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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyva studiem gelace roztoki albuminu a smésnych roztoku
albuminu a vysokomolekulové kyseliny hyaluronové vlivem zahfivani. Studium bylo
realizovano méfenim reologickych vlastnosti roztoku, vzniklych gela i prubéhu gelace.

U proteinovych vzorkti ve vodé byl testovan vliv koncentrace proteinu, vliv iontové sily a
pH roztoku. U smésnych roztokii byl testovan vliv koncentrace a slozeni polymerni slozky.

Se zvysuyjici koncentraci polymerni slozky dochazi k posunu bodu gelace smérem k nizsim
hodnotam teplot, pfi rozdilu koncentrace 2 % (w/v) az o 5°C. Vzniklé gely vykazuji vySsi
hodnoty viskozniho 1 elastického modulu. Obdobné chovani bylo pozorovano i vlivem
iontové sily, jako disledek ovlivnéni elektrostatickych interakci mezi fetézci polymeru a jako
disledek zmény naboje polymeru vlivem snizeni pH pod hodnotu p/ proteinu.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with gelation of albumin solutions and mixed solutions of albumin
and the high molecular weight hyaluronic acid due to heating. Study was carried out by
measuring rheological properties of the solutions, formed gels and gelation process.

For the protein samples in water, the effect of concentration, ionic strength and pH were
tested. For mixed solutions, the effect of concentration and a composition of the polymeric
component were tested.

With increasing concentration of the polymeric component, the gel point is shifted towards
lower temperature values, with the concentration difference of 2 % (w/v) up to 5°C.
The resulting gels exhibit higher values of loss and storage moduli. Similar behavior was
observed also in the samples influenced by the ionic strength as, a result of alternation of the
electrostatic interactions between the charged groups of the polymer chains and as a result of
change of this charge due to the pH reduced below the p/ value of the protein.
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1 UVOD

Albumin a kyselina hyaluronova jsou biodegradabilni, télu vlastni latky, coz je c¢ini
atraktivnimi materialy pro vyvoj biokompatibilnich materiald. Albumin je nejvice
zastoupenym proteinem krevni plazmy, je nezbytny napfiklad pro metabolizmus lipidi a
transport iontt kovu v krvi. Ve své struktufe obsahuje vazebna mista, ke kterym se mohou
vazat nejruznéjsi 1éCiva. Studie distribuce albuminu v nadorovych tkanich demonstrovaly, ze
az Ctvrtina aplikované davky proteinu se akumuluje v nadoru, proto je albumin slibnym
nosi¢em 1é¢iv na cilenou 1écbu rakoviny.

Kyselina hyaluronova byla poprvé izolovana z kravského ocniho sklivce vroce 1934
Karlem Meyerem a jeho asistentem Johnem Palmerem. Nachazi se v téle kazdého obratlovce,
zabezpecuje napriklad udrzbu viskoelasticity pojivovych tkani nebo kontrolu jejich hydratace.
Hyaluronan nachazi mnoho vyuziti v lékafstvi, jako slozka 1€kt v o¢ni chirurgii, pii 1écbé
artritidy nebo v estetické chirurgii. Nejnovejsi studie naznacuji, ze by mohl najit vyuziti pii
cileném transportu 1éCiv do nadorovych tkani, které na povrchu obsahuji receptor CD-44,
ktery specificky vaze hyaluronan ze svého okoli.

Spojeni téchto vlastnosti s fyzikalni strukturou gelu, kterd je dobfe cilené ovlivnitelna
zménami slozeni nebo zménou pH, muze vést ke vzniku biologicky aktivnich materiala
s uplatnénim v medicing.

Cilem této prace je prozkoumat proces gelace roztokd albuminu a nasledné smésnych
roztoki albuminu s hyaluronanem. K optimalizaci méfeni byly pouzity vzorky proteinu
ve vodé. Cilem meéfeni pak bylo pii shodnych podminkach sledovat zmény chovani vzorka
v prubéhu gelace a zmény reologickych vlastnosti vzniklych gela v zavislosti od koncentrace
a slozeni smésnych gela.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Polysacharidy
2.1.1 Kyselina hyaluronova

2.1.1.1 Uvod

V roce 1934, Karl Meyer a jeho kolega John Palmer poprvé izolovali doposud neznamou
latku z kravského ocniho sklivce. Zjistili, ze tato latka obsahovala dvé molekuly cukru,
z kterych jedna byla uronova kyselina. Proto navrhli ndzev hyaluronova kyselina, z feckého
,hyalos“, coz znamena sklo + uronova kyselina. Poprvé byla izolovana ve formé kyseliny, ale
ve fyziologickych podminkach se chova jako sil (hyaluronan sodny).

Hyaluronan (HA) je pfirozené syntetizovan tfidou integralnich proteind (hyaluronan-
syntetazy) a odbouravan skupinou enzymu (hyaluronidazy). Biologické funkce kyseliny
hyaluronové zahrnuji udrzovani viskoelasticity pojivovych tkani, jako synovialni tekutiny
kloubi a ocniho sklivce, kontrolu hydratace tkani a transportu vody, shromazdovani
proteoglykanti v extracelularni matrici, Cetné receptory-zprostredkované role v bunécném
déleni, mitdze, migrace, vzniku tumort, metastaz a zanétd. Jedinecné viskoelastické vlastnosti
kyseliny hyaluronové spolu s biokompatibilitou a neimunogenecitou vedou k vyuziti hned
v nékolika medicinskych aplikacich: nahrazeni kloubové tekutiny pfi artritidé€, vyuziti v ocni
chirurgii, usnadnéni hojeni a regeneraci pooperacnich ran. [1]

2.1.1.2 Struktura a vlastnosti

Hyaluronan je glykosaminoglykan slozeny z opakujicich se disacharidovych jednotek,
kyseliny glukuronové a N-acetylglukosaminu, které jsou spojeny stfidajicimi se beta-1,4
abeta-1,3 glykozidickymi vazbami (viz Obrazek 1). Oba curky jsou odvozeny od glukdzy,
ktera v beta konfiguraci dovoluje vSem vétsim skupindm (hydroxyly, karboxylova skupina
a anomerni uhlik na pfilehlém cukru) zaujimat stericky vyhodnou ekvatorialni pozici, zatim
co malé vodikové atomy zaujimaji stericky méné vyhodou axialni pozici. Tudiz je struktura
disacharidu energeticky velmi stabilni. [1,2]
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Obrazek 1 — struktura disacharidové jednotky kyseliny hyaluronové [23]

Retézce molekuly HA obsahuji dva druhy vazeb. Prvni typ jsou vazby v molekule cukru,
tvarové pomeérné fixované. Mezi témito opakujicimi jednotkami se nachazi glykosidické
vazby pozistavajici z atomu kysliku, ktery vaze dohromady vzdy dvé cukerné jednotky.
Substituenty navazané na tyto vazby se mohou otacet o 360° a vzhledem k velkému mnozstvi



téchto vazeb v molekule dostavame enormné velky pocet moznosti tvaru molekuly. Prvni
experimenty indikujici, ze se molekuly hyaluronanu prednostné formuji jen do urcitych tvara
byli zalozeny na rezistenci hyaluronanu (konkrétné glykolovych skupin) vici oxidaci
jodistanem, ikdyz stejné struktury v podobnych polymerech byli jednoduSe atakovany.
Nuklearni magneticka resonance potvrdila pfitomnost struktury v roztoku, ve které je kazda
jednotka otoCena o 180° vuci sousedicim jednotkam. Dvé otoCeni (celkoveé 360°) piivadi
zpatky ptvodni orientaci, co spolu se slabs§imi nevazebnymi interakcemi (vodikové mustky,
hydrofobni interakce) dava molekule tvar Sroubovice. [3] Axialni vodikové atomy tvofi
nepolarni, relativné hydrofobni ¢ast, zatim co ekvatorialni vedlejsi fetézce tvori vice polarni
hydrofilni ¢ast, tudiz je molekula amfifilni. [1]

Hyaluronan je ve vodé rozpustny pifi neutralnim pH ve formé své soli a v dasledku
disociace vétsiny karboxylovych skupin méa molekula zaporny naboj. [2] Z analyzy distribuce
molekulové hmotnosti muzeme v kyselém prostiedi (pH=1,6) abazickém (pH = 12,6)
pozorovat lehkou degradaci. Reologické vlastnosti nejsou hodnotou pH roztoku vyznamné
ovlivilovany, kromé dvou ptipadu: pii pH = 2.5 je pozorovana gelace roztoku, co se piipisuje
interakcim mezi fetézci v dusledku redukce naboje a piipadné protonace aminoskupin. Pfi
pH vétsim jako 12 dochazi v disledku ¢asteéného rozpadu sit€ vodikovych vazeb k snizeni
pevnosti kostry fetézce polymeru a tim k poklesu viskozity. [4]

Hyaluronan o vysoké molekulové hmotnosti v koncentrovaném roztoku (5 000 000 Da
pii koncentraci vyssi jako 0,1 mg/ml) muze formovat propletené struktury pfipominajici
molekulové sité, k cemu muze dojit, kdyz hydrofobni ¢ast Sroubovice reverzibilné interaguje
s hydrofobni ¢asti jiné molekuly HA nebo s hydrofobni casti t¢ samé molekuly. Takto
vytvorené sit€ vykazuji jiné vlastnosti nez jak by vykazovaly izolované molekuly HA. Takto
vzniklé struktury na kratkotrvajici mechanicky impulz odpovidaji elastickou deformaci.
Na druhou stranu pomaly dlouhotrvajici tok kapaliny pfes sit muze CasteCné separovat
molekuly HA a tim povolit pratok kapaliny, co poukazuje na viskézni vlastnosti. (viz Obrazek
2). [2] Viskozita HA je tudiz zavisla na pasobicim napéti, proto se roztoky HA o vysoké
molekulové hmotnosti oznacuji jako pseudoplastické (viz kapitola 2.5.3.2.1). [1]

Obrazek 2 — model demonstrujici viskozni a elastické chovdani HA [2]



Jako velka molekula je HA nachylny k mechanické degradaci bud’ pisobenim ultrazvuku,
nebo termalni degradaci pti zvysené teploté. Fyziologicky miize byt HA degradovan volnymi
radikaly kysliku nebo hyaluronidazami. Radikalova degradace zpusobuje vyrazny pokles
viskozity atim zhorSuje funkci synovialni tekutiny. Hyaluronidazy u savci jako konecni
produkt degradace HA produkuji zejména tetrasacharidy a hexasacharidy. [5]

2.1.1.3 Vyuziti

Hyaluronan je atraktivnim stavebnim kamenem pro vyvoj novych biokompatibilnich
a biodegradabilnich polymert, ale vyroba téchto materialt je soucasn€ vyloucena, kvili ne
priliS dobrym biomechanickym vlastnostem HA. Za ucfelem vytvoreni mechanicky
a chemicky dostate¢né odolnych materiald bylo vyvinuto mnozstvi chemickych modifikaci
nativniho HA. Konecné derivaty maji fyzikalné-chemické vlastnosti, které se mohou vyrazné
li§it od samotného HA, ale udrzuji si biokompatibilitu a biodegradabilitu a v nékterych
ptipadech také farmakologické vlastnosti HA.

Za ucelem ziskani materidlu kompatibilniho s krvi pro pouziti na povlaky Iékaiskych
zafizeni byli vytvofeny postupy zahrnujici sulfataci hydroxylovych skupin v molekule HA.
Povrchy potazené sulfonovanym HA vykazovaly vyrazné snizeni bunéného zachycovani,
zneCisténi arustu bakterii. Tyto povlaky jsou také odolné vici degradaci pusobenim
chondronitazy a hyaluronidazy. [6]

Hylany (Biomatrix) jsou hydrogely nebo hydrosoly vytvorené zasitovanim HA obsahujici
residudlni  protein s formaldehydem v bazickém roztoku. Rozpustny hylan je
vysokomolekulova forma HA (8 — 23 MDa), ktera vykazuje lep$i reologické vlastnosti jako
samotny HA. Vyuziti hylani je zkoumano v fadé riiznych medicinskych aplikaci, jako 1écba
degenerativnich kloubnich onemocnéni arevmatoidni artritidy, viskosuplementace pfi
osteoartroze (Synvisc®), prevence proti poopera¢nim srustim (Hylagel®) nebo jako nosice
1éCiv zaclenénim terapeutické latky do hylanu. [6]

Pokrok ve vyzkumu HA vyznamné pfispiva k feSeni mnoha problémt v medicing, avsak
mnoho fyziologickych funkci HA ziistava neobjevenych. Ve védecké komunité existuji teorie,
ze se HA ucastni patogeneze metastaz a revmatologickych autoimunnich onemocnéni a
vyzkum bude smeérovat také k terapeutickému vyuziti HA v téchto onemocnénich a také
k vyvoji biomateriald na bazi hyaluronanu. [5]
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2.2 Proteiny
2.2.1 Albumin

2.2.1.1 Uvod

Albumin je s molekulovou hmotnosti 66,5 kDa nejvice zastoupenym proteinem v krevni
plazmé¢. Jako vétSina proteint krevni plazmy, stejné€ tak albumin je syntetizovany v jatrech,
kde se vyrabi v mnozstvi pfiblizné€ 0,7 mg za hodinu (na jeden gram jater). Funkce albuminu
ajeho vazebni vlastnosti jsou hned nékolikanasobné. Plisobi jako solubiliza¢ni Cinidlo pro
vys§i mastné kyseliny a je proto nezbytny pro metabolismus lipidt, vaze bilirubin a velky
pocet terapeutickych 1é¢iv jako peniciliny, sulfonamidy, indolové slouceniny nebo
benzodiazepiny. Vaze Cu®*, Ni**, Ca** a Zn**a zabezpeluje transport t&chto iontd kovi v krvi
a je taky hlavnim proteinem odpovédnym za koloidni osmoticky tlak krve. [7]

2.2.1.2 Struktura a vlastnosti

Albumin obsahuje 585 aminokyselinovych jednotek akvili vysokému poctu kyselych
a bazickych jednotek je vysoce rozpustny ve vodném prostiedi (>20% w/w). VSech 35
molekul cysteinu kromé jedné (Cys34) se podileji na formaci 17 stabilizacnich disulfidickych
mustkd. [8]

Trojrozmérna struktura albuminu (viz Obrazek 3) byla krystalograficky zji§téna v nékolika
laboratotich. Molekula obsahuje piiblizné 67% a-helikalnich struktur, ale jiz zadnou strukturu
B-skladaného listu. Sklada se z tfi homologickych domén (I, II a III), které formuji molekulu
ve tvaru srdce. Kazda doména se sklada ze dvou poddomén (A a B) poskladanych do vzoru
Sroubovice a spojenych flexibilnimi ¢astmi fetézce. [9]

Molekula albuminu obsahuje dvé stabilni vazebna mista s vysokou afinitou k vétSin€ 1éciv
v jejich terapeutickych koncentracich. Vyssi koncentrace téchto ligandi muze k navazani
vyuzivat také ostatni vazebni Casti s niz§i afinitou. Podle Sudlowovy nomenklatury se
objemné heterocyklické anionty (bilirubin, antikoagulacni latky jako warfarin, nesteroidova
v poddoméné IIA) zatim co Sudlowovo misto II (lokalizovano v poddméné IIIA) je
upfednostiiovano aromatickymi karboxylaty (profeny — ibuprofen, fenoprofen, ketoprofen
nebo benzodiazepiny jako diazepam). [10]

Albumin je protein stabilni v rozmezi pH 4-9, rozpustny v 40% ethanolu a mize byt
zahfivan na 60°C po dobu 10 hodin bez skodlivych acinku. [7] Molekuly albuminu netvori
gely, kdyz jsou rozpusténé ve vode v neutralnim pH protoze intermolekularni odpudivé sily
(hlavné elektrostatické) dominuji nad pfitazlivymi interakcemi (Van der Waalsove
a hydrofobni). Roztok musi byt zahtat na teplotu, pii které dochazi ke konformacnim zménam
globularniho proteinu, které vedou ke stfetu reaktivnich ¢asti jako napiiklad Casti
hydrofobnich nebo ¢asti obsahujicich thiolové skupiny. Vlivem vhodnych podminek dochazi
v roztoku ke zvySeni aktivity na povrchu proteinu, co vede k agregaci a formaci gelu. Povaha
interakci mezi molekulami podminuje strukturu sité gelu, ktera nasledné ovliviiuje jeho
fyzikalné-chemické vlastnosti. [12]
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Obrazek 3 - struktura albuminu s barevné odliSenymi doménami: cervena = I, zelenda=II, modra=III,
poddoménami odliSenymi intenzitou barvy: tmava=A, svétla=B a s vyznacenymi vazebnimi misty [11]

2.2.1.3 Vyuziti

Albumin je kvali svym vlastnostem jako je biodegradabilita, netoxicita nebo imunogenicita
idealnim kandidatem na transport 1éciv. Uz v poloviné dvacatého stoleti se objevily prvni
studie, které demonstrovaly fakt, ze nadory jsou schopné zachytdvat proteiny z plazmy
avyuzivat produkty jejich degradace na rychlé rozmnozovani. Studie distribuce albuminu
prokazaly, ze 3 — 25 % aplikované davky proteinu se akumuluje v nadoru, proto je albumin
slibnym prenaseCem 1éCiv na cilenou lé¢bu rakoviny, jater nebo antirevmatickych 1€€iv. [7]

Nanocastice na bazi albuminu piedstavuji atraktivni formu nosice 1é¢iv, jelikoz do matrice
Castice muze byt zaClenéno znatné mnozstvi 1éCiv a to v dusledku pfitomnosti riznych
vazebnych mist v molekule albuminu. Kromé toho albuminové nanocastice mohou byt
pfipraveny pii nenarocnych podminkach koacervaci, fizenou desolvataci nebo tvorbou
emulze. V dusledku definované primarni struktury albuminu, jeho nanocastice poskytuji
rizné moznosti povrchové modifikace vzhledem k pfitomnosti funkcnich skupin
(karboxylovych a aminoskupin) na povrchu nanocastice. Konjugace ligandi na povrch
albuminu je docilend kovalentnim véazanim mezi ligandem a funkénimi skupinami.
V kombinaci albumin-ligand se protein chova jako biodegradabilni nosi¢ 1éku a ligand je
vyuzivan na modifikaci farmakokinetickych parametri komplexu. [10]

Existuje n€kolik zajimavych smérti pro lékarské pouziti albuminu, které nebyly zcela
prozkoumany. Napiiklad jeho pouziti ve fotodynamické terapii', jako transportni protein pro
kovové komplexy, 1éCiva s moznym anti-HIV pisobenim. Dale pak pouziti kationizoveného
albuminu jako nosicCe pro transport 1éCiv hematoencefalickou bariérou, jako genovy vektor.
Vyvoj albuminovych mikrobublin, které uvoliiuji 1éCiva po pasobeni ultrazvuku, a nakonec
také rozvoj podkozné a oralné€ aplikovatelnych derivata albuminu. [7]

' Fotodynamické terapiec — forma terapie, ktera vyuziva nctoxické svétlocitlivé slouéeniny, které selektivné
vystavi zafeni o urcité vinové délce, pusobenim kterého tyto slouceniny uvolni kyslik ve formé, ktera je schopna
cilen¢ napadat a usmrcovat blizké buiky (vyuziti pti 1écbé rakoviny) [24]
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2.3 Polysacharid-proteinové interakce

2.3.1 Uvod

Proteiny a polysacharidy jsou pfirodni polymery se Sirokym pouzitim jako funkéni slozky pro
razné potravinové koloidy nebo emulze. V disledku formace komplext a vzniku nano- nebo
mikrostruktur (agregace, gelace) se meéni reologické vlastnosti téchto latek, coz ma za
nasledek zménu struktury a stability produktu.

Proteiny, jako povrchové aktivni latky, mohou hrat dilezitou Glohu pfi formaci a stabilizaci
emulzi v pfitomnosti polysacharidi, v dusledku pasobeni elektrostatickych nebo
hydrofobnich interakci. Na druhou stranu polysacharidy jako hydrofilni latky zlstavaji ve
vodné fazi, tudiz ovliviiuji reologii vodné faze, podileji se na zahustovani, ovliviiuji proces
gelace, pasobi jako stabilizacni Cinidlo.

2.3.2 Polysacharid-proteinové komplexy

2.3.2.1 Vznik

Tvorba, deformace a rozpustnost polysacharid-proteinovych komplext zavisi na raznych
faktorech, jako je povaha a naboj biopolymerd, pH, iontova sila, teplota a dokonce
i pfitomnost povrchové aktivnich latek. Pokud je pH roztoku nizsi nez izoelektricky bod (pl)
proteinu, bude mit protein kladny néboj abude interagovat se zaporné nabitym
polysacharidem za vzniku elektrostaticky stabilniho komplexu. Obdobné, kdyz se pH roztoku
zvysi nad hodnotu p/ proteinu, naboj proteinu pak bude zaporny a protein bude mit tendenci
tvotit komplexy s kladné nabitym polysacharidem.

Obecné plati, ze nejslabsi komplex vznika pti pH roztoku blizkém p/ proteinu, protoze pii
téchto hodnotach pH se naboj proteinu blizi nulovym hodnotam. AvSak pifi vysokych
hodnotach koncentrace se podobné nabité biopolymery odpuzuji, coz déla systém nestabilnim
adochazi krozdéleni na dvé odlisné faze. Tento jev se nazyva termodynamicka
nekompatibilita. Vyskytuje se pii pH vysSich nez je pl a pii vysSich hodnotach iontové sily.
Tudiz je mozné kontrolovat polysacharid-proteinové interakce zménami pH nebo iontové sily
roztoku. Hnaci silou téchto interakci jsou prave elektrostatické sily, hydrofobni interakce,
vznik vodikovych mustkt, pasobeni Van der Waalsovych interakci.

Ackoli jsou elektrostatické interakce hlavni silou vedouci ke vzniku polysacharid-
proteinovych agregatii, hydrofobni interakce a vodikové mustky jsou sekundarné odpoveédné
za stabilitu téchto agregat. Rozsah téchto interakci je kromé jiného zavisly hlavné na teploté.
Teplota je taky dulezitym faktorem, co se ty¢e konformace proteinu (zapletena, rozpletena
struktura). V roce 2007, Pal (Mitra, Sinha & Pal, 2007) a kolektiv prezentovali, ze lidsky
albumin (BSA) se zvysSujici teplotou rozpléta svoji strukturu a dochazi k reverzibilnimu
preskladani po ochlazeni (do 60°C). Rozpletena struktura proteinu vystavi vice reaktivnich
casti rozpoustédlu, tudiz poskytne polysacharidu vice moznosti navazani (viz Obrazek 4).

Vazani zaporn€ nabitého polysacharidu (pH = pK,) na kladn€ nabity protein (pH < pI)
muze vést ke vzniku rozpustnych i nerozpustnych agregati. PocateCni vazani polysacharidu
(aniontu) na protein (kation) zpusobi neutralizaci naboje, co vede ke vzniku nerozpustného
agregatu. Dalsi vazani polysacharidu na tento neutralni agregat zpusobi vznik zaporného
naboje a tim 1 vznik rozpustného komplexu. Znamé je také ale i vazani zaporn€ nabitého
polysacharidu k zaporné nabitému proteinu, které je fizené interakcemi mezi zapornymi
castmi struktury polysacharidu a malymi kladné nabitymi ¢astmi proteinu (viz Obrazek 4).
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Obrdazek 4 — schéma interakci proteinu a polysacharidu p¥i riiznych hodnotach pH [13]

2.3.2.2 Vlastnosti

Viskozita a prubéh procesu gelace zavisi zejména na molekularni charakteristice biopolymera
(molekulova hmotnost, tvar a flexibilita fet€zcti). Dalsimi faktory jsou koncentrace, interakce
mezi biopolymery a vodou, parametry roztoku jako pH, iontova sila, pfitomnost dal§ich
ligandu.

Reologické vlastnosti polysacharid-proteinovych komplexti vedou k novému chovani,
odlisnému od chovani jednotlivych biopolymerti. Asociace dvou biopolymeri muze vést
k zvyseni celkové viskozity systému jako dusledek vzniku vétSich struktur. Kromé vlastnosti
samotnych biopolymert, maji na reologické vlastnosti systému vliv také vlastnosti roztoku a
koncentrace biopolymera.

Napriklad koacervaty arabské gumy a proteinu méli v disledku globularniho charakteru
polysacharidu viskozni vlastnosti, zatim co komplexy stejného proteinu s linearnim
polysacharidem pektinem mely charakter gelu. Také pH meélo nezanedbatelny vliv na
viskozitu vySe zminénych koacervati. Maximalnich hodnot viskozity bylo dosaZeno pii
pH =4, kdy koncentrace arabské gumy a proteinu v koacervatu byla nejvyssi a také rozsah
elektrostatickych sil byl nejvétsi. To naznacCuje, ze pravé elektrostatické interakce byly
divodem pro vysoce viskozni chovani komplexu. Naproti tomu roztok o stejném slozeni, ale
pH blizkém pl proteinu vykazoval vic elastické chovani.

