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ABSTRAKT

Tato bakalgska prace se zabyvagtenim viskozity redénych roztoki sodné soli
kyseliny hyaluronové (hyaluronanu) s vyuzitim kapiliho Ubbelohdeho viskozimetru.
PredloZend& prace popisuje chovani polymernich klwgsekotného hyaluronanu ve d
ale i v prostedi zvolenych soli z Hoffmeistrowady ionti z pohledu primérni, sekundarni

a terciarni struktury.

Klicova slova: hyaluronova kyselina, viskozita, polymeklubka, Hofmeistrovarada

iontyd.

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on viscosity meamsents of sodium salt
hyaluronic acid (Hyaluronan) diluted solutions. $&emeasurements are performed on
Ubbelohde’s viscometer. The thesis describes hyméur coils properties in water
solutions with satls from Hofmeister's series anscubksed its influence on primary,

secondary and tertiary structure.

Keywords: hyaluronan acid, viscosity, polymer”8g;dHofmeiter series of ions.
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UvoD

HA se pouziva v kosmetice naipravi riznych krénd, které zarti hladkou a
mladou pl€. OvSem takovéto pouziti HA je jefast z mnoha pouziti. Prace popisuje
i pouziti v mnoha dalSich odtwich. Nagiklad na I€eni bércovych kedi. V praci je dale
popsano, jaké ma HA vlastnosti, kde se nachazg jgdu zfisoby ziskavani a jakou pini
funkci. Molekula HA je popisovana z hlediska primiarsekundarni, terciarni struktury a

jaké je chovani polymerniho klubka viednych roztocich.

Prace se dale zabyva vyflenim podstaty Hofmeisterowady (série) iont, jaké je
chovani chaotropnich a kosmotropnich ioatjak ovliviuje Hofmeisterovaada chovani
fettzce HA. Tatorada jecasto popisuje chovani protéinale je s ni také mozno vysiit

chovani retzci polysacharid.

Dale je vys¥tlena teorie viskozity a popis chovani newtonskgamenewtonskych

kapalin a na samém konci teorietickisti podstata #feni viskozity a typy rozpouidel.

V praktickécasti je néfena viskozita jak samotné HA, kde je pouZzito roAtmlio
demineralizovana voda, tak i HA s vybranymi iontiiafmeisterovyfady ionti. Prakticka
¢ast je protkana vygty, grafy, tabulkami a jednotlivymi diskuzemi. Narici celé prace

je porovnani vSech &eni a jejich okomentovani.
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1 KYSELINA HYALURONOVA

1.1 Historie HA

Vroce 1880 francouzsky chemik Portes jako prvnizgpoval, Ze latka mucin
(glykoprotein) ve sklivci se chova rozdilroproti mucinu v rohovce a chrupavce. Tuto
latku nazval hyalomucin. O padesat let pgizd1934) izoloval Karl Mayer ze sklivce
dobytku novy, vysokomolekularni polysacharid giluze se jedna o uronovou kyselinu a
aminosacharidy. Tuto latku pojmenoval jako hyalaenkyselina. Nazev nese podle slov
Lhyaloid“ a uronové kyseliny. &né pouzivanym nazvem pro sodnoul kyseliny

hyaluronove je ,hyaluronan® [1].

OvsSem jako prvni si kyselinu hyaluronovou nechdeptovat v roce 1942 rdarsky
védec Balazs jako kom&mi ndhradu bilku v pekskych produktech. Zkoumakgdevsim,
jak se hyaluronova kyselina chova wikéch. Je povazovan za hlavnihaikopnika,
odbornika a vyzkumnika v oblasti hyaluronové kyselive 20. stoleti. Nejive se
hyaluronova kyselina ziskavala z kohouti¢gedinki, oci tuénaka a skotu nebo ze Zralo
ktuze. V dnesni dabse ziskava ievazrié z buréénych sén streptokolt nebo z bakterie
Escherichia coli. Tyto biotechnologické postupynasSi jednak z hlediska etického, tak
ryze praktického mnohewistSi produkt. Na druhou stranu je ale komplikaysin a tudiz
i ndkladrgjsi [2].

V 60. letech 20. stoleti se &da kyselina hyaluronova vyuzivat Kb& popélenin a
koZnich vedi, v 70. letech pak i vamim Iékdstvi @i transplantaci rohovky. DalSi vyuziti
zatala mit v ortopedii, kde se aplikovala hyaluronovymjekcemi do poSkozenych
kloubi. Poté japonska farmaceuticka firmacaa vyrakt pilulky tzv. ,anti-aging”
preparat. ,Anti-aging” je v podstatmedicina proti starnuti. Kyselina hyaluronova se
pozdiji zacala stéle vice prosazovat v kosmetice, dermatobbgidsmetické chirurgii [2].
Dale ve farmacii kfipraw Iéiv pro kloubni onemocmi a jeji oligosacharidy se
vyuZivaji k I&b¢ nekterych druli rakoviny [10]. V roce 2003 zapala injekéni aplikace

kyselina jako vypi vrasek [2].
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1.2 Zakladni vlastnosti

Kyselina hyaluronova je vysokomolekularni polysa@hale nejjednodusSitienem
skupiny latek nazvané glykosaminoglykan. Molekulawdotnost se pohybuje okolo
10°-10° Da. Molekulova hmotnost hrajetilézitou roli @i fyziologickych procesech
v Zivych organismech, jako je ndglad hydratace pojivovych tk&ni nebo transportywod
Makromolekula hyaluronanu ime zaujimat izné tvary, velikosti a konfigurace. Jako
jediny glykosaminoglykan neni kovalegtapojen s jadrem bilkoviny [3].iBobi také jako
podpora pro vazbu s dalSimi molekulami v mezédném prostoru (extracelularni matrix).
Roztoky hyaluronové kyseliny maji vyrazné viskotitae@ vlastnosti. Obsah 10 mg.cm
zvysuje viskozitu vody fiblizné¢ 5 000 nasobn Fxi aplikaci stiznych sil vSak viskozita
klesa a HA ma zde fpdevSim elastické vlastnosti [14]. Jejich biofyhikazaklad

v neidealnim chovéni je zdroj mnoha zajimavospekslaci [4].

Obrazek 1 Viskoelasticka vlastnost HA [13]

1.3 Vyskyt HA v Zivych organismech

Kyselina hyaluronova (HA) se iwie nachazet jak v lidském organismu, tak
sklada z proteiin, glykoproteiri a glykosaminoglykain [4], do niZ kyselina hyaluronova
pafti. V lidském organismu ji iizeme najit nagklad v synovialni tekuti (kloubni maz)

a sklivci. V €lech Zivaichi se nachazifpdevsim v kebincich kohodt, Zralai kuZi,
sklivcich a nosni chrupavce skotu. Déle se vyskytunembranach a cytoplazrbakterii
(napiklad Streptokoka) [3].
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1.3.1 Hyaladheriny

Hyaladheriny jsou latky, které jsou femy proteiny a kyselinou hyaluronovou.
Predstavuji Sirokou Skalu protéin a glykoproteii. Hyaladheriny se nachazi
v intracelularnim matrixu, kde mohou byt zapojeny idtracelularnich a nuklearnich
funkci HA [1]. Prvni specifické reakce mezi hyalobamem a proteiny byly zaznamenany
Hardinghamem a Muirem [5], ktiedokazali, Ze proteoglykany z chrupavky dokazozava
hyaluronan. Jsou akumulovany na agregatech, ksmé ploZeny v chrupavce a jsou
formovany z hyaluronanu, proteoglykanu a ,link giat“ (spojovaciho proteinu) [5].
,Link proteiny” (spojovaci proteiny) stabilizuji aggaty proteoglykanu s kyselinou
hyaluronovou v mezibugné hmot¢ chrupavky [6]. Proteoglykany (versican, brevican...)
se také nachazi i v jinych tkanich a jsou schopniittagregaty s hyaluronanemghteré
hyaladheriny byly objeveny také v mozku [5]. Dalsinyaladheriny jsou HA receptory
(CD44, RHAMM). Tyto receptory zajiiji, abyfettzce HA mohly mit mnoho dalSich

funkci, a vyskytuji se v Siroké Skale izoforem [1].

1.3.2 Extracelularni matrix

HA s vysokou molekulovou hmotnosti slouzi jako ktouni podpora a leSeni a je
dulezitou molekulou \izeni extracelularnino matrixu. COS iy, které se nachazi
v ledvindch africkych zelenych opic, nemaji prakyi¢adny extracelularni matrix. Pokud
dojde ke spojeni matrix slozek s kulturami CHO &ura cDNA s CD44, kyselina
hyaluronova vaze CD44 a dalSi matrix slozky a omge je okolo sebe sama, coz vede
k vytvoreni souhrnu pericelularniho matrixu. Mnoho ECM podyi vyuZivaji vlakna HA,

kterd jsou upoutana na povrchu Bkima organizovani komplexni struktury [1].

1.3.3 Intracelularni matrix

Funkce kyseliny hyaluronové v intracelularnim matrneni piliz znama. Mize
mit fuknci v regulovani bui&ného cyklu a modelaci specifické kinazy, a tintizen
regulovat chovani biky. HA se vyskytuje nejen v cytoplagnale i v jadrech a jadérkach.
Biosyntéza kyseliny hyaluronové je docela klamnéniNak docela jasné, Ze intracelularni
HA je produktem synthesy béik, nebo se ziskava sekund&fh].

1.3.4 Glykokalyx

Glykokalyx je ochranny povrch bgk, ktery je tvdeny oligosacharidy a ty jsou
tvofeny glykoproteiny a proteoglykany [7]. M& vlaknitatrukturu a obsahuje také
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kyselinu hyaluronovou (HA). Tato struktura obsahojechanické sensory a daleiie

fungovat jako iontorni¢. Glykokalyx mize byt zodpo¥dny za hematoencefalickou
bariéru a nizefidit reologii mikrocirkulace. Povaha endotelové gustnosti je zavisla na
kyselirg hyaluronové a jejich asociovanych molekulach. G@kddyx ma mnoho adheznich

molekul a ztrataiflnavosti @i mitdze mize byt gicitdna ke zréné struktury a obsahu HA

[1].

1.4 Zpiusoby ziskavani HA z zivych tkani

Prvni zndmou metodu ziskavani HA z zivych tkanirhaul Balazs [12]. Jako
surovina pouzivana kizolaci HA byva rdgad pupeéni Siara nebo kohouti fiebinek.
Tato surovina se zmrazi (dojde k rozruSeni¢boypch sén) a nasled® rozieze na malé
kousky. Tyto malé kousky se extrahuji ethanolentidapkem cetylpyridinia chloridu,
chloroformu a vody. Poté se extrakdti a upravuje se pH a iontova sila. Touto metgdou
mozno ziskat az 0,5 % hm. obsahu bilkovitigemz vytZnost produktu je 0,9 g.Kg

vychozi suroviny.

DalSi metodou ziskavani HA je podle Galatika, &uyba Blazeje [12]. Tato metoda
je zaloZzena na modifikaci¢hterych poléarnich iontovych a thiolovych skupineté tvdi
nekovalentni vazby s HA, v molekule kontaminujicibiikovin pomoci alkyl&nich

¢inidel. Ziskana HA touto metodou ma g&nd nizkou molekulovou hmotnost.

Z praktického hlediska a ndijlzitéjSim ziskavanim HA z Zivych tkani Znebdu
pouzitelnosti v kosmetickém {mmyslu je biotechnologickd produkce z bakterii
Streptococcus equi a Streptococcus zoopidemicuso Teetoda spiiva v kulvitaci
v roztocich glukosy s obsahem kvasinek a sbl3 °C a pH 8,5. Molekulova hmotnost
této ziskané HA je okolo 1,8 az 2°10Da, @i vytéznosti 3 az 4 g.t kultivované snssi
[12].

1.5 Struktura HA

1.5.1 Historicky pohled do struktury HA

Presna struktura HA byla ndjde stanovena Bernardem Weissmanem a Karlem
Meyerem v roce 1954 [9]. Pro &eni struktury dlali Meyer s Weissmanemuzné
chemické reakce jak esterifikaci disacharidoxidaci zbytku glukosaminu na

glukosaminovou kyselinu, tak reakci uronového estea zbytek glukosy [9]. Vlastnosti
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HA z hlediska struktury jsou diskutabilni po dohigesjak 50 let bezdjaké jas® obecr
platné teorie. HA se vyskytuje ve foEmahodného klubka, které méa misty &mau tuhost

a docela rozsahlou perzistenci.

DalSi studie prokazala, Ze HA méa ve svésttzci rozSteny systéem vodikovych
vazeb, které obsahuji dvoj Sroubovici (,double Xiglis prvky riznych interakci, které
zahrnuji napiklad vodikové nistky mezi sousednimi zbytky cukrZdalo se, Ze tato
struktura tvei tuhéfetézce a taky bylo pozorovano, Ze vysoka viskozita $¢Aevraté a
dramaticky sniZuje s rostoucim pH. DalSim zajimavgktem je pitomnost hydrofobnich
¢asti v hlavnimietézci HA, prestoZze samotna molekula tohoto polymeru je saejo
vysoce hydrofilni. Kazd&ast se prodluzujeips ti jednotky sacharidl které se stdaw
opakuji na ob strany pes celou délku molekuly. Byla navrZzena hypotézatyhe ¢asti

mohou byt baze interakci mezi lipidovymi membranamroteiny [8].

1.5.2 Primarni struktura HA

Primérni struktura hyaluronové kyseliny je prawdel[1]. Molekula kyseliny
hyaluronové se sklada z linearnich, negbezenych fetzai glykosaminoglykaf, ve
kterych se opakuje skupina disacharifl-8 p-N-acetylglukosaminf1-4 p-glukouronova
kyselina) [3]. Tyto skupiny jsou spoluistaw propojenypl,3 apl,4 glykosidickymi
vazbami [9]. Nejsou znamy Z&dné odchylky od lind&nopakovani disacharidické
struktury, s moznou vyjimkou, Zze se mohou nachgikdzitostné zbytky deacetylovanych
glykosamiri [15]. Jedinym moZznym vykyvem je nahrazeni N-acetylglukosaminu
zbytkem deacetyl glukosaminu [1]. Na kazdém opakwjise disacharidu se nachazi
karboxylatova skupina, a tudiziie byt polyekeltrolytem [3]. NataZerfgttzec molekuly
s hmotnosti 6 MDa ma okolo 1&n a pamér 0,5 nm [4].

Obrazek 2 Primarni struktura hyaluronanu [1]

Glukosaminoglykany iedstavuji dlezité strukturni a mechanické funkce, které

jsou velmi ¢asto zaloZzeny na jejichfetelné tendenci zaujimat ve vodnych roztocich
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pomerné velké statistické polymerni klubko. HA reaguje retpoglykany, bu&nou
membranou a receptory velmi specificky. Z jednoduchemické struktura HA je patrna
jeji vSestrannost a univerzalnost. Schopnost zaklattuktury by mohla byt podpena

vstupem do sekundarni, ggmack terciarni struktury ve vodnych roztocich [8].

1.5.3 Vodikové mistky a vazby s vodou wetézci HA

Predpoklada se, Zz@ vazby vietzci HA maji silné intramolekularni vodikové
mustky mezi sousednimi sacharidovymi zbytky, zatimcovazby davaji fednost
vazebnym interakcim s vodou. Nejsiii interakce obou vazeb je ¥idz hydroxylu
k sousednimu kyslikovému kruhu. Je jasné, Ze tyerakce, které sesbneé vyskytuji ua
vazeb, jsou mnohem séj$i a ukazuji, jak molekuly vodyasobi na tyto dva typy vazeb
[30].

Obrazek 3 Ukéazka vodikovych vazeb a vazeb s molekulou vé@dly [3

Obrazek 3 Ukazka vodikovych vazeb a vazeb s molekulou vé@iyuf&azuje, jak
pusobi molekula vody a vodikovéustky na strukturu HA. MZzeme vidt dw interakce,
které zahrnuji vazby s vodou, mezi vazbdn{il—3). Dale mezi vazbanfi-(1—4) jsou
velmi silné interakce s vodou. To proto, Zesolndikové vazby a vazby s vodou jsou
castjSi u vazebp-(1—4). Vazby svodou existuji taky mezi amidovou skapi a

karboxylovou skupinou [30].

1.5.4 Sekundarni struktura HA

Sekundarni struktura je prostorové usmani polysacharidovéhetzce na kratké
vzdalenosti. S dalSim rozvojem studie struktury pikaci HA byla objevena vySSi
struktura nez primarni, a to sekundarni a tercidfrdekundarni strukte mize HA tvait
dvé stabilni konfigurace v zavislosti na presti. Jednu tvd ve vodném prostdi a
druhou v jiném nez vodném. Tyto @konfigurace vysdtluje Obrazek 4 Sekundarni

struktura v zavislosti na progdi [9].
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Obrazek 4:Sekundarni struktura HA v zavislosti na presii [9]

Na Obrazek 4: Sekundarni struktura HA v zavislosti na predii [9] muZzeme
vidét konfigurace ve vzorci (a) je ve vodném ptedi a ve vzorci (b) v jiném nez vodném.
Sekundarni struktura je tiena pevazré z paskovitych dvojSroubovic [8]. Tato struktura
je tvarena disacharidickymi jednotkam, které seiskédlem osy do 180° Sroubovice a tvo
fettzec [10]. V sekundarni strukil se intramolekularni vodikové vazby wyitivanezi
funkénimi skupinami jako je NH, OH a C=0. Tyto vazby pgkisobuji relativni tuhost
rettzce HA [10].

1.5.5 Struktura HA ve ziedénych roztocich ve vodném progtedi

HA a jeji soli s alkalickymi kovy (Na Mg?*, NH4") jsou velmi dobe rozpustné ve
vodé, dokonce i v malych koncentracich tvovysoce viskozni vodné roztoky.iiP
vysokych koncentracich se HA formuje do takzvanpseudo gelu. Tento gel je roztok
s enorné vysokou viskozitou. V neutralnich roztocich je elalla HA nabita zapoendiky
karboxylovym skupinam. Tato vlastnost jéleFita pro funkci HA v extracelularnim

matrixu [17].
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L]

Obrazek 6 Terciarni struktura HA ve vodném roztoku (b) [8]

NaObrazek 5 Terciarni struktura HA ve vodném roztoku (a) BPbrazek 6
Terciarni struktura HA ve vodném roztoku (b) [BliZeme vidt sit' fettzci HA ve
vodném rozotku 0,5M octanu amonné@brazek 5 Terciarni struktura HA ve vodném
roztoku (a) [8] poukazuje na HA ziskanou z kouhoutid¢kliinki aObrazek 6 Terciarni
struktura HA ve vodném roztoku (b) [8h HA ziskanou ze streptokoka.
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Obrazek 7. Uspo-adaniretezce HA

ve vodném progtdi[11]

Retézce HA ve redinych roztocich expanduji Zidodu vzajemného odpuzovani
mezi karboxylovymi skupinami, a proto molekula Ze§ velky objem s vodou, ktera je
uzawena uvnit struktury. V koncentrovanych roztocich se molekdk zaplétaji a tvid
souvislé porézni sit Vytvoiena s zpisobuje takzvany ,swelling pressure” (umit tlak
zpasobujici botnani klubka HA) zigodu zvySeného vzajemného odpuzovani mezi a
uvnité molekul. Pokud w&Si tlak pisobi na sTHA, zane se smt®vat. Ri snizujicim se
tlaku st HA znovu expanduje do svéhaiypdniho tvaru. Tato vlastnost poskytuje
odolnost a ohebnost mnoha tkanim. Ké&tmhoto dokaze vytiit pomoci vnitich tlaka

specificky prostor pro migraci bgk [11].

Na nasledujicich obrazcicha#eme vidt, jak se chova nahodné klubko HA ve

zred®ném a koncentrovaném roztoku.

Obrazek 8 Ve zednych roztocich vlevo a v koncentrovancyh vpravo [5]
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Ve zZednych roztocich $ fyziologickém pH a iontové sile se HA chovéa jako
tuhé nahodné klubko s velkym hydrodynamickym objemgs]. V disledku tuhosti
fetézol a vysoké molekulové hmotnosti (2°106.1¢ MDa) seretszce dotykaji a zdnaji
se vzajema proplétat. Nafiklad u HA s molekulovou hmotnosti 381@ochazi k zapleteni
jednotlivych fetézch jiz pri koncentraci 1 mg.mt Jak intramolekularni, tak
intermolekularni sebe sdruzovarietzce mize silre ovlivnit tekutost. Je také
praveEpodobné, Ze propletenéettzca HA méni termodynamiku a kinetiku interakci mezi
vazanymi proteiny. Z vysledkz rozptylu z rentgenovych paptskx-ray difraction), Ize
vidét, Ze HA tvadi jednotilivé Sroubovice, které jsou zabalovanyigaralelnim zjgsobem.
Dvojté spiralovité struktury s antiparalelningttzy byly pozorovany za neobvyklych
podminek diky Htomnosti protiiont (Rb", K*...) [16].

Obrazek 9 Smykaretezce HA bezintramolekularniho

sebesdruzeni [16]

NaObrazek 9 Smykaetezce HA bezintramolekularniho

sebesdruzeni [16]miZzeme vidt izolovanou a roz&nou molekulu HA s viditelnou
smykou na koncirettzce. Délka tohotdetézce je okolo Gum a obsahuje asi 6500-8125
disacharidovych jednotek [16].
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Obrazek 1Q Zapletenietezce bezintramolekularniho

sebesdruzeni [16]

Co se tyeretzai s intramolekularnim sebesdruzenim, tak jsastjSi nez
fetézce roz&ené. NaDbrazek 11 Zapleteniretezce s intramolekularnim

sebesdruzenim [16hazeme vidt izolovanou molekulu HA [16].

Obrazek 11 Zapletenietezce s intramolekularnim

sebesdruzenim [16]
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Antiparalelni sdruzerietzce je také zodp@dné za vytveéeni velké smiky (asi
600 nm), kterou rizeme vidt naObrazek 11 Zapleteniretezce s intramolekularnim

sebesdruzenim [16F¥i porovnaniObrazek 1Q Zapleteniretezce bezintramolekularniho
sebesdruzeni [16dObrazek 11 Zapletenietezce s intramolekularnim

sebesdruzenim [16mizeme vidt, jak se od sebe lisfettzce s intramolekularnim
sebesdruzenim a bez intramolekularniho sebesdr[t&ini

V koncentrovanych roztocich tuhé nahodné klubkazuie, jak je molekula
propletena. Koncentrované roztoky vykazuji viskewtké vlastnosti a udrzuji
viskoelasticky tok¢imz se nestavaji gely [5]. Metoda umafci detailni charakterizaci
z hlediska pohybu a difuzetzci HA v koncentrovanych roztozich se nazyva ,Confecal
FRAP“ (konfokdlni mikroskopie v kombinaci s ,flomnce recovery after
photobleaching”). Tato metoda se provadi viftepinosti péitoki a smykovych sil a
s zadnymi koncenttaimi gradienty. R vySSich koncentracich &aaji bytiettzce més

pohyblivé z divodu interakci mezi sousedniteitzci [3].
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2 HOFMEISTEROVA RADA (SERIE) IONT U

2.1 Historicky pohled

Hofmeisterovaada (série) iotitbyla v roce 1888 [18] poprvé&grstavena ejnosti
profesorem Karlem Hofmeisterem a Lewithem raneckécasti Karlo — Ferdinandovy
university (dnesni Univerzita Karlova). Tutadu nejdive pojmenoval jako lyotropni,

pozcji se stala Hofmeisterovaadou iond [19].

Protoze v oblasti fyzikalni chemie protéise jednalo o po#nné prailomovy objev
a fada ¥dci experimentovala i s dalSimi ionty, tak se postuptofmeisterovarada
rozStila. Nejvice se o to zaslouzili Collins a Washalbal@0]. Faivodné se myslelo, Ze
vliv iontd na makromolekularni vlastnosti byl igmben alespo zé¢asti vodni strukturou
[18]. Dnes je Hofmeisterovdada pouzivana k vysileni celé fady efeki soli na
biomolekuly vetné denaturace bilkovin [19].

2.2 Rozdéleni Hofmeisterovyrady ionta

lonty z Hofmeisterovyady maji vyznamny vliv na rozpustnost makromolekuilzh
latek a také na stabilitu svych sekundarnich, @&eméch a kvartérnich struktur.
Hoffmeisterovarada je povaZzovana za ionty, které maji typickyaeétspecificky vliv na

polymery ve vodnych roztocich [21].

Stabilizace proteind Destabilizace proteind

Anionty: SO — HPO# — CH,COO - F- 4 CI = Br = NO; - I = ClO, - SCN-

—  — (oo

Kationty : Mg* —Li"—Na ~— K*-NH,;" - (CH;),N°

Destabilizace proteini Stabilizace protein(
Kosmotropniionty | Chaotrepniionty
Velikost Mala Velka
Hustota ndboje Vysokd Nizka
Hydratace Silnd slaba

Obrazek 12 Hofmeisterovaada a rozdleni iont: [22]
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Obrazek 12 Hofmeisterovarrada a rozdleni iont: [22] nam ukazuje typické
rozdkleni Hofmeisterovytady na ionty s chaotropnim charakterem a kosmotnopn

charakterem.

2.3 Interakce ionti z Hofmeisterovyiady s vodou

Efekt ionti Hofmeisterovyifady se nejvice projevuje v experimentech, kde je
pouzito rozpousdel s vysSSi koncentraci iant[21]. Pojmy kosmotropie a chaotropie
puvodne ozna&ovaly rozpusiné latky, které stabilizovaly nebo destabilizovphpteiny a
membrany. lonty jsou povazovany za kosmotropni aottbpni v zavislosti na jejich
schopnosti interagovat s vodou a schopnostiitrstrukturu vody. Prvni pokusy vyait
ucinky Hofmeisterovyrady byly zaloZzeny na z&né objemu struktury vody vyvolané ionty
pies iontovou hydrataci. Specifiost ionti zavisi na schopnosti podporovat (kosmotropni

ionty) nebo rozruSovat (chaotropni ionty) vodikeazby ve vod [22].

Vychozim bodem k weni toho, zda se jedna o kosmotropni ionty, nelaotrbpni
ionty, slouzi Jones-Dole viskozitni koeficient B4]2 Chaotropni ionty, které jsou
v Hofmeistero¥ fack od CI az po SCN(napravo) a od Kaz po (CH)sN* (napravo), jsou
ionty, které jsou velké, jednotlvnabité ionty s nizkou hustotou naboje (EISQOy, K7,
NH4*...). Tyto ionty vykazuji slabsi interakce s vodow n@da se sebou sama, a tudiz
meére ovliviiuji vodikové vazby a oslabuji hydrofobni interakogolymery [22]. Maji tedy

nizky stugn hydratace [24].

Zatimco kosmotropni ionty, které jsou v Hofmeistérdade od Faz po S
(nalevo) a od Naaz po M@* (nalevo), jsou ionty, které jsou malé, vicenagobabité
ionty s vysokou hustotou naboje (8Q HPQ?, Mg?*, Li*...). Tyto ionty vykazuji silgjsi
interakce s molekulami vody nez interakce voda-yagroto jsou schopny porusSovat
interakce voda-voda a vodikové vazby a zvySuji ofgdmi interakce s polymery [23].

Maji tedy vysoky stugn hydratace.
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Obrazek 13 Interakce aniont a kationt: s vodou a makromolekulou [25]

J
--H—{I) Q—H--@ kosmotropni  (a)
H H
roztok - "H=0- -H—0- -H—0 voda (b)

H H H

Ii_l
=TH=0=H, chaotropni
/D (c)
- H-0--H

H{

Obrazek 14 Interakce kosmotropnich a chaotropnichibatvodou [25]

Na Obrazek 14 Interakce kosmotropnich a chaotropnichibrg vodou [25]
muzeme vidt chapani podstaty, jak kosmotropni, respektiveotbani ionty msobi na
molekuly vody a rozpudhou latku. Mizeme vidt, jak maly kosmotropni iont interaguje
s vodikovymi vazbami ve veéda zvySuje lokélni usgadani molekul vody. Zatimco
chaotropni iont neinteraguje s vodikovymi vazbakors vibec, neporusuje interakce

voda-voda a snizuje lokalni ug@dani molekul vody [25].

Kationty obecs vykazuji még dominantni Ginek ve srovnani s anionty se stejnou
hustotou naboje, péuadZ anionty jsou vice polarizovatelné a vice sdrdityji. Zda se, ze
kosmotropni chovani anianby mohlo byt snizeno wftomnosti kosmotropnich katiaint

Kosmotropni kationty, na rozdil od chaotropnich jimatSi tendenci iontového parovani
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s kosmotropnimi anionty¢imZ se sniZuje pe@t interagujicich aniofit v roztoku. Ve

vodnych roztocich soli jsou interakce mezi jedrgthi ionty nasledujici [22]:
Kosmotropni-kosmotropni > kosmotropni — vods > voda — voda > chaotrpni — voda > chaotropni — chaotropni

Obrazek 15 Snizujici se interakce mezi kosmotropnimi a chaaiirai ionty

Tato fada naObrazek 15 SniZujici se interakce mezi kosmotropnimi a
chaotropnimi iontynaznguje, Ze opéné¢ nabité ionty maji tendenci tiid kontaktni

iontové pary v roztoku, pokud vykazuji rozdilnoindti k vock [22].

e - & - v

maly maly

® O —g@¢

velky velky 5
H,0 --- H,0

@ -y <

maly velky ~

@ o

velky maly

Obrazek 16 Spojovani jednitlivych ioritve vodném roztoku [25]

Na Obrazek 16 Spojovani jednitlivych iorit ve vodném roztoku [25fnazeme
vidét, jak ve vodném roztoku se kosmotropni anion amaisopni kation sléuji
dohromady v @sledku silgjSich interakci mezi sebou ve srovnani s interakoeda -
voda. Chaotropni aniont a chaotropni kationt malkéttendenci tvdt iontovy par,

porgvadz silrgjSi interakce voda-voda vytyiodva chaotropy dohromady [22].

2.4 Efekt ionti na interakce protein-voda

Stabilizani efekt kosmotropnich aniantse dobe vyswtluje hydrataci. Vzhledem
k jeho silné interakci s vodou je kosmotropni anigjako SQ?) efektivre spojen

s molekulami vody, které bylyipodnré spojené s enzymem, a poté je spadevyloucen
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z povrchu enzymu. To podporuje molekuly enzymu matizovat jejich povrch, ktery je
vystaven rozpoudtilim. Kosmotropni anionty tedy stabilizuji proteiny.iciére,
chaotropni aniont (jako SCNma nejen nizkou afinitu k molekule vody, ale is@iou
polarizovatelnost¢imz se spiSe vaze na rozhrani protein-voda a toteipr destabilizuje
[22].

2.5 Vliv nékterych iontid z Hofmeisterovyiady na HA

Vliv ionta z Hofmeisterovyrady na chovani HA v roztoku ike byt sledovano
interferometrickymi metodami. Tyto vlivy byly zkouwny na solich Kl, KF, MgGla
NaCl. Zjistilo se, Ze existuje jistd zavislost difilho koeficientu na shopnosti vody
solvatovat hyaluronan.tBKF s HA vykazuje vyznamnou klesajici rychlost témi oproti
HA scistou vodou. Naopak soli KI, Mge&k NaCl s HA vykazuji vySSi rychlost botnani
[21].

Rozdily mezi jednomocnymi kationty a dvojmocnynti pntové sile | = 0,1 je
vtom, Ze dvojmocné kationty jsowtgi. Dvojmocné ionty zsobuji elektrostaticky
indukované zreny HA v porovnani s jednomocnymi. Jednotlivé dvopmé ionty mohou
koordinovat d¢ karboxylové skupiny ze sekundarni struktury HApadporovat tak
kontrakceiettzce HA. V disledku tohoto jevu by dvojmocné kationty mohly viato
vyznamneé snizeni tuhosgtzce HA. Vliv anionti jako je (F, CI, I) je Zejmy. lonty F
nebo ClI mohou ménit koordinaci molekul vody s HA¢imZ se poruSi vodikové vazby
v molekule vody. Fiont zpisobuje silnou redukci interakce hydrofilnitetiézce a vytvéi

e

[21].

