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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zaméfuje na teplotni zavislost x-karagenanu, nizkomolekularniho
hyaluronanu (250450 kDa) a vysokomolekularniho hyaluronanu (1 500-1 750 kDa)
ve vodném prostedi. Pro popis zmén vlastnosti téchto latek v zavislosti na teploté byla pouzita
reologickda metoda. Prace je orientovana na charakterizaci viskoelasickych vlastnosti
prostiednictvim méfeni pamétového (elastického) a ztratového (viskoézniho) modulu
x-karagenanu a hyaluronanu o rizné molekularni hmotnosti a koncentraci v zavislosti na teploté
(20-50 °C, pripadné pro x-karagenan 20-80 °C). Pro zkoumani teplotnich zavislosti byla dale
pouzita technika s nazvem ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim (HR-US),
kde byla méfena relativni ultrazvukova rychlost vybranych koncentraci x-karagenanu
a vysokomolekularniho hyaluronanu v zavislosti na teploté ohievu a ochlazovani (20-80 °C).
Mg¢feni teplotnich zavislosti probihalo pro rizné frekvence otaceni senzoru reometru/frekvence
ultrazvukové viny. Znalosti o teplotni zavislosti jsou duilezité zejména pfi aplikaci zkoumanych
latek v medicinskych aplikacich, konkrétné pfi degradaci vlivem vysoké teploty. Ze ziskanych
dat byly stanoveny teploty bodu gelace a tani karagenanu.

ABSTRACT

This diploma thesis focuses on the study of temperature dependence of x-carrageen, hyaluronan
of low molecular weight (250-450 kDa) and hyaluronan of high molecular weight
(1 500-1 750 kDa) in aqueous solutions. The description of temperature depending changes
in properties of these substance is based on rheological method. This work concentrates
on the characterization of viscoelasticity through measurement of the storage (elastic) and loss
(viscous) modulus using x-carrageen and hyaluronan solutions of different molecular weights
and different concentrations depending on temperature (20-50 °C, alternatively, in carrageen,
20-80 °C). The temperature dependence was further measured using an uncommon technique
called high resolution ultrasonic spectroscopy (HR-US) which measured relative velocity
of selected concentrations of x-carrageen and hyaluronan of high molecular weight depending
on the temperature of heating and cooling (20-80 °C). The measurements of temperature
dependence were carried out for varied oscillation frequencies of rheometer sensor/frequency
of ultrasonic waves. Knowledge of temperature dependence of the investigated substances may
be applied in drug chemistry, primarily with respect to degradation due to high temperatures.
The measured data gives information about sol-gel temperature and gel-sol temperature
of carrageen.
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viskoelastické vlastnosti, ultrazvukova rychlost
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UvVOoD

Karagenan a hyaluronan jsou polysacharidy biologického ptivodu, jenz se té$i pozornosti
ve vyvoji biokompatibilnich material, pfedevsim v souvislosti s technologii cilenych nosi¢u
1é¢iv a tkanovym inzenyrstvim.

Karagenan (z anglického carrageen) je polysacharid ziskany extrakei z ¢ervenych motskych
fas. Zakladni struktura je tvofena glykosidickymi vazbami mezi derivaty galaktoz
a anhydridgalaktoz s pomérné vysokym obsahem sulfatovych skupin, které jsou nosicem
zaporného néaboje. Karagenan se pouziva hojné v potravinaiském a kosmetickém primyslu
jako emulgator, stabilizator a Zelirujici latka. V neposledni fadé jeho vyuziti nalézame
v modernich medicinskych aplikacich, napiiklad pro enkapsulaci 1é¢ivych latek. V soucasné
dobé¢ jsou zkoumany procesy souvisejici s biodegradabilitou a biokompatibilitou karagenanu
pro pitipravu scaffoldl, jako soucast matrice pro cilené dopraveni kancerostatik do mista
nadoru, jeho schopnost selektivné potlacit imunitni odpovéd makrofagli (tvorbu zanétu)
na ucinek virtt HIV nebo modelovat artritickou bolest.

Hyaluronan je oznaceni pro sodnou nebo jinou sul kyseliny hyaluronové (z anglického
hyaluronic acid, HA) ptirozené se vyskytujici v lidském téle, napiiklad jako soucéast vyplné
mezibunééného prostoru ¢i o¢niho sklivce. Je zodpovédna za viskoelasticitu a hydrataci tkani
a mnoho dalSiho. Zakladni struktura je tvofena disacharidovou jednotkou tvofenou vazbou
mezi kyselinou D-glukuronovou a N-acetylglukosaminem. Hyaluronan se vyuziva piedevsim
Vv Iékatstvi jako nosi¢ 1ékd, jako soucast vlhkého kryti ran ¢i scaffoldd, pro suplovani synovidlni
tekutiny kloubli nebo jako do¢asna vypli ocniho sklivce. Déle se vyuziva naptiklad v kosmetice
a plastické chirurgii. V soucasné dob¢ se vyzkum zaméfuje na vyuziti specifické vazby
hyaluronanu na receptor nadorové tkané pro cileny transport 1éku proti rakoving.

Tato prace je zamétfena na popis teplotni zavislosti karagenanu a hyaluronanu o rtzné
molekuldrni hmotnosti prostfednictvim reologického meéfeni viskoelastickych vlastnosti
v zavislosti na teploté, frekvenci a koncentraci vzorkl. Déle pojednavd o popisu teplotni
zavislosti karagenanu a haluronanu metodou ultrazvukové spektroskopie, kde je meétfena
relativni ultrazvukova rychlost v zavislosti na teploté, frekvenci méfeni a koncentraci vzork.
Obé metody zahrnuji zavislosti pro karagenan a hyaluronan ve vodném prostiedi. Kazdé méfeni
bylo provedeno nejméné dvakrat.



1 TEORETICKA CAST
1.1 Karagenan

1.1.1  Uvod

Polysacharidy oznaCovany jako karagenany, pifipadné zkradcené¢ karageny (z anglického
ptekladu carrageen) jsou piirodni latky ziskané extrakci z motskych fas péstovanych specialné
pro tyto ucely, piedev$im se jedna fasy rodu Chondrus, Gigartina, Euchema atp. Velmi
popularni je druh tfasy Furcellaria a Phyllophora. Pivodné byly karagenany ziskavany
z ptirodnich zdroji predevsim z Cervené motiské tasy Chondrus crispus, coz v piekladu
znamend irsky mech, jak je nékdy karagenanu piezdivano. Cervené moiské fasy pochazi
z Irska, dale je mizeme nalézt na pobftezi jizni Evropy, Jizni Ameriky, ale i v chladngjsich
vodach Kanady. Rasy rodu Euchema jsou péstovany na Filipinach a v Indonésii [1.], [2.].

Ptiblizné pted 600 lety lidé zijici podél jizniho pobiezi Carragheen County v Irsku zacali
pouzivat rostlinu znamou jako Irsky ¢&i karagenovy mech vV potravinach (pfedevsim
do mlé¢nych produkti), jako hnojivo a pti pfipraveé 1é¢iv. Prvni studie o schopnosti gelovaténi
karagenanu je datovana roku 1819 Dawsonem Turnerem. V roce 1837 byly provedeny prvni
pokusy o izolaci polysacharidového extraktu z ¢ervenych motskych fas, ¢isténi alkoholovym
srazenim pfislo na fadu v roce 1871 a od roku 1840 se karagenan zacal vyrabét v praskové
vyrobcich [3.], [4.].

Zakladni struktura tohoto biopolymeru je tvofena glykosidovymi vazbami mezi galaktézami
a anhydridgalakt6zami, Jedna se o smé&s polysacharidil, jejichz derivaty maji pomérné vysoké
zastoupeni sulfatovych skupin, ktery zapfiCifiuje zaporny naboj. Diky pritomnosti sulfatové
skupiny je karagenan odliSovan od agaru, coz je velmi podobny druh polysacharidu, jehoz
pouzivani se s pfichodem karagenanu ¢aste¢né omezilo. Karagenan je ve vodé rozpustny
hydrokoloid, ktery se hojné pouziva Vv potravinaiském priamyslu jako emulgator, stabilizator
a zelirujici latka. Rozsédhlou fadu produktii obsahujicich karagenan nalezneme takeé
V kosmetickém primyslu, kde zastava funkci plnidla a stabilizatoru. V neposledni fad¢ jeho
vyuziti nalézame v modernich medicinskych aplikacich.

1.1.2  Chemické slozeni a druhy karagenanu

Karageny jsou derivaty polysacharidii slozené z opakujicich se linearnich fetézct
galaktozovych jednotek se zapornym nabojem. Ve své zakladni struktufe (na rozdil od agaru)
zahrnuji  kromé f-D-galaktozy (D-galakopyranozy) také 3,6-anhydrid-a-D-galaktozu
(3,6-anhydridgalaktozu) [5.]. Soucasti derivatd jsou siranové skupiny, s obsahem piiblizné
(20-30 hm.%), jenz jsou zodpovédné za naboj. Karagenany maji gelujici vlastnosti, s vodou
tvofi roztoky s vysokou viskozitou a jsou stabilni v Sirokém rozsahu pH. Primérna relativni
hmotnost se pohybuje od 100 do 1 000 kDa [6.]. Relativni molekulovou hmotnost ovliviuji
fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti karagenanu. Je uréovana monomerni kompozici
atypem funk¢ni skupiny zabudované do makromolekul, coz vysvétluje Siroky rozsah
molekulové hmotnosti karagenantl, v nékterych slouc¢eninach dosahuje az 1 800 kDa.



Struktura je tvotfena opakujicimi se jednotkami D-galaktozy a 3,6-anhydrid-D-galaktozy,
které jsou spojeny S-glykosidickou vazbou. Tyto dimery jsou pak propojeny a-glykosidickou
vazbou, coz je znazornéno na Obr. 1.

Opakujici se disacharidova jednotka

CH,OH CH,
)

HO — 00— o _0/
T

a—1,3 glykosidova vazba CH B-1,4 glykosidova vazba OH

Galaktoza (Gal) Anhydridgalaktoza (AG)

Obr. 1 Zndzorneéni zdakladniho kopolymeru tvoreného [-1,4 glykosidovou vazbou galaktozy
a anhydridgalaktozy ve strukture karagenanu, ktery je vazbou a-1,3 propojen s ndsledujici
disacharidovou jednotkou [5.].

Sekundarni struktura ma zidlickovou konformaci, aby se minimalizovalo sterické odpuzovani
zpusobené axialnimi slozkami [7.]. Zodpovédnost zatvorbu gelu ma galaktoza,
ktera v karagenanu umoznuje vznik tercialni struktury ve tvaru pravoto¢ivé dvousroubovice,
kdy spolu dva linearni disacharidové fetézce vytvaii konformaci pravoto¢ivé dvousroubovice.
Z toho vyplyva, zZe 3,6-anhydrid-D-galaktoza je zodpovédna za schopnost gelovaténi.

Kromé¢ galaktoz a siranti se karagenan sklada z dalsich sacharidovych zbytku (xyloz, glukoz
apod.). Ve struktuie se mohou objevit i dalsi substituenty, naptiklad methyly, ethery nebo
pyruvaty. Pomérné slozité struktury karagenanu jsou pojmenovavany dle nejvice zastoupené
disacharidové jednotky oznacené feckym pismenem, jedna se 0 8 typa sekvencnich struktur
(viz Tab.1) [4.],[5.]. [7.]

Tab. 1 Slozeni jednotlivych druhii monomerii v molekulach karagenanu.

. . Stavebni jednotka

Disacharidy
Gal AG

A-karagenan p-D-galaktoza-2-sulfat a-D-galaktoza-2,6-disulfat
k-karagenan [-D-galaktoza-4-sulfat 3,6-anhydrid-a-D-galaktoza
1-karagenan p-D-galaktoza-4-sulfat 3,6-anhydrid-a-D-galaktoza-2-sulfat
u-karagenan p-D-galaktoza-4-sulfat a-D-galaktoza-6-sulfat
O-karagenan p-D-galaktoza-2-sulfat 3,6-anhydrid-a-D-galaktoza-2-sulfat
&-karagenan S-D-galaktoza-2-sulfat a-D-galaktoza-2-disulfat
v-karagenan f-D-galaktoza-4-sulfat a-D-galaktoza-2,6-disulfat
p-karagenan p-D-galaktoza 3,6-anhydrid-a-D-galaktoza



Nejpouzivangjsi karagenany jsou kappa (x), lambda (1) a iota (1), které maji Zelirovaci
¢i stabiliza¢ni schopnosti. Jejich struktura je znazornéna na Obr. 2. DileZitou roli pro uréeni
povahy karagenanu hraji podminky okoli. Zavisi pfedev§im na teploté, pH, obsahu a druhu
iontd. Prvni dva aspekty jsou individudlni, pH se s ohledem na stabilitu prostfedi snazime
udrzovat okolo 5-10, protoze v kyselej$im prostiedi dochazi k hydrolyze, ¢imz se sniZuje
disperzita systému [4.], [7.]. Kappa-karagenan (k), pouzivany v této praci, ma na své
disacharidové jednotce navazanou jednu sulfatovou skupinu (piiblizné 25-35 hm. %). Diky
pfitomnosti  3,6-anhydrid-D-galaktozy je kappa-karagenan schopny tvofit odolnou
termoreverzibilni gelovou strukturu zcela sam, kdy z konformace rozvétveného klubka
V horkém roztoku (60 °C) dojde ochlazenim na 40 °C k pfeméné konformace na pravoto¢ivou
dvousroubovici, tento proces je znazornén na Obr. 3. Porovnani Zelatinizace V roztocich
ruznych soli kappa-karagenanu ukézalo, Ze ucinnost gelovaténi, teplota tani a sila gelu uzce
souvisi s vybérem vhodného iontu. V piitomnosti K iontil tvoii silné a tuhé gely, s relativné
vysokou teplotou tani. Tyto gely jsou velmi nachylné k synerezi. Oproti tomu s ionty Na* a Li*
kappa-karagenan negelovati, ale takové soli jsou dobie rozpustné ve studené vodé. S ionty Ca?*
dochazi k tvorbé kalného, kiehkého gelu [4.], [7.], [9.].

k-karagenan

OH OH

\ 78050 f

/-karagenan

Obr. 2 Chemicka struktura kappa (x), iota (1) a lambda (4)-karagenanu [43.].

1.1.3  Molekularni interakce

Karagenan je schopen tfi zplsobti molekularni interakce. Prvni znich je hydratace
a rozpusténi, dalsi je schopnost gelovaténi a posledni je interakce s molekulami dalsi slozky
(napf. potraviny). Pro kazdou interakci je rozhodujici vybér spravného druhu karagenanu, voli
se tak, aby svymi vlastnostmi pfispival k zesileni pozadované interakce. Kappa a iota
karagenany jsou schopné vsech tii interakci, lambda-karagenan neni schopen tvofit gel, vyuziva
se vSak hojné v masném prumyslu, kde dochazi k interakci s proteiny. Molekula karagenanu



ma silnou schopnost vazat vodu, napi. jediny gram kappa-karagenanu je schopen hydratovat
50 g [10.]. Dispergovany karagenan se ve vodném roztoku za¢ne hydratovat prostiednictvim
elektrostatickych interakci vody s negativné nabitymi skupinami siranu, a také navazanim
vodikovych vazeb mezi vodou a hydroxylovymi skupinami na polymernim fetézci.
Zvysovanim hydratace se zatnou karagenanové ¢astice rozpoustét a vytvoii se z nich koloidni
Castice. VSechny karagenany jsou schopny vazat vodu a bobtnat i pfi pokojové teploté, nemusi
vsak dojit k uplnému rozpusténi, pro uplnou hydrataci kappa a iota karagenanu je potieba vzdy
roztok zahtat (na 80 °C). Lambda-karagenan se rozpousti snadno i za nizSich teplot (napf.
pti teploté 25 °C) za vzniku viskoznich roztokii. Rozpustnost karagenanu ve vod¢ zavisi také
na obsahu soli, pH a teploté. V prostiedi organickych rozpoustédel, oleji ¢i tukii jsou
karagenany nerozpustné.

Jak jiz bylo fe¢eno, gelotvorné jsou pouze karagenany obsahujici 3,6 anhydrid-D-galaktozu

schopnou tvofit vazby mezi disacharidovymi fetézci. Zelatinizace je vysoce zavisla
na koncentraci, pfitomnosti kationtl a teploté. Aby doSlo ke zgelovaténi, tedy vytvoreni
pravotocivych dvousroubovicovych struktur, jenz agreguji a dochazi k vzniku polymernich siti,
je nutné mit karagenan v roztoku zcela rozpustény.
Pro vytvoieni gelu z kappa-karagenanu staéi roztok ochladit, ¢imz dojde k vytvoteni struktury
pravotocivé dvousroubovice, kde mezimolekularni interakce brani zpétnému skladani
a sdruzovani fetézct do klubkové formace. Intramolekulérni asociace dvousroubovic tvoficich
pevnou gelovou strukturu vSak stdle nejsou Uplné€ objasnény, spekuluje se nad podilem
povrchovych interakci. Vezmeme-li vSak v uvahu velké vzdalenosti mezi fetézci,
je nepravdépodobné, Ze by pii tvorbé dvousroubovicovych struktur hraly roli napiiklad Van der
Waalsovy sily. Sdruzovani do pevnéjsich domén je usnadnéno ionty. Sulfatova skupina
v dvousroubovici tihne k interakci s jednomocnymi draselnymi kationty, iontova vazba mezi
nimi byla prokazana pomoci infraervené spektroskopie. Pomoci téchto vazeb dochazi
ke spojeni mezi dvéma aZ tfemi dvouSroubovicemi (tvorba agregatu). Vznikaji tak tuhé
a kiehké gely s vysokou mirou synereze. Princip gelovaténi kappa-karagenanu znazoriuje
Obr. 3. [111], [13.].

- ) ., J—
; .I I.\ - 'H"--‘J- .
: = &5
VA T = oL
L ; & hlazeni g =
— ) chlazeni o C 5 T
- — = —b =g
Eey ) - — = X — .c o]
N ohiev o __-:;.1' ohfev e
— 3 & S
i - 7 9 o
e {
v roztoku v gelove forme v pritomnosti soli
(ndhodné klubko) (a-helix) (agregované a-helixy)

Obr.3 Zmeéna struktury doprovazejici mezifazovy prechod mezi roztokem a gelem
Vv k-karagenanu v zavislosti na teploté a obsahu iontu [12.].
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1.1.4  Vyroba a vyuziti karagenanu

Rafinovany karagenan pouzivany jako emulgator E 407 se ziskava extrakci moiské fasy
v alkalické vod¢ (napt. hydroxidem sodnym) a jeji naslednou filtraci. Pro ziskani zcela ¢istého
karagenanu v praskové formé se pouziva metoda alkoholového srazeni (karagenan je dovoleno
izolovat pouze pouzitim isopropanolu, methanolu ¢i ethanolu) a nasledna dehydratace. Jedna
se 0 pomérn¢ finan¢né narocnou metodu [14.], [15.]. Vyroba semi-rafinovaného karagenanu
(SRC) neboli ,,mouky*, je zalozena na umyti motskych fas a jejich rozpusténi v alkalické vod¢
(napf. hydroxidem draselnym). Nasledné se nerozpustné latky (jako je celuloza a karagenanovy
gel) promyji od rozpusténych soli, proteinil a bakterii a dale se susi a melou. Jedna se o levnéjsi
arychlejsi variantu vyroby. Necisténé karagenany tvoii pevnéjsi gely diky piitomnosti kationti.
Aby mohl byt tento karagenan pouzity v potravinaistvi, musi byt piecistén, bélen a disledné
zbaveny veskerych bakterii [1.], [4.].

Karagenan se hojné pouziva v potravinaistvi jako zahu$tovadlo, Zelirujici latka, emulgator
a ptirodni stabilizator (E 407). Doporuceny denni piijem karagenanu je stanoven na 0-5 mg/kg
télesné¢ hmotnosti, jelikoz vysoké davky karagenanu zplsobuji viedy na stievech
a dalsi poskozeni u pokusnych zvifat [18.], [19.], [20.]. Karagenan se pouziva piedevsim
ke stabilizaci mlé¢nych a pekatskych vyrobki, nealkoholickych napoja, sirupd, polévek
a dezert. Dalsi Siroké uplatnéni mé karagenan v masném primyslu, jelikoz se vyznacuje
optimalni reaktivitou s masovymi proteiny V neposledni fadé se s karagenanem mizeme setkat
v kosmetickych, farmaceutickych vyrobceich, v chemickém pramyslu pro stabilizaci suspenzi,
pti vyrobé barev apod. [9.], [16.], [43.]. Pouziti karagenanu je nyni sméfovano na vyrobu
univerzalniho nosice napf. pro imobilizaci mikroorganismi oznacujicich tumorové tkang, nebo
jako cileného nosice 1é¢iv na rakovinu. Karagenan se vyznacuje vyznamnymi schopnostmi
zacleniovat do své struktury vice nez 50 mikroorganismi. Vznikly gel je odolny vi¢i zménam
pH, béhem enzymatickych reakci se v lidském téle nerozklada a pory gelu jsou optimalné velké,
aby enzymy a builkky mikroorganisml zlstaly v gelové matrici, zatimco jimi produkované
nizkomolekularni latky mohou substratem snadno projit. Karagenanové gely maji potencial
nosicl s vysokym stupném aktivity Gaéinné latky uvniti gelu (40-60 hm. %) [17.].

1.2 Hyaluronan

1.21  Uved

Hyaluronan je polysacharid, konkrétné nesulfatovany glykosaminoglykan, ktery se vyskytuje
v tkénich vSech obratlovci, tvori zaklad extracelularni matrix. Nazev hyaluronan je spole¢né
oznaceni pro kyselinu hyaluronovou (HA) a stl této kyseliny, jenz nese oznaceni hyaluronat.
Pivodné byla tato latka izolovana ve formé kyseliny, nicméné in vivo a ve vodném roztoku
se vyskytuje pouze ve formé soli (konkrétné hyaluronanu sodného). Protoze tato skutecnost
vedla k pomérn¢ ¢asté zaméné nazvi, byl zaveden obecny nazev hyaluronan.

Prvni informace o kyseliné hyaluronové jsou datovany roku 1934, kdy Karl Majer a John
palmer extrahovali neznamy polysacharid z kravského o¢niho slivce. Latku pojmenovali dle
sloZeni z feckého slova ,,hyaloid* coz znamena sklo a z terminu ,,uronic acid“ z anglického
prekladu uronova kyselina [21.].
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V zivocisnych tkanich je hyaluronan je pfirozené syntetizovan hyaluronansyntetazami, které
patii do tiidy integralnich proteint. Jeho odbouravani probihd enzymaticky prostiednictvim
hyaluronidazy. Molekularni hmotnost se pohybuje v rozmezi 0,1 az 12 MDa [62.]. Diky
vyjimeénym Viskoelastickym vlastnostem hyaluronanu a jeho biokompatibilité se je Siroce
vyuzivan kosmetickém primyslu a v medicinskych aplikacich, jako je tkanové inzenyrstvi
a technologie 1é¢iv apod. [21.], [22.].

1.2.2  Struktura a vlastnosti hyaluronanu

Chemicka struktura hyaluronanu byla stanovena v 60 letech 19. stoleti v laboratotich
K. Mayera, ktery sloueninu objevil. Zakladni disacharidova jednotka sttidajici se ve struktuie
polymeru je slozena z D-glukuronové Kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu, jenz jsou spojeny
B-1,4 glykosidovou vazbou. Nasleduje navazani tohoto kopolymeru -1,3 glykosidovou vazbou
na dalsi disacharidovou jednotku. Primarni struktura je znazornéna na

Obr. 4. [211], [22.].

RV

|
/C
o s
Glukoronova kyselina N-acetylglukosamin

Obr. 4 Primarni struktura hyaluronanu sloZend z glukoronové kyseliny a N-acetylglukosaminu
[23].

Ve vodném roztoku je sekundarni struktura vyrazné ovlivnéna strukturou primarni. Jednotlivé
cukerné zbytky na konci kazdé B-glykosidické vazby mohou teoreticky rotovat o 360°,
coz by znamenalo takika nekone¢né mnozstvi vznikajicich sekundarnich struktur. Piesto bylo
prokazano, Ze se hyaluronan ve vodném roztoku vyskytuje jen v nékolika preferovanych,
termodynamicky vyhodnych konfiguracich [21.], [22.]. Stéricky nejvyhodné&jsi konfiguraci
hyaluronan nabyva ve stavu, kde jsou dlouhé molekuly v ekvatoridlni pozici. Tvofi tak relativné
hydrofobni cast fetézce, oproti axialnim malym atomim vodiku, které zastupuji hydrofilni
oblast fetézce. V roztoku dochazi ke staceni fetézce (kazda disacharidova jednotka je otocena
o 180° vuci sousedicim jednotkdm). Jakmile se fetézec otoci celkové o 360 °, ziskd znova
puvodni orientaci, coZ spolu se slabSimi nevazebnymi interakcemi (vodikové mustky,
hydrofobni interakce) dava molekule tvar Sroubovice (viz Obr.5). Ptitomnost hydrofilnich
a hydrofobnich oblasti ma za nasledek amfifilni charakter [21.].
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Obr. 5 Pravidelné se opakujici hydrofilni (modre) a hydrofobni (cervene) disacharidové
Jednotky ve strukture polymeru [22.].

Vysokomolekularni hyaluronan zastava v lidském organismu nékolik dulezitych funkci.
V prvni fadé je nezbytnou soucésti extracelularniho matrix neboli mezibunéného prostoru,
kde dochazi ke shromazd’ovani proteoglykant. Jeho silna viskoelasticita a lubrikac¢ni vlastnosti
se projevuji v pojivovych tkanich, kde je soucasti synovialni tekutiny kloubi a o¢niho sklivce.
Dalsi dilezitou roli hraje v hydrataci tkani, je totiz zodpovédny proces transportu vody napfic
tkani. Nejveétsi mnozstvi hyaluronanu se nachézi v ktzi, kde zajistuje jeji elasticitu. Oproti
tomu nizkomolekularni hyaluronan ma opac¢né, negativni G¢inky na organismus, kdy svou
specifickou interakci s receptory hraje tlohu zprostfedkovatele v bunééném dé€leni, mitdze,
vzniku tumord, metastaz a zanétt [24.].

1.2.3  Vyroba a pouziti hyaluronanu

W

Primyslova vyroba hyaluronanu je rozdélena na dvé ¢asti, dle zdroja, ze kterych je ziskavana.
Prvnim zdrojem jsou ZivociSné tkané€, v tomto pifipad€ se hyaluronan extrahuje predevSim
Z kohoutich hiebinki, pupecnich $itr a dalSich zdroji mekké tkané. Nevyhodou Zivocisnych
zdroju je jejich degradace v pribéhu extrakce, kdy se enzymatickou hydrolyzou naruSuje
struktura. Negativni dopad (hlavné po finan¢ni strance) ma také pomérné€ obtizna purifikace
hyaluronanu z tkané¢ (z davodu vysoké polydisperzity). Duvodem, pro¢ od téchto
neekologickych zdroji nebylo upusténo, je hned nékolik. Roli hraje predev§im vysoka
molekularni hmotnost, nezadvadnost a Cistota produktu. Komeréné dostupny hyaluronan muize
mit nejvyssi molekularni hmotnost okolo 5 MDa. Jako dalsi zdroj jsou vyuzivany bakterie rodu
Streptococcus, neboli streptokoky (vyuzivaji se zejména kmeny zoepidemicus a equi),
kde hyaluronan produkuji bakterie k zapouzdieni a napadeni hostitele. Ziskavan je bakterialni
fermentaci, spliiuje velkou ¢ast pozadavkli na hyaluronan, s rozdilem v niz§i molekularni
hmotnosti, ale také vyrazné nizsi cené. Molekularni hmotnost hyaluronanu z mikroorganismu
dosahuje piiblizné 2,5 MDa [22.], [23.], [64.].
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Hyaluronan je velice rozsifen v mnoha aplikacich 1€katstvi. Ve form¢ injekéniho podani
je nativni forma hyaluronanu hojné€ pouzivana v revmatologii, ortopedii, kde nahrazuje
synovialni tekutinu, a dale v oftalmologii, kde se pouziva jako doc¢asné vypln o¢niho sklivce.
Také se vyuziva v piipravcich na mokré hojeni ran, kde mé schopnost naptiklad omezovat
vznik koloidnich jizev a napomahat regeneraci tkani. V plastické chirurgii se vyuziva jeho
schopnost ,,vypliiového materialu®.