2.3.2.3 VyuZiti

Cilena manipulace s polysacharid-proteinovymi interakcemi muze oteviit Gplné nové
moznosti v oblasti zdravi a vyzivy. Jelikoz Castice potravy pifechazi v procesu traveni
oblastmi o riznych pH, je navrzeni pH citlivého polysacharid-proteinového komplexu,
vyzvou pro odborniky. AvSak povaha a charakter polysacharid-proteinovych interakci nejsou
stale uspokojivé vysvétleny, proto za ucelem objeveni jejich celkového potencialu je do
budoucna potteba dalsiho systematického vyzkumu. [13]

14



24 Gely

24.1 Uvod

Nékteré koloidni disperze pevnych latek v kapalinach, at’ se jedna o roztoky makromolekul ¢i
lyofobni soly, maji schopnost vytvaret gely - gelatinizovat. Gely jsou systémy tvorené
trojrozmérnou  siti, kterd wvytvafi souvislou strukturu prostupujici celym disperznim
prostiedim. Spojité je tedy nejen disperzni prostiedi, ale 1 disperzni podil a disperzni Castice
nejsou schopné se nezavisle pohybovat disperznim prostiedim. [14]

Hydrogely obsahuji jako disperzni prostfedi vodu, lyogely jinou kapalinu. Xerogel je nazev
pro material, ktery vznikl z gelu odstranénim kapaliny naptiklad odpatfovanim. Xerogely
nejsou tedy gely v tradicném chéapani. VSechny gely obsahuji polymer a kapalinu, které jsou
vice nebo méné kontinualné rozdistribuovany. Polymery jsou zde vétSinou pfitomny v malych
koncentracich, co umoziuje pronikani jinych molekul do struktury, proto jsou taky
preferovanou strukturou v prirodé (naptiklad kolagen a chrupavky). [15]

24.2 Déleni gelu

Gely mohou byt rozdéleny do dvou skupin podle zpasobu vzniku: gely, které vznikaji
chemickou reakci a gely, které vznikaji agregaci v disledku vzniku vodikovych mustkt nebo
iontovych interakci a zaplétanim fetézcti polymeru. Obecné, gely vzniklé formovanim
chemickych vazeb nejsou schopné se znova rozpoustét, proto se nazyvaji také ireverzibilni.
Na druhé strané fyzikalni gely se tvoii reverzibiln€, zménami teploty, slozeni rozpoustédla
nebo pH a proto se nazyvaji reverzibilni gely. Mnohé z gelt polymert vyskytujici se v piirodé
jsou praveé ve forme fyzikalnich geld. [16]

Kovalentné sitované gely (viz Obrazek 5) vznikaji jako xerogely nebo lyogely podle toho,
zda pfi jejich pfipravé bylo pritomno kapalné disperzni prostiedi. Kovalentni
makromolekularni gel pfedstavuje nekonecnou trojrozmérnou sitovitou strukturu, tvofenou
chemickymi vazbami, kterd wvznikd4 nelinearni kondenzacni nebo adi¢ni polymeraci
monomery, nebo z linearnich polymert zesitovanim za pfitomnosti vhodného sitovaciho
Cinidla. Struktura gelli s chemickymi vazbami je velmi pevna. Xerogely, vznikajici jejich
vysuSenim v rozpoustédlech botnaji, ale zpét na roztok by je bylo mozno prevést jediné
odbouranim chemickych vazeb, pficemz by se vSak nezru$ily pouze ty vazby, které vznikly
pfi gelaci. [14, 17]

RN /TN

Obrazek 5 — schéma vzniku struktury kovalentnich gelii; v krouzku vyznaceny vzniklé vazby (spoje) [17]
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Fyzikalné sitované gely vznikaji z roztokti polymert tak, ze se useky makromolekularnich
fetézcu sdruzuji puasobenim fyzikalnich sil do utvard, které plni funkci uzli. Takto vzniklé
spoje jsou zpravidla v jednom nebo i ve tfech rozmérech podstatné vétsi nez kovalentni uzly;
proto je 1épe volit presn€jsi nazev uzlové nebo spojné oblasti. Makromolekuly se vzhledem ke
své délce mohou zaclenit do vice nez jedné uzlové oblasti, takze po délce fetézce se pak
zapojené Casti stiidaji s volnymi useky, které si zachovavaji ohebnost i tepelny pohyb.

Jako fyzikalni uzly mohou nékdy pusobit také zapleteniny (viz Obrazek 6). Ty nejsou
projevem pfitazlivych fyzikalnich sil, ale disledkem toho, Ze si fetézce vlivem svych poloh
navzajem brani v nezavislém pohybu. [17]

Obrazek 6 - zapletenina (a) v klidu, (b) pri deformaci smykem, (c) v permanentni siti [17]

2.4.3 Vliv podminek na prubéh gelace

Ke tvorbé gelu dochazi, pouze kdyz jsou splnény tfi strukturni pozadavky: 1) fetézce
polymerd musi byt dostatecné dlouhé pro vznik stabilnich spoji a komplexi; ii) molekula
musi obsahovat také nepravidelné Casti aby se zabranilo pfipadné krystalizaci, a iii) tyto ¢asti
musi byt flexibilni, aby mohlo dojit k botnani. [15]

Zvyseni teploty, pokud pfi ném v soustavé nedochéazi k nevratnym chemickym zmeénam,
obvykle brani vzniku gelu, nebot’ roste intenzita tepelného pohybu jednotlivych segmentt a v
disledku toho klesa pocet i doba trvani vazeb mezi makromolekulami. Naopak snizeni teploty
zpravidla podporuje tvorbu gelu. [14]

I kdyz ve vétSin€ piipadd vede snizeni teploty k formaci gelu, neplati to vzdy. Neékteré
polymery formuji gely v disledku zahfivani na urcitou teplotu, jako napfiklad metylcelul6za
nebo hydroxymethylceluloza se rozpoustéji v studené vodé pouze za vzniku viskdzniho
roztoku. ZvySovanim teploty dochazi k zvySovani viskozity nebo gelaci téchto roztokt. Tento
fenomén se nazyva termogelace. [18]

Gelaci roztoka vysokomolekularnich latek vzdy napomaha vzrist koncentrace, nebot” tim
roste Cetnost srazek makromolekul nebo jejich Casti a zvétSuje se pocet vazeb, které se
vytvareji v jednotce objemu gelu. Na gelacni schopnost vodnych roztokti amfoternich
vysokomolekularnich elektrolytd (napf. bilkovin) ma vyrazny vliv i pH roztoku. Gelace
probiha nejlépe pti hodnoté pH odpovidajici izoelektrickému bodu. [14]
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2.4.4 Vlastnosti

Zivotnosti (dobou trvani) a pevnosti uzld se jednotlivé gely navzajem velice riizni. Na téchto
vlastnostech uzlt pak zavisi chovani gelt, predevs§im reologické. Silné gely maji pevné spoje,
a proto jsou elastické podobné jako kovalentni gely. Uzly slabych gel jsou malo trvanlivé, a
proto se tyto sit& chovaji elasticky jen pii malych mechanickych napétich. Uginkem vétsich
napéti uzly zanikaji, sit se rozpada a tak mizi 1 elasticka retrak¢ni sila. Takové chovani
nazyvame plastické (viz kapitola 2.5.3.2.3). Nekteré gely s fyzikalnimi spoji maji zietelné
tixotropni vlastnosti (viz kapitola 2.5.3.2.4).

Je-li sou¢in molarni hmotnosti a koncentrace véts§i nez urcita kriticka hodnota, prostoupi sit
zapletenin cely roztok. Systém se vSak chova elasticky jen kratkodobé€; v delSim Case se
fetézce rozpletou, takze se mohou od sebe vzdalit. Elasticka retrakéni sila tak postupné
vymizi, ¢ili nastava relaxace. Pfi dynamické rovnovaze, kdy neustale vznikaji nové a zanikaji
staré zapleteniny, se roztok i malym napétim muze deformovat trvale, i kdyz pomalu, v
zavislosti na charakteristické dobé relaxace. Takové systémy nazyvame pseudogely. Pridame-
li prebytek disperzniho prostedi, prejdou (na rozdil od gelt) v kone¢né fazi na zifedény
roztok. [17]

V momenté gelace jsou v systému nejpocetnéj§i monomery, tudiz kondenzaéni reakce
pokraduji pfipojovanim oligomerd k siti a tim se zvysuje elasticky modul pruznosti. Ridké sit
gelu obsahuje mnoho flexibilnich vétvi, mezi kterymi mize dochazet ke vzniku novych
vazeb. Formace novych vazeb mezi fetézci polymeru zpusobuje kontrakci sité a vytlaCovani
kapaliny v procesu zvaném synereze. [19]

24.5 Vyuziti

Gely a gelace maji velky vyznam v lékafstvi (napf. srazlivost krve je zpisobena zvySenim jeji
viskozity v duasledku gelace), v biologii (organizmy zivoc¢ichi a rostlin jsou tvofeny
predevsim gely) i v mnoha prumyslovych odvétvich. Gelace je proces dilezity napiiklad pfi
vyrobé vlaken, aplikaci lepidel, zpracovani kuzi, ve farmaceutickém pramyslu (pfiprava
gelovych kapsli), ve sklafském a keramickém pramyslu pfi piipravé specializovanych
materiald (vysoce kvalitnich skel a keramiky pro kloubni nahrady). Rovnéz fada pochodua v
potravinafstvi je zaloZena na tvorb¢ geld. [14]

Anorganické gely jsou Siroce studovany pro pouziti v keramice, vcetné poréznich
membran, senzort, tepelnych izolaci, hustych ochrannych folii a pasivnich optickych filma,
aktivnich optickych filmi. Anorganické gely jsou obvykle vyrobeny z molekularnich
prekurzord, jako napfiklad alkoxid kovi nebo vodnich roztoka soli. [19]

Nékolik slozek tvoticich gely je selektivné pouzivano pro generovani potravinovych gela
pijatelnych vlastnosti. Zelatinujici latky, které jsou pouzivané v téchto produktech, jsou &asto
hydrokoloidy odvozené z pfirodnich zdroji z oblasti proteini a polysacharidi, které jsou
v soucasné dobé pouzivany v riznych primyslovych odvétvich na vykonavani fady funkci
jako zahuStovani a zelatinaci vodnich disperzi, stabilizaci pény, emulzi a disperzi, inhibuji
nebo snizuji synerzi. [10]
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2.5 Reologie

2.5.1 Uvod a historie

Reologie je védni obor zabyvajici se deformacemi a tokem latek. Je to odvétvi fyziky a
fyzikalni chemie jelikoz vétSina proménnych, které zde vystupuji, pochazi z mechaniky: sily,
rychlosti, odchylky. Termin reologie pochazi z feckého ,,rein“ (téct) a ,,logos™ (véda), tudiz
doslovny preklad tohoto spojeni je ,,véda o toku®. Avsak reologické experimenty neposkytuji
pouze informace o toku kapalin, ale také informace o deformacich pevnych latek.

Reologie nebyla klasifikovana jako samostatna véda az do zacatku dvacatého stoleti, aviak
védci se uz dlouho pied tim zajimali o chovani kapalin a pevnych latek. Jiz Galileo Galilei
formuloval hypotézy o elasticité téles pozorovanim ohybajiciho dieva, také hypotézy
o pohybu téles, snazil se definovat rychlost a zrychleni. Po ném dale teorie rozvijeli Pascal,
Hooke, Newton, po nich Young, Navier, Stokes a mnozi dal§i. Termin reologie se
do povédomi dostava na zacatku 20. stoleti, kdy ho v roce 1901 poprvé pouzil Forel. Pozdéji
v roce 1929 Bingham zalozil prvni , Reologické spoleCenstvi“ (Society of rheology, SOR)
avroce 1931 Marcus Reiner prezentoval prvni ucelenou klasifikaci moznych reologickych
vlastnosti, podle které rozd¢lil latky do Sesti skupin. [21]

2.5.2 Zakladni definice

Reologie popisuje deformace latek (téles) vlivem pusobeni napéti. Latky v tomto kontextu
mohou byt pevné, kapalné i plynné. Idealni pevné latky se deformuji elasticky. Energie
potiebna na deformaci je uplné obnovena po skonCeni pusobeni napéti. Idealni tekutiny se
deformuji nevratné — teCou. Energie potfebna k deformaci je rozptylena v tekutiné v podobé
tepla. [22]

K popisu zakladnich reologickych parametri se pouziva model s posuvnymi deskami
(viz Obrazek 7 A), kdy spodni deska je staticka (rychlost v =0). Horni deska o plose A je
uvedena do pohybu o rychlosti v, smykovou silou F. Mezi deskami je vzdalenost &, kde je
v prostoru nadavkovan meétreny vzorek. Pii méfeni se predpoklada adheze vzorku k obéma
deskam a také laminarni tok (mize byt ilustrovan ve formé toku rovnobéznych vrstev — viz
Obrazek 7 B). [21]

Smykové napéti 7 je definovano jako sila ptusobici na jednotku plochy potiebna na udrzeni
konstantni rychlosti pohybu:

F -1 =2
T=—l|kg-m -s|. 1
ng | (M
Odpovédi pevnych latek na smykové napéti je deformace (viz Obrazek 7 C). Je to pomeér
zmény délky nebo objemu k pavodni délce nebo objemu:

h b
kde dL = deformace v dusledku pisobeni smykové rychlosti a 4 = vyska télesa.
Smykova rychlost 7 je gradient rychlosti mezi deskami, kde dochéazi k laminarnimu toku

kapaliny. Je definovana jako pomér rychlosti v a vzdalenosti desek A: [21,22]
. V[ 4
=—1Is | 3
r=4 [ ] 3)
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Obrazek 7 - schéma modelu s posuvnymi deskami (4), lamindrniho toku (B) [21] a deformace tuhého
télesa (C) [22]

Pro idealn¢ viskézni kapaliny méfeny za konstantni teploty je pomér smykového napéti
a smykové rychlosti materidlovou konstantou, definici dynamické viskozity n, a tento vztah se
nazyva Newtontv zakon:

T
=— P . . 4
n JaS] 4)

Obdobné pro idealné elastické télesa je definovan vztah mezi smykovym napétim a jim
zpusobenou deformaci tzv. Hookovym zakonem, ktery definuje modul pruznosti v tahu Gg
vztahem:

T
G, = Z[pd].
ﬂa] (5)

Mnoho reologickych testovani prokazalo, ze pfi hodnotach n 210 kPa‘s, jiz nemozno
zanedbavat elasticitu vzorku. Tyto vzorky tudiz nemohou byt povazovany za cisté viskozni,
ale viskoelastické.

Hodnoty modulu pruznosti v tahu (Gg) pro ideadlné elasticka télesa, stejn¢ tak hodnoty
viskozity (n) pro idealné viskozni kapaliny, jsou nezavislé na stupni a délce pusobeni

smykového zatizeni. [21]
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2.5.3 Reologické déléni latek

2.5.3.1 Newtonské kapaliny

Newton predpokladal, ze grafickym vyjadienim jeho rovnice pro idealni kapaliny bude
ptimka s pocatkem na zacatku tokové kiivky a bude stoupat pod thlem a (viz Obrazek 8 —
kiivky 1). Kterykoliv bod na této pfimce pak definuje dvojici hodnot smykového napéti 7 a
smykové rychlosti . Pomér téchto dvou hodnot pak udava hodnotu viskozity n. Tato
hodnota muze byt také definovana jako tangens uhlu a. Protoze tokova kiivka newtonské
kapaliny je pfimka, pomér vSech dvojic 7 a y lezicich na této pfimce je konstantni, coz
znamena, ze n neni ovlivnéna hodnotou smykové rychlosti. VSechny kapaliny, pro které je
toto tvrzeni pravdivé se nazyvaji newtonské kapaliny.

2.5.3.2 Nenewtonské kapaliny
Vsechny ostatni kapaliny, které nevykazuji tyto idealni tokové vlastnosti, se nazyvaji
nenewtonské kapaliny.

Tokova kiivka Yiskozitni kiivka

4 A

1) Newtonska 2 Pseudoplasticka kapalina

3) Dilatantni kapalina Nenewtonska kapalina
4, Pseudoplasticka kapalina
s mezi toku = plasticka

Obrdazek 8 — tokové a viskozitni kiivky pro riizné druhy kapalin [29]

2.5.3.2.1 Pseudoplastické kapaliny

Mnoho kapalnych produktt, které se navenek jevi homogenni, jsou ve skuteCnosti slozené
z nékolika slozek: ¢astic nepravidelného tvaru, kapicek jedné kapaliny dispergovanych v jiné
kapaliné nebo dlouhych fetézcti molekul (roztoky polymert). V klidu si tyto kapaliny budou
udrzovat nepravidelnou vnitini strukturu a v souvislosti stim budou charakterizovany
vnitinim odporem vuci toku, tj. vysokou viskozitou. Pisobenim vyssi smykové rychlosti se
Castice orientuji ve sméru toku tak, aby byl jejich prachod vedle sebe jednodusi a kapalina
tekla rychleji. Tekutiny, kterych viskozita klesa se zvySujici smykovou rychlosti, se nazyvaji
pseudoplastické (viz Obrazek 8 — kiivky 2).
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Pro vétsinu kapalnych latek je tento efekt reverzibilni, po néjakém cCase kapaliny znova
nabyvaji jejich ptvodni vysoké hodnoty viskozity, kdyz dochazi ke snizovani smykové
rychlosti nebo jejimu uplnému vymizeni. Retézce molekul se znovu formuji do pavodniho
nahodného stavu bez jakékoliv orientace, deformované kapky znovu nabyvaji tvar koule a
agregaty se rozpadaji v dusledku Brownova pohybu.

Pfi nizkych a vysokych hodnotach smykové rychlosti, nazyvané prvni a druha newtonska
oblast, je 1 viskozita nenewtonskych kapalin nezavisla na smykové rychlosti (viz Obrazek 9).
Pti pisobeni velmi malych smykovych rychlosti se pseudoplastické kapaliny chovaji podobné
jako newtonské kapaliny. Maji definovanou hodnotu viskozity 7, nezavislou na smykové

rychlosti, ktera se Casto nazyva jako limitni (dolni) viskozita. ZvySovanim smykové rychlosti
dochazi k vyraznému poklesu viskozity v dusledku snizeni vlivu Brownova pohybu a
orientovani astic v smeéru toku. Po dosazeni vysokych hodnot y, se viskozita asymptoticky

blizi ke konecné konstantni hodnot€ limitni (horni) viskozity 7_ . Dalsi zvySovani smykové
rychlosti jiz nebude vést k poklesu viskozity, jelikoz bylo dosazeno optimalni orientace ¢astic.

Tokova kiivka Viskoztni krivka
Q2

;E ! =

: :

~Q M

[ v

Q .

v, >

: 2

%] -

S
smykova rychlost )/ Log smykova rychlost Y

Obrazek 9 - tokova aviskozitmi krivka pseudoplastické kapaliny s vyznacnymi oblastmi poklesu
viskozity (Il) a s newtoskymi oblastmi konstantni viskozity (I a 11l) [22]

2.5.3.2.2 Dilatantni kapaliny
Dal§im typem latek, které jsou charakterizovany zavislosti viskozity na smykové rychlosti,
jsou latky (nebo kapaliny) dilatantni (viz Obrazek 8 kiivky 3). Tyto latky se zvySujici
smykovou rychlosti zvySuji také svou viskozitu.

Toto chovani je u kapalin spi§ vyjimecné, vyskytuje se u nékterych vysoce
koncentrovanych suspenzi. Jelikoz je toto chovani ¢asto komplikaci ve vyrobnich procesech,
Casto se tyto procesy upravuyji tak, aby byl dilatantni tok kapalin redukovan.

2.5.3.2.3 Plastické kapaliny

Pojem plastické kapaliny (viz Obrazek 8 — kfivky 4) popisuje takové kapaliny, které maji mez
toku (7,). Mizou byt fazeny mezi pevné latky a souCasné mezi kapaliny. Jsou to vétSinou
disperze, ve kterych v klidu dochéazi k vzniku inter/intramolekularnich interakci. Tyto sily
omezuji poziéni zmény Castic a maji za nasledek strukturni zmény, kterych vysledkem je
pevny charakter latky a teoreticky nekoneéné velka viskozita. Pokud jsou vnéjsi pasobici sily
mensi jako vnitini sily, které tvorti sit, deformace latky bude elasticka. Kdyz vné}si sily budou

21



silngj§i jako wnitfni, pfekonaji hrani¢éni smykové napéti, které se nazyva mez toku.
Po prekroceni této hranice se latka jevici se jao pevnd zméni na tekouci kapalinu. Prikladem
takovychto kapalin jsou napfiklad olejové barvy nebo zubni pasta.

2.5.3.2.4 Tixotropie a reopexie
Tixotropie a reopexie jsou terminy popisujici opacné chovani toku kapalin, které kromée
pusobici smykové rychlosti zavisi také na Case.

Tixotropie je charakteristicAc pro mnohé disperze, které nevykazuji pseudoplastické
vlastnosti pouze v dusledku orientace Ccastic, ale také v dasledku cCasové zavislych
molekulovych interakci. Vétsinou jsou to slabé vodikové mustky nebo elektrostatické sily,
které vedou ke vzniku trojrozmérné struktury, ktera se Casto nazyva gel. Tyto vazby jsou
snadno narusitelné, dochazi k rozpadu sité a poklesu viskozity, az kym nedosahne nejnizsich
moznych hodnot. Tato hodnota viskozity pak popisuje stav solu disperze.

Tixotropické kapaliny jsou charakteristické svym potencialem na obnoveni své gelové
struktury, kdyz je kapalina ponechana v klidu po dostatecné dlouhy Casovy interval. Zména
gelu na sol a solu zpatky na gel je tak reprodukovatelna.

Kftivka zavislosti viskozity na ¢ase (viz Obrazek 10) pak ma dvé charakteristické oblasti:
gel se rychle méni na sol pisobenim konstantni smykové rychlosti. V druhé casti se pak sol
meéni zpatky na gel. Rychlost této transformace je pak zavisla na povaze tixotropni kapaliny
nebo teploté a muze trvat od nékolika minut do nékolika dni az mésica.

Viskozta

/ I i

l ’
cas

Obrazek 10 - graf zavislosti viskozity na case pro promény tixotropni kapaliny [22]

Reopektické kapaliny jsou naopak charakteristické zvySovanim viskozity pusobenim
smykové rychlosti a naslednym nabyvanim puvodné (nizké) viskozity, kdyz jsou ponechané
v klidu. Zatim co tixotropie je béznym chovanim u mnohych kapalin, reopexie je velice
vzacna. Tixotropie latek je hodné vyuzivana v prumyslu napfiklad pfi barvach, slozkach
potravin, kosmetice nebo farmaceutickych produktech. [22]

2.5.4 Reologie viskoelastickych litek a gela

Viskoelastické latky vzdy vykazuji viskozni 1 elastické vlastnosti soucasné. Viskozni ¢ast se
chova podle Newtonova zakona, elasticka Cast podle Hookova zakona. Viskoelastické
materialy vykazuji vice ¢i méné€ Casové opozdeénou reakci na aplikované napéti nebo
deformaci, stejné¢ tak jako na jejich odstranéni. Na zkoumani vlastnosti riznych
viskoelastickych latek od kapalin s nizkou viskozitou, roztoka polymerd, disperzi, gelt az po
témer tuha télesa, se pouzivaji zejména oscilacni testy.
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Meéteni viskoelastickych latek provadime fizenym nastavenim smykové deformace jako
funkce sinus: y(t): v, -sinot (nebo pak analogicky nastavenim smykového napéti). Jako
vysledek pak ziskame kiivku smykového napéti (nebo deformace) jako fazoveé posunutou
funkci sinus: r(t):rA -sin(cot+5), s thlem fazového posunu 6 [°], ktery se taky nazyva
ztratovy uhel a jeho hodnoty se pohybuji mezi 0° a 90°.

o

G’ Re

Obrazek 11 — vektorovy diagram [21]

Tzv. elasticky modul G’[Pa] je mirou deformacéni energie ulozené ve vzorku v prabéhu
namahani. Po odstranéni zatizeni, je tato energie k dispozici, ted’ v tloze hnaci sily prosecu
reformace, ktery Castecné nebo uplné vykompenzuje zpusobenou deformaci. Ztratovy
(viskézni) modul G’ [Pa] je mirou deformacni energie spotiebované vzorkem v prubéhu
namahani. Materialy vykazujici toto chovani se deformuji nevratné a po ukonceni namahani
se jejich tvar definitivné zmeéni v dusledkt pasobicich sil.