Difazni proces botnani @ie byt porovnan sé&enim kinematické viskozity.
Pridavky ionfi z Hofmeisterovyrady jsou Uzce spojeny s poklesem kinematické vigkoz
Nicmérg, F ionty, které zvySuji tuhosetézce, vykazuji pak vyssi kinematickou viskozitu
[21].

Na téma vlivu Hofmeisterovyady na chovani HA existuje velice malo literatury.
Vliv Hofmeisterovy fady na polymery chovajici se v roztoku jako nahodtatistické

klubko je gednmetem dalSich vyzkuiina taky mé praktickéasti této bakakgké prace.
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3 VISKOZITA

3.1 Teorie

Viskozita je vnitni treni tekutin. V idealni tekutin neexistuji smykova (t@a)
napsti. Tato idealni tekutina ovSem neexistuje. Pokadhdzi k prouéhi realnych tekutin,
jejich jednotlivé molekuly jsou v pohybu a &@gousedni vrstvy nemaji stejnou rychlost,
pak na rozhrani dvou vrstev dochazfdni a vzniku téného napti. Ficinou tohoto jevu
je viskozita tekutiny [26]. Rychlost deni kapaliny je tim &s3i, ¢im vétSi je vrejSi sila a
¢im menSi jsou vnihi sily, ale nemusi to obetrplatit. Tyto vnitni sily vznikaji
v kapalire pomoci tepelného pohybu a mezimolekulovych sitKdrita také velice zavisi
na teplog [27].

3.2 Newtonské a nenewtonské chovani tekutin

3.2.1 Newtonské chovani tekutin

Newtonova tekutina se obeconzna&uje jako ta tekutina, jejiz viskozita je v kazdém
¢asovém okamziku nezavisla na s&gvém a deformaim stavu tekutiny. To znamena, Ze
u téchto tekutin dochazi k vzajemné interakci gomi malych molekul. Viskozita zde
vystupuje jako skalarni parametr (konstanta) [¥9joce 1687 upozduje Newton ve své
knize Philosophiae Naturalis Principia Mathematiaaa proudni tekutin jako na jeden
z mnoha fyzikélnich jey [28]. Newton oznél teéné napti jako gimoumerné gradientu
(rastu) rychlosti podle rovnice (1), coz jéiqustek rychlosti mezi dima vrstvami dlené

vzdalenosti vrstev [27]:

=g (1)
kden je dynamicka viskozita [n] = Pa.s = N.s.m™?,

Z—;je gradient rychlosti ve sfru kolmém na rychlost [Z—;] =s1,

T je t&né napti [T] = Pa
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Obrazek 17 Rychlostni model proudici kapaliny [27]

Tato Newtonova rovnice (1¥@dstavuje Newtaiv zakon viskozity.

Tekutiny s newtonskym chovanim &ei podle rovnice (1) [27]. &Sina @Znych
tekutin jako je voda, organické latky, oleje, vzdupara atd. jsou newtonské tekutiny

v Sirokém rozsahu teplot a tiak28].

3.2.2 Nenewtonské chovani tekutin

Nenewtonské chovani vykazuji ty tekutiny, jejichzoeani nelze popsat podle
Newtonovy rovnice (1). Obeémmuzemefict, Ze jako nenewtonské efekty v tekutinach se
ozna&uji takové jevy a vlastnosti, které nejsou pozotewe v tekutinach, jejichz viskozita
je zcela nezavisla na stavu napjatosti a defornelagtiny. Zde viskozita neni skalarnim
parametrem, ale jerdba zohlednit vice viskozitnich koefici@ntMuZzeme je v podstat
definovat jako tekutiny, jejichZ flkwky tec¢eni nejsou fimky prochazejici peatkem
soudadnicového systéemuiiRladem takovychto tekutin jsou polymerni roztokgveniny,

disperzni roztoky, barviva, synovialni tekutiny (Hatd. [27]

Pt laminarnim proudni v rotan¢ symetrické trubce vykazuje Newibnmodel tekutiny
vysledky, které&ikaji, Ze ptitocné mnozstvi tekutiny je (&mé konstantnimu tlakovému
gradientu v osovém sfru actvrté mocnirk prameéru trubky. Zatimco je dokazano, ze

nenewtonské chovani tekutin j& konstantnim prméru trubky a zavislosti fitocného
mnoZzstvi na tlakovém gradientu nelineérni [29]. &letonské chovéani tekutin popisuje
nekolik rovnic, které niZzou mit linearni, parabolickou, logaritmickdiuhyperbolickou

zavislost [29]. Tuto nelinearitu vy&tiuje Obrazek 18 Nelinearni zavislost gtoku na

tlakovém gradientu [29]29]:
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[

Obrazek 18 Nelinearni zavislost gitoku na

tlakovém gradientu [29]

Dalsi vlastnosti nenewtonskych tekutin je schopaksatnulovat elastickou energii.
To znamena, Ze nenewtonské tekutiny maji nenulostaxani dobu. Zatimco newtonské
tekutiny ji maji nulovou. Nenewtonské efekty jsogvelané na urovni makroskopickych

i mikroskopickych struktur, a tudiz u nich doch&zielkym strukturnim zrnam [29].
Nenewtonskeé tekutiny Ize rodd do tii hlavnich skupin:

» laso¥ nezavislé nenewtonské tekutiny — pod tuto katéggpadaji Binghamova
plasticka kapalina, pseudoplasticka kapalina, ailati kapalina a Cassonova plasticka
kapalina [29]

» Casow zavislé nenewtonské tekutiny — pod tuto kateggpédaji tixotropni kapaliny a
reopektické kapaliny [29]

» viskoelastické kapaliny — n&glad Maxwellova kapalina [29]

3.3 Méreni viskozity

V této praci byl pouzivdn k&eni viskozity edtnych roztok hyaluronanu
kapilarni viskozimetr, konkrétnUbbelohdeho kaplarni viskozimetr, ktery je d&idcha
Obrazek 19 Ubbelohdeho viskozimetr [31]
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Obrazek 19 Ubbelohdeho viskozimetr [31]

Princip tohoto viskozimetru spiva v tom, Ze se trubici vpravo (A) nalijesfany
roztok az mezi dvrysky. Poté nasleduje temperacéremého roztoku na danou teplotu.
Po vytemperovani se nasaje&rma kapalina do poloviny ky (1) trubice (C), ktera je
zcela nahte, picemZz mala trulika (B) uprosted je velmi doke uzawvena, aby mohlo
dojit k nasati roztoku. Poté se uvolni pfedni trubtka (B) a roztok se necha veélstékat.
M¢ii se doba pitoku mezi ryskami, které jsou mezibk@ami (1) a (2). Viskozimetry se
vyrébi s tiznym pamérem Kkapildr. Kazda z kapilar je vhodna procityr rozsah
kinematickych viskozit. FsluSnd kinematicka viskozita se poté wteo podle ¢asu

pratoku roztoku a konstanty kapilary viskozimetru podbvnice (2) [26]:

v=krt [v] = mm?.s71 (2)
kde k je konstanta viskozimetru [k] = mm?.s72
T Je ¢as pfitoku mezi déma ryskami [t] =s

DalSimi typy viskozimeftr jsou vytokové, kulikove (Eliskove), roténi, vibraini.

Dale se mohou pouzit i vytokove kelimky nebo metoatazistence rozlivu [26].

3.4 UZivané typy viskozit pfi méreni HA

* relativni viskozita

vy = 1:/—0, [v,] = bezrozmérna (3)
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kdev je viskozita roztoku HA [v] = mm?2.s71
Vo je viskozita rozpoustla [vo] = mm?.s71

» specificka viskozita

V=Yg

Vspec =Vr— 1 = [vspec] = bezrozmérna (4)

Vo
Tato specifickd viskozita udava pemy prirustek viskozity.

* redukovana viskozita (viskozitnislo)

[Vieal = L-g_l (5)

kde c je koncentrace roztoku H& = g. L~

Vspec
Vred =

Cc

e limitni viskozitni¢islo (vnitrni viskozita)

[v] = lim =22 [v]=L.g™t (6)

c->0 C
[27]
Limitni viskozitni ¢islo (LVC) se ziska z grafu zavislosti redukované viskomiy

koncentraci extrapolaci k nulové hodhdoncentrace a tuje, jakou viskozitu by ®lo

mit ¢isté rozpougdlo [32].

DalSi dileZitou veltinou @i mefeni viskozity roztok HA je Hugginsova konstanta
(Hk). Tato konstanta udava, zda se jedna o dobrén&piatheta rozpougtllo vzhledem

k HA. Konstanta nabyva hodnot 0,25-1, kde zale4ypa rozpoutdla.

Tabulka 1: Typy ropzpougtiel v zavislosti na Hugginsékonstang

Typ rozpousidla Dobré Theta Spatné

Hk [1] 0,25-0,5 0,5-0,55 0,55-1

Hugginsova konstanta secuje ze vztahu pro redukovanou viskozitu podle roeni7)
[32]:

Vs:ec = [v] + Hg.[v]?.c [Hi| = bezrozmérna (7)

3.5 Typy rozpoustédel

V dobrych rozpousgtlech se makromolekula snazi vystavispbeni rozpoustlla.
Proto vzdalenost korica tedy i objem klubka se #&$uje. Do klubka pronika dalSi

rozpoustdlo a klubko botna. Co sedy Spatnych rozpouXtel, tak v nich je klubko vice
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svinuté, protoze dochazi spiSe k vyard kontakih mezi jednotlivymicastmi klubka nez
ke styku s molekulami rozpodslia. A nakonec indiferentni (theta) rozpaula. V €chto
rozpoustdlech jsou interakce makromolekuly a rozpédE vyrovnané. Tytoretzce
makromolekuly se chovaji jako hmotné bodii, getkani s molekulami rozpogdta spolu

nijak neinteraguji [34].

dobre rozpouitédlo

—

fpatné rozpoustedio

-——

) rozhalens
shalene

Obrazek 2Q Dobré a Spatné rozpoustio [35]
Obrazek 20 Dobré a Spatné rozpouftio [35] popisuje, jak klubko

makromolekuly botna v dobrém rozpaidie. Naopak ve Spatném rozpausé je klubko

svinuté.
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PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

4 MERENI VISKOZITY HA

4.1 Uvod

Tato experimentalnéést je zardtena na studium vlivu ioftz Hofmeisterovyrady
(HR) iont na chovani HA ve vodném roztokui purcité iontové sile roztoku. Byla
sledovéna viskozita roztkHA v zavislosti na jednotlivych iontech Z/%Ha na teplat
PouZzité soli z i byly Na&SQi, NaSCN, (NH).SQ:, NHsSCN a NaCl. B m&tenich HA
s rozpoudtdlem z HR ionti se pouzival vyhradn viskozimetr typu |, ktery byl po
pilotnich experimentech shledan jako vhodny dtemi. Ri mérenich HA s destilovanou

vodou se pouzival viskozimetr typu Il a Oa. Pouté/teploty nsteni byly 25 °C a 37 °C.

Hlavnim cilem bakai&ké prace bylo zji®vani limitniho viskozitnihaisla (LVC) a
Hugginsovy konstanty (b, se kterou poté souvisi, zda se jedna o dobeinépi theta
(indiferentni) rozpoustllo. Hodnoty Hugginsovych konstant v souvislostiygem
rozpoustdla mizeme vidt v Tabulka 1. Typy ropzpoustel v zavislosti na Hugginsév
konstang (viz teoretickacast). Ri mérenich se pracovalo gmi typy viskozimeti podle

Tabulka 2: Typy viskozimeir.

Tabulka 2: Typy viskozimeir

Typ viskozimetru Konstanta k (nfis?)

I 0,00967

Il 0,10240

Oa 0,03086

4.2 Méreni viskozity HA ve vod a rozpouSedlech z Hofmeisterovyirady

4.2.1 Pouzité materidly a pfiprava vzorki

* demineralizovana voda s vodivosti 1832

« sodna 8l HA, M = 1,8-2,1 MDa (1,8-2,1 Mg.md), Contipro Ltd. Ceska republika
» siran sodnyX 99 %), Sogma Aldrich

» siran amonnyX 99 %), Sogma Aldrich

» thiokyanatan sodny>(99 %), Sogma Aldrich

» thiokyanatan amony>(99 %), Sogma Aldrich
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* chlorid sodny ¥ 99 %), Sogma Aldrich, BIO kvalita
Nejdiive se vypoitala navazka sodné soli HA podle nasledujicihdyms

Roztok HA byl 0,1 hm. %, coZ odpovida hodh6t001 v jednotkovém roziru. Pouzity
objem byl 40 mL.

my4 = 0,001.40 = 0,04g (8)

Tato navazka kyseliny byla rozp&sa ve 40 mL destilované vody. Toto rozpeuast
probihalo pi 50 °C za stalého michani po dobu miningdd4 h. Ke stanoveni limitniho
viskozitniho¢gisla (LVC) a Hugginsovy konstanty 0,1 hm. % roztoku HA rco#gného
v destilované vo# byl roztok zedn do g@ti raznych koncentraci: 1 gl 0,7 g.L%;
0,5 g.L% 0,25 g.I.t a 0,1 g.LX. Meteni probihalo $ teplo& 37 °C a 25 °C.

Nasledovala pipetace objénzasobniho roztoku, ktery bylipraven rozpughim
0,04g HA ve 40 mL destilované vody. Celkovy objedwo kterého se pipetovalo, byl
15 mL.

cV _ 079.L710,015L

Vo =< = 218000k — 0,0105 L = 10,5mL )
Vos =< = 059’12%1” = 10,0075 L = 7,5mL (10)
Voos = < = %;_0101“ = 0,00375 L = 3,75mL (11)
Vor =< = % = 10,0015 L = 1,5mL (12)

Tyto jednotlivé objemy se odpipetovaly do zasobahvickky a doplnily
destilovanou vodou do celkového objemu 15 mL. Nhglese ngfila viskozita

jednotlivych koncentraci.

Pro n®teni sjinym rozpugtlem neZ destilovanou vodou, se postupovalo

nasledova:

Nejdiive se vypoitala navazka pouzité soli podle nasledujici roer{ieveden fiklad pro

siran sodny):
Vychazi se z iontové sily roztoku, kteréd byla 0,1.
NayS0, - 2Na* + S05~ (13)

1=0,5.(c;.2%) (14)
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I = 0,5 (Z-CNa- 12 + 1'CSiT" 22)

1=0,5.(6.c)
L _u = 0,033mol. L1
©T 605 605 = o0mot

Mgiran = 142,04g.mol™1,V = 100 mL
Msiran = ¢.V.M = 0,033.0,1.142,04 = 0,4687g

Tento vypd@et byl proveden u kazdé pouzité soli. lontova gilstala u kazdé soli
stejna, ale rnily se naboje a molarni hmotnosti.

Tato navazka se rozpustila ve 100 mL destilovardy/\eslouZzila jako zasobni roztok

(rozpoustdlo) pro HA.

Dale se vyptitala navdzka HA podle rovnicé&islo (8). Tato navazka HA byla
rozpuséna ve 40 mL roztoku pouZitého rozpaiBa. Rozpou&hi probihalo také ip
50 °C za stalého michani po dobu minintdd4 h. Ke stanoveni limitniho viskozitniho
gisla (LVC) a Hugginsovy konstanty 0,1 hm.% roztoku HA rozpoého v roztoku soli
byl roztok nasledh ziedn do @ti riznych koncentraci: 1 gt 0,7 g.L'Y; 0,5 g.LY
0,25 g.l* a 0,1 g.It. Meteni probihalo $ teplo& 25 °C a 37 °C.

Nasledovala pipetace objénzasobniho roztoku, ktery byliipraven rozpugnhim
0,04 g HA ve 40 mL roztoku pouzitého rozpad$h podle rovnic (9, 10, 11, 12). Celkovy
objem, do kterého se pipetovalo, byl 15 mL.

Tyto jednotlivé objemy se odpipetovaly do z&solahivickky a doplnily destilovanou
vodou do celkového objemu 15 mL. Naslédse ngtila viskozita jednotlivych

koncentraci.
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4.2.2 Vysledky a diskuze

4.2.2.1 Méieni viskozity HA ve vativiskozimetrem typu Il

Zavislost redukované viskozity na koncentraci v =18,401x+2,8181

25,00

20,00

1500 [ ;
100 e

5,00 °

Redukovana viskozita (L.g™1)

0,00
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

c(g.Ll?)

Obrazek 21 Graf zavislosti redukované viskozity na koncentraci

Urceni limitniho viskozitnih@isla z rovnice grafu:

Vyeq = kc + [v] (15)
Vyeq = 18,401c + 2,8181 (16)
M =(28+£09)L.g*!

Vypocet Hugginsovy konstanty &)

k 18,401
He=rm == 24+17) (17)

Viskozita byla m¢tena na viskozimetru typu Il, ktery nebyl shledakojahodny
z divodu pitoku rozpousidla, které ma byt 90 — 100 s. V tomtdigact byl 10 s.
Hugginsova konstanta je (2,4+1,7), coz odpoviddn§mau rozpoustiu pro HA. Tento
viskozimetr byl shledan jako nevhodny pro dal&ifeni a je uveden do prace jen pro

srovnani.
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4.2.2.2 Méieni viskozity HA ve vativiskozimetrem typu Oa

Zavislost redukované viskozity na koncentraci

43,0
y = 29,026x + 9,4681
38,0

33,0

28,0

23,0

180 e

13,0 .

Redukovana viskozita (L.g1)

8,0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

c(g.L-1)

Obrazek 22 Ggraf zavislosti redukované viskozity na koncemtrac

Tabulka 3: Vypaitané hodnoty L¥ a Hugginsovy konstanty

LVC[L.gY (9,5+0,9)

Hk [1] (0,4+0,2)

Viskozita byla md¢fena na viskozimetru typu Oa. V tomtdigad® byl pritok
rozpoustdla okolo 30 sekund, coZ je @&ao lepSi nez vigdchozim fipad. OvSem
vtomto pipadd Hugginsova konstanta vySla (0,410,2), coZ odpovidébrému
rozpoustdlu. Tento viskozimetr neni pro &eni HA @ilis vhodny, ale vysledky jsou

reprodukovatel§jsi nez v pipact meéreni viskozimetrem typu Il
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4.2.2.3 Méieni viskozity HA s Ns&BQy

Zavislost redukované viskozity na koncentraci

&
[=)

y =3,1928x + 2,0277
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o
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----- ® Na2504_25°C

N
o

@ Na2s04_37°C

Redukovana viskozita [L.g™]
w
o
e

=
=}

o
=)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
clg.Ll]

Obrazek 23 Graf zavislosti redukované viskozity na koncent(bBleeSQ:)

Tabulka 4: Vypaitané hodnoty L¥ a Hugginsovy konstanty (b8Q)

LVC (25 °C) [L.gY (2,2%0,2)
Hk (25 °C) [1] (0,7+0,2)
LVC (37 °C) [L.g"] (2,120,3)
Hk (37 °C) [1] (0,8+0,3)

Viskozita byla ndfena na viskozimetru typu I. V tomtotipack byl pritok
rozpoustdla okolo 90 sekund, coz je vi@amku, a tento viskozimetr byl shledan jako
vhodny pro ngieni. Hugginsova konstantai 87 °C vysla (0,8+0,3) aip25 °C (0,7+0,2),
coz odpovida Spatnému rozpaulti. Fi tomto nefeni byly porovnany vysledky &eni
jak pii 25 °C, tak pi 37 °C. Viskozita vyznamhzavisi na tepl@t tudiz viskozita je
37 °C nizsi, coz dokazujeitka naObrazek 23 Graf zavislosti redukované viskozity na

koncentraci (NaSQy).
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4.2.2.4 Méieni viskozity HA s (NH)2.SQy

Zavislost redukované viskozity na koncentraci
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Obrazek 24 Graf zavislosti redukované viskozity na koncent(@¢Hs).SQ)

Tabulka 5: Vypaitané hodnoty L¥ a Hugginsovy konstanty ((NHSQ)

LVC (25 °C) [L.¢"] (1,85+0,05)
Hk (25 °C) [1] (0,95+0,06)
LVC (37 °C) [L.g1] (1,94+0,08)
Hk (37 °C) [1] (0,74+0,09)

Viskozita byla ndfena na viskozimetru typu I. V tomtotipack byl pritok
rozpoustdla okolo 90 sekund, coz je vi@amku, a tento viskozimetr byl shledan jako
vhodny pro mdifeni. Hugginsova konstantaip37 °C vysla (0,74+0,09) afip25 °C
(0,95+0,06), coz odpovida Spatnému rozpsllgt Fi tomto nefeni byly porovnany
vysledky néfeni jak @i 25 °C, tak pi 37 °C. Viskozita vyznamhzavisi na tepld@t tudiz
viskozita je pi 37 °C nizSi, coz dokazujetikka na Obrdzek 24 Graf zavislosti

redukované viskozity na koncentraci (M3Q).
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4.2.2.5 Méieni viskozity HA s NaSCN

Zavislost redukované viskozity na koncentraci
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Obrazek 25 Graf zavislosti redukované viskozity na koncent(Bl@SCN)

Tabulka 6: Vypaitané hodnoty L¥ a Hugginsovy konstanty (NaSCN)

LVC (25 °C) [L.gY (2,1%0,2)
Hk (25 °C) [1] (0,8+0,2)
LVC (37 °C) [L.gY] (2,0+0,1)
Hk (37 °C) [1] (0,8+0,1)

Viskozita byla ndfena na viskozimetru typu I. V tomtotipack byl pritok

rozpoustdla okolo 90 sekund, coz je vi@amku, a tento viskozimetr byl shledan jako
vhodny pro ngieni. Hugginsova konstantai 87 °C vysla (0,8+0,1) aip25 °C (0,8+0,2),

coz odpovida Spatnému rozpawhti. Fi tomto nefeni byly porovnany vysledky &eni

jak pii 25 °C, tak pi 37 °C. Viskozita vyznamhzavisi na tepl@t tudiz viskozita je

37 °C niZ8i, coz dokazujdikka naObrazek 25 Graf zavislosti redukované viskozity na

koncentraci (NaSCN)
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4.2.2.6 Méieni viskozity HA s NHSCN

Zavislost redukované viskozity na koncentraci
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Obrazek 26 Graf zavislosti redukované viskozity na koncent(sitlsSCN)

Tabulka 7: Vypaitané hodnoty L¥ a Hugginsovy konstanty (NSICN)

LVC (25 °C) [L.g}] (2,0+0,2)
HK (25 °C) [1] (0,840,1)
LVC (37 °C) [L.gY] (1,9+0,2)
HK (37 °C) [1] (0,720,2)

Viskozita byla ndfena na viskozimetru typu I. V tomtotipack byl pritok
rozpoustdla okolo 90 sekund, coz je vi@amku, a tento viskozimetr byl shledan jako
vhodny pro ngieni. Hugginsova konstantai 87 °C vysla (0,7+0,2) aip25 °C (0,8+0,1),
coz odpovida Spatnému rozpaulti. Fi tomto nefeni byly porovnany vysledky &eni
jak pii 25 °C, tak pi 37 °C. Viskozita vyznamhzavisi na tepl@t tudiz viskozita je
37 °C nizS8i, coz dokazujgikkka naObrazek 26 Graf zavislosti redukované viskozity na

koncentraci (NESCN)
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4.2.2.7 Méieni viskozity HA s NaCl

Zavislost redukované viskozity na koncentraci
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Obrazek 27 Graf zavislosti redukované viskozity na koncent(bieiCl)

Tabulka 8: Vypaitené hodnoty L¥ a Hugginsovy konstanty (NaCl)

LVC (25 °C) [L.g"] (2,020,3)
Hk (25 °C) [1] (0,7+0,3)
LVC (37 °C) [L.¢"] (1,920,2)
Hk (37 °C) [1] (0,7£0,2)

Viskozita byla mdiena na viskozimetru typu |. V tomtotipad byl pritok
rozpoustdla okolo 90 sekund, coz je vi@amku, a tento viskozimetr byl shledan jako
vhodny pro ndieni. Hugginsova konstantai 87 °C vysla (0,7+0,2) aip25 °C (0,7+0,3),
coz odpovida Spatnému rozpawBt. Roztok NaCl byl shledan jako nejidegii na
rozpou&ni HA, porévadz jeho K je ze vSech soli, které byly pouzity na rozp&nSHA,
nejnizsi. B tomto nmefeni byly porovnany vysledky &eni jak @i 25 °C, tak pi 37 °C.
Viskozita vyznami zavisi na tepld@t tudiz viskozita je f 37 °C nizSi, coz dokazuje

kiivka naObrazek 27 Graf zavislosti redukované viskozity na koncent(aecCl).
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5 POROVNANI VSECH SOLI Z HOFMEISTEROVY RADY IONT U

V této kapitole byla vyhodnocena a mezi sebou pahioa vSechna ¢reni viskozity HA.

5.1 Grafy a tabulky

Zavislost kinematickych viskozit na koncentracih pouzitych
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® Siran sodny

@ Siran amonny
Thiokyanatan sodny

® Thiokyanatan amonny

® Chlorid sodny

Obrazek 28 Graf zavislosti kinematickych viskozit na koncetitth pouzitych soli

(25 °C)

Tabulka 9: Hodnoty Hugginsovy konstanty a €25 °C)

LVC [L.gY] Hik [1]
NaSQy (2,2+0,2) (0,840,2)
(NH4)2SQy (1,85+0,05) (0,95+0,06)
NaSCN (2,1%0,2) (0,840,2)
NH4SCN (2,0+0,1) (0,80,1)
NaCl (2,0£0,3) (0,740,3)
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Zavislosti kinematickych viskozit na koncentracich pouzitych

soli pri 37 °C
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Obrazek 29 Graf zavislosti kinematickych viskozit na koncecitth pouzitych soli

(37 °C)

Tabulka 10: Hodnoty Hugginsovy konstanty a €37 °C)

LVC [L.gY] Hik [1]
NSy (2,120,3) (0,8+0,3)
(NH4)2SQy (1,94+0,08) (0,74+0,09)
NaSCN (2,00,1) (0,80,1)
NH4SCN (1,940,2) (0,720,2)
NaCl (1,940,2) (0,7%0,2)
5.2 Diskuze

Pri této experimentalni praci byly pouzity ionty RHonti, konkrété Na', NH.",

SO, SCN a CI. Z tchto ionfi byla utvdena rozpoustila NaSQs,, NaCl, NaSCN,
NH4SCN a (NH)2SQu. Z hlediska rozéeni ionfi na kosmotropni a chaotropni poté plyne
chovani polymerniheetézce, a tudiz i jejich viskozita.
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Rozpou&tdlo NaSQ; je sloZzeno z obou kosmotropnich ntudiz tyto ionty maji
vysoky stupé hyadratace a zvySuji hydrofobni interakci s polsene (HA). Vietzci tak
negrevladaji interakce s molekulami rozpaidia, ale interakce polymeru samého se
sebou. Polymer (HA) se tak d@bnerozpousti, a viskozita tohoto roztoku je tudkgyssi.

Pti 37 °C bylo nehjorsi ze vSech rozpaiafl.

DalSim rozpou&dlem byl NaSCN. lont Naje kosmotropni a SCNe chaotropni.
Zde existuji jak interakce polymeru (HA) s molekulaozpou&tdla (chaotropni iont), tak
i interakce polymeru samého se sebou (kosmotrapny.iViskozita je nizSi nez wipact
rozpoustdla NaSQs.

Tretim rozpou&dlem byl (NH).SQu. lont NH;* je chaotropni a SO je
kosmotropni. Zde existuji jak wgdchozim pfipact interakce polymeru (HA)
s molekulami rozpou&tla i interakce polymeru samého se sebou. Viskqgeitpodobna
viskozitt v pripadt rozpoustdla NaSCN. Toto rozpou&tio bylo shledano jako nejhorsi
pii 25 °C.

Jako pedposledni rozpouXtlo bylo pouzito NaCl. lont Naje kosmotropni a iont
CI" je chaotropni. Zde jsou jak interakce polymeru Jl4Amého se sebou, tak i interakce
s rozpoustdlem. Tyto oba ionty jsou ale rad nejblize stedu rozdleni, proto
rozpoustdlo NaCl vySlo v pipact meéieni i 25 °C i 37 °C jako nejlepSi ze vSech.
Viskozita je tedy nizSi nez wipad prvnich ti rozpoustdel.

A na za¥r rozpoustdlo NHsSCN. Oba ionty jsou chaotropni. Probihaji zde

pievazmr interakce polymeru (HA) s rozpotidtem nez interakce polymeru (HA) se sebou

s

Obecr porovnani rozpoudhi HA ve vod a v rozpoudtlech z KR iont je jasné.
Viskozita i pouziti rozpoustdel z HR se radikala snizi, a to pravz divodu gitomnosti
jednotlivych ionti, které ovlivauji praw interakce s vodou a polymerem (HA). Takze po
shrnuti je pi 25 °C i i 37 °C nejvhodyjSi rozpoustdio NaCl. Jako nejhorsi rozposdto
bylo shledano ) 25 °C (NHy)2SOy a i 37 °C NaSQs.
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ZAVER

Bakaldska prace se sklada z teroretiakisti zangiené na molekulu HA, dale
pochopeni podstatyda neieni viskozity. Msieni viskozity je popsano v experimentalni
&asti. Hlavni problematikou experimentéadidisti bylo stanoveni LY a Hc. Hx udava, jaké
je rozpoudtdlo viagi molekule HA a L\C udava, jakou viskozitu méa mitisté

rozpoustdlo.

Nejhorsi rozpoustllo je i teplo€ 25 °C (NH;)2SOs a @i teplog 37 °C NaSQu.
Zato nejlepSi bylo shledano NaCti 87 °C i pi 25 °C. Z teoretick&asti plyne, Ze

viskozita opravdu velmi zavisi na teplot

Metodika n&feni viskozity na Ubbelohdeho viskozimetru ipahezi jednodussi.
Mezi dalSi metody sledovani chovani polymernihobkiu HA pati nagiklad mefeni
tekutosti (reologie), gelova pernted chromatografie, rentgenova difrakce a mnoho
jinych. Polymerni klubko HA neni zatim dokonale Iphddno a je fedmétem mnoha
vyzkumi. Jako dalSi metodiku na navazujici vyzkum v ta@cpby bylo mozné pouzit
praw reologicka ndieni dynamické viskozity a neomezovat se pouze sace/ tedkné

roztoky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

MDa
Da
HA
mg

g

kg
°C
pH
cnr
dm?
nm
um
mmn?
m2

I
n
dv
dy

Pa

Megadalton, jednotka molarni hmotnosti.
Dalton, jednotka molarni hmotnosti.
Kyselina hyaluronova.
Miligram, jednotka hmotnosti.
Gram, jednotka hmotnosti.
Kilogram, jednotka hmotnosti.
Stupé Celsia, jednotka teploty.
Stupa kyselosti/zasaditosti.
Centimetr krychlovy, objemova jednotka.
Decimetr krychlovy, objemova jednotka.
Nanomet, jednotka délky.
Mikrometr, jednotka délky.
Milimetr ¢tvereiny, jednotka plochy.
Metr ¢tvereiny, jednotka plochy.
lontova sila.
Dynamické viskozita.
Zmeéna rychlosti.
Zmena ve smru y.
Pascal, jednotka tlaku.
Sekunda, jednotkasu.
Newton, jednotka sil
Zn&enicasu.
Rychlost.

Konstanta viskozimetru.
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mol

Hk
hm.

Ltd.

Kinematicka viskozita.
Koncentrace.

Latkové mnoZstvi.

MikroSiemens, jednotka vodivosti.

Objem.

Limitni viskozitni¢islo.
Hugginsova konstanta.
Hmotnostni.

Limited company.

Hofmeisterovdada
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