Vysledky téchto studii

mohou tedy posouvat vyvoj v oblastech 1é¢by artritidy nebo v o¢ni chirurgii. [21, 22]
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4 SAMOORGANIZACE

Samoorganizace je dé&j, pfi kterém hmota bez vnéjSiho podnétu organizuje sama sebe
do usporadanéjsi podoby. Probiha v systémech daleko od rovnovahy, v nichz se vyskytuji
fluktuace — odchylky od stfednich hodnot veli¢in podminujicich vznik organizovaného
uspotadani.

Komplexita popisuje vznik a casovy vyvoj samoorganizovanych struktur jako soubor
mnoha interakci mezi zakladnimi jednotkami. Interakce jsou nédhodné, v rozsahu limiti
danych vnitini strukturou systému a vnéjSimi podminkami. K zakladnim rysim projeva

komplexniho chovani patii:

e dynamicnost — vymeéna hmoty a energie mezi jednotkami systému,

e nelinearita — i mala zména na jedné Grovni mize vyvolavat fadu zmén na stejné
nebo vyssi trovni,

e nevratnost déju.

Struktury vzniklé samoorganizaci Ize pozorovat v§ude kolem nés ve:

e fyzikalnich systémech - napf. organizované proudéni,
e chemickych systémech - napt. enzymatické reakce,

e biologickych systémech.

Ve fyzikalnich a chemickych systémech je vznik struktur fizen fyzikalnimi zakony.
Oproti tomu biologické systémy jsou mnohem slozitéjs$i, a to zejména vzhledem

ke své velké rozmanitosti at’ uz z fyziologického nebo vztahového hlediska. [23]

4.1 Bénard-Marangoniho proudéni

Bénard-Marangoniho proudéni je jednou ze samoorganizovanych struktur, které se mohou
utvafet v roztocich. Podminkou jeho vzniku je volny povrch kapaliny (rozhrani
kapalina — plyn) a vyska sloupce roztoku do jednoho centimetru. Charakteristickymi tGtvary
vznikajicimi pfi tomto typu proudéni jsou Bénard-Marangoniho buiky hexagonalniho

tvaru uvedené na Obr. 10.
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Obr. 10: Bénard-Marangoniho burky [24]

Fluktuace v hodnotach povrchového napéti rozhrani kapalina — plyn, zpusobené nerovno-
mérnym proudénim ohiaté kapaliny ode dna nadoby k volnému povrchu, determinuji vznik
samoorganizovanych proudéni kapalin. Hnaci silou pro tento d¢j je snaha systému
o vyrovnani hodnot povrchového napéti. Pisobeni rozdilnych teplot na spodni a horni

okraj roztoku zpusobuje, Ze na kazdém je jiné povrchové napéti.

Dal$im podnétem ke vzniku proudéni jsou rychlé zmény koncentrace v povrchové vrstveé
kapaliny nebo vypatovani z této vrstvy o tloust’ce ptl az jeden milimetr. Vypafovani naru-
Suje tvorbu hexagonalnich buné€k, vznikaji polygonalni nepravidelné buiiky s nahodnym

posuvnym pohybem ¢éstic. [24]

4.2 Vliv koordinovaného proudéni kapaliny na polymerni systém

Vv roztoku

Roztoky polymert patfi mezi ne-newtonovské kapaliny. Jejich viskozita je oznaovéana
jako zdanliva, protoze neni konstantni pii urcité teploté a tlaku, ale zavisi na dalSich para-
metrech, mezi které patii naptiklad rychlost smykové deformace. Polymerni roztoky vyka-
zuji zménu usporadani polymerniho systému uz pfi plisobeni nizkych smykovych rychlos-
ti. [25, 26]

Deformaci, respektive natazeni polymerniho klubka za toku kapaliny, lze popsat jako
vyslednici dvou slozek toku, viz Obr. 11:

e rotacniho toku o thlové rychlosti ,

e clongacniho toku s rychlosti deformace §.
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Obr. 11: Deformace klubka spolupiisobenim
elongacni a rotacni slozky toku kapaliny [26]
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Pti nulové rychlosti deformace (7 = 0, projev pouze rotacni slozky) jsou predpokladany
rotace bez deformace klubka, naopak pti nulové tthlové rychlosti (w = 0, projev pouze
elongacni slozky toku) predpokladame velké deformace klubka. V redlném toku kapalin
jsou nenulové obé€ slozky, na jejich relativni velikosti zavisi mira deformace polymerniho
Klubka. K nejvétsi deformaci (roztazeni klubka ve sméru proudéni) dochazi pfi rovnosti
obou slozek. Se zvétsujicim se pritokem je usnadnéno prekonani entropickych sil v klubku
a tim je mozna vétsi mira jeho mozného protazeni. Po natazeni klubka nasleduje jeho rela-
xace. Pii ni je snaha o dosaZzeni minima energie klubka ovliviiovana rovnéz Brownovym
pohybem. Na konci relaxace zustava klubko bud natazené do fetézce,
nebo se sbali zpét do podoby nahodného klubka. Na Obr. 11 je zndzornéna deformace

polymerniho klubka a nasledné moznosti jeho relaxace. [26]

£ 4
—
JW/\_- %
- -—
W W

Obr. 12: Moznosti preusporadani polymernich retézcu za toku [26]

Tok rozpoustédla naptimuje tuhé fetézce polymerniho klubka, dochazi k zipovému rozru-
Sovani a ndaslednému znovuvytvofeni intermolekularnich vazeb (zejm. vodikovych
mustkl). Tyto Casove zavislé a vratné zmény usporadani polymerniho systému urcuji tixo-
tropni chovani polymernich roztokd. Pfi smykovém namahani polymeru v roztoku dochazi
tedy ke snizovani zdanlivé viskozity s Casem, pii ponechani systému v klidu se vazby
obnovuji a viskozita opét roste, jak je vidét na Obr. 13. Tim se reorganizuje jak samotné
klubko, tak i sit, do které jsou klubka propojena. S rostouci koncentraci roztoku je zvyso-

vana pevnost polymerni sité, coz snizuje moznost jeji deformace a nasledného reorganizo-
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vani. K degradaci systému dochazi az pti dlouhodobém piisobeni vysokych smykovych

rychlosti. [25]
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Obr. 13: Zavislost viskozity na vzrustajici a nasledné

klesajici rychlosti smykové deformace Vv case [25]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 POPIS EXPERIMENTU

Cilem experiment bylo studovat vliv riznych parametr pfipravy a Upravy roztoki HA
s ohledem na zménu povrchové aktivity polymerniho klubka v roztoku. Tyto zmény povr-
chové aktivity vV podob€ zvySené reorganizacni schopnosti polymerniho systému na fazo-

vém rozhrani kapalina — plyn byly studovany pomoci Wilhelmyho destickové metody.
Studovanymi procesnimi parametry piipravy a apravy roztoku byly:

e hmotnostni podil polymeru v roztoku,

e teplota a teplotni gradient rozpousténi nebo nasledné tpravy,

e typ pouzitého rozpoustédla (voda nebo fyziologicky roztok),

e typ pouzité nadoby pro rozpousténi determinujici mechanizmus samoorganizova-

ného proudéni kapaliny.

5.1 Pouzité chemikalie

Jako modelovy polysacharidovy systém byla pouzita kyselina hyaluronova, respektive
hyaluronan sodny v kosmetické Cistot¢ o rizné molekulové hmotnosti od spolecnosti
Contipro a.s. Jako rozpoustédlo byla pouzita de-ionizovana voda s odporem 18,2 MQ.cm.
K ptipravé fyziologického roztoku byl vyuzit NaCl - Bioextra zakoupeny od Sigma-
-Aldrich.

5.2 Cisténi skla, kontrola povrchové &istoty

Aby bylo minimalizovano riziko chemické nebo biologické kontaminace vzorku, bylo
veskeré sklo pouzivané k ptipravé roztokli umyto v sérii lazni. Prvni lazen tvoril roztok
kyseliny sirové s naslednym oplachem v destilované vodé a ponofenim do kyseliny
chlorovodikové. Poté bylo sklo opét oplachnuto destilovanou vodou a ponoteno do roztoku
peroxidu vodiku s naslednym oplachem destilovanou vodou, acetonem, destilovanou
vodou, etanolem. V kazdé lazni bylo sklo ponechano po dobu 20 minut. Po zavérecném
oplachnuti roztokem ¢Cistého etanolu probéhla sterilizace veSkerého skla v susarné

pii 120 °C po dobu 20 minut.

Finalni ¢istota povrchu pouzitych naddob byla kontrolovana s ohledem na uvolilovani povr-
chov¢ aktivnich latek do vodného roztoku métenim povrchové aktivity de-ionizované vody

umisténé do nadob na dobu odpovidajici ptisluSnym experimentim.
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5.3 Priprava roztoki pro méreni

Pti studiu vlivu rozdilnych procesnich parametrl piipravy a Upravy polymernich roztoka

bylo pouzito n€kolik experimentalnich postupii:

e Postup 0: Roztok HA byl rozpoustén ve sklenéné lahvi pii pokojové teploté

(24 + 1) °C za neustalého tfepani na tfepacim stroji LT 2.

e Postup 1: Roztoky HA ptipravené podle Postupu 0 byly nasledné pielity do LD-PE
sackl nebo Petriho misky a vystaveny ucinktim teplotnich gradientti generovanych

specidlné zkonstruovanym zatizenim.

e Postup 2: Roztok HA byl pfipraven piimym rozpousténim ve sklenéné nebo poly-
styrenové Petriho misce za pusobeni teplotniho gradientu ve specialné zkonstruo-

vaném zarizeni.

Pouzity fyziologicky roztok byl pfipraven rozpusténim 0,9 hm. % NaCl v de-ionizované
vode. Veskeré pripravené a upravené roztoky byly skladovany Vv lednici pfi teploté
(5+2)°C.

5.3.1 Zarizeni generujici teplotni gradienty

Pro generaci definovanych teplotnich spadi slouzicich k cilené Gpravé fyzikalnich charak-
teristik polymerniho systému v roztoku bylo ve spolupraci mezi Ustavem fyziky a materia-
lového inzenyrstvi, Univerzity Tomase Bati ve Zling¢, a firmou Contipro a.s. vyvinuto
a zkonstruovano specidlni zatfizeni. Toto zafizeni se sklddd z nékolika samostatnych
podjednotek tvofenych topnymi/chladicimi plochami s definované rozloZenou teplotou,
antivibracniho odruseni od okoli a ventilatortt vyméniku tepla, regula¢niho a kontrolniho
systému tvofeného multikanalovym regulatorem a pocitatovym softwarem. Zjednodusené
schéma vykonové ¢asti zafizeni je uvedeno na Obr. 14. Piiklad zaznamu teploty v priabéhu
rozpousténi ¢i upravy fyzikalnich charakteristik polymerniho systému v roztoku je uveden
na Obr. 15.
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Napajeni horni plochy
Chladici'topna plocha T:
Teplotni cidlo - | | AT
kontrola teploty
Topna plocha Ty
Napajeni dolni plochy T1>Ts

Obr. 14: Schéma zarizeni generujicino teplotni gradienty se vzorkem
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Obr. 15: Priklad zaznamu teploty v pritbehu upravy a rozpousténi polymerniho systému

5.4 Pouzité mérici metody

Zmény povrchové aktivity polymerniho klubka, respektive jeho mira reorganizace

na fazovém rozhrani kapalina — plyn, byla méfena Wilhelmyho desti¢kovou metodou.

5.4.1 Wilhelmyho destickova metoda

Tato metoda slouzi k méfeni povrchového (mezifadzového) napéti kapalin a kontaktnich
uhlt smaceni. V této praci byla pouzita ke sledovani ustalovani rovnovahy roztokt s povr-
chové aktivni latkou - HA. Povrchové aktivni latky (surfaktanty, tenzidy) snizuji povrcho-
vé napéti diky jejich samovolnému koncentrovani na fazovém rozhrani, kde jsou pozitivné

adsorbovany (pfipadné reorganizovany).
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A\, Vodny roztok se sirfalctanty
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Obr. 16: Pokles povrchového napeéti pri adsorpci

surfaktantu na fazovém rozhrani kapalina — plyn [27]

Mezi povrchové aktivni latky patii vétSina organickych sloucenin rozpustnych ve vodé.
Molekuly s amfifilnim charakterem jsou vysoce povrchové aktivni. Nejprve velmi rychle
snizuji povrchové napéti a po dosazeni kritické micelarni koncentrace zacnou tvofit micely
a hodnota povrchového napéti se postupné ustaluje. Povrchové inaktivni latky naopak
povrchové napéti mirné zvySuji. Mezi tyto latky patii anorganické soli, které tvoii vodné
roztoky anorganickych elektrolytt, nebo vysoce hydratované organické slouceniny. U ¢is-
tych kapalin je povrchové napéti ustaleno témeét okamzité. Zavislost povrchového napéti

na koncentraci povrchoveé aktivnich latek 1ze vidét na Obr. 17. [28]
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0 _.—-:'___'_'___'__'T‘__'__'__:
0 1 1 - Gisté rozpoustédlo
2 - povrchové akiivni latka
3- vvsoce povrchové aktivni latka
4 - povrchové inaktivni latka
2
>

Obr. 17: Zavislost povrchového napéti na koncentraci

latek s rozdilnou povrchovou aktivitou [28]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

Wilhelmyho destickova metoda je zalozena na méfeni okamzité sily pisobici na desticku
prochazejici fazovym rozhranim, respektive méfeni sil potfebnych k udrzeni desticky
ve svislé poloze, viz Obr. 16. Sila potfebna k vyvazeni plisku je méfena pomoci velmi
citivého systému vah. Desticka je nejCastéji vyrobena ze zdrsnéné platiny,
protoze tento materidl je inertni a mad velmi vysokou volnou povrchovou energii,

tudiz nulovy kontaktni thel smaceni (cos 6 = 1). [27, 29]

- L = smacena délka [mm]

plyn (vzduch)

kapalina

Obr. 16: Schéma principu Wilhelmyho destickové metody [29]

Povrchové napéti roztoku vypocitame ze vztahu pro silu vyrovnavajici plisek do vertikalni

polohy. [27]

F =mg + Lo - cosd — shpg @

Kde: sila potfebna k vyrovnani Pt plisku do svislé polohy
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gravitaéni zrychleni
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Povrchové napéti bylo méfeno na piistroji Processor Tensiometer, Kriiss K12 od spolec-

nosti KRUSS GmbH, viz Obr. 17.

Obr. 17: Pouzity tenziometr,
Kriiss K12

Veskera méteni na tenziometru Kriiss K12 probihala za konstantnich podminek. Pouziva-
né misky pro méfeni byly €itény standardnim postupem pro €iSténi skla s naslednym kont-
rolnim méfenim vodného vyluhu, kde by se hodnota povrchové napéti méla pfi teploté
20 °C pohybovat okolo o = 72,75 mN/m. Pied vlastnim umisténim charakterizovanych
roztoki HA do zkontrolované méfici nadoby byly vzorky temperovany v uzaviené nadobé
umisténé do susarny na teplotu méfeni 37 °C. Vlastni méfeni v tenziometru Kriiss K12
probihalo pii stejné teploté 37 °C. Po vytemperovani a preliti vzorku do méficich misek
byl roztok 30 s intenzivné michan, poté 30 s ponechan v klidu a nasledné méfen platinovou
sondou po dobu 180 az 300 sekund. Cisténi platinového plisku mezi veskerymi méfenimi
bylo provadéno oplachovanim vodou, etanolem a vodou s naslednym zihanim nad plyno-

vym hotékem.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V souladu s cilem této prace byla studovana zména povrchové aktivity polymernich klubek
HA ve vodnych roztocich v zavislosti na jejich procesnich parametrech piipravy, respekti-
ve upravy. Sledovanymi parametry, které ovliviiuji vysledné chovani polymerniho klubka
na fazovém rozhrani (v roztoku) byly: hmotnostni podil polymeru v roztoku
a zn¢ plynouci zména viskozity, teplota upravy, teplotni gradient, ¢as, piitomnost soli
V systému a typ pouzité nadoby z hlediska jeji stalosti a pfenosu tepla z chladicich ¢i top-

nych ploch specialné zkonstruovaného zatizeni generujiciho teplotni gradienty.

Chovani polymerniho klubka v roztoku, respektive jeho difuze k fazovému rozhrani kapa-
lina — plyn, nasledna adsorpce a reorganizace na tomto rozhrani, byla sledovana vzhledem
k ¢asovému poklesu povrchového napéti roztoku pii fyziologické teploté 37 °C. Pokles
povrchového napéti byl méfen pomoci Wilhelmyho destickové metody. K zajisténi srovna-
telnych vychozich podminek pied zacatkem meéteni byl vzorek nejprve 30 s intenzivné
michén, aby bylo poruseno jeho dfive ustidlené¢ uspofaddni na fadzovém rozhrani
kapalina — vzduch, poté byl vzorek ponechan 30 s v klidu pfed zapoc¢etim méfeni, jak bylo
uvedeno vySe. Vzhledem Kk ¢asové prodlevé mezi michanim, ponofovanim a ustalovanim
rovnovahy mezi platinovou sondou a roztokem lze =ziskat prvni hodnoty

aZ po 10 s od spusténi méfeni.

Povrchové napéti bylo méfeno v den piipravy roztoku a ve dvou nésledujicich dnech
pro zjisténi ¢asové stalosti vyvolanych zmén chovani HA v roztoku — na fazovém rozhrani
kapalina — plyn. K potvrzeni reprodukovatelnosti ziskanych vysledkd byl kazdy vzorek

preméfen minimalné trikrat.
6.1 Nadoby pouZité pro rozpousténi

Vybér vhodné nadoby pro pfipravu roztokd byl ovlivnén jeji inertnosti vzhledem k tepel-
nému namahani v zafizeni generujicim teplotni gradienty. Kontrola nadob a jejich vybér
probihal na zaklad¢ meéfeni povrchového napéti vychozi kapaliny (ultracisté H,O
nebo fyziologického roztoku) ve vSech krocich procesu ptipravy, upravy, temperovani
a nasledného méfeni v temperované lazni tenziometru Kriiss K12, viz Obr. 17. Z nize uve-
denych vysledkd, viz Obr. 19 - 21 vyplyva, ze nejvhodngjsi je sklenéna Petriho miska
pro svou inertnost, relativné¢ dobrou tepelnou vodivost a moznost ¢isténi pred vlastnim

pouzitim pomoci velmi agresivnich kyselin a peroxidi. Méné vhodnou alternativou
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je pouziti polystyrenové Petriho misky kvili horsi tepelné vodivosti. Nicméné zvySenim
tepelného rozdilu na zafizeni generujicim teplotni gradienty lze tento nedostatek snadno
odstranit. Nevhodnou nadobou jsou nékteré typy LD-PE sackli, z nichz se mohou pfi
tepelném puisobeni generujicim intenzivni samoorganizované proudéni kapaliny uvoliovat
latky projevujici se zvySenou povrchovou aktivitou, jak je feSeno v bakalaiské praci Mar-
kéty Kadleckové na Univerzit¢ Tomase Bati ve Zlingé. Ptiklad zmény povrchové aktivity
vodného vyluhu ze sacku vystaveného ucinkiim organizovaného proudéni kapaliny

Ize pozorovat na Obr. 18.
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Obr. 18: Kontrolni méreni zmén povrchové aktivity roztokii pripravenych

postupem 1 a 2 v LD-PE saccich za jinak srovnatelnych podminek

Kontrolni méfeni zmén povrchové aktivity u roztokii pripravenych postupem 0
(tfrepanim) definovaného v podkapitole 5.3 probihalo postupné v nasledujicich

Kkrocich:

1. 16 hodin tiepana de-ionizovana voda ve sklenéné lahvi,

2. 16 hodin tfepany fyziologicky roztok ve stejné sklenéné lahvi jako v kroku 1,

3. 16 hodin tfepany fyziologicky roztok s 1 hm. % HA (M,, = 0,240 MDa) ve stejné
lahvi jako v kroku 1 a 2.
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Obr. 19: Kontrolni méreni zmén povrchové aktivity
u postupu O (titepdanim) pro vodu, fyziologicky roztok a 1 hm. % HA

Ve fyziologickém roztoku pripraveny za jinak srovnatelnych podminek

Z porovnani vysledkd na Obr. 19 - 21 plyne dominantni vliv teplotniho gradientu generuji-
cim organizované proudéni kapaliny pii Gpravé fyzikalnich charakteristik polymerniho
klubka v roztoku. Pouh¢ tfepani polymerniho systému ve sklenéné lahvi pii pokojové tep-
loté nevyvola vyraznéjsi zménu povrchové aktivity HA na fazovém rozhrani, viz Obr. 19.
Vysledky pro méteni povrchové aktivity Cisté vody jsou v téchto grafech uvedeny pouze

jako reference vzhledem k fyziologickému roztoku.
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Obr. 20: Kontrolni méreni zmeén povrchové aktivity u postupu 1 a 2

(tepdni + teplotni gradient) ve skle pro vodu, fyziologicky roztok a 1 hm. % HA

ve fyziologickém roztoku pripraveném za jinak srovnatelnych podminek
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Obr. 21: Kontrolni méreni zmeén povrchové aktivity u postupu 1 a 2

(tiepani + teplotni gradient) v PS pro vodu, fyziologicky roztok a 1 hm. % HA

ve fyziologickém roztoku pripraveném za jinak srovnatelnych podminek
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6.2 Vliv pritomnosti NaCl

Vliv rozpoustédla, respektive ptitomnost kationtli v rozpoustédle, je popsan V kapitolach
3.1 a 3.2 teoretické cCasti prace. Sodné a chloridové ionty zptsobuji silnéjs$i sbaleni poly-
mernich klubek, které tak rychleji difunduji k rozhrani, na kterém se adsorbuji a reorgani-
zuji ve veétsi mife nez ve vodném roztoku. Zvysenou povrchovou aktivitu klubka HA
ve fyziologickém roztoku ve srovnani s aktivitou klubka HA ve vodném roztoku lze pozo-
rovat vétSim poklesem povrchového napéti roztoku v Case, jak je vidét na Obr. 22

avTah. 1

Poznamka: Pro vSechny nasledne uvedené roztoky byl pro svou casovou vyhodnost pouzit
postup pripravy 2, tzn. soucasné rozpousteéni odpovidajiciho mnozstvi NaCl a HA
V zarizeni generujicim teplotni gradienty.

Tab. 1: Parametry roztokii pro srovndni vlivu typu rozpoustédla na zménu povrchové akti-
vity polymerniho klubka

Podil polymeru

Pouzita HA v roztoku Rozsah pouzitych teplot Cas rozpousténi
My, [MDa] W [%] T [°C] t, [hod.]
0,240 0,8 50/35 20
Povrchové napéti Povrchové napéti Zmena povrch. nanst
Roztok po10s po 180 s Ao p [mN /mli)
G10 [mN/m] G180 [mN/m] 10-180
fyziologicky 71,82 £0,14 69,16 + 0,05 -2,66
vodny 72,12+ 0,11 70,66 + 0,09 -1,47
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Obr. 22: Porovnani vlivu fyziologického a vodného roztoku

na zménu povrchové aktivity polymerniho klubka HA
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Poznamka: Ve vsech tabulkach se pod pojmem ,, Rozsah pouZitych teplot* rozumi teplota
topné a chladici plochy. Vyssi teplota vzdy odpovida topné plose.

6.3 VIiv hmotnostniho podilu HA v roztoku

Jak je diskutovano v kapitole 3 teoretické Casti prace, difuze, adsorpce a reorganizace klu-
bek zavisi na hmotnostnim podilu polymeru v roztoku. Na Obr. 23 az 26 lIze pozorovat,
ze pro kazdou molekulovou hmotnost existuje kritickd koncentrace, pfi které jsou poly-
merni klubka povrchové nejaktivnéjsi, ¢ili zména povrchového napéti roztoku v Case
je nejveétsi, a to bez ohledu na zvySujici se podil polymeru. Z toho plyne, Ze neni domi-
nantni hmotnostni podil polymeru, ale zména reorganizacnich schopnosti polymerniho

systému spojena se zménou konformace klubek HA.

Jak plyne z prace A. Minatika a kol., Systémy s §irsi distribuci molekulovych hmotnosti
(0,250 — 0,450 MDa) jsou mnohem vice citlivé na nastaveni procesnich parametri Gipravy
polymerniho systému v teplotnich gradientech. [30] Tyto systémy jsou navic charakteris-
tické vznikem specifickych  organizovanych vzord jen malo podobnym
Bénard-Marangoniho bunkam, coz miize byt hlavnim diivodem, pro¢ nepozorujeme vyraz-
néjsi poklesy povrchového napéti v ¢ase 10 az 300 sekund bez ohledu na to, zda probiha

rozpousténi ve fyziologickém nebo vodném prostiedi. Porovnani viz Obr. 25 a 26.

Hmotnostni podily HA v roztocich porovnavanych na Obr. 23 - 26 byly voleny zamérné
s ohledem na dosazeni pozadované viskozity systémi, a to zejména vzhledem k faktu,
ze viskozita je jednim z kritickych parametri, ktery determinuje vznik organizovaného

proudéni kapaliny, jak je znamo z literatury. [31]
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6.3.1 Molekulova hmotnost 0,216 MDa

Tab. 3: Parametry roztokii pro porovnani Vlivu hmotnostniho podilu HA na zménu povr-
chové aktivity polymerniho klubka HA (M,,= 0,216 MDa)

Pouzita HA Roztok Rozsa&glcg}[znych Cas rozpousténi
My [MDa] T[°C] t, [hod.]
0,216 fyziologicky 50/27 17

Povrchové napéti | Povrchové napéti

Podil polymeru v roztoku Zména povrch. napéti

o po10s po 300 s
w [%0] o10 [MN/M] o300 [MN/M] Ac10300 [MN/M]
1,0 71,12 +£ 0,06 69,48 £ 0,26 -1,65
1,2 71,24 £ 0,08 68,09 £ 0,26 -3,15
14 71,33+ 0,10 69,77+ 0,12 -1,56
1,6 71,59 + 0,06 69,93 + 0,06 -1,66
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Obr. 23: Vliv hmotnostniho podilu HA v roztoku na zménu

povrchové aktivity polymerniho klubka (M,,= 0,216 MDa)
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6.3.2 Molekulova hmotnost 0,240 MDa

Tab. 4: Parametry roztokit pro porovnani VIivu hmotnostniho podilu HA na zménu povr-
chové aktivity polymerniho klubka (M, = 0,240 MDa)

Pouzita HA Roztok Rozsa&glcg}[znych Cas rozpousténi
My [MDa] T[°C] t, [hod.]
0,240 fyziologicky 50/27 17

Podil polymeru v roztoku Povrchove napéti

Povrchové napéti

Zmeéna povrch. napéti

po10s po 300 s
(0)
w [%0] o10 [MN/M] o300 [MN/M] Ac10300 [MN/M]
1,2 72,12+ 0,01 69,54 +£ 0,16 -2,58
1,3 71,97 £ 0,02 69,38 £ 0,07 -2,59
1,4 72,31 £ 0,01 67,21 £ 0,09 -511
1,5 72,37 £0,02 69,15+ 0,04 -3,22
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Obr. 24: Viiv hmotnostniho podilu HA v roztoku na zménu

povrchové aktivity polymerniho klubka (M,, = 0,240 MDa)
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6.3.3 Molekulova hmotnost 0,250 — 0,450 MDa

Tab. 5: Parametry fyziologickych roztokii pro porovnani vlivu hmotnostniho podilu HA
na zménu povrchové aktivity polymerniho klubka (M, = 0,250 — 450 MDa)

Pouzita HA Roztok Rozsaileg;)oliznych Cas rozpousténi
My [MDa] T[°C] t, [hod.]
0,250 — 0,450 fyziologicky 50/27 17

Povrchové napéti | Povrchové napéti

Podil polymeru v roztoku Zména povrch. napéti

w [%0] o ?n%&/sm] o [ig)lg/sm] Ac10300 [N/M]
0.9 72.23 % 0.06 69.87 % 0.02 2,36
1,0 71.95 + 0,05 69.45 = 0.10 2,50
11 72.19 40,07 69.24 = 0,09 2,95
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Obr. 25: Viiv hmotnostniho podilu HA ve fyziologickém roztoku na zménu

povrchové aktivity polymerniho klubka (M,, = 0,250 — 450 MDa)
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Tab. 6: Parametry vodnych roztokit pro porovnani viivu hmotnostniho podilu HA

na zménu povrchové aktivity polymerniho klubka (M,,= 0,250 — 450 MDa)

Pouzita HA Roztok Rozsa&g ICZ)IiZItyCh Cas rozpousténi
My [MDa] T [°C] t, [hod.]
0,250 — 0,450 vodny 50/27 17

Podil polymeru v roztoku

Povrchové napéti

Povrchové napéti

Zmeéna povrch. napéti

o po 10s po 300 s
w [%0] 010 [MN/M] o300 [MN/M] Ac1o300 [MN/m]
0,55 71,82 + 0,02 69,49 + 0,02 -2,33
0,65 71,20+ 0,21 68,13 £0,22 -3,07
0,70 71,99 + 0,07 69,78 £ 0,23 -2,21
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Obr. 26: Viiv hmotnostniho podilu HA ve vodném roztoku na zmenu

povrchové aktivity polymerniho klubka (M,, = 0,250 — 450 MDa)
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6.4 Vliv teplotniho spadu zaiizeni generujiciho teplotni gradienty

V kapitole 4.2 teoretické ¢asti prace je zminén vliv teploty pusobici na polymerni roztok.
U koncentrovanéjsich roztoku o stejné molekulové hmotnosti je nutné pusobit vyssi teplo-
tou, aby doslo k rozruSeni polymerni site, respektive vazeb mezi klubky. Vyssi teplota také
podporuje rychlost migrace jiz uvolnénych klubek. Je nutné brat v uvahu také tepelnou
vodivost materialu misky pouzité pro rozpousténi. U molekulové hmotnosti 0,240 MDa
byly pouzivany sklenéné Petriho misky, u molekulové hmotnosti 0,216 MDa polystyreno-
vé Petriho misky, srovnani vysledkt viz Obr. 27 a 28. Z tohoto divodu 1ze u niZsi sttedni
molekulové hmotnosti pozorovat vyznamnéjsi povrchovou aktivitu az pii vy$$im teplotnim
spadu (nastavené teploté¢ 50/20 °C). Zasadni skuteCnosti je fakt, ze malé teplotni spady
(50/29 °C nebo v druhém ptipadé 50/35 °C) neposkytuji systému dostatek energie na vyvo-
lani organizovaného proudéni kapaliny a vlastni zménu konformace polymerniho systému
Vv roztoku. Zatimco extrémni teplotni gradient (50/15 °C pro My, = 0,240 MDa) ma opacny
efekt. Ten je s nejvétsi pravdépodobnosti spojen se zménou organizovaného mechanismu

proudéni na proudéni chaotické.
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6.4.1 Molekulova hmotnost 0,216 MDa

Tab. 7: Parametry roztokii pro porovnani vlivu pouZitého rozsahu teplot na zmeénu povr-

chové aktivity polymerniho klubka (M,,= 0,216 MDa)

Pouzitda HA Roztok Podil polymeru Cas rozpousténi t,
My [MDa] v roztoku w [%] [hod.]
0,216 fyziologicky 1,0 17

Rozsah pouzitych teplot

Povrchové napéti

Povrchové napéti

Zmeéna povrch. napéti

o po10s po 300 s
T°Cl o10 [MN/M] o300 [MN/M] Ac1o300 [MN/m]
50/20 69,63 + 0,03 65,77 £ 0,08 -3,86
50/27 71,17 £ 0,04 68,46 + 0,20 -2,71
50/28 71,61 £ 0,04 70,10+ 0,21 -1,51
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Obr. 27: Vliv piisobiciho rozsahu teplot na zméenu povrchové

aktivity polymerniho klubka v roztoku (M,, = 0,216 MDa)
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6.4.2 Molekulova hmotnost 0,240 MDa

Tab. 8: Parametry roztokii pro porovnani vlivu pouZitého rozsahu teplot na zmeénu povr-

chové aktivity polymerniho klubka (M,, = 0,240 MDa)

Pouzita HA Roztok Podil polymeru Cas rozpousténi t,
My, [MDa] v roztoku w [%] [hod.]
0,240 fyziologicky 1,4 17
Rozsah pouzitych Povrchové napéti | Povrchové napéti y w
teplot po10s po 300 s ZmAega pOVErCnhN?r?ﬁ’en
T [OC] 010 [mN/m] G300 [mN/m] 10-300
50/35 72,42 +£ 0,07 69,88 £ 0,08 -2,54
50/30 72,05 + 0,01 66,99 + 0,31 -5,70
50/27 72,31+ 0,01 67,21 £ 0,09 -5,11
50/25 72,10 + 0,06 67,43 £0,29 -4,68
50/15 72,40 £ 0,10 70,12 £ 0,22 -2,28
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Obr. 28: Viiv puisobiciho rozsahu teplot na zménu povrchové

aktivity polymerniho klubka v roztoku (M,, = 0,240 MDa)
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6.5 Casova stalost konformace polymernich klubek

Jak je popséno v kapitole 4.2 teoretické Casti prace, pii vystaveni polymerniho klubka
deformaci tokem dochazi ke zméné jeho konformace. Klubko je natahovano, vazby
mezi fetézci jsou rozruSovany a zahy tvofeny nové. Zména konformace klubka neni zpu-
sobena a ovlivnéna pouze tokem v ramci Bénard-Marangoniho bungk, ale také koncentraci
proudiciho roztoku. Pii tzv. kritické koncentraci se obtékana klubka zachytavaji,
vzajemné rozrusuji a ovliviluji vznik novych mezifetézcovych vazeb. Zde muze dojit
po uvolnéni fetézce k jeho ,,pfeklopeni a tim ke zméné z paralelniho do energeticky
vyhodnéjsiho anti-paralelniho uspofadani, jak je zminéno v kapitole 3.1 teoretické cCasti.
Tyto pochody jsou podpoieny také nelinearitou Bénard-Marangoniho proudéni. Na styku
Bénard-Marangoniho bun¢k je vétsi rychlost proudéni a také vétsi mira pravdépodobnosti
styku jednotlivych klubek, coz usnadiiuje jejich rozruSovani. Naopak pomalé proudéni
ve stfedu Bénard-Marangoniho bunék umoziuje vytvaieni novych, pevnéjsich vazeb mezi
tetézci. Tak vznikaji neustale pevnéjsi konformace polymernich klubek. Diky pevnéjsi
konformaci vykazuje klubko jak mensi hydrodynamicky objem urychlujici jeho difuzi

k fazovému rozhrani, tak i delsi ¢asovou stabilitu konformace.

U rozpousténi polymeru tfepanim nedochazi k pievedeni konformace klubka do pevnéjsi
podoby. Proto je proces ustalovani rovnovahy v povrchové vrstvé po ptedchozim rozruseni
pomalej$i nez u roztokll rozpuSténych na zafizeni generujicim teplotni gradienty.
U téchto roztokli umoznuje pevnéjsi konformace rychlej$i migraci, adsorpci i reorganizaci
klubka. Energeticky vyhodnégjsi konformace klubka zajist'uje navic delsi ¢asovou stabilitu
tohoto uspotradani, jak lze pozorovat z méteni po dobu tfech po sobé jdoucich dni. Rozto-
Ky pfipravené na zafizeni generujicich teplotni gradienty vykazuji pouze mirny pokles Ac

oproti tfepanym roztokdm pfi jejich opétovném méfteni.

Vyvolanou ¢asovou stalost konformacnich zmén polymerniho klubka v roztoku demon-

struje srovnani Obr. 29 a 30, respektive Tab. 9 a 10.
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Tab. 9: Casovd stalost tfepaného roztoku

... | Teplota rozpousténi T, | Cas rozpousténi t, | Podil polymeru | Pouzita HA
Rozpousténi [°C] [hod.] v roztoku w [%] | My, [MDa]
tifepanim 24 (laboratorni) 18 1,0 0,240

Povrchové napéti

Povrchové napéti

Zména povrch. napéti

den méteni po 10 s po 300 s
610 [MN/m] 6300 [IN/M] Ac10300 [MN/M]
1. 71,82 +0,10 68,61 + 0,65 -3,21
2. 71,75 £ 0,02 69,81 + 0,09 -1,94
3. 71,60+ 0,03 70,74 £ 0,08 -0,86
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Obr. 29: Casovad stdlost tiepaného roztoku
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Tab. 10: Casovd stdlost roztoku rozpusténého v zaiizeni generujicim teplotni gradienty
... | Teplota rozpousténi | Cas rozpousténi t, | Podil polymeru | Pouzita HA
Rozpousténi T, [°C] [hod.] v roztoku w [%] | M, [MDa]
v teplotnim 50/27 17 1,0 0,240

gradientu

Povrchové napéti | Povrchové napéti

Zména povrch. napéti

den méieni po10s po 300 s
o10 [MN/M] o300 [MN/M] Ac10300 [MN/M]
1. 71,72 £ 0,02 67,02 + 0,03 -4,71
2. 71,72 £ 0,02 67,81 +0,07 -3,91
3. 71,83 £ 0,06 68,74 +£ 0,14 -3,10
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Obr. 30: Casova stalost roztoku rozpusténého v zarizeni generujicim teplotni gradienty
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ZAVER

Byl studovan vliv procesnich parametrt ptipravy a nasledné upravy roztoki HA o rozdilné
molekulové hmotnosti na zménu jejich povrchové aktivity na fazovém rozhrani
kapalina — plyn. Studovanymi parametry a vlivy byly: typ nadoby pro pfipravu polymerni-
ho roztoku, ptitomnost soli v roztoku, hmotnostni podil polymeru v roztoku a rozsah pou-
zitych teplot pro Upravu fyzikalnich charakteristik polymerniho systému Vv zafizeni generu-

jicim teplotni gradienty.

Povrchova aktivita dand konformacnimi zménami polymerniho klubka byla sledovana
pomoci Wilhelmyho destickové metody. Byl pozorovan vyvoj povrchového napéti v Case

pfi fyziologickeé teploté 37 °C.

Vysledky této prace potvrzuji, Ze konformaci polymerniho klubka lze cilené ovliviiovat
a meénit fyzikalni cestou, v tomto pfipadé za vyuziti Bénard-Marangoniho samoorganizo-
vaného proudéni kapaliny. Vzhledem ke komplexnosti vzniku a udrzovani této nestability
Vv tenké vrstvé kapaliny vystavené teplotnimu gradientu je nutné brat v tivahu celou fadu
proménnych diskutovanych v ramci této prace. Z vysledkt vyplynulo, Ze dominantni tilohu
pii cilené upravé konformacnich charakteristik ma hmotnostni podil polymeru v roztoku,
tzn. jeho viskozita. Viskozita je jednou z hlavnich proménnych determinujicich vznik
samoorganizované¢ho proudéni amiru ovliviiovani jednotlivych polymernich klubek
a jejich fetézct. Druhym zasadnim parametrem je nastaveni teploty a velikosti teplotniho
gradientu tak, aby bylo do systému dodano odpovidajici mnozstvi energie pro ptfechod
polymerniho systému do nového, energeticky vyhodnéjsiho uspofadani. Nespornou
vyhodou Ttpravy polymerniho systému pomoci organizovaného proudéni kapaliny

je vyvolani nové, ¢asové stalé konformaéni zmény v biopolymernim systému.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HA kyselina hyaluronova, respektive hyaluronan sodny

® uhlova rychlost
Y rychlost smykové deformace
M molarita

T, teplota topné plochy

T teplota chladici/topné plochy

AT zména teplot mezi topnou a chladici plochou

T rozsah pouzitych teplot v zafizeni generujicim teplotni gradienty
F sila potfebna k vyrovnani Pt plisku do svislé polohy
m hmotnost Pt plisku

g gravitacni zrychleni

L délka smaceni Pt plisku

c povrchové napéti

0 kontaktni thel smaceni

S tloustka Pt pliSku

h vyska ponofeni

P hustota

My distribuce molarni hmotnosti polymeru

w podil polymeru v roztoku
tp ¢as vystaveni vzorku teplotnimu spadu
o10 povrchové napéti v ¢ase méteni 10 s

0180 povrchové napéti v ¢ase meteni 180 S
0300 povrchové napéti v ¢ase méteni 300 s

Ac rozdil 0300~ 010, pﬁpadné 0180~ O10
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t Cas méfeni
T, teplota rozpousténi

t ¢as rozpousténi
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