Jak jiz bylo zminéno, viskoelastické materidly vykazuji oba typy chovani soucasn¢é. To
muize byt znazornéno vektorovym diagramem (viz Obrazek 11) s G’.na ose x, a G’’ na ose y,
kde délka vektorti odpovida velikosti jednotlivych modulti. Komplexni modul G je pak urGen
vektorovym souctem jednotlivych moduld, tudiz je celkovou charakteristikou chovani
viskoelastické latky (obsahuje viskozni 1 elastickou slozku). Aplikaci Pytagorovy véty ho pak

muzeme definovat jako:
_ ’(GI)Z +(GII)2 (6)

[

a ztratovy uhel je pak definovan jako:

"

G
tano = .
s =2 ()

Tento typ testi je vyuzivan napiiklad na meéfeni Casovych zavislosti chovani vzorku
vykazujicich vznik sitovani v pribéhu méfeni (viz Obrazek 12). Testy jsou provadény za
konstantniho napéti z linearni oblasti viskoelasicity vzorku.
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Obrazek 12 — casovd zavislost G'a G v prithéhu sitovdni vzorku [21]

Casovy bod tcg je tzv. podatek gelace. V tomto bod& hodnoty G’ a G** zag&inaji stoupat az
dokud se asymptoticky nepfiblizi konstantni hodnoté. Pfed samotnou formaci gelu plati
G’ <G”’, vzorek vykazuje spiSe viskozni chovani, nachazi se tedy ve stadiu solu.
Od okamziku, kdy jsou hodnoty elastického modulu vyssi jako hodnoty viskdézniho modulu se
vzorek nachazi v stadiu gelu. Casovy bod tsg, lezici na praseciku kiivek G” a G, indikuje
bod prfechodu mezi solem a gelem, také nazyvany bodem gelace. V tomto bode plati, ze
G’ =G, tudiz tand = 1.

Shrnuti jednotlivych charakteristik modulll a ztratového thlu pro jednotliva stadia vzorku
viz Tabulka 1 [21].

Tabulka 1 - prehled charakteristickych hodnot pro jednotlivé typy materialii [21]

idealné viskozni | viskoelastické viskoelasticky , | idealné elasticka
. bod gelace gel nebo pevna
tok kapaliny . deformace
latka
0=90° 90° > 0 > 45° 0 =45° 45°> 9 > 0° 0=0°
tano oo tand > 1 tand = 1 tano < 1 tano > 0
G’%O G7<G77 G7:G77 G7>G77 G”%oo

2.5.5 Meérici systémy

Meéifici technologie pouzivana na ziskani reologickych dat se nazyva reometrie. Duraz se zde
klade na méfici systémy, piistroje, testy a jejich analyzu. Oboji, jak kapaliny, tak i pevné
latky, mohou byt méfeny pouzitim rotacnich a oscilacnich reometrt. [21]

2.5.5.1 Systém deska-deska

Meéfici systém deska-deska (paralel plates, PP) se sklada ze dvou desek s rovaym povrchem
(viz Obrazek 13). Horni deska fungujici jako rotor je obyCejné vrchni ¢asti méfici geometrie a
spodni deska je stacionarni, pfipevnéna k reometru. Rozmér vrchni desky je definovan jejim
prumérem R. Pro vzdalenost & mezi deskami plati 7 <<R. [22]
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R = polomér desky
h = vzdalenost desek

- R -
testovany vzorek

< ' '

Obrazek 13 — schéma mérici geometrie deska-deska [22]

Vyhodami tyto méfici geometrie jsou moznost méfeni vzorka obsahujicich relativné velké
Castice nebo prostorové struktury (gely, pasty, elastomery), pfi nastaveni vétsi mezery
vyzaduji viskézni a viskoelastické vzorky méné Casu na pfipravu samotného meéteni (dochazi
k niz§imu napéti pfi nadavkovani vzorku tudiz Cas relaxace mize byt kratsi), Cisténi je velmi
rychlé a jednoduché.

Nevyhodou je nekonstantni napéti, jelikoz smykova rychlost se méni od nuly ve stfedu, po
vys$si hodnoty pii okraji, avSak tento fakt maze byt zanedban u oscilacnich testi pii nizkych
hodnotach deformace, ktera lezi v linearni oblasti viskozity vzorku. [21]

25



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie
— Albumin, Cistota > 98%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
— Kyselina hyaluronova, 1500-1750 kg-mol'l, Tech. grade, ContiproPharma, a.s.
— Chlorid sodny p.a., Lach-Ner, s.r.o.
— Kyselina citronova monohydrat p.a., Penta
— Hydrogenfosforecnan disodny dihydrat p.a., Penta
—  Mili-Q voda (MQ)

3.2 Pouzité metody

3.2.1 Priprava roztoku

Pii pfipravé roztokt albuminu (BSA) ve vodé se postupovalo nasledovnym zpisobem.
Predem vypocitana navazka albuminu se navazila na analytickych vahach s pfesnosti na Ctyfi
desetinnd mista. Roztok byl nésledné pfipraven stfidavym pfidavanim vody a pevného BSA
za souCasného michani na magnetické michacce. Navazka BSA byla rozpusténa v men§im
mnozstvi vody nez byl pozadovany objem. Vazenka byla znova zvazena na analytickych
vahach a z rozdilu hmotnosti byla urCena skutecnd hmotnost rozpusténého BSA. Podle této
hmotnosti byl propocitan potiebny objem vody s ptesnosti na mikrolitry a pozadovany objem
byl pfidan k roztoku. Nadoba s roztokem byla uzaviena a obalena vrstvou parafilmu aby se
zabranilo pfistupu vzdusni vlhkosti k roztoku. Vzorek se ponechal po dobu alespori 24 hodin
michat na magnetické michacce pfi laboratorni teploté, aby bylo dosazeno homogenniho
roztoku. Pro dosazeni maximalni homogenity, byl roztok po michani je§té umistén na dobu
alespori 30 minut do ultrazvuku. Stejnym zplisobem pak byly pfipraveny i vzorky albuminu
v roztoku NaCl o koncentraci 0,15 mol-dm™ a v pufru o stejné koncentraci NaCl a pH 4.

Roztok NaCl byl piipraven navazenim ptresného mnozstvi NaCl na analytickych vahéach a
jeho kvantitativnim pfevedenim do odmémé bailky a doplnénim vody na pfisluSny objem.
Pufr o pH 4 byl pfipraven nasledujicim zpisobem. Byly piipravené zasobni roztoky kyseliny
citronové a hydrogenfosforeénanu disodného s koncentraci NaCl 0,15 mol-dm™ a to vyse
popsanym postupem piipravy roztoku NaCl. Pufr byl pak pfipraven postupnym piidavanim
roztoku hydrogenfosfore¢nanu o koncentraci 0,1 M do 15 ml roztoku kyseliny citronové
o koncentraci 0,05 M. Po kazdém pfidani se roztok nechal michat na magnetické michacce
asponl minutu a pak bylo na pH-metru zméteno jeho pH. Po dosazeni pozadované hodnoty pH
se ponechal roztok michat po dobu 10 minut a bylo pH zméfeno pro kontrolu jesté jednou.
Roztok byl pak uzavien, obalen vrstvou parafilmu a uchovavan v chladu az do jeho dalsiho
pouziti.

Smésné roztoky albuminu a hyaluronanu (HA) byli pfipravené ve dvou krocich. V prvnim
kroku byl pfipraven roztok BSA o pozadované koncentraci ve vetSim mnozstvi. Postup
pfipravy byl shodny svySe popsanym postupem. Ve druhém kroku bylo v roztoku BSA
rozpusténo potfebné mnozstvi hyaluronanu. Jelikoz je HA hygroskopicky, tomuto kroku
predchazelo suSeni praskového HA pii teploté 90°C po dobu 20 minut. Na analytickych
vahach pak bylo navéazeno potfebné mnozstvi vysuSeného HA a rozpusténo jiz popsanym
zpusobem, jako BSA ve vodé€. Roztok se znova nechal michat na magnetické michacce po
dobu 24 hodin, aby bylo dosazeno homogenity vzorku. Na rozdil od roztoku albuminu ve
vode¢ jiz nebyl umistovan do ultrazvuku, vzhledem k nachylnosti HA degradovat v dasledku
pusobeni ultrazvuku.
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Vsechny pripravované roztoky polymert méli koncentraci v jednotkach g'ml™. Roztoky
albuminu ve vodé byli pfipravené s koncentraci 12, 13 a 15 % (w/v) (koncentrace dale
uvadéna jen v %). Roztok o koncentraci 15 % byl pfipraven nejen ve vodé, ale 1 v roztoku
NaCl o koncentraci 0,15 M a v pufru o pH 4 a stejné koncentraci NaCl. Smésné roztoky
proteinu a polysacharidu se pfipravily ve dvou typech koncentracnich fad. Prvni koncentracni
fada zahrnuje roztoky se stejnym pomérem HA a BSA (1:12), ale s rtznou celkovou
koncentraci polymeru v roztoku (12, 13 a 15 %). Druhé koncentracni fada zahrnuje roztoky o
stejné celkové koncentraci polymeru (13 %), ale o rizném poméru obsazeného mnozstvi HA
aBSA (1:6, 1:12, 1:18, 1:24) pro lepsi sledovani vlivu polysacharidu na gelaci.

Samotné gely byly pfipraveny odebranim vzorku a jeho umisténim ve vodni lazni
do susarny vyhraté na 80°C, kde byly ponechany po dobu alespori 24 hodin. Po vytazeni ze
suSarny se pred jakymkoli dal§im meéfenim nechaly volné vytemperovat na laboratorni
teplotu.

3.2.2 Reologicka méreni

Vsechna méfeni byla realizovana pouzitim reometru AR-G2, od firmy TA Instruments.
Na nasledné vyhodnoceni ziskanych dat byl pouzit program TA Data Analysis od stejné
firmy. Na vSechna meéfeni byla pouzita méfici geometrie deska-deska (viz kapitola 2.5.5.1)
o pruméru 25 mm.

Pred samotnym méfenim byla provedena kalibrace méfici geometrie. Méfeni prubehu
gelace probiha pii nekonstantni teplote, tudiz dochazi k zahtivani (chlazeni) ¢asti reometru, co
ma za nasledek zménu méfici mezery (pro materidl pouzité geometrie je vyrobcem
specifikova roztaznost 0,5 um/°C). Pfi automatickém nastaveni mezery dochéazi ke
kompenzaci téchto zmén tak, ze pfi expanzi nebo kontrakci materidlu se automaticky upravi
pozice geometrie, aby byla zachovana konstantni méfici mezera. Pro dosazeni jesté
presnéjSich hodnot je mozno provést kalibraci méficiho systému pro konkrétni rozsah teplot.
Kalibrace teplotni roztaznosti byla provedena jednou pro pouzitou geometrii jeSté pred
prvnim méfenim a to pro rozsah teplot 20 - 90°C. Po kazdém zapnuti pfistojé pak bylo
provedeno rotacni mapovani a nastaveni nulové polohy geometrie.

Meéteny vzorek byl nadavkovan do stfedu statické desky. Méné viskdzni vzorky BSA ve
vode byli davkované pipetou, vice viskozni vzorky smésnych roztokt a gely byly davkovany
1zickou. Rotujici deska pak byla snizend do meéfici polohy 250 pum (pro méfeni vice
elastickych gelti albuminu v roztoku NaCl a v pufru byla mezera 1000 um). Prebytek vzorku
byl ocistén a kolem métfeného vzorku byla nanesena vrstva silikonového oleje, aby se
zabranilo vysychani vzorku v pribéhu méfeni. Kazdé meéfeni pak zacinalo relaxaci a
temperaci vzorku pfi teplot€¢ 25°C po dobu 5 minut. VSechna dale zminovana méfeni byla
provadéna alesponi dvakrat, vzdy snové nadavkovanym vzorkem, aby se zajistila
reprodukovatelnost méfeni. Mezi kazdym méfenim byly ob& Casti méfici geometrie oCisténé
destilovanou vodou a ethanolem.

U vsech roztokd byl jako prvni test zméfen tzv. strain sweep test, co je zavislost modult na
deformaci (od 0,01 do 100%), pfi konstantni oscilacni frekvenci 1 Hz (viz Obrazek 14).
Meéfieni bylo provadéno pii konstantni teploté¢ 25°C. Z linearni oblasti zavislosti pak byla
vybrana hodnota deformace, ktera byla pouzita pro dal§i méfeni. V naSem piipadé byla tato
hodnota stanovena na 2% u vSech vzorka kromé 12% roztoku albuminu, u kterého ¢inila tato
hodnota 4%. Stejny test byl pak pro porovnani zméfen aj u vzniklych gelt.
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Dalsim testem méfenym u vSech roztokua i u vSech gela je tzv. frequency sweep step, coz je
meéfeni zavislosti modulG na thlové rychlosti oscilace, pfi konstantni hodnoté deformace
uréené ze strain sweep testu. Test byl provadén pro v§echny vzorky pro rozsah hodnot uhlové
rychlosti od 0,1 do 100 rad-s™ pii konstantni teploté 25°C.
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Obrazek 14 - strain sweep test pro 13% roztok BSA ve vodé

Meéfeni prubéhu gelace bylo provadéno prostiednictvim nékolika testti. Rotacni i oscilacni
testy teplotnich zavislosti probihali podobnym zptisobem. Oscilacni rampy, jak teplotni, tak i
Casové, probihaly pii konstantni frekvenci 1 Hz a pii konstantni hodnoté deformace 2% (nebo
4% pro 12% roztok BSA ve vodé), rotacni testy probihaly pii konstantni hodnoté smykové
rychlosti 0,5 s™. Oba typy testll byli rozdélené do tii asti: v prvni &asti dochazelo k ohievu
vzorku z 25°C na 80°C rychlosti 2°C za minutu. Pak nasledovala izoterma pfi teploté 80°C
po dobu 20 minut (pro 12% vzorek 40 minut). Posledni ¢asti mefeni bylo zpétné snizovani
teploty z 80°C na 25°C a to rychlosti 1°C za minutu, aby se zabranilo nedostateCnému
chlazeni vzorku v celém jeho objemu.

Oscilacni Casové zavislosti probihaly pfi stejnych konstantnich hodnotach frekvence a
deformace jako teplotni zavislosti. Vzorek byl po nadavkovani 5 minut temperovan pii 25°C
jako u vSech ostatnich testt, pak byl skokové zahtat na teplotu 50°C, ponechan temperovat po
dobu dvou minut a méfen pii konstantni teploté po dobu 45 minut. Stejnym zpisobem byl
poté zahtat na 70 a 80°C. Pouzité teploty pro meéfeni Casovych zavislosti byly vysledkem
meéfteni teplotnich zavislosti, kde byly tyto hodnoty zvoleny na zakladé pozorovanych zmén
chovani roztoku pii dané teploté. Cilem bylo zjisténi realné reakce vzorku na danou teplotu,
jelikoz teplotni zavislosti poskytuji pouze pohled na prubéh gelace v disledku zmeény teploty,
nikoliv redlnou odezvu na zménu teploty v Case.

3.2.3 Termogravimetrie a elektronova mikroskopie

Jako dopliiujici méfeni byla provdena termogravimetricka analyza gelt vzniklych z 15%
vzorku BSA ve vodé, v roztoku NaCl o koncentraci 0,15 M a ze smésného vzorku HA+BSA
vpoméru 1:12. Cilem bylo zjisténi obsahu vody ve vzorku a hodnoty teploty, pii které
dochézi k nejvyraznéjsSimu ubytku vody ze vzorku. Pro vSechny vzorky byla tato teplota
ur¢ena jako 65°C. Pii této teploté byly nasledné vzorky suSeny v susarné po dobu jedné
hodiny, aby bylo mozné jejich mikroskopické pozorovani.
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3.2.4 Zpracovani a vyhodnoceni

Vsechna naméfena data byla graficky zpracovana v programu TA Data Analysis od firmy TA
Instruments. U rotanich testd byla vynesena do grafu zavislost viskozity na teploté.
U oscila¢nich test byla do grafu vynesena zavislost modulti, pfipadné ztratového uthlu, na
piislusné veli¢iné. Sledovana pak byla zména téchto vlastnosti v pribéhu gelace, vyhodnoceni
polohy bodu gelace (8 = 45°), porovnani vlastnosti roztoku a gelti. Porovnanim jednotlivych
vzorku pak byl sledovan vliv koncentrace, iontové sily, pH a slozeni polymerni slozky.

4 VYSLEDKY A DISKUZE

V nasledujicich grafech jsou zpracovany vysledky ziskané vyse popsanymi reologickymi
méfenimi roztoku, gelt a prub&hti gelace pro vzorky BSA ve vodé, v roztoku NaCl, v pufru a
smésnych roztokit BSA a HA.

4.1 Optimalizace méreni

Nekolik prvnich méfeni mélo za cil optimalizaci podminek vhodnych ke sledovani procesu
gelace tak, aby vSechna dalsi méfeni mohla probihat za stejnych vnéjSich podminek a tudiz
mohl byt sledovan vliv vnitfnich zmén roztoku (vliv koncentrace, vliv iontové sily, zména
struktury vlivem teploty).

Prvni série méfeni probihala na vzorcich 12% a 15% BSA ve vodé za Gcelem zjisténi horni
hranice teploty také, aby dochazelo ke gelaci vzorku, bod gelace byl co nejlépe stanovitelny i
u nizSich hodnot koncentrace, ale aby nedochazelo k odpafovani rozpoustédla a tim
k zakoncentrovani vzorku. U obou vzorkt byly zméfeny teplotni rampy od 25°C do 65, 70 a
80°C. Roztok BSA o koncentraci 15% tvoril gely jiz od 65°C, ale se zvySujici teplotou se
stejné zvySovaly i hodnoty viskozity vznikajiciho gelu (viz Obrazek 15) a pfi teploté 80°C byl
gel o dva fady viskoznéjsi jako pii 65°C. Roztok o koncentraci 12% tvoril gely pouze
pii teploté 80°C, tudiz byla tato teplota dale pouzivana pro v§echna méfeni a ptipravu geld.
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Obrazek 15 — graf zavislosti smykové viskozity na teploté pro 15% roztok BSA

29



DalSi série méfeni probihala u 15% roztoku BSA ve vodé a byl sledovan vliv rychlosti
ohfevu vzorku pro tfi rizné rychlosti, konkrétne¢ 5, 2 a 0,5°C za minutu. Z vysledkd bylo
jasné, ze rychlosti 0,5 a 2°C za minutu jsou ob€ vyhovujici a prubéh gelace je podobny.
Rychlost 5°C za minutu byla moc vysoka, vzorek se nestihal temperovat, proces gelace nebyl
zieymy, probéhl az po ustaleni teploty na 80°C, tudiz byla tato rychlost nevyhovujici.
Z Casovych duvodua byla pro dal$i méfeni pouzivana rychlost 2°C za minutu jelikoz za kratsi
Cas poskytla porovnatelné vysledky jako rychlost 0,5°C za minutu.

4.2 Proteinové vzorky

4.2.1 Vliv koncentrace BSA
Dle ptedpokladu by méla mit zvySujici koncentrace BSA za nésledek vyssi viskozitu roztoku.
To se v procesu gelace projevi dosazenim vysS§ich hodnot viskoézniho 1 elastického modulu
gelu. V pribéhu zahfivani dochazi k rozplétani molekul albuminu, co zvySuje moZznost
intermolekularnich interakci, hlavn€ vzniku disulfidickych mustki mezi molekulami cysteinu,
ale i jako dusledek puasobeni Van der Waalsovych sil. VSechy tyto reakce vedou k tvorbé
fyzikalnich vazeb, vzniku siti a tim k formaci gelu. Cim vic fetézct se v roztoku potkd, tim
vic vazeb vznikne a sit’ je pevnéjsi, Iépe odolava deformacim, tudiz ma vétsi elasticitu.
Vsechna méfeni provedeny na pripravenych vzorcich BSA ve vodé tento predpoklad
potvrdily. Vzniklé gely méli fadove vyssi hodnoty komplexniho modulu, pficemz rozdil fadu
byl také mezi gely vzniklymi z roztokd o rliznych koncentracich (viz Obrazek 16).
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Obrazek 16 — graf zavislosti komplexniho modulu na uhlové rychlosti (vzorky BSA ve vodé)

Z porovnani zavislosti komplexniho modulu G" na teploté pro jednotlivé roztoky je zfejmé,
ze s rostouci koncentraci BSA dochazi k posunu pocatku gelace smérem k niz§im hodnotam
teplot (viz Obrazek 17). Pocatek gelace je charakterizovan vznikem prvnich interakci
vedoucich k formaci siti, co se v grafu projevi jako narust hodnot komplexniho modulu. Vice
koncentrované roztoky jiz pfi mensim rozpleteni fetézcli zaujimaji v prostoru dostateCny
objem na to, aby doslo k jejich stfetu a tim ke vzniku intermolekularnich interakci.

Obdobn¢ se pak 1 samotny bod gelace se zvysujici koncentraci posouva smérem k niz§im
hodnotam teplot. Nejvhodnéjsi zavislosti pro porovnani polohy bodu gelace je zavislost
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ztratového thlu (8) na teploté (viz Obrazek 18), jelikoz je mozné bod gelace charakterizovat
pfesnou ¢iselnou hodnotou (8 = 45). Z grafu je ziejmé, ze ke gelaci 15% roztoku dochazi jiz
pii ohfevu vzorku. Bod gelace 13% roztoku pozorujeme az po urcitém Case pifi izotermé pii
80°C. Konkrétni hodnotu teploty gelace 15% roztoku BSA urCime linearni interpolaci

z hodnot dvou nejbliz§ich zmétenych bodt (oznacené indexem 0 a 1):
t —t
t=t,+(5-65,) ——2 =754 +(45-45,7) =75,6°C.
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Obrazek 17 — zavislost komplexniho modulu na teploté pro roztoky BSA ve vodeé
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Jak je ze zobrazené zavislosti (Obrazek 18) vidét, i kdyz 12% roztok podléhd zménam ve
své strukture, interakce nejsou dostatecné na vznik gelu a hodnoty ztratového thlu neklesnou
pod hodnotu 45 stupiit. Hodnoty ztratového uhlu pro ohfev 12% roztoku nejsou v grafu
zobrazeny, jelikoz lezi v nékolikafddovém rozptylu hodnot, z vétsi ¢asti mimo zobrazovany
rozsah, tudiz jsou pro posuzovani bodu gelace nevyznamné.

Jelikoz ke gelaci 12% roztoku pii izotermé o délce 20 minut nedoslo, byl tento vzorek
testovan také pfi izotermé o dvojnasobné délce (40 min). Pfi tomto testu testu jiz ke gelaci
vzorku doslo, tudiz byl sledovan nejen vliv teploty, ale také vliv délky ohfevu pfi stejné
teploté (viz Obrazek 19). Pii kratsi dobé ohfevu nedochazi k dostatecnému rozpleteni fetézct
polymeru, tudiz nedojde k odhaleni potfebného mnozstvi interakénich center, které jsou
schopny vytvofit stabilni trojrozmérmi strukturu gelu. Pii delSim ohfevu se molekuly dale
rozplétaji, coz ma za nasledek vytvoreni gelu, jehoz elasticky a viskozni modul se s rostouci
dobou ohfevu budou asymptoticky piiblizovat maximalni hodnoté.
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Obrazek 19 — zavislost G~ a & na ithlové rychlosti pro 12% BSA po riizné dlouhych ohievech

U 15% a 13% roztoku BSA byl vliv ¢asu a teploty pozorovan prostiednictvim casovych
oscilacnich testd (viz Obrazek 20). Jelikoz by mély molekuly BSA odolavat ohfevu na 60°C
bez jakychkoliv Skodlivych zmén na struktufe, nepfedpokladaly se pii izotermé& na 50°C
vyrazngjs§i zmény dynamickych moduld. Tento predpoklad byl potvrzen, jak u 15%, tak i u
13% vzorku BSA. Oba vzorky si beéhem celé izotermy pfi teploté S0°C zachovaly piiblizné
stejné hodnoty G'. Zmé&nam zacaly podléhat az po ohfevu na 70°C, kdy doslo k narustu
hodnot komplexniho modulu. Vzhledem k vyssi koncentraci byl narust hodnot komplexniho
modulu u 15% roztoku rychlejsi, ke gelaci dosSlo za kratsi ¢as v porovnani s roztokem 13%
(viz Obrazek 21).
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Konkrétni hodnoty ¢asu gelace byly urCeny ze zavislosti ztratového uhlu na cCase jiz
zminénou metodou linearni interpolace z hodnot dvou nejblizSich bodi. Ke gelaci 15%
roztoku doslo za dobu piiblizné 6 minut, naproti tomu 13% roztok dosahl bodu gelace az za
20 minut. Pii teplot¢ 80°C jiz nedochazelo k vyznamnym zménam, pouze k nartstu
komplexniho modulu v dusledku vzniku novych vazeb a interakci a upeviiovani vzniklé site.
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4.2.2 Vliv pH a iontové sily

Vliv pH a iontové sily byl sledovan na tfech vzorcich, konkrétné to byly roztoky BSA
ve vode, v roztoku NaCl o koncentraci 0,15 M a v pufru o pH 4 a koncentraci NaCl 0,15 M.
Dle predpokladu by mélo dojit k ovlivnéni elektrostatickych interakci v disledku pfitomnosti
sodnych a chloridovych iontl, coz by se mélo projevit odliSnym chovanim vzorkt
v porovnani s roztokem BSA ve vodé. Pii pH 4 dochazi ke zméné naboje BSA z piivodné
zaporného na kladny, jelikoz je hodnota pH niz§i nez hodnota p/ albuminu. Hustota naboje
albuminu vSak bude nizsi nez v neutralnim vzorku protoze hodnota pH = 4 je blizsi hodnoté
pl. To bude mit za nasledek snizeni odpudivych sil mezi fetézci a tim moznost lepSiho
piiblizeni interagujicich skupin (hydrofobni ¢asti, thiolové skupiny) Tento fakt spolu
s piitomnosti Na* a CI” iontt bude mit za nasledek ovlivnéni vlastnosti vzniklého gelu, jakoZ i
samotného prabehu gelace.

Jiz samotny vzhled vzniklych gelt (viz Obrazek 22) naznaCuje rozdilnost vzniklych
struktur. Gel vznikly z vodného roztoku BSA je transparentni, zatimco gel vznikly z roztoku
BSA v roztoku NaCl je mnohem vic zakaleny, misty téméf nepruhledny s odstinem bilé. Gel
vznikly z tlumivého roztoku BSA je jiz uplné neprahledny, bily, tudiz lze predpokladat, ze
doslo k vzniku struktur, které rozptyluji svétlo a dopadajici zareni v rozpéti vinovych délek
charakteristickych pro viditelné svétlo je odrazeno.

Obrazek 22 — fotografie jednotlivych gelii: A — vzorek BSA ve vode, B — vzorek BSA v roztoku NaCl,
C —vzorek BSA v roztoku NaCl o pH 4
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Z porovnani vysledkll frekvencnich testi (viz Obrazek 23) je zfejmé, ze gel vznikly
z roztoku BSA v roztoku NaCl dosahuje vyssich hodnot elastického 1 visk6zniho modulu nez
gel vznikly z roztoku BSA ve vodé. Snizeni pH pod hodnotu p/ albuminu ma za nasledek, ze
gel vznikly z takto pfipraveného roztoku dosahuje hodnot G’ a G’ jesté vysSich nez gel
pfipraveny pouze v piitomnosti NaCl. V porovnani s gelem vzniklym z roztoku BSA v MQ je
tento rozdil dokonce fadovy.
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Obrazek 23 — graf zavislosti komplexniho modulu a delta na hlové rychlosti pro 15% gely BSA
s riiznou hodnotou pH a iontové sily

Z porovnani teplotnich oscilac¢nich ramp (viz Obrazek 24), konkrétn€ vynesenim zavislosti
komplexniho modulu na teploté, je ziejmé, ze v dusledku zmény naboje proteinu dochazi
k pocatku gelace jiz pfi nizSich teplotach. Roztoky, ve kterych mél protein zaporny naboj,
vykazuji prvni zmény chovani az pii teploté blizké 70°C, naproti tomu vzorek BSA pfi pH 4
podléhd zménam jiz pii teploté o piiblizné 10°C nizsi, 1 kdyz k pocatku gelace roztoku BSA
v 0,15 M NaCl dochazi pii porovnatelné teploté jako u vzorku BSA ve vodé, pii ohfevu na
80°C dochazi u tohoto vzorku k vyrazné€jSimu nardstu hodnot komplexniho modulu,
v disledku pritomnosti Na™a CI” iontli v roztoku.

Iontova sila a nizsi hodnota pH maji za nasledek, ze vzorky pfed ohfevem jiz vykazuji vyS§si
podil elastické slozky deformace. Hodnoty elastického modulu jsou vy$§i nez hodnoty
viskdzniho modulu v priabéhu celého méfeni, tudiz neni mozné urcit bod gelace jako bod, kdy
6 =45°. Jelikoz neni mozné, urcit konkrétni hodnotu teploty, byl uréen pouze interval teplot,
ve kterém dochazi k nejvyraznéjsimu poklesu hodnot ztratového thlu pied jeho ustalenim,
protoze lze soudit, ze pravé v tomto intervalu se nachézi i samotny bod gelace. Pro roztok
BSA vroztoku NaCl je ma tento interval rozpéti 71 — 75°C, pro roztok BSA pii pH 4 je to
61 — 65°C. Teplota bodu gelace roztoku BSA ve vodé byla urCena linearni interpolaci
v predchozi kapitole jako 75,6°C. Z tohoto divodu nejsou hodnoty ztratového uhlu pro tento
roztok zobrazeny v grafu (viz Obrazek 25).
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Obrdzek 24 — graf zavislosti komplexniho modulu na teploté pro jednotlivé vzorky BSA
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Obrazek 25 — graf zavislosti ztratového uhlu na teploté pro vzorky BSA v roztoku NaCl
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Casové osciladni testy (viz Obrazek 26) potvrdily chovani vzorkd pozorované u teplotnich
testl. Pfi teploté 50°C nedochazi ke zménam ani u jednoho vzorku, z diivodu jiz zmifiované
stability BSA do teploty 60°C. Po zahtati na 70°C dochazi u vzorku v BSA ve vodé a
v roztoku NaCl k vyraznému narustu hodnot komplexniho modulu, pfi¢emz vzorek BSA
v NaCl podléha vyrazngj§im zménam. Roztok BSA pii pH 4 podlehl nejvyraznéjsi zméné jiz

v prubéhu dvouminutové temperace,

co odpovida jeho vyrazné odlisSnému chovani

pozorovanému u teplotnich zavislosti, kdy k jeho prvnim zménam dochazelo pfi nizsi teploté
nez u zbyvajicich dvou vzorkd. Pfi teploté 80°C dochazi u vSech vzorkl pouze k mirnému
narustu hodnot komplexniho modulu a zadné vyrazné zmeny jiZ nejsou pozorovany.
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Jak jiz bylo zminéno, hodnoty 6 vzorki BSA v pfitomnosti NaCl dosahovaly hodnot
nizSich nez 45°, tudiz ani z Casovych oscilacnich testd (viz Obrazek 27), nelze uréit Cas
gelace, kdy & =45°. Je vSak zifejmé, ze vzorek BSA pii pH 4 skute¢né podlehl nejvyraznéjsi
zméneé jiz pii temperaci, protoze jak je videt, pii teploté 70°C si tento vzorek zachovéava témert
konstantni hodnoty 6. Hodnoty & pro vzorek BSA v 0,15 M roztoku NaCl kratce po zahtati
klesaji a v kratkém cCasu dosahuji ustdlenych hodnot, tato zména je vSak v porovnani
s roztokem BSA ve vod¢ zanedbatelna. Vzorek BSA ve vodé dosahne porovnatelnych hodnot
ztratového uhlu teprve po izotermé pii teploté 80°C.
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Obrazek 26 — graf zavislosti komplexniho modulu na case pro jednotlivé vzorky 15% BSA v rizném

prostiedi, pri riiznych reZimech ohrevu
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Obrazek 27 — graf zavislosti ztratového uhlu na case pro jednotlivé vzorky 15% BSA v riizném

prostiedi, pri riiznych reZimech ohrevu
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4.3 Polysacharid-proteinové vzorky

4.3.1 Vliv koncentrace polymerni slozky

Vliv koncentrace polymemi slozky byl sledovan na tfech vzorcich smésnych roztokii HA a
BSA o koncentracich 12, 13 a 15 %, ve kterych byl hmotnostni pomér HA:BSA u vSech
vzorkl zachovan na hodnoté 1:12. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.3.2.2, reologické chovani
smésnych vzorki proteini a polysacharidi je rozdilné od chovani Cistych roztoku
jednotlivych slozek, proto se predpokladaji rozdily ve vlastnostech geld i v procesu gelace
smésnych roztokt oproti roztokiim Cisté€ proteinovym.

Z namétenych teplotnich oscilaénich ramp (Obrazek 28), je zfejmé, ze piidavek HA
ovlivnil jiz samotné hodnoty komplexniho modulu roztokd, které se s rostouci koncentraci
zvysuji a naproti hodnotam ¢isté proteinovych vzorku jsou témér fadove vétsi. Stejné tak se
zvysujici koncentraci dochazi k posunu pocatku gelace smérem k nizsim hodnotam teplot.
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Obrazek 28 — graf zavislosti komplexniho modulu na teploté pro riizné koncentrované smésné roztoky
se zachovanym hmotnotnim pomérem HA:BSA = 1:12

Samotné hodnoty bodu gelace (viz Tabulka 2) byly uréeny metodou linearni interpolace
ze dvou nejblizsich boda k hodnoté 6 = 45° a potvrdily predpoklad, Ze s rostouci koncentraci
polymerni slozky bude dochazet k poklesu hodnot teploty gelace. Vlivem pfitomnosti
polysacharidu doslo také k posunu téchto hodnot oproti Cisté proteinovym vzorkiim, kdy
ke gelaci 12% roztoku BSA nedoslo viibec, bod gelace 13% roztoku byl 80°C a 15% roztoku
75,6°C.

Tabulka 2 — hodnoty teploty v bodé gelace pro smésné vzorky HA~+BSA

koncentrace vzorku [%] 12 13 15

teplota bodu gelace [°C] 77,1 73,2 68
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Porovnanim Casovych oscilacnich testi (viz Obrazek 29) vidime, ze pii delsi dobé ohfevu
je vliv ptitomnosti polysacharidu zietélnéjsi. Ke gelaci 15% roztoku dochazi jiz pti izotermé o
teploté¢ 50°C v Case 41,0 minut, co lze pfisoudit pfitomnosti HA ve vzorku, jelikoz samotny
BSA pii této teploté nepodléhd vyraznym zménam. Cas gelace 13% vzorku nelze pfimo uréit,
protoze ke gelaci doslo v pribéhu zahfivani vzorku na teplotu 70°C. V pfipadé 12% roztoku
ke gelaci doslo prakticky ihned po zahtéati a vytemperovani na teplotu 70°C. V tomto ptipade
je stejné jako u 15% roztoku zfetélny znacny vliv HA, jelikoz ke gelaci 12% roztoku BSA bez
pfitomnosti polysacharidu doslo az pti 80°C, pii izotermé o délce 40 minut.
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o ] X 15%, 50°C
60,00 ® 15%, 70°C
= © 15%, 80°C
> 3 X 13%, 50°C
®0,00 ° ® 13%, 70°C
2 ° & 13%, 80°C
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time global (min)

Obrazek 29 - zavislost ztratového uhlu na case pro rizné koncentrované vzorky HA+BSA se
zachovanym hmotnostnim pomérem 1:12 pri riiznych rezimech ohrevu

4.3.2 Vliv slozeni polymerni slozky

Jak jiz bylo zminéno, u smeésnych vzorki HA a BSA ma vedle koncentrace dulezity vliv
na chovani vzorku také slozeni polymerni slozky. Tento vliv byl pozorovan na fadé 4 vzorka
s konstantni koncentraci polymeru 13 % a rizném poméru HA:BSA, konkrétné 1:24, 1:18,
1:12 a 1:6.

Porovnanim frequency sweep testi hotovych gelt (viz Obrazek 30) vidime, Ze hodnoty
komplexniho modulu narastaji od vzorku s pomérem 1:24 (nejmensi obsah HA) po vzorek
1:12, ktery dosahuje nejvyssich hodnot. Naopak vzorek s nejvyssim obsahem HA (pomér 1:6)
dosahuje nejnizsich hodnot. To znacCi, Ze zavislost velikosti jednotlivych moduli gelu
na slozeni polymerni slozky nebude linearné rist se zvysujicim obsahem HA, ale tato funkce
by pravdépodobné dosahovala pfi urcité koncentraci maxima po dosazeni kterého hodnoty
zacinaji prudce klesat (viz Obrazek 31).

Jak je zfejmé z teplotnich oscilacnich zavislosti, dalsim dulezitym faktorem je Cas ohfevu,
jelikoz ptfi izotermé pii teploté 80°C o délce 20 minut dosahuje vzorek s pomérem 1:6
nejvyssich hodnot komplexniho modulu. Toto si 1ze vysvétlit moznou degradaci hyaluronanu
pfi dlouhodobém zahfivani na 80°C ajelikoz utohto vzorku tvori HA vyraznou cast
polymerni slozky, jeho degradace se projevi na vyslednych vlastnostech gelu.
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Obrazek 30 — graf zavislosti komplexniho modulu na uhlové rychlosti pro smésné gely HA+BSA
o riuzném slozeni a gel BSA o stejné koncentraci
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Obrazek 31 — graf zavislosti komplexniho modulu a ztratového tihlu (hodnoty pri frekvenci 10 rad-s™)
na procentudlnim zastoupeni HA ve vzorku o koncentraci polymerni slozky 13 %

Porovnanim pribehu gelace (viz Obrazek 32) vidime, ze slozeni vzorkll nejvice ovliviiuje
vlastnosti samotnych roztokd. Hodnoty komplexniho modulu roztokt se zvySujicim obsahem
hyaluronanu rostou, avsak v priabéhu gelace se tento rozdil zmiriiuje. VSechny vzorky bez
ohledu na slozeni zacinaji podléhat zménam pii podobnych teplotach, hodnoty teploty v bodé
gelace (viz Tabulka 3) jsou kromé vzorku s pomérem 1:6 porovnatelné. Tento vzorek, jelikoz
dosahoval jiz od zacatku vysokych hodnot komplexniho modulu, nemusel podlehnout natolik
velkym zmé&nam, aby dosahl bodu gelace a dostacujici bylo jiz zahtati na 60,9°C.
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Po zpétném ochlazeni na 25°C dosahuji vzorky s vyssim obsahem HA vysS§ich hodnot
komplexniho modulu, ale pivodni rozdil dvou fadii mezi vzorkami s nejvyss§im a nejmensim
obsahem HA se zmens$i na rozdil pouze tretiny fadu.

Tabulka 3 — teploty gelace pro jednotlivé vzorky HA+BSA o riizném slozeni

vzorek [HA:BSA] 1:6 1:12 1:18 1:24

teplota gelace [°C] 60,9 73,2 71,1 70,0

Casové oscilatni testy potvrdily chovani vzorkd, tak jak bylo pozorovano u teplotnich
zavislosti. Pfi izotermé& pi1 50°C si vzorky zachovavaly konstantni hodnotu komplexniho
modulu, pfi¢emz velikost téchto hodnot stoupala s rostoucim zastoupenim HA ve vzorku. Ke
gelaci vsech vzorkl doslo v pribéhu ohfevu na 70°C a hodnoty 6 u vSech vzorka zacinaly jiz
na hodnoté 43°. V pribéhu izotermy doslo k vyrovnani hodnot komplexniho modulu, které se
jiz nijako vyrazné nelisily. Stejné tomu bylo pii 80°C, kdy uz nedoslo k vyrazn€j§im zménam
ani u jednoho vzorku.

Porovnanim naméfenych hodnot téchto 4 vzorkd s 13% vzorkem BSA (bez pritomnosti
HA) je zifeymé, ze samotna piitomnost polysacharidu zna¢n€ ovliviiuje chovani vzorku,
posouva bod gelace smérem k nizS§im teplotam. Avsak jiz samotné mnozstvi polysacharidu,
tedy pomér proteinové a polysacharidové slozky, vyrazn€j§im zpisobem ovliviiuje hlavné
vlastnosti samotného roztoku, priabéh gelace neni ovlivnén natolik vyrazné.
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Obrazek 32 — graf zavislosti komplexniho modulu na teploté pro smésné vzorky HA+BSA
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo prostudovani prubéhu gelace a vlastnosti vzniklych gelt z roztoka
albuminu a smésnych roztoki albuminu a hyaluronanu. Samotné meéfeni bylo realizované
prostfednictvim nékolika typl reologickych testli se zameéfenim na studium vlastnosti roztoka
a gelti nebo na méfeni zmény vlastnosti v prubéhu samotného procesu gelace. U jednotlivych
roztokti byl sledovan vliv nékolika faktora.

V prabéhu optimalizace méteni byl sledovan zejména vliv teploty. Jak se ukazalo, se
zvysujici teplotou se méfena viskozita geld vyrazné€ zvysSovala a to hned o nékolik fadu pfi
rozdilu teploty o 15°C, tudiz pro dalsi méfeni byla pouzita nejvyssi z testovanych teplot.

Predpoklady podle kterych ma zvysSujici koncentrace za nasledek posun bodu gelace
smérem k niz§im hodnotam teplot a vznik elasti¢téjSich gela se ovéfili ve vSech provedenych
meéfenich. Prabéh gelace odpovidal predpokladanému modelu, kdy ke gelaci 15% roztoku
doslo dfiv, nez ke gelaci roztoka s nizsi koncentraci. Stejné€ tak Casové testy prokazaly, ze pfi
konstantni teploté 70°C dojde ke gelaci 15% roztoku jiz za 6 minut, naproti tomu 13% roztok
dosahl bodu gelace az po 20 minutach.

Stejné tak pozorovani vzorki BSA v prostiedi o razné iontové sile a hodnoté pH potvrdilo
predpoklady, na zakladé kterych se u jednotlivych vzorka oCekavalo rizné chovani. V piipadé
ptitomnosti NaCl jde o ovlivnéni elektrostatickych interakci a v pfipadé pH 4 dokonce
o zménu naboje BSA z pivodné zaporného na kladny. Takto pfipraveny vzorek vykazoval
nejvyssi hodnoty komplexniho modulu, v porovnani vzorkem BSA v MQ témé&f fadove vyssi.
Hodnoty ztratového tihlu jsou naproti tomu porovnatelné pro vSechny tfi sledované vzorky a
pii frekvenci 10 rad's™ jsou hodnoty delta jednotlivych gelt v rozsahu od 10 do 15 stupiid.
Konkrétni hodnoty teploty gelace vSak nebyly urceny, jelikoz hodnota ztratového thlu byla
pro vzorky BSA v pfitomnosti NaCl nizsi nez 45° v pribéhu celého méfeni. UrCeny byl pouze
interval, ktery odpovidal poklesu hodnot & pifed jejich ustalenim, coz v grafu odpovida i
nahlému nartustu hodnot komplexniho modulu.

Vliv koncentrace polymerni slozky u smésnych vzorka byl stejny, jako u vzorku Cisté
proteinovych. S rostouci koncentraci polymeru doslo k posunu bodu gelace k nizsi teploté,
vzniklé gely dosahovaly vysSich hodnot viskdzniho 1 elastického modulu. V porovnani s Cisté
proteinovymi vzorky doSlo k vyraznému ovlivnéni chovani. U 15% smeésného roztoku
albuminu a hyaluronanu doslo jako u jediného z méfenych vzorki ke gelaci jiz po
41 minutach pii teploté 50°C, co lze pfisoudit pfitomnosti vét§iho mnozstvi hyaluronanu,
jelikoz sam albumin pfi této teplot¢ zménam nepodléha. Stejné tak 12% smeésny roztok
vytvoril gel jiz pii teploté 77,1°C 1 kdyz samotny roztok albuminu o této koncentraci vytvoril
gel az po dlouhodobéjsim zahtivani pii 80°C.

Na zakladé meéfeni vzork(i o koncentraci 13 % o ruzném slozeni byl pozorovan vliv
mnozstvi hyaluronanu ve vzorku. Z vysledku je ziejmé, Ze piitomnost polysacharidu vyrazné
ovliviluje vlastnosti roztoku, ale rozdily mezi jednotlivymi vzorky se v prubéhu gelace
nékolikanasobné zmensi. Lze tudiz pfedpokladat, ze samotné mnozstvi jednotlivych slozek
vyrazné neovliviiuje samotnou tvorbu gelu, pouze jeho vlastnosti.

Porovnani gelti vzniklych ze smésnych roztoki neodpovidalo presné modelu, podle kterého
s rostoucim mnozstvim hyaluronanu dochazi k vzniku mechanicky odolnéjsich geld. Smésny
vzorek s pomérem HA:BSA 1:6 dosahoval nejnizsich hodnot ze vSech takto pfipravenych
gell, 1 kdyz obsahoval nejvetsi mnozstvi hyaluronanu, jelikoz soucasné byla koncentrace
BSA v tomto vzorku nejnizsi. Lze proto predpokladat, ze zavislost komplexniho modulu na
mnozstvi hyaluronanu bude pii ur€itém poméru dosahovat maxima a po piekroceni tohoto
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hrani¢niho poméru jiz budou hodnoty komplexniho modulu vzniklého gelu klesat. JelikoZz byl
tento jev pozorovan pouze u jednoho vzorku, nelze tento predpoklad dostatecné podloZit a
vyzadoval by dalsi systematické prozkoumani.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A plocha

BSA | albumin

Cys cystein

Da Dalton; 1 Da = 1,66-10'27 kg
dL deformace v disledku pisobeni smykové rychlosti
F smykova sila

G modul pruznosti

G’ elasticky modul

G ztratovy (viskozni) modul

G komplexni modul

h vzdalenost desek

HA hyaluronan

MQ Mili-Q voda

pl izoelektricky bod proteinu

pKa zaporné vzaty dekadicky logaritmus disociacni konstaty
R polomér desky reometru

\ rychlost

/4 deformace

/4 smykova rychlost

o ztratovy uhel

n dynamicka viskozita

7, limitni (dolni) viskozita

n., limitni (asymptoticka) viskozita
T smykové napéti

7, mez toku
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8 PRILOHY

Tabulka 4 — obsah vody v gelech zjistény termogravimetricky

vzorek obsah vody [%]
15% BSA v MQ 86,96
15% BSA v 0,15 M roztoku NaCl 83,28
15% HA+BSA v poméru 1:12 v MQ 86,42
Sample: 15% BSA vMQ TGA File: C:..\15% BSA vMQ Chytil.001
Size: 12.9830 mg Operator: LK
Method: 15% BSA vMQ Run Date: 26-Feb-2015 08:48
Comment: 15% BSA vMQ Instrument: TGA Q5000 V3.17 Build 265
q !
100 1961°C 20
B0+ i
F1.5
)
60 86.96% £
- L ==
=2 =
= =
= F10 @
= %.1
ar
= s
404 =
L Q
(=]
0.5
201 L
198.04°C[
0 T T T 0.0
0 50 100 150 200

Temperature (°C)

Universal V4.5A TA Instruments

Obrazek 33 — vysledek termogravimetrické analyzy pro gel vznikly z 15% roztoku BSA ve vodé
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SEM 0 EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 | Probe = 100 pA
EVO LS 10 m WD = 8.5 mm Image Pixel Size = 6.031 pm Width = 6.175 mm ZEISX
2 Mar 2015 | I Mag=_ 50 X Chamber = 3.13e.003 Pa

Obrazek 34 — fotografie gelu vzniklého z 15% BSA ve vode, zvétseni 50x

SEM 35 EHT = 10.00 kv Signal A = SE1 | Probe = 100 pA
EVO LS 10 m WD = 8.5 mm Image Pixel Size = 581.6 nm Width = 595.6 pm ZEISX
2 Mar 2015 Mag=_ 500X Chamber = 3.00e003 Pa

Obrazek 35 — fotografie gelu vzniklého z 15% BSA v 0,15 M NaCl, zvétseni 500x

48



SEM EHT = 10.00 kV Signal A= SE1 1 Probe = 100 pA
200 pm ZEISX

EVO LS 10 WD = 8.5 mm Image Pixel Size = 6.031 pm Width = 6.175 mm
2 Mar 2015 Mag= 50X Chamber = 2.93e.003 Pa

Obrazek 36 — fotografie gelu vzniklého se smésného roztoku HA a BSA, zvétseni 50x

4 . ~ £ AN i ia Photh . - 4
SEM 5 EHT = 10.00 kV Signal A= SE1 IProbe= 100 pA

EVO LS 10 Hm WD = 8.5 mm Image Pixel Size = 581.6 nm Width = 595.6 pm ZEISS

2 Mar 2015 Mag=_500 X Chamber = 2.80e003 Pa

Obrazek 37 - fotografie gelu vzniklého se smésného roztoku HA a BSA, zvétSeni 500x
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Obrazek 38 — porovndni rychlosti ohfevu pro 15% BSA ve vodé
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Obrazek 39 — graf zavislosti smykové viskozity na teploté pro riizné koncentrovné roztoky BSA ve vodé
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Obrdzek 40 — graf zavislosti smykové viskozity na teploté pro 15% BSA pri riizném pH a iontové sile

roztoku”
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Obrdzek 41 — graf zavislosti smykové viskozity na teploté pro 13% smésné vzorky HA a BSA o riizném

sloZeni
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Obrazek 42 — sloupcovy graf zobrazujici hodnoty komplexniho modulu (p¥i frekvenci 10 rad-s™)
pro 13% vzorky o riizném slozZeni
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Obrazek 43 — sloupcovy graf zobrazujici hodnoty ztrdatového tihlu (pii frekvenci 10 rads™) pro 13%
vzorky o riizném slozeni
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