Jeho schopnosti specifickych interakci s bilkovinami v extraceluldrni matrix se vyuziva
pro vyrobu nosict 1éCiv a biologicky aktivnich latek s cilenym transportem. Pro své hydratacni
vlastnosti se t¢si veliké oblibé v kosmetice, také jako soucast scaffoldl pro tkanové inzenyrstvi.
Momentalné¢ se studie hyaluronanu zabyvaji predev§im vyuziti specifickych interakei
hyaluronanu s bunéénymi receptory nadorovych tkani (konkrétné CD44 a RHAMM)
pro vyrobu cileného nosice 1éki na rakovinu [24.], [22.].

1.3 Reologie

1.3.1 Uved

Reologie je véda zkoumajici tvarové zmény latek vznikajicich piisobenim vnéjsich sil. Jedna
se mezioborovou disciplinu, jenz souvisi s mechanikou a fyzikalni chemii. Jak naznacuje
vyznam slova reologie z feckého ,,rein‘ (téct) a ,,logos* (véda), vyjadiuje tento termin doslova
nauku o toku latek. Z definice reologie vSak vyplyva, ze se tento védni obor zabyva nejen tokem
kapalin, ale také deformaci latek. Podle mechanickych vlastnosti se materialy déli na skupenstvi
pevné, kapalné a plynné. Jejich mira deformace je matematicky popsana univerzalnimi modely
jako idedlni plyn, nestlacitelnd (newtonskd) kapalina a pruzné (hookovské) téleso.
Pro zjednodu$eni matematickych vztaht se zavedly limitni ptipady, kde idealni pevna latka
(tuhé téleso) ma nekonecné velky modul pruznosti a idealni nestlacitelna tekutina ma nulovou
vymizi po jejim odstranéni, mluvime o elastickém chovani. Energie potfebnd na deformaci se
uklada a po ukonceni puisobeni je zcela obnovena (dochazi k relaxaci). Elastické chovani
je charakteristické predev§im pro tuhé latky. Pokud vlivem vnéjsi sily nastava nevratna
deformace, kdy téleso piisobenim sily tece a po odstranéni sily se tok zastavi (a latka definitivné
zméni tvar) jedna se 0 viskozni chovani. Energie potiebna k deformaci se rozptyli v tekutiné
v podobe¢ tepla. Viskdzni chovani je predevsim projevem kapalin.

Zajem o definovani a popis chovani pevnych latek a kapalin sahé jiz do davné historie,
napiiklad hypotézam o elasticité a toku téles a se vénoval Galileo Galilei. Po ném dale teorie
rozvijeli Pascal, Hooke, Newton, Young, Navier, Stokes a dalsi. Na zac¢atku 20. stoleti byla tato
0dnoz védnich oborti pojmenovana reologie [25.], [26.].

1.3.2  Reologické déleni latek

Zminéné modely byly dostate¢né univerzalni na zakladni popis systémi, Se snahou popsat

v

komplikovangjsi jevy byla roku 1931 vydana prvni klasifikace moznych reologickych
vlastnosti, jenz rozd€luje latky do Sesti skupin na zakladé Newtonova zakona [26.], [27.].

1. Newtonovské kapaliny
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Jejich viskozita je pfi konstantni teploté a tlaku fyzikalni konstantou, plati zde pfima
umeérnost mezi smykovym napétim a gradientem rychlosti (Newtontv zékon).

Ne-newtonovské kapaliny casové zavislé — viskozita zavisi na Case, patii zde:
2. tixotropni kapaliny — viskozita klesa s ¢asem (po urcitém case dochazi k jejich fidnuti)
3. reopetické kapalin — viskozita roste s ¢asem (po ur¢itém ¢ase dochazi k jejich houstnuti)

Ne-newtonovské kapaliny na case nezavisle — viskozita zavisi na teplot¢, patii zde:

4. pseudoplastické kapaliny — viskozita klesa se zvySujicim se smykovym napétim
(se zvySenim napéti fidnou)

5. dilatantni — viskozita roste se zvySujicim se te¢nym napétim (se zvySenim napéti
houstnou)

6. plastické — k toku dochazi az po piekroceni urcitého prahového smykového napéti

1.3.3  Reologie viskoelastickych latek

Vyse popisované elastické chovani (podle Hookova zakona) a viskozni (podle Newtonova
zakona) chovani miizeme oznacit jako extrémy, mezi kterymi se nachédzi. Jedna se o latky,
jejichZz odezva na vné&jsi silu (v naSem piipad€ napéti) zavisi na dob€, po kterou tato sila plisobi.
Mezi viskoelastické latky mohou byt fazeny v podstaté vSechny materialy (které jsou vystaveny
napéti po nekonecné dlouhou dobu). Projevy viskoelasticity mizeme pozorovat naptiklad
u geld, malo viskdéznich kapalin, roztokli polymert apod. Vzdy se vSak se jednd o latky, jenz
vykazuji viskozni i elastické vlastnosti zaroven. Dle svych viskoelastickych vlastnosti se tyto
latky projevuji vice €1 méné Casove opozdénou reakei na aplikaci ¢i odstranéni napéti. Pro jejich
popis se vyuzivaji ptedev§im oscilacni testy. Senzor reometru se otaci s presn¢ definovanou
frekvenci otaceni w (od nejvyssi frekvence po nejnizsi). Méfeny vzorek je vystaven piisobenim
konstantniho smykového napéti 7 jako funkce sinus (viz Rovnice 1):

(t) =7, -Sinwy 1)
Vysledkem je kiivka deformace A jako funkce sinus posunuta ve fazi (viz Rovnice 2):
y@)=y,-Sinwy+95 (2)

Kde ¢len 6 (°) se nazyva uhel fazového posunu, nebo také ztratovy thel, jehoz velikost
je definovana intervalem 0-90 ° [28.]. Na Z Obr. 6 jsou znazornény rozdily fazi mezi obéma
sinusovymi vinami (vstup a vystup) pro tii druhy chovéni. Cisté elastické materialy maji fazovy
uhel Fazovy tihel nulovy, protoZe vstupni napéti a vystupni deformace jsou ve fazi. Naopak pro
Cist¢ viskdzni kapaliny plati, Ze jsou ve fazi, fazovy uhel nabyva hodnoty 90 °.
Pro viskoelastické materialy se fazovy thel nachazi mezi témito dvéma idedlnimi stavy a méni
v zavislosti na rychlosti deformace.
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Obr. 6 Popis viskoelastického chovani latek na zdkladé fazového posunu mezi amplitudou
vstupniho napéti a vystupni deformace pro idealne elastickou latku, idedlni kapalinu a
viskoelastickou latku [29.].

Viskoelastické vlastnosti jsou vyjadieny pomoci viskoelastickych parametrd (modull) jenz
kvantitativné vyjadiuji konverzaci elastické energie a disipaci mechanické energie. Miru
deformacni energie uloZené ve vzorku béhem namahani vyjadiuje pamétovy (elasticky) modul
G’ (Pa), po odstranéni namahani se tato energie vyuzije na ¢aste¢né ¢i tiplné vykompenzovani
deformace. Ztratovy (viskozni) modul G~ (Pa) je mirou deformacni energie, jez byla
disipovana na teplo v prubéhu namahani, vysledkem je pak nevratna deformace. Protoze
u viskoelastickych materiali se projevuji oba typy chovani zaroven, miizeme tuto skute¢nost
popsat vektorovym diagramem (viz

Obr. 7). Vektorovy soucin pamétového a ztratového modulu (Rovnice 3) vyjadiuje celkovou
charakteristiku chovani viskoelastického systému a je oznacovan jako komplexni modul G*

(Pa):
GH=y(G)*-(G") 3)

Pro ztratovy thel pak plati Rovnice 4:

rr

(4)

tmdze

s

Z rovnice 4 vyplyva, ze pokud ztratovy uhel nabyva hodnoty J < 1, pak se materialy se chovaji
jako kapaliny (liquid-like). Jakmile plati, Ze ztratovy uhel vyraznéji pievySuje hodnotu 1,
mluvime o chovani podobné tuhym latkam (solid-like).
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Obr. 7 Vektorovy diagram charakterizace viskoelastickych latek [29.].

Viskoelastické parametry Ize méfit jako funkci napéti (deformacni amplitudy), frekvence, Casu
a teploty. Zméteni frekvencnich oscilacnich testii ziskame informace o tom,
jak se viskoelastické vlastnosti méni s frekvenci, pficemz velikost a tvar kiivek je zavisly
na molekuldrni struktufe. Mechanickd odezva pii kratkych casech deformace (vysokou
frekvenci) se blizi chovani pevnych latek a odezva s delsim ¢asem (za nizké frekvence)
odpovidéa viskéznimu chovani (jakmile pro nizké frekvence plati G** >> G', pak se systém
chova jako kapalina). Méteni oscilacnich teplotnich ramp probiha pfi linearni rychlosti ohfevu/
ochlazovani s konstantni amplitudou napéti. Odpoveéd’ materialu mize byt sledovana pro jednu
nebo vice frekvenci. Z méfeni ziskavame piehled o dynamickych zménach viskoelastického
chovani v zavislosti na teploté, napiiklad pii fazovych piechodech. Teplota bodu gelace
je definovana bodem tan ¢ = 1, kterému odpovida pruseé¢ik moduld (G" = G"") [26.], [29.].

1.3.4  MéFici systémy

Ptistroje pouzivané na ziskéni reologickych dat se nazyvaji reometry a se d¢li dle principu
pouzivané analyzy vzorku (statické, rotaéni reometry). Rota¢ni reometr ma usporadani slozené
bud’ ze statické ¢asti a rotujiciho senzoru, nebo ze dvou rotujicich ¢asti. Pfistroj umoznuje méfit
ve dvou rtiznych rezimech — smykovém a oscilaénim. Smykové testy jsou zaloZeny na méteni
smykové rychlosti s nastavenim konstantniho to€ivého momentu, odtud ziskame hodnotu
smykové rychlosti (ktera nedeformuje vzorek) pro nasledujici test. Nastavenim zmétené
konstantni smykové rychlosti je pak méfen ota¢ivy moment generovany vzorkem. Oscilacni
testy probihaji analogicky. Nejprve je stanovena pozadovand hodnota napéti, kdy nedochazi
k deformaci vzorku (tzv. linedrni viskoelasticka oblast LVO), nasledné pii této konstantni
hodnoté napéti méti odpovéd’ vzorku na zvySovani oscilaéni rychlosti (frekvence). Pomoci
rota¢nich reometrl je mozné zkoumat reologické vlastnosti Sirokého spektra kapalin i pevnych
latek. Vybér reologickych testli se odviji od toho, jaké vlastnosti chceme pro dany vzorek
charakterizovat (naptiklad viskozitu, komplexni modul, ¢asové zavislosti proménnych apod.).
Zpracovani dat zpravidla probihd pomoci vhodného softwaru, jenz zprostredkovava vyrobce.
Podle skupenstvi vzorku, miry viskozity a dalSich vlastnosti (napt. velmi nizké pH, silny vliv
odpatovani rozpoustédla) se voli z Sirokého vybéru méficich systémi (pouziva se rovnéz
pojmenovani geometrie ¢i SENZor).
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1.3.4.1 Meé¥ici systém dvojitého valce

Geometrie nesouci nazev valec-valec, piipadné dvojity valec (v a angli¢tiné pak double gap
cylinder), jejiz konfigurace je znazornéna na obrazku Obr. 8 (), se sklada z vnitiniho rotujiciho
a vngjsiho staciondrniho valce, mezi nimiz je mezera pro naddvkovani vzorki. Tato geometrie
se pouziva predevsim pro kapaliny S nizkou viskozitou, protoze diky pfitomnosti vétsi mérené
plochy se zvySuje vliv vzorku na vnitini vélec, ¢cimz se zvysSuje piesnost méteni. Nevyhodou
geometrie je potfeba pomérné velkého mnozstvi vzorku a slozitého ¢isténi.

1.3.4.2 Meéiici systém deska-deska

Geometrie dvou paralelnich desek (z anglického paralel plates) se sklada ze dvou desek
srovnym povrchem, jejichz schéma je znazornéno na Obr. 8 (b), pfi¢emz spodni deska
je stacionarni a horni deska je rotujici. Rozmér vrchni desky je definovan jejim prumérem, ktery
musi byt vzdy nejméné dvakrat vétsi, nez je velikost méfici polohy. Danou geometrii je mozné
pouzit na méteni tuhych struktur (geld, elastomerd, past) pfi¢emz je potieba jen malé mnozstvi
vzorku. Nevyhodou geometrie je nekonstantni napéti, jelikoZz se smykova rychlost zvySuje
smérem k okrajim desky. U oscilac¢nich testl je tento jev zanedban, protoze méteni probiha

pii napéti z linearni viskoelastické oblasti [29.], [30.].

(a) (b)

Obr. 8 Schéma mericiho systému dvojitého vdlce (a) a mériciho systému deska-deska (b)
[30.].

1.4 Ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim

1.4.1  Uvod a definice

Ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozlisenim (HR-US z anglického high resolution
ultrasonic spectroscopy) je pomérné malo rozsitena, nedestruktivni metoda vhodna na analyzu
Siroké Skaly latek. Ve vétsin¢ klasickych spektroskopickych metod jsou zdrojem méficiho
signalu elektromagnetické viny neboli svételné zateni. Napftiklad viditelné a ultrafialové zéafeni
(UV-VIS spektrometry), infracervené zatreni (infraCervena spektroskopie), emitované zafeni
(fluorescencni spektroskopie) a dal$i. Nevyhodou téchto metod je potieba meéfit signal
pro kazdou vlnovou délku zvlast, coz vyzaduje specidlni optické prvky, které mohou

byt univerzalni (¢imz se vyrazné sniZuje citlivost) nebo konstruované specialné pro urcité
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rozmezi vybranych vinovych délek, ¢imz metoda ztraci na univerzalnosti. Kdezto ultrazvukova
spektroskopie je zaloZzena na méfeni rychlosti elektronicky syntetizované ultrazvukové viny
aje schopna méfit v Sirokém rozsahu frekvenci bez Sumu. Pfi porovnani s klasickymi
spektroskopickymi metodami ultrazvukova spektroskopie unikatni svou univerzalnosti
a vysokou citlivosti. Dal$i vyhodou je schopnost méfit prusvitné i zcela neprihledné vzorky,
pfi¢emz hovofime o neinvazivni metodé. Metodou HR-US muzeme méfit téméi vSechny
materidly pro vyhodnoceni stavu, uréeni struktury ¢i  popisu termodynamického
a viskoelastického chovani. Dale je metoda schopna analyzovat mezimolekularni interakce,
zmeény ve slozeni a fAzové prechody analyzovanych latek

Ultrazvukova vina je definovana jako mechanické kmitani s frekvenci vyssi nez 20 000 Hz,
coz je horni frekvencni mez slySitelnosti lidského ucha. Ultrazvukové kmity jsou Sifeny
v prostiedi jako vysokofrekvenéni akustické viny, pficemz kazdé prostiedi je (z akustického
(fazova rychlost), coz je rychlost, s jakou se zvuk §ifi danym prostfedim. Stejné dilezity
parametr je ultrazvukovy utlum, jenZ vyjadiuje miru pohlceni zvuku vlivem prostiedi. Utlum
je zavisly na kmitoctu ultrazvukovych kmiti a vyuziva se pfedevSim pro volbu vhodné
zobrazovaci frekvence. Ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim je zaloZena
na sou¢asném meéfeni ultrazvukového utlumu a ultrazvukové rychlosti pii prichodu
analyzovanym prostfedim, jenZ oba parametry ovlivituje. Jednd o komparativni metodu méteni,
kdy je pfistroj opatfen dvéma mérnymi celami, ve kterych se nachazi rizné prostiedi (napiiklad
referencni prostfedi a méfeny vzorek), kde méfeni probiha zaroven. Vysledné hodnoty
ultrazvukové rychlosti a Gtlumu obou prostiedi se sectou (paralelni rezim), nebo se stanovi
jejich rozdil (diferencialni rezim) [31.], [32.], [33.], [39.]. Princip méfeni ultrazvukovych
vin je znazornén na Obr. 9.

Generator Analyzator

signalu

signalu

Ultrazvukova vina 4> T
prochazejici
vzorkem Vzorek

Obr. 9 Schéma ultrazvukového spektrometru [38.].

Ultrazvukova rychlost je méfena prostiednictvim opakované komprese a dekomprese
materialu, kdy pfi stlaGovani a uvolfiovani jsou zaznamenavany pritazlivé ¢i odpudivé interakce
mezi molekulami vzorku, jenz maji za nasledek specifické zmény mikro-elastickych vlastnosti.
Deformace je v tomto piipadé tak rychla, Ze ve vysledku nema destruktivni dopad
na analyzovany materidl. Rychlost priichodu ultrazvukové viny je ovlivnéna molekulovym
usporadanim, mezimolekularnimi interakcemi, hustotou a reologickym chovanim, pficemz
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nejvice se projevuje vliv elastické odezvy materialu. Schopnost prostupu viny riznymi druhy
prostiedi je zndzornéno na Obr. 10. z n¢hoz vyplyva, ze ultrazvukova vina prostupuje
nejrychleji pevnymi latkami diky nejvice elastickému charakteru. Z méteni ultrazvukové
rychlosti jsme schopni ur¢it molekularni uspofadani, mezimolekularni interakce ale i elasticitu
a hustou, které molekularnim uspofadanim tzce souvisi [39.].

%P . )_)_D Kapalina
%P._)_)_) Plyn

Vzdalenost -

Obr. 10 Ovlivnéni rychlosti priichodu ultrazvukové viny v zavislosti na druhu prostredi [36.]

Ultrazvukovy utlum je méfen jako energetickd ztrata ultrazvukové viny. Energetickd ztrata
je zaptiGinéna absorpci a rozptylem energie. Utlum vzorku miZe vyjadfovat napiiklad
viskozitou vzorku, pfi niz dochazi k disipaci energie na teplo. Métenim ultrazvukového Gtlumu
umoznuje analyzovat mikrostrukturu materialu, véetné velikosti jejich ¢astic. Dale umoziuje
sledovat kinetiku chemickych reakci, zmény struktury spojené s agregaci fetézcti pii gelovaténi,

proces Krystalizace (stanoveni teploty tani) dalsi dynamické procesy [37.], [38.], [39.].

1.4.2  Pouziti

V praxi je pouziti ultrazvukovych vin Siroce rozsitené v oboru lékatstvi, kdy dochazi k prostupu
viny mékkou tkani a vytvoreni 3D obrazu vysetfované oblasti. Dale ultrazvukové viny nachazi
uplatnéni pro vizualizaci kazl ¢i defektlh mikrostruktury uvnitt i na povrchu pevnych vzorkt
nebo stanoveni homogenity vzorku [40.]. Ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozlisenim
(HR-US) se vyuziva napiiklad na urceni kinetiky chemickych reakci, méfeni teplotnich
zavislosti, sledovani mezifazovych ptechodu, popis konformacnich zmén polymert, detekci
interakce antigen-protilatka a mnoho dalSich aplikaci. Konkrétnim ptikladem pouziti
ultrazvukové spektrometrie je méfeni koncentrace micel v koloidnich roztocich huminovych
kyselin, kde obsah micel zapfticinuje pokles ultrazvukové rychlosti (zvySuje se elasticky
charakter systému) [41.].
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Chovani roztoku a sol-gel proces karagenanu je pomérné rozsahle studovan mnohymi
technikami jako je reologie, diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC), skenovaci emisni
elektronova spektroskopie, termélni analyza, opticka otacivost, rozptyl svétla, rentgenova
difrakce, dielektrickd relaxace, mikroskopie atomdarnich sil (ATM) apod. Ve vétSiné pripadii
se vsak jedna o studium téchto polysacharidii s ptfidavkem iontt. Pouziti reologickych postupti
pro popis piechodu a zkoumani viskoelastickych vlastnosti karagenanu ve vodé¢ v §irsi skale
koncentraci zatim nebylo popsano. Zakladni principy gelovaténi karagenanu uz jsou znamy
nejméne tii desetileti, nicméné se jedna o pomérné slozity dynamicky proces, jehoz pribch
je ovlivnén hned nékolika faktory (pfitomnost a druh iontt alkalickych kovd, teplota, ¢as, pH,
koncentrace karagenanu atp.). Z toho diivodu je mechanismus procesu prubézn¢ prezkoumavan
a upravovan dle nové¢jSich experimentalnich vysledk.

Obecné je literaturou piijimano, Ze gelovaténi x-karagenanu probiha od urcité (tzv. kritické
Cwrit) koncentrace karagenanu v roztoku a mechanismus mezifazového piechodu
je dvoukrokovy — pii vysokych teplotach se molekuly karagenanu nachazi v neuspoiadaném
stavu nahodného klubka, pti ochlazovani piechazi do uspofadané struktury a-helixu, tedy
dvousroubovice. Dalsim krokem gelovaténi je agregace dvousroubovic do vétSich celku,
coz vede k tvorbé nekone¢né trojdimenzionalni sité gelu. Mezi zakladni pilife vyzkumu
k-karagenanovych gelt patii diagram popisujici oblast nahodného klubka, oblast konformace
dvousroubovic a oblast agregované struktury gelu ze studie Rochas a Rinaudo [43.] a dale
urcéeni dynamického mechanického chovani v kritickém bodé gelovaténi (kritickd koncentrace,
kriticka teplota) pomoci Winter-Chambon kritéria [45.].

Ve starSich ¢lancich byly vedeny spekulace, zda za urcitych podminek (naptfiklad nizsi
koncentrace karagenanu, piidavek nesit'ujicich ¢inidel ¢i iontt) nedochazi k piechodu struktury
do konformace dvousroubovice, nybrz jsou tvofeny linearni Sroubovice.

Nickerson a dalsi [46.] ve své studii rozebiraji konformaéni zmény x-karagenanu metodou
statického rozptylu svétla, cirkuldrniho dichroismu a viskozimetrie, z které vyplyva,
Ze r-karagenan se v uspotfadané konformaci vzdy nachazi v konformaci a-helixu. Htanh et al.
[47.] potvrdili, Ze ve vodnych roztocich gelujiciho typu karagenanu (x-, -, A-,
p- a6-karagenany) dochazi ke staceni anhydridgalaktézové sekvence do konformace
dvousroubovice a objasnili vliv sulfatovych skupin v tomto procesu.

Nunez-Santiago a Tecante vénovali dvé studie [48.], [49.] stanoveni bodu gelace a popisu
viskoelastickych vlastnosti x-karagenanu v pfitomnosti draselnych iontl metodou DSC
areologie. Z DSC testli byl bod gelace stanoven jako nejvétsi teplotni pik. Pomoci reologickych
testl byl sol-gel pfechod stanoven ze zmén dynamickych modulii s ménici se teplotou
a frekvenci (s vyuzitim Winter-Chambon kritéria), prostiednictvim zavislosti dynamickych
modulti pfi konstantni frekvenci a napéti na teploté ohfivani a ochlazovani a pomoci méteni
ztratového Uhlu, konkrétné v bod¢€, pfi némz se ztrdtovy uhel stavd nezavisly na frekvenci.
Nejptesn¢jsi stanoveni bodu gelace bylo ziskano metodou kritického ztratového uhlu
(tzv. critical phase angle procedure).

Ueda a kolektiv [50.] ve své praci popisuji teplotni zavislosti x-karagenanu v prostiedi KCI
se sonifikovanymi draselnymi ionty metodou optické rotace a SEC-LALLS (gelova
chromatografie kombinovana s laserovym paprskem s malym thlem rozptylu). Ze studie
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vyplyva, ze v roztoku karagenanu s nizkou koncentraci soli nedochazelo ke zméné molekularni
hmotnosti se zménou teploty. Jakmile se vSak koncentrace soli ve vzorku zvysila, dochazelo
ke zvySeni molekularni hmotnosti pii piechodu z nahodného klubka do konformace
dvousroubovice, ktera méla dimerizovanou molekularni hmotnost. Pti zvySeni obsahu soli
dochazelo navic k agregacim dimerizovanych dvousroubovic. Konformacéni piechod
byl doprovazen hysterezi mezi kiivkou ohfevu a kfivkou chlazeni optické rotace. Obdobné
experimentalni vysledky pfitomnosti teplotni hystereze (a jeji zvySovani s koncentraci
karagenanu a s obsahem soli) a termoreverzibilnich vlastnosti x-karagenanu byly popsany
v nékolika studiich 0, [52.], [53.].

Morris et al. [54.] studovali vliv teploty na mezifazovy piechod karagenanti metodou DSC
a optickou rotaci v prostiedi rtiznych iontd. V x-karagenanu bylo prokazano konformacni
uspotfadani helikalnich struktur, jenz agreguji a vykazuji znacnou hysterezi mezi ohievem
a chlazenim. Z ¢lanku vyplyva, hystereze je charakteristicka vlastnost pro dvousroubovice,
u jednoduchych Sroubovic je nemozné ji pozorovat. Je vSak potieba zdlraznit fakt, ze hystereze
siln¢€ zavisi na rychlosti skenovani (neboli rychlosti ohfivani/ochlazovani). V dalsi ¢asti prace
je uvedeno tvrzeni, Ze entalpie spojena s agregaci (sol-gel pfechodem) je vEtsi nez entalpie
gel-sol piechodu. Vzhledem k tomu, Ze mezifazovy ptechod je termoreverzibilni (vlastnosti
na zacatku a na konci méfeni se neméni), musi se jednat také o rovnovazny déj, jehoz celkova
energie uvolnéna pii ochlazeni se musi rovnat celkové energii pfijimané pifi ohievu. Z toho
divodu shledavame tvrzeni jako mylné.

Jak jiz bylo uvedeno, témét vSechny vyzkumy karagenant jsou provadény v piitomnosti
iontll. Citlivost karagenanu na pfitomnost soli ovlivilujici mezifdzovy prechod a agregaéni
chovani velmi dobie vystihuje ¢lanek Y. Chena a jeho kolegti [56.], kteti studovali zajimavé
téma vlivu zptsobu piipravy na chovani x-karagenanu. Vysledky ukazaly, ze Cista forma
karagenanu v roztoku s draselnymi ionty, dostupna pro chemické ucely/pouziti v Iékafstvi,
vykazuje velmi odliSné reologické chovani oproti neciSténému karagenanu, ktery je bézné
dostupny pro komeréni ucely, napiiklad v potravinaiském pramyslu. Reologické vlastnosti
¢isténého x-karagenanu o koncentraci 10 g/l s obsahem draselnych ionti vykazuje chovani
odpovidajici chovani slabého gelu. Také bylo prokazano, ze €iSt€ny karagenan mé vyrazné
mens$i linearni oblast viskoelasicity oproti ne¢isténému x-karagenanu stejné koncentrace.

Na podobném (zdanlivé nepatrném) rozdilu bylo zalozeno méteni karagenanovych gelt
v tvrdé D20 a mékké H>O vodé autord Cardoso a Cabanini [57.]. Z reologického méfeni
frekvencnich zavislosti téchto geli vyplyva, ze v pfitomnosti t€zké vody jsou dynamické
moduly podstatné vysSi. To poukazuje na vySS$i pocet vytvofenych zesitovanych mist
(kiizovatek, ptipadné spojovacich zon) ve struktufe gelu. Spojovaci zény jsou tvoieny
predev§im agregaci dvouSroubovic karagenanu prostfednictvim columbickych interaket,
pticemz D20 poskytuje vyssi pocet zesitovanych mist, vzhledem k vyssi elektrické permitivite.
Vliv na proces prechodu konformace z nahodného klubka do dvousroubovice mize mit rozdilna
délka vazeb v rozpoustédle (D20< H20). V tomto procesu se totiz neusporadané segmenty
polysacharidu zacnou pietvafet do tvaru dvousroubovice, jez se musi vlézt do struktury
rozpoustédla (viz Obr. 11). Dle druhu a role pfitomné soli je zména konformace z ndhodného
klubka do a-helixu indukovana podle rozdilnych sil interakci mezi rozpoustédlem a zkoumanou
latkou. Bylo zjiSténo, Ze molarni hmotnost spojovacich bodl karagenanového gelu v D20
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je vzdy mensi nez v piipadé H20. To muize byt vysvétleno bud’ vétsi délkou dvousroubovice,
nebo vyssi hustotou sitovacich bodt, ptipadné oba efekty prispivaji spolecné. Diivodem, pro¢
se autofi neptiklani k zddné z moznosti je fakt, ze pti prechodu do stavu gelu miize byt proces
tvorby dvousroubovice daleko rychlejsi nez proces jejich agregace, anebo mohou oba procesy
probihat zaroven. Bohuzel pro mnoho biopolymernich geli je rozliSeni téchto dvou
asociativnich jevil prakticky nemozné.
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Obr. 11 Viiv pouziti tvrdé a mékké vody jako rozpoustédla na strukturu karagenanovych gelit
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lijima et al. [58.] ve své studii zkoumali vliv tepelné historie na gel-sol piechod karagenanu
pomoci vysoce citlivé diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC). Pfi koncentraci nizsi
nez 20 g/l se po ustaleni vodného roztoku do rovnovahy vytvoiil homogenni gel. Jakmile
koncentrace piesahla 30 %, bylo mozné pozorovat vedlejsi pik s nizsi teplotou, nez nabyval
maximalni pik. Tento vedlejsi pik je ve vétsi mife pozorovatelny pii exotermickém piechodu
(ochlazovani) oproti endotermickému piechodu. V dané studii je pomérné rozséhle diskutovan
vliv rychlosti zmény teploty na agregaci dvouSoubovic v pribé¢hu mezifazového piechodu
(konkrétné se rychlost ochlazovani pohybovala v intervalu od 0,1 do 5 °C/min), ktery mutize
vyrazné ovlivnit velikost spojovaci zony. Vysledky ukazuji, ze pti nizké rychlosti ohfevu
se tvoii velké spojovaci zony (agreguji velké dvouSroubovice), kdezto pii rychlém ochlazovani
vznikaji malé spojovaci zoény. Divodem je, ze kvili nadbyte¢nému poctu molekularnich
fetézci dochazi pii pomalém ochlazovani k agregaci jiz propojenych dvousroubovic
karagenanu s dal$imi fetézci umisténymi v urcité vzdalenosti. lijima vysvétluje pfitomnost
vedlejSiho piku jako diisledek riiznych typli vad ve spojovaci zon€ a vznik rizné velkych
Sroubovic. Mnoho experimentalnich vysledka v§ak naznacuje, Ze karagenany tvoii homogenni
gely. Pii porovnani vysledkll z experimentalni ¢asti nasi prace vyplyva, ze skute¢né muize
pritomnost sub-piku znamenat vznik velkych spojovacich zén ve struktuie gelu. V nasem
pfipadé¢ ma vSak na tento d& vliv vysokd molekularni hmotnost, nikoliv zména rychlosti
ochlazovani.

Aktualné se tématem karagenanovych soli zabyvaji védci z tymu vedeného M. Robalem [59.].
V uvedeném clanku je aplikovano nékolik rozliénych metod pro vyrobu monoionnich soli «-,
1-, a A-karagenanu a charakterizaci jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti metodou nuklearni
magnetické rezonance, Ramanovou spektroskopii, emisni spektroskopii s indukéné vazanym
plazmatem, gelovou chromatografii a reometrii. Pro x-karagenan plati, ze schopnost tvofit gely
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se zvySuje s obsahem kationtil v pofadi Li* < Na'< Mg?*< Ca?*< NH*"< K*, pro typ :-karagenan
pak plati NH*< Li*< Na*< K*< Ca®*. Rovnéz v této studii se autofi zabyvaji rozdily
Vv reologickych vlastnostech ¢isténého karagenanu (s obsahem jediného kationtu) a typického
komer¢niho karagenanu. Pribé¢h teplotnich zavislosti dynamickych modulti karagenanu
0 koncentracil5 g/l s obsahem jednoho nebo dvou iontl je znidzornén na Obr. 12, z n¢hoz
vyplyva, ze pocet agregovanych molekul béhem procesu rozristani gelové sité (a tim i rigidita
vznikajiciho gelu) zavisli na druhu piidaného kationtu do roztoku karagenanu.
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Obr. 12 Zavislost pamétového modulu na teploté ochlazovani v intervalu od 60 do 10 °C
pro x-karagenan o koncentraci 15 g/l v pritomnosti riznych iontit (viz legenda).

Pouziti ultrazvukového spektrometru s vysokym rozlisenim na popis mezifazového prechodu
karagenanu bylo navrzeno tymem vyvojaru firmy Ultrasonic Scientific, jejichz prace ([59.],
[60.]) byla zaméfena na popis tani karagenanovych geli vicefrekvenéni ultrazvukovou
analyzou. Vysledky méfeni popisuji, ze pifi teplot¢ od 20 do 30 °C a poté od 48 °C vyse,
se ultrazvukova rychlost snizuje v zavislosti na teploté (z reologického pohledu je to dusledek
snizeni pamétového modulu G’ steplotou. Mezi timto teplotnim intervalem se nachazi
mezifazovy ptechod, ktery je pozorovatelny jako zvySeni ultrazvukové rychlosti nasledkem
poruseni intermolekuldrnich spojii mezi karagenanovymi dvousroubovicemi.

Vétsina studii, jenz souvisi s tématem teplotnich zavislosti hyaluronanu, je zaloZena
na popisu mezifazovych prechodi €1 mechanickych a viskoelastickych vlastnosti pro
kompozity hyaluronanu s dalsi biokompatibilni latkou. Hlavni divod pro zaélenéni
hyaluronanu do matrice dalsi slouc¢eniny je fakt, ze samotny hydrogel hyaluronanu velmi rychle
degraduje. Vhodné zvolena kombinace hyaluronanu s biopolymerem umoznuje vystavbu
biomaterialu pro konkrétni architekturu, upravu mechanickych vlastnosti, ptidani biologické
signaliza¢ni kapacity a podobné. V piipadé studii kompozitl je studovana predevSim piiprava
a vlivy jako je teplota, pH a iontova sila.

Yang a kolektiv [61.] se zabyvali studiem procesu gelace kompoziti kolagen-hyaluronan
pomoci Casove zavislé oscilacni reologie (kde byla monitorovana viskoelasticita gelu a rozvoj
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sit€¢) a metodou konfokalni odrazivé mikroskopie (CRM). Konkrétné byly studovany vlastnosti
kolagen-hyaluronanovych geli v rovnovaze pii konstantni teploté 32 a 37 °C aV prub&hu
gelace. Ze studie vyplyva, ze ptidanim hyaluronanu (4 g/1) se mirné méni mechanické vlastnosti
a struktura systémt jak v rovnovaze, tak v prubéhu gelovaténi. S rostoucim pomérem
hyaluronanu homogenné distribuovaného mezi kolagenovymi vlakny klesa teplota gelace.

Studie Ambroso et al [62.] se zabyvala reologickym méfenim hyaluronanu a jeho derivata
ve vodnych roztocich pro vyhodnoceni stability viskozity toku a viskoelastickych vlastnosti,
na zakladé¢ kterych se docili pozadovanych vlastnosti vytvofenych materialt dle koncentrace,
molekularni hmotnosti a chemické struktury. Pfi nizké molekularni hmotnosti a koncentraci
se roztoky hyaluronanu chovaji jako viskézni kapaliny, zatimco pii vy$$i molekularni
hmotnosti a koncentraci hyaluronanu vzorky vykazuji vys$$i hodnoty pamétového modulu
ajejich chovani je podobné mékkym gelim. Ze studie vyplyva, ze zvySeni molekularni
hmotnosti ma vétsi vliv oproti koncentraci. Divodem je podpoteni zaplétani feté¢zci molekul
hyaluronanu v systému pii zvySovani molekularni hmotnosti. Porovnanim vlastnosti
hyaluronanu s jeho derivaty se ukazalo, ze je mozné dle potieb ménit reologické vlastnosti,
pficemz se zachovava biologickéd kompatibilita materialu.

Zhao a dalsi se rovnéz vénovali tématu chemické modifikace [63.][61.]. Je obecné znamo,
ze molekula hyaloronanu ma pfirozenou dobu setrvani v tkani jen nékolik dni (vlivem
hyaluroniddzy a degradace volnymi radikély), to je ovSem nedostate¢na doba napftiklad
pro aplikace tkanového inzenyrstvi. Pro snizeni biodegradace je pozadovana modifikace
hyaluronanu, které¢ je dosahovano chemickou derivatizaci nebo chemickym zesitovanim.
V zavislosti na konkrétnim typu ¢inidla se méni délka spojovaci zony a také je timto zptisobem
fizeny stupen zesitovani (tedy biostabilita) a odolnost vic¢i degradaci. V dané studii byly
nékolika zpusoby piipravovany zesitované gely z hyaluronanu (1 800 kDa) a hydrofobniho
epoxidu, a jejich reologické vlastnosti byly méfeny na reometru pii konstantni teploté 25 °C.
Vysledky této studie prokazuji, Ze nezesitovany hyaluronan se chova jako viskoelasticka
tekutina a dochazi zde k piekiizeni dynamickych moduld. Zatimco v ptipadé zesitovaného
hyaluronanu jsou dynamické moduly prakticky nezéavislé na frekvenci a pamétovy modul
je vzdy vyssi nez ztratovy modul (charakter blizici se pevné latce).

Kaufman et al [64.] vyuzivali rzné reologické techniky pro zkoumani chovani roztokt
hyaluronanu, hylanu (zesitovany hyaluronan) a healonu (proprietarni hyaluronan) v Siroké
Skale molekularnich hmotnosti. Objektem studia bylo pfedev§im porovnavani rozdili mezi
linearnim hyaluronanem a zesitovanym hylanem s pouzitim stejnych molekularnich hmotnosti
dochazi pfi nizké frekvenci ke zvySeni dynamickych moduli. Vysledky poukazuji na rozdily
ve struktufe, kde zfedény roztok hylanu ma schopnost vytvaret sit’. Nicméné pii vySSich
koncentracich hylanu (kdy je dosazeno homogenni sité) nepozorujeme zvySeni smykové
viskozity ani elastického modulu viz Obr. 13. Toto chovani je pfisuzovano polotuhému
(semirigidnimu) charakteru hyaluronanového ftetézce s prevahou spojovacich bodl
V poloziedéné doméné hylanu. Ze studie dale vyplyva, ze roztok vysokomolekuldrniho
hyaluronanu vytvari vysoce zapletenou dynamickou sit’, ktera je zesilena interakci fetézcli mezi
sebou, coZ vede k rozvoji tercialni a vyssi struktury. Rovnéz zde plati, ze pro zesileni struktury
sit¢ ma vétsi vliv spiSe zvySovani molekularni hmotnosti neZli zvySovani koncentrace
hyaluronanu.
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Obr. 13 Krivky ztratového (G'') a pamétového (G') modulu v zavislosti na frekvenci
pro hyaluronan HA a hylan HY s molekuldarni hmotnosti 1 300 kDa a koncentraci uvedenou

Vv legende grafu [64.].

Z uvedeného vyctu studii vyplyva, ze reologické oscilaéni testy jsou vhodné na sledovani zmén

viskoelastickych vlastnosti a mezifdzového prechodu biopolymerti se zménou teploty.
Na zéklad¢ studii popsanych v reSersi byly navrzeny vhodné oscilaéni testy pro popis teplotnich
zavislosti a viskoelastického chovani karagenanu a hyaluronanu. Vysledky z reologického
méteni byly doplnény o data z ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozliSenim.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

k-karagenan: Sigma Aldrich (Ceska republika)
Hyaluronan sodny: Contipro Biotech s.r.o. (Ceska republika)
Seznam pouzitych Sarzi je uveden v Tab. 2 a Tab. 3.

Tab. 2 Karagenan pouZzity pri experimentech.

k-karagenan
Mw vlhkost

A o _
CAS (kDa) (%) sarze oznaceni
11114-20-8 31674 6825  BCBK1080V e !
11114-20-8 539,17 8,736  BCBN9702V sagzze 2

Molekularni hmotnost karagenanu byla experimentalné stanovena pomoci rozmeérove
vylucovaci chromatografie s vicetihlovou detekci rozptylu (HPLC/ SEC-MALS) s chybou
(316,74 +5,81) kDa pro Sarzi 1 a (539,17 £ 2,51) kDa pro $arzi 2. Odpovidajici grafy (Obr. X1
a Obr. X2) jsou uvedeny v priloze.

Celkovy obsah vody v karagenanu byl stanoven pomoci termogravimetrické analyzy (TGA),
kde pro $arzi 1 byla po¢ateéni hmotnost 4,220 mg a pro $arzi 2 bylo pouZzito mnozstvi 4,392 mg
karagenanu. Méteni probihalo v inertni atmosféfe dusiku. Vysledky jsou znazornény v piiloze
jako Obr. X3 a Obr. X4. Ob¢ sarze karagenanu byly uchovavany pfi laboratorni teploté 23 °C
na suchém miste.

Tab. 3 Hyaluronan sodny pouZzity pri experimentech.

hyaluronan sodny

Mw* Mw vihkost . o
(kDa) (kDa) (%) Sarze oznacenti
250-450 249 61 6,395 230215-E1 nlzkomlf)\l/skularm
vysokomolekularni
1500-1750 1687,63 10,990 214-9062 HW

Mw* — molekularni hmotnost stanovend vyrobcem.

Molekuldrni hmotnost hyaluronanu byla rovnéZ stanovena pomoci SEC-MALS analyzy,
kde chyba méfeni pro nizkomolekularni hyaluronan byla stanovena na (249,61 + 16,17) kDa,
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apro méfeni vysokomolekularniho hyaluronanu chyba ¢inila (1687,63+ 55,77) kDa.
SEC-MALS analyza hyaluronanu je znazornéna v piiloze jako Obr. X5 a Obr. X6.

Vlhkost hyaluronanu (viz Obr. X7 a Obr. X8 v ptiloze) byla metodou TGA stanovena
Z 6,401 mg nizkomolekularniho hyaluronanu a 6,388 mg vysokomolekularniho hyaluronanu,
pricemz méteni také probihalo v atmosféte No. Hyaluronan sodny je uchovéavan ve specialnim
uzavieném boxu, jenz vzorky chrani pted vzdusnou vlhkosti.

3.2 Priprava vzorku
3.2.1  Priprava vzorku karagenanu ve vodé

3211 Sariel

Prvni ¢ast vzorkil karagenanu Sarze 1 v koncentratnim rozsahu 0,5 az 20 g/l byla pfipravovana
navdzenim pozadovaného mnozstvi pevného karagenanu na analytickych vahach
a jeho rozpousténim v ultra Cisté deionizované vodé z pristroje Purelab Option ELGA.
Nésledné byly roztoky michdny na michaéce v uzaviené nadob€ nejméné po dobu 24 hodin,
aby doslo k dokonalému rozpusténi. Roztoky byly skladovany v uzaviené nadobé v chladnicce
pii teploté do 5 °C. Teoretické hodnoty navazek pro danou koncentraci a objem jsou uvedeny
Tab. X1 v ptiloze. Dle navazeného mnozstvi byl poté piepocitan potiebny objem tak, aby byla
koncentrace roztokt co nejpiesnéjsi (viz Rovnice 6). Hodnoty hmotnosti, objemu a koncentrace
vsech vzorkid znazornuje Tab. X2 v ptiloze.

Vzniklé vzorky byly za laboratornich podminek transparentni, bez chuti a zdpachu. Pti nizké
koncentraci se jednalo o roztok nerozeznatelny od vody, s rostouci koncentraci rostla viskozita
kapaliny, a pii vyssSich koncentracich (20 g/l karagenanu ve vod¢) jiz vzorek tvoril mekky,
poddajny gel se svétle béZovou barvou.

3.2.1.2 Sarie?

Druhé ¢ast vodnych roztokd karagenanu o koncentraci v rozmezi 20-50 g/1 byla pfipravovana
z nové Sarze (S2), jelikoz predchozi Sarze jiz byla vypotiebovana. Nejprve byl aplikovan postup
pfipravy totoZny s postupem pro Sarzi 1, nicméné pifipravené roztoky vykazovaly rozdilné
vlastnosti a vzorky se nepodafilo timto zptisobem pfiipravit (roztok obsahoval nerozpusténou
cast, ktera se jiz nedokdzala prostfednictvim magnetické michacky promichat, jelikoz
dochazelo k tvorbé velmi pevného gelu). Z toho duvodu bylo navrzeno nékolik metod
pro piipravu vzorka karagenanu o vysSich koncentracich, z nichz se jako nejoptimalnéjsi
se ukazalo pouziti ultrazvukové lazné¢ s ohtevem (Obr. 14). Dalsim vhodnym postupem
by mohlo byt pouziti magnetické michacky s ohfevem, kde se roztok karagenanu ohiiva
ve vodni lazni po dobu nejméné 2 hodin. V tomto ptipadé by vSak bylo nutné michacku
temperovat tak, aby neptesahovala teplotu 110 °C, ¢imz by mohlo dojit k degradaci vzorku
[57.].
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Obr. 14 Ultrazvukova lazen s ohievem Bandelin DTS5 10F, vhodna na sonifikaci a homogenizaci
vzorki [73.].

Pii samotné pfipravé takto vysoce koncentrovanych roztokl karagenanu ve vodé bylo nezbytné
pozadované mnozstvi pevného karagenanu pridavat do objemu ultra Cisté¢ deionizované vody po
mensich ¢astech. Také v tomto ptipadé byl objem piepocitavan dle Rovnice 5 tak, aby odpovidal
ptesné koncentraci karagenanu ve vod€. Nasledné byly piipravené vzorky umistény do ultrazvukové
lazné na teplotu 80 °C po dobu nejméné 60 minut, kde doslo k dokonalé homogenizaci. Poté byly
dané vzorky umistény na michacku, dokud nedoslo k Giplnému ztuhnuti gelu. Pokud méfeni nebylo
provedeno nasledujici den, byly vzorky skladovany v chladni¢ce pfi teploté do 5 °C. VSechny hodnoty
hmotnosti, objemu a koncentrace vzorkii karagenanu ve vodé znazoriiuje Tab. X1 v ptiloze.

Vzorky karagenanu ve vode o vysoké koncentraci se za laboratornich podminek (23 °C, 198,15 kPa)
nachazely ve formé gelu. Tento gel byl neprtihledny (az opaleskujici), se svétle béZovou barvou, bez
chuti a bez zapachu. Zajimavé je, Ze oproti Sarzi 1 tvotil karagenan Sarze 2 mnohem pevnéjsi gely,
a to 1 pii totozné koncentraci 20 g/l. Rozdily v ptipravé vzorkii karagenanu S1 a S2 jsou diskutovany
v odstavci 3.4.1.4a3.4.2.1.

Rovnice 5 Priklad vypoctu teoretické hmotnosti navazky:

~ Meone. Vieor. _20-50 _,

Meor. = == )
teor. Vk 1000
onc.
Kde:

Meor ~ teoreticka hmotnost navazky pevného karagenanu/hyaluronanu (g)
My onc.™ mnozstvi karagenanu odpovidajici pozadované koncentraci roztoku (g)
Vieor. ™ objem odpovidajici pozadované koncentraci roztoku (ml)
Vkonc. — objem rozpoustédla (ml)
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Rovnice 6 Priklad prepoctu objemu rozpoustédla dle navazeného mnoZstvi latky:

Vteor. "Msrut, _50-09974

V —

skut. ~ =4987 ml (6)

m
teor.

Kde:

Vskut.

Vteor —objem odpovidajici pozadované koncentraci roztoku (ml)

—objem potiebny k dosazeni ptesné koncentrace (ml)

skut ™ navazené mnozstvi karagenanu/hyaluronanu (g)

m
m —teoreticka hmotnost navazky pevného karagenanu/hyaluronanu (g)

teor

3.2.2  Priprava vzorku hyaluronanu ve vodé

Roztoky nizkomolekuldrniho a vysokomolekularniho hyaluronanu byly pfipravovany
navdzenim pozadovaného mnozstvi hyaluronanu sodného na analytickych vahach a jeho
naslednym piimym rozpusténim v ultracisté deionizované vod¢ z pfistroje Purelab Option
ELGA. Hodnoty objemti a hmotnosti pro piipravu pfesné koncentrace jsou uvedeny v Tab. X2
(v ptiloze), véetné vyslednych koncentraci. Vzorky byly pfipravovany do uzaviratelnych
nadob, a navic byly opatieny izola¢nim Parafilmem proti vzdusné vlhkosti. Nasledn¢ byly fadné
promichavany na magnetické michacce po dobu 24 hodin, aby bylo dosazeno homogenity
ve vzorku. Mezi méfenimi byly vzorky uchovavany v chladni¢ce pii teplot¢ do 5 °C,
a to maximalné po dobu 5 dntl, aby se zabranilo ptipadné degradaci [74.].

Roztoky nizkomolekularniho hyaluronanu a vysokomolekularniho hyaluronanu ve vodé
0 niz$i koncentraci (do 10 g/l) byly za laboratornich podminek transparentni a bez zapachu.
S rostouci koncentraci rostla i viskozita vzorkd. Vzorky vysokomolekularniho hyaluronanuve
vode¢ s vyssi koncentraci (10-30 g/1) tvotily za laboratornich podminek zesitované hydrogely,
které vSak nebyly zdaleka tak kompaktni jako pevné karagenanové gely. Vysledné gely byly
pruhledné, nedrzely tvar a mély lepivou konzistenci.

3.2.3  Priprava vzorki pro HPLC/SEC-MALS

Vzorky karagenanu SarZe 1 a 2 o koncentraci 2 g/l byly pfipraveny desetinasobnym ziedénim
1 ml roztoku karagenanu ve vodé o koncentraci 20 g/l. Vzorky nizkomolekularniho
a vysokomolekularniho hyaluronanu o koncentraci 2 g/l byly pfipraveny pfesnym navaZzenim
0,01 g hyaluronanu na analytickych vahach a jeho pfimym rozpusténim v 5 ml ultra Cisté
deionizované vodé z pristroje Purelab Option ELGA. Vsechny pfipravované vzorky byly
michany na magnetické michacce po dobu 24 hodin a nasledné zméteny.

3.3 Pouzité metody a zarizeni

3.3.1  Pouzité pristroje

e Jednotka pro pfipravu ultra¢isté deionizované vody ELGA Purelab Option
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e Ultrazvukova lazen s ohfevem BANDELIN DT510F

e Magnetickd michacka s ohfevem IKA RH Basic

e Centrifuga EPPENDORF Mini Spin

e Kombinované zafizeni pro rozmérové vylucovaci chromatografii SEC-MALS

e Termogravimetricky analyzator PERKIN ELMER TGA 6

e Reometr TA INSTRUMENTS AR-G2

e Ultrazvukovy spektrometr s vysokym rozliSenim ULTRASONIC SCIENTIFIC
HR-US 102

e Termostat Thermo HAAKE C25P

3.3.1.1 Reometr AR-G2

Reometr umoziuje sledovani vlastnosti vzorku v nékolika riznych rezimech (napft. oscilacni,
relaxacni, tokové testy), pficemz proménnou muze byt napéti, frekvence, teplota, smykova
rychlost nebo ¢as. Pfi méfeni oscilacnich testil pfistroj sou¢asné zaznamenava nékolik velicin,
napt.: pamétovy G’ (Pa), ztratovy G’ (Pa) a komplexni G* (Pa) modul, ztratovy uhel ¢ (°),
uhlovy posun @ (Hz), index toku n (Pas). Pomoci magnetického loziska je reometr schopen
ménit velmi nizké hodnoty otac¢ivého momentu (od 0,03 puPa do 200 mPa, s rozliSenim 1 pPa).
Piistroj také umoziiuje méfit smykové napéti v rozsahu 8:10“-508 Pa (v zavislosti na pouzité
geometrii). Méfitelna frekvence se pohybuje v mezich 1,19:107-100 Hz a teplotu je mozné
méfit v intervalu od —40 az do 200 °C, pficemz rychlost ohfevu miize byt az 50 °C/min
s presnosti 0,1 °C. Mé&fici systém je zde temperovan Peltierovou deskou ¢i Peltierovym
systémem valec-valec. Hodnota normalové sily se pohybovala od 4 N maximalné¢ do 10 N
(dle tuhosti vzorku). Vzhledem k tomu, Ze pii méfeni teplotnich zavislosti dochazi ke zménam
teploty celého méficiho systému, je nutné vybranou geometrii fadné kalibrovat. Po kalibraci
je ptistroj sam schopen zohlednit tepelnou roztaznost materialu, ze kterého je geometrie
vyrobena. Expanze ¢i kontrakce materidlu je automaticky kompenzovana zménou polohy horni
pohyblivé ¢asti geometrie (0,6 um/°C) a diky tomu nedochdzi ke zméndm hodnot nastavené
méfici mezery v pribéhu méteni[66.], [67.], [68.], [69.].

3.3.1.2 Ultrazvukovy spektrometr s vysokym rozliSenim HR-US 102

Ultrazvukovy spektrometr disponuje n¢kolika méficimi reZimy, jako je titracni
(s automatickym michanim), kineticky (mé&fi za konstantni teploty) ¢i rezim teplotnich ramp.
Zatizeni je schopno soucasné zaznamenavat ultrazvukovou rychlost a zeslabeni s vysokym
rozliSenim s reprodukovatelnosti (pro rychlost+0,2 mm/s a pro zeslabeni 0,2 %). Pfistroj
disponuje dvéma celami pro paralelni ¢i diferencialni analyzu vzorkli. Rozmezi méftitelné
frekvence se pohybuje v intervalu 2-18 MHz a teplotu je mozno méfit od —20 do 120 °C
s rozliSenim 0,01 °C. Pfistroj je temperovan externim termostatem firmy Thermo Haake
S programovatelnou rychlosti ohfevu/ochlazeni s nastavitelnymi hodnotami teploty
jednotlivych cyklu a celkového ¢asu temperace [70.], [71.].

3.3.2  Meéreni viskoelastickych vlastnosti reometrem

Vsechny vzorky karagenanu a hyaluronanu byly promé&fovany na reometru RA-G2 (Obr. 15)
od firmy TA Instruments, Spojené staty americké. Mefeni bylo provadéno pouzitim
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dvou usporfadani (viz kapitola 1.3.4), prvni z nich — geometrie dvojitého valce — byla pouzita
na tekutéjs$i roztoky s nizsi koncentraci. Jednalo se o karagenan o koncentraci 0,5-3 glI,
nizkomolekularni hyaluronan o koncentraci 0,5-5 g/l a vysokomolekularni hyaluronan
o0 koncentraci 1 g/l. Pro vyssi koncentrace karagenanu (10 az 50 g/l) a vysokomolekularniho
hyaluronanu (5 az 30 g/I) byla pouzita ocelova deska typu ,,solvent gap* s primérem 40 mm.
Pfed métfenim vzorkl byla zvolend geometrie vytemperovana a kalibrovana dle doporuceni
vyrobce. Poté probéhlo rotatni mapovani pohyblivé Casti geometrie v celém rozsahu smykové
rychlosti a byla nastavena nulovd hodnota polohy geometrie. Kazdému testu predchazela
relaxace a temperace vzorku pii dané teploté méfeni, tzv. conditioning step, po dobu 5 minut.

Vlastni méfeni na geometrii valec-valec probihalo nadavkovanim 7 ml vzorku do mezery
mezi valci, poté byl pohyblivy vélec nastaven do méfici polohy (500 um) a po nastaveni
parametrt (druh testu, interval méfené veliCiny atd.) byl reometr spustén. Mezi jednotlivymi
testy byla geometrie vySroubovédna z pfistroje, ociSténa destilovanou vodou a etanolem.
Poté nasledovalo kratké mapovani senzoru a mohlo prob&hnout dalsi métent.

Pfi pouziti geometrie deska-deska bylo na stacionarni ¢ast nadavkovano mnozstvi cca 1 ml
vzorku. Po nastaveni méfici polohy (500 um) bylo odstranéno nadbytecné mnozstvi vzorku
ana okraj pohyblivé desky (kde pfichazel vzorek do styku s okolnim prosttedim) bylo
aplikovano malé mnozstvi silikonového oleje, aby se zabranilo odpatovani vzorku pfi zvySené
teploté. Ze stejnych diivodl byla na méfici systém umisténa kovova krytka, ktera se nedotykala
senzoru. Po zadani vSech parametrii byl pfistroj spustén. Po ukonceni testu byly obé desky
ocistény destilovanou vodou a etanolem. Aby byly vysledky méfeni reprodukovatelné,
byl kazdy test proveden nejméné dvakrat, a to vzdy s nové nadavkovanym vzorkem. Ziskana
data byla vyhodnocovana v programu TA Data Analysis a nasledné zpracovana v Microsoft
Excelu 2010.

Vsechny vzorky byly méteny Vv oscilaénim rezimu za pouziti nasledujicich testl:

e Strain sweep test — méteni viskoelastickych vlastnosti v zavislosti na amplitudé napéti
od 0,01-200 % probihalo pii konstantni frekvenci 1 Hz (z linearni oblasti
viskoelasticity) a konstantni teploté 25 °C pro gely a 50 °C pro roztoky, proméfeno
6 bodl za dekadu. Z linearni oblasti viskoelasticity byla vybrana jako optimalni
amplituda napéti (deformace) hodnota 0,1 % pro v§echny méfené vzorky, vyjma vzorku
10 g/l karagenanu, kde zvolena hodnota ¢inila 0,3 %. Hodnoty napéti z této oblasti byly
vyuzity pro méfeni dalSich oscilacnich testi.

e Frequency sweep test — méfi viskoelastické vlastnosti vzorkit v rozmezi Uhlové
frekvence 0,01-20 Hz pti konstantni amplitudé napéti (stanovené z linearni
viskoelastické oblasti). Méfeni probihalo pii teploté 25 a 50 °C, u vybranych vzorki
navic 1 pfi teploté 37 °C, 6 bodl na dekadu.

e Temperature ramp — oscilacni teplotni rampy pro sledovani zmén ve vzorku vlivem
teploty popisuji zavislost viskoelastickych vlastnosti na ohfevu/ochlazeni s krokem
2 °C/min. M¢feni probihalo pfi konstantnim napéti 0,1 % (0,3 % pro karagenan 10 g/l)
a konstantni frekvenci 1 Hz. Teplotni zavislost zahrnovala ohtivani z 20-50 °C (gel-sol
ptechod), 5 minut conditioning a ochlazeni z 50 na 20 °C (sol-gel pfechod). Amplituda
napéti byla nastavena na 0,1 %. Kromé toho probéhlo u vzorkt 20 g/l karagenanu
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a 20 g/l vysokomolekularniho hyaluronanu méteni dvou teplotnich ramp v intervalu
20-50 °C a 50-20 °C s konstantni frekvenci 10, 20, 40 Hz.

3.3.2.1 Optimalizace davkovani pevnych gelii

Vzorky karagenanu Sarze 2 (30-50 g/1) se pii teploté 25 °C (a méné€) nachazely ve formé velmi
pevného gelu, které nebyla geometrie deska-deska schopna stlacit do pozadované velikosti
meéfici mezery. Aby vSechna méfeni probihala za stejnych podminek a byla reprodukovatelna
(stejnd velikost meéfici mezery, normalové sily atd.) bylo zkouméano nékolik postupt
pro optimalizaci davkovani tuhych geli. Prvni dva zpusoby, tj. rozsekani gelu na malé kousky
a jejich naneseni na desku nebo naliti horkého roztoku karagenanu do formicky s pozadovanou
velikosti a nasledné ochlazeni, se ukazaly jako pomérné Casoveé narocné. Jako vyhovujici postup
se osveédcilo nadavkovani pevného gelu na desku vytemperovanou na teplotu 75 °C, dale byla
ihned snizena hlava reometru (s pohyblivou deskou) do méfici polohy a teplota byla nastavena
na 35 °C. Po dosaZeni této teploty byla hlava reometru zvednuta 0 2 cm a vylisovany vzorek
byl zkontrolovan, zda neobsahuje vzduchové bubliny. Pokud to bylo nutné, byl jemné
mechanicky odlepen od vrchni pohyblivé desky a umistén do vhodné polohy na stacionarni
desku. Nasledné byl reometr nastaven do méfici polohy a temperovan na 25 °C (v ptipade
teplotnich ramp 20 °C). Pro méfeni teplotnich ramp se ¢asové nejvyhodnéjsi ukazala zmena
potadi jednotlivych krokti (nejprve ochlazeni, poté ohtev). Relaxace vzorku pii teploté 20 °C
byla vynechéna, aby nedoslo ke zmiiovanému ptichyceni tuhého gelu na rotujici ¢ast geometrie
(to by mélo za nasledek odskoceni métenych veli¢in).

Pro karagenanové gely o vysoké koncentraci byl rozsah teplot 20-50 °C nedostatecny,
proto byla méfena teplotni rampa s krokem 80—20 °C a nasledn¢ 20-80 °C, nastavena rychlost
2 °C/min, bez conditioning testu. Zminéna zména pofadi ohfivani a ochlazovani usnadnila
komplikované ddvkovani pevnych geli na desku reometru.
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Obr. 15 Reometr AR-G2 od firmy TA Instruments [43.].

3.3.3  Meéfeni ultrazvukové rychlosti spektrometrem s vysokym rozliSenim

Vybrané vzorky vysokomolekuldrniho hyaluronanu a karagenanu byly méteny ultrazvukovym
spektrometrem s vysokym rozlisenim (Obr. 16) od firmy Ultrasonic Scientific, Irsko. V mddu
teplotnich ramp byla sledovana relativni ultrazvukova rychlost vzorkli karagenanu ve vodé
0 koncentraci 10, 20, 30, 40 a 50 g/l a nasledné vzorkti vysokomolekularniho hyauluronanu
ve vodé¢ (koncentrace 20 a 30 g/l). Méfeni bylo nastaveno na diferencidlni analyzu,
coz znamenda, Zze pristroj zaznamenaval rozdil rychlosti zvuku prochéazejici mérnou (1.)
a srovnavaci (2.) celou. V mérné cele byl nadavkovan zkoumany vzorek, ve srovnavaci cele
se nachazelo referen¢ni prostiedi, v naSem ptipadé se vzdy jednalo o ultracistou deionizovanou
vodu. Méfeni probihalo pro 5 frekvenci v rozsahu 5,1-15,3 MHz, kde k jednotlivym
frekvencim bylo pfifazeno harmonické Cislo piku n, které je spole¢né pro frekvenci métené¢ho
vzorku a referen¢niho média. Vztah pro vypocet harmonického cisla piku (viz Rovnice 7)

je definovan jako frekvence piku referen¢niho prostiedi podélena rozdilem frekvenci dvou
sousednich piki vzorku a referen¢niho média.
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Rovnice 7 Vypocet harmonického cisla piku n:

Kde:
U — ultrazvukova rychlost (m/s)

Au — relativni ultrazvukova rychlost (m/s)
fo - frekvence piku srovnavaciho prostiedi (Hz)

fn 1 frekvence piku vzorku sousediciho s pikem srovnavaciho prostiedi (Hz)

Pted samotnym méfenim je nutné ob¢ cely dikladné promyt dostateCnym mnozstvim ultracisté
deionizované vody a poté pfistroj kalibrovat. Kalibrace spektrometru s vysokym rozliSenim
probiha ve vétsiné pripadl pii laboratorni teploté 25 °C a pocCatecni teplota méteni pro teplotni
rampu se pohybuje pfi nizsich teplotach (20 ¢i 25 °C) [75.], [77.]. Pii této teploté vSak nelze
méfit vzorky karagenanu o vyssi koncentraci, protoze se nenachazi v kapalném stavu (vzorky
nelze do cely nadavkovat). Z tohoto diivodu byla pocatecni teplota zvySena na 50 °C, a rovnéz
byl otoéen prubéh teplotni rampy (nejprve doslo k ochlazeni, poté az k ohfevu). Zméné
pocatecni teploty se musela prizpusobit kalibrace tak, aby odpovidala vstupnim podminkam.
Nejprve byl nastaven termostat na teplotu 50 °C, poté byly dvé vialky typu ,,ependorf™ naplnény
ultracistou deionizovanou vodou a vlozeny do centrifugy po dobu 5 minut (3 000 ot/min),
¢imz doslo k odplynéni. Nésledovalo ohfati referenéniho média ve vodni 14zni na teplotu okolo
50 °C, kterého pak bylo do kazdé z cel napipetovano mnozstvi 1 ml. Béhem nékolika minut
doslo k vytemperovani ptesné na 50 °C, coz bylo zkontrolovano porovnanim teploty uvedené
na termostatu a naméfené senzorem uvnitf cely.

Samotna kalibrace nékterého piku (naptiklad druhy v pofadi, zde oznacen jako pik 2)
pfi 50 °C byla provedena prostfednictvim frekven¢niho skenovani obou cel v reZimu
amplitude/frequency scan. Po zadani vstupnich hodnot pro pik 2 z méfeni pii 25 °C uvedené v
Tab. 5 (vstupni napéti, ¢islo piku, doporucena frekvence a varia¢ni rozpéti 70 az 150 Hz)
software HR-US wvykreslil zavislost amplitudy vystupniho signalu (mV) na frekvenci
akustického signalu (Hz). Vysledkem skenu je zjiSténi polohy piku 2 pfi teploté 50 °C,
kde poloha je rovna frekvenci. Po zadani polohy (s rozpétim 20 Hz) do analyzy profilu piku byl
ziskan detailni prab¢eh piku 2 pii 50 °C, jeho ptesna frekvence a odpovidajici harmonické ¢islo
(viz Tab.5). Ziskané hodnoty byly ulozeny jako referenéni hodnoty prvni cely (mérné)
pro pik 2. Se stejnym nastavenim probihalo soucasné skenovani druhé cely a vysledky byly
ulozeny jako referenc¢ni hodnoty druhé cely (srovnéavaci) pro pik 2. Vzhledem k tomu, Ze v obou
celach bylo totoZné prosttedi, leZzely hodnoty na sobé. Stejnym zpisobem byly kalibrovany
I 4 zbyvajici piky.

Kalibrace referencniho prostiedi pti 50 °C byla provedena vzdy pied méfenim jednotlivych
vzorktl. Kontrola spravného nastaveni referencnich hodnot frekvenci a ¢isel pikii pro ultracistou
deionizovanou vodu probihala v rezimu velocity/attenuation scan, kde bylo nastaveno méieni
diferencialni zavislosti ultrazvukové rychlosti pii konstantni teploté¢ 50 °C po dobu 10 minut,
s amplitudou vstupniho signalu 1 V. Vysledné hodnoty ultrazvukové rychlosti a zeslabeni
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se pohybovaly v intervalu hodnot (0,00+ 0,01) m/s, jelikoz byly od sebe odecitany hodnoty
ultrazvukové rychlosti a zeslabeni stejné latky, v nasem piipadé vody. Pokud by vysledky
meéfeni nespadaly do zminéného intervalu, byl by to jasny indikator pro chybné nastaveni
nékterého z piki ¢i nedokonalé vycisténi cel.

Tab. 4 Hodnoty frekvenci jednotlivych pikit a jejich odpovidajici harmonicka cisla pro méreni
referencniho prostiedi pri teplote 25 °C [75.].

25 °C
poradi harmonické doporucena amplituda vstupniho
piku cislo piku frekvence signalu
2 41 5,2 MHz 0,40 V
3 65 8,1 MHz 0,16 V
4 95 11,3 MHz 0,16 V
5 99 12,3 MHz 0,40 V
6 121 14,8 MHz 1,00 V

Tab. 5 Hodnoty frekvenci jednotlivych pikii a jejich odpovidajici harmonicka cisla pro méreni
referencniho prostredi pri teplote 50 °C.

50 °C
poradi  harmonické cislo doporucenad amplituda vstupniho
piku piku frekvence signalu
2 41 5,1 MHz 0,40 V
3 65 8,2 MHz 0,16 V
4 94 11,9 MHz 0,16 V
5 100 12,7 MHz 0,40 V
6 120 15,3 MHz 1.00 V

Vlastni méteni zkoumanych vzorkl vysokomolekularniho hyaluronanu a karagenanu probihalo
nejprve zahtfatim vzorku ve vodni 1azni na michacce s ohfevem (s kontrolovanou teplotou
do 75 °C), poté byl za horka nadavkovan do dvou vialek typu ,,ependorf a odplynén pomoci
centrifugy s nastavenou rychlosti ota¢ek 3 000 ot/min po dobu 5 minut. Po uplynuti této doby
byl obsah vialek znovu zahfivan ve vodni lazni, aby vzorek nebyl pfili§ tuhy na ddvkovani
do méficiho pristroje. Prvni ¢ast vzorku byla pouzita na proplachnuti mérné cely (cely 1.).
Druhé vialka byla pouzita na métfeni, ddvkovani probihalo odméfenim 1 ml vzorku pomoci
injek¢ni stiikacky do promyté cely.
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Nastaveni piku (naptiklad piku 2) je zaloZeno na stejném principu jako kalibrace, v rezimu
amplitude/freuency scan bylo provedeno frekvencni skenovani mérné cely (obsahujici vzorek)
pti teploté 50 °C. Piky ultracisté deionizované vody ve srovnavaci cele jiz byly prednastaveny
Z kalibrace. Jako vstupni data pro vykresleni frekven¢niho skenu vzorku byly pouzity hodnoty
stanovené pro kalibraci piku 2 pii teploté 50 °C (uvedené v Tab. 5) v rozmezi 70 az 150 Hz.
Ptifazenim harmonického ¢isla piku referenc¢niho prostiedi k méfenému vzorku byla zjisténa
odpovidajici frekvence (poloha) piku 2 pfii teploté 50 °C. Prostfednictvim frekven¢niho skenu
vzorku bylo kontrolovéano, zda zjisténa frekvence mérné cely neni posunuta k niz§im hodnotam,
nez je nastavena frekvence srovnavaci cely, pripadné zdanedoslo k odskoku polohy
a tim zmén¢ harmonického ¢isla piku. Z analyzy profilu piku pii 50 °C byla zjisténa piesna
frekvence a harmonické Cislo piku 2 pro vzorek, kdy po jejich ulozeni doSlo k piepsani
pfednastavenych dat pro mérnou celu z kalibrace. Stejnym zplisobem byly nastaveny dalsi
4 piky a jejich odpovidajici frekvence. Pro ziskani spravné hodnoty relativni ultrazvukové
rychlosti plati, Ze harmonické ¢islo piku vzorku i referencniho prostfedi musi byt stejné
a hodnota frekvence vzorku pro vybrany pik musi byt vétsi nez hodnota frekvence referenéniho
prosttedi pro stejny pik. V opacném piipad€¢ by relativni ultrazvukova rychlost nabyvala
zapornych hodnot.

Meéfeni teplotnich zavislosti probihalo v rezimu velocity/attenuation scan. Pfistroj
byl nastaven tak, aby zaznamenaval diferencialni zmény ultrazvukové rychlosti a zeslabeni
(rozdily mezi prvni a druhou celou) pti amplitudé vstupniho signalu 1 V po dobu 1 200 minut.
Termostat byl naprogramovan na métfeni dvou teplotnich cyklt v intervalu teplot 80-20 °C.
Rychlost ochlazeni ¢i ohfevu byla nastavena na 1 °C za 5 minut, s krokem 0,01 °C.

Celkovy teplotni sken zahrnoval nasledujici kroky:
e ochlazeni 80-20 °C (1. cyklus)
e ohiev 20-80 °C (1. cyklus)
e ochlazeni 80-20 °C (2. cyklus)
e ohiev 20-80 °C (2. cyklus)
Prubéh teplotniho skenu je naznacen na Obr. X18 v piiloze.

Po nastaveni pfistroje a termostatu byla méfena relativni ultrazvukova rychlost a zeslabeni
vzorkll karagenanu a vysokomolekularniho hyaluronanu v zavislosti na teplot¢ po dobu
20 hodin. V uvedené praci jsou interpretovany vysledky pouze z jednoho méfeni vybranych
vzorkd, ptestoze byl kazdy vzorek méfen nejméné dvakrat. Druhé méfeni slouzilo pro kontrolu
spravnosti vysledkd, jelikoZ neni mozZzné zajistit, aby byl vzorek ohfivan a ochlazovan piesné
ve stejném Case jako v prvnim meéteni (vysledné hodnoty relativni ultrazvukové rychlosti
jednotlivych méfeni se neprimeéruji, protoze jsou naméteny za rozdilné teploty a ¢asu). Ziskana
data byla vyhodnocovana v programu HR-US software a nasledné zpracovana v Microsoft
Excelu 2010.
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Obr. 16 Ultrazvukovy spektrometr s vysokym rozlisenim HR-US 102 od firmy Ultrasonic
Scientific [76.].

3.4 Vysledky a diskuse

3.4.1 Reologické méreni dynamickych modula karagenanu

Vysledky reologického méteni viskoelastickych vlastnosti vzorkli karagenanu ve vodé jsou
Vv nasledujicich grafech popsany jako zavislosti pamétového G~ a ztrdtového G modulu
(pfipadné ztratového uhlu ) na pfislusné proménné, ktera odpovida zvolenému testu
(viz odstavec 0). Na osach vsech grafi, které popisuji moduly, napéti ¢i frekvenci, byla pouzita
logaritmickad stupnice se zakladem 10. Popsany jsou piedev§im zmény téchto vlastnosti
v zavislosti na koncentraci, teplot¢ karagenanu a pouzité¢ frekvenci méfeni. Dalsi cCast
reologického méfeni karagenanu se zabyva sol-gel ptechodem a stanovenim bodu gelace.
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3.4.1.1 Stanoveni linedarni viskoelastické oblasti
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Obr. 17 Priklad zndzornujici zavislost pamétového G’ (prazdné znaky) a ztratového G’ (plné
znaky) modulu na napéti pro karagenan ve vodé o koncentraci 50 g/l (Sarze 2). Méreno
priteplote 25, 37 a 50 °C s frekvenci 1 Hz.

U vSech vzorka karagenanu byla méfena zéavislost pamétového G~ a ztratového modulu G~
na amplitudé napéti prostfednictvim vyse popsaného deformacniho testu (Strain sweep test).
Dané méteni bylo vyuZito na stanoveni linearni oblasti viskoelasticity (zkracené¢ LVO, ptipadné
LVR z anglického linear viscoelastic region) a vysledné hodnoty vhodné amplitudy napéti byly
vyuzity pro stanovovani viskoelastickych vlastnosti dal§imi testy. Méteni vzorkd pii napéti
z linearni oblasti viskoelasticity zajiStuje, Ze se takika nemeéni jeho strukturni vlastnosti.
To znamena, ze se molekularni uspofadani vzorku vlivem deformace odchyluje
od rovnovazného stavu minimalng, a proto je reakce vzorku na nasledujici testy ¢isté odrazem
vnitinich dynamickych procest. Ptiklad takové zavislosti je znazornén na Obr. 17
pro karagenan o koncentraci 50 g/l a pfii teploté méteni 25 °C (teplota, pfi niz je karagenan
ve formé gelu), poté pii 37 °C (teplota, kterd odpovida teploté zivych organismil) a nakonec pii
50 °C (pfi této teploté se predpoklada, Ze jiz je karagenan ve formé solu). Z grafu vidime,
ze oblast, kde jsou dynamické moduly nezavislé na napéti, je pomérné mala (pfiblizné od 0,01
po 0,2 %). Nejmensi oblast linearni viskoelasticity je pochopitelné pii teploté 50 °C, protoze
pfi zvySené teploté karagenan hiie odolava deformacnimu vlivu. Vysledky méfeni vSech
vzorki karagenanu ve vodé (Sarze 1 a2) o koncentraci 0,5-50 g/1 pfi teploté 25 °C jsou uvedeny
v ptiloze jako Obr. X9 a méfteni pfi teploté 50 °C je znazornéno na Obr. X10. Priméry hodnot
smérodatnych odchylek pamétového a ztratového modulu pro méfeni napéti jsou uvedeny
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v Tab. X3 v piiloze. Vysledna vhodna amplituda napéti byla stanovena na hodnotu 0,1 %
pro vSechny vzorky karagenanu, krom¢ 10 g/1, kde hodnota ¢inila 0,3 %.

3.4.1.2 Zmény viskoelastickych vlastnosti v zavislosti na frekvenci
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Obr. 18 Priklad zndzornujici zavislost pamétového G’ (prazdné znaky) a ztrdatového G’ (plné
znaky) modulu na frekvenci pro karagenan ve vodé o koncentraci 50 gll (Sarze 2). Méreno
priteplote 25, 37 a 50 °C s napétim 0,1 %.

Meéfeni viskoelastickych vlastnosti vSech vzorka karagenanu probihalo prostfednictvim
frequency sweep testu pti konstantnim napéti 0,1 %. Ptiklad takového méteni je znazornén
na Obr. 18, kde je znazornéna zavislost pamét'ového G’ a ztratového G modulu karagenanu
(SarZze 2) o koncentraci 50 g/l na frekvenci otaCeni od 0,01 do 20 Hz. Mé&feni probihalo
pfi konstantni teploté 25, 37 a poté 50 °C. Z pozorované zavislosti vyplyva, Ze za vSech teplot
prevlada pamétovy modul G’ oproti ztratovému modulu G™ (viskéznimu), a to 1 v pfipadé
vyssi teploty 50 °C. Pamétovy modul G’ je dynamicka slozka odpovidajici elastickému
charakteru latek. Jakmile pamé&tovy modul fadové pievySuje elasticky modul a je nezavisly
na frekvenci, mluvime o chovani podobajici se chovani pevnym latkdm. V nasSem ptipadé
se zvysujici se frekvenci hodnoty pamétového modulu velmi mirné rostou a pamétovy modul
ma az o tad vyssi hodnoty oproti ztratovému modulu. Plati zde rovnice G™>> G'[49.],
ktera popisuje chovani typické pro gely. Pii rozboru této zavislosti z pohledu teplotnich rozdila
je jasné, ze S rostouci teplotou ztraci gel svou pevnost, coz se na pamétovém modulu projevuje
jako jeho snizeni. U ztratového modulu je vliv rozdilné teploty podstatné mensi, avsak
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i zde hodnoty s rostouci teplotou klesaji. Nicméné vlivem rozdilné teploty se neméni trend
zavislosti, nedochézi tedy v tomto ptipad¢ ke strukturnim zménam ve vzorku.

Na Obr. X11 a Obr. X12 v pftiloze je znazornéno métfeni dynamickych moduld karagenanu
0 koncentraci 0,5-50 g/I v zavislosti na frekvenci pro teplotu 25 °C a 50 °C. Ptislu$né pramérné
hodnoty smérodatnych odchylek méfeni obou moduld jsou uvedeny v Tab. X3 rovnéz v piiloze.
Z grafii je patrné, ze oba dynamické moduly rostou se zvysujici se koncentraci karagenanu
ve vzorku. Srovnanim téchto dvou grafii Ize potvrdit, ze hodnoty obou modulti jsou pro méteni
pii 25 °C vyssi nez pii teploté 50 °C. U vzorkia karagenanu s nizsi koncentraci (0,5 az 10 g/l,
Sarze 1) pozorujeme velmi malé rozdily mezi jednotlivymi moduly. Na zacatku méfeni, kdy
je frekvence nizka, prevlada spiSe pamétovy modul, vlivem deformace vSak v prub&hu méieni
prevladne ztratovy modul, ktery odpovida spiSe viskdoznimu charakteru vzorkd.
Zaroven se hodnoty obou modulil se zvysujici se frekvenci zvysuji. Pro karagenan Sarze 1 tedy
plati, Ze dochazi ke zménam strukturnich vlastnosti vlivem frekvence (vyjma méteni 10 g/l
pfi teploté 25 °C). Na rozdil od toho vzorky karagenanu $arze 2 (koncentrace od 20 do 50 g/l)
maji pti teploté 25 °C i 50 °C linearni trend, ktery se s rostouci frekvenci zvySuje jen nepatrné.
Navic pro tyto vzorky mizeme v celém rozsahu méteni pozorovat pievahu pamét'ového modulu
nad ztratovym, dané vzorky maji tedy rigidni, pomérné odolnou gelovitou strukturu.

3.4.1.3 Teplotni zavislosti

Méfeni teplotnich zavislosti karagenanu o rtuzné koncentraci (v rozmezi 0,5 az 50 g/l)
charakterizovanych prostiednictvim viskoelastickych vlastnosti se muselo s pouzitim nové
Sarze karagenanu prizpisobit jistym zméndm vlastnosti. Dle vysledka z predchozich méteni
se predpokladalo, Ze se hodnoty pamétového G’ a ztrdtového G modulu budou zvySovat
se zvySujici se koncentraci karagenanu. Tento pfedpoklad 1ze aplikovat na vzorky karagenanu
Sarze 1 1 Sarze 2. Nicméné pouziti stejného teplotniho intervalu (jako pro karagenan Sarze 1,
tj. 20-50 °C), se pro Sarzi 2 ukazalo jako nevhodné. Vysledna teplotni zavislost méla rozdilné
hodnoty modulii pro ohfev (konec méteni) a ochlazovani (zacatek méfeni) pti teploté 50 °C,
coz by znamenalo, Ze se jedna o teplotn¢ nestabilni gely. Mnohem pravdépodobnéjsi vysvétleni
vSak je, Ze se systém pfi této teploté nachézel v termodynamické nerovnovaze, jelikoz zrovna
probihal proces gelace. Diivodem ke zméfeni rozdilnych hodnot jednoho z moduld na zacatku
a na konci méfeni pak bylo ukon¢eni métfeni v dobé, kdy pravé dochazelo ke zméné struktury
z nahodného klubka do pravotocivé dvousroubovicové struktury, a pii dané teploté¢ byla
rychlost ohfivani/ochlazovani neadekvatni k probihajicimu procesu. Je totizZ v§eobecné znamo,
ze sol-gel proces je zavisly nejen na koncentraci a teploté méteni, ale také na rychlosti zmény
teploty.

Jednim z navrhli na optimalizaci méteni bylo doplnit jej o méteni oscilacni Casové zavislosti
(oscilation time sweep test) za konstantni hodnoty teploty (zde pii 50 °C) a frekvence.
Z vysledné zavislosti l1ze velmi pfesné stanovit teplotu bodu gelace daného systému, pficemz
ziskany vysledek nezavisi na rychlosti ohfivani/ochlazovani [61.]. V nasem pfipad¢ vSak
nebylo cilem urcit ptfesnou teplotu gelovaténi, nybrz jsme se zametovali na to, jakym zplisobem
se méni vlastnosti karagenanu v pribéhu zmény teploty (napiiklad v souvislosti reakce
karagenanu na zménu teplot v tkanich pii pouziti gelu jako soucast scaffoldi [43.], nebo
zkoumani vlivu karagenanu pro stabilizaci mlénych produkti atp.). Proto bylo navrzeno

41



upravit teplotni interval méfeni tak, aby nedoSlo ke zméné rychlosti ohfevu/ochlazeni,
vysledkem je méteni teplotnich zavislosti karagenanu Sarze 1 v intervalu teplot od 20 do 50 °C
a pro karagenan Sarze 2 pak od 20 do 80 °C. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o pomérné Sirokou
Skalu vzorku o razné koncentraci karagenanu (od 0,5 do 50 g/1), jejichz vysledné zavislosti by
vytvorily velmi neptehledny graf, byla proto kazda Sarze popsana samostatné. Vysledné
zavislosti pamétového G' a ztratového G" modulu na teploté pro dvé teplotni rampy (ohifev
aochlazeni s konstantni frekvenci 1 Hz a napétim odpovidajici linedrni viskoelastické
vlastnosti) jsou znazornény na Obr. 19 pro karagenan Sarze 1 v méfeném intervalu teplot
0d 20 do 50 °C a na Obr. 20, ktery nalezi méteni karagenanu Sarze 2 (20—80 °C). Priib¢h vSech
koncentraci je nastinén na Obr. X13 v pfiloze, v némz jsou uvedeny teplotni zavislosti pouze
pro méfeni ztratového modulu G karagenanu. Z vyslednych zavislosti je patrné, ze skute¢né
dochdzi ke zvySovani hodnot pamétového G’ a ztratového G~ modulu se zvySujici
se koncentraci karagenanu ve vode.
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Obr. 19 Zavislost pamétového G’ (prazdné znaky) a ztrdatového G’ (plné znaky) modulu
nateplote pro vzorky karagenanu sarze 1 ve vodé o koncentraci 0,5-20 g/l. Méreno
prostrednictvim dvou teplotnich ramp p¥i frekvenci 1 Hz.
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Obr. 20 Zavislost pametového G’ (prazdné znaky) a ztratoveho G (plné znaky) modulu
nateploté pro vzorky karagenanu sarze 2 ve vodé o koncentraci 30-50 g/l. Méreno
prostrednictvim dvou teplotnich ramp p¥i frekvenci 1 Hz.

Je velmi dulezité si uvédomit, Ze na zac¢atku a na konci méteni (tedy pfti teploté 20 a 50 °C) jsou
hodnoty jednotlivych moduli stejné. To znamen4, Ze karagenanové gely jsou termoreverzibilni
a interakce, pfi nichz dochézi k tvorbé trojrozmérné sité, jsou fyzikalniho charakteru. Dané
interakce, které jsou spojené se zménou molekularniho uspofadéni a tvorbou/zénikem gelu, se
v reologickém meéfeni projevuji jako zmény v trendu ztratového a pamétového modulu.
Mezifazovy prechod mezi koloidnim roztokem a gelem (oznacovan také jako sol-gel proces) je
pomérné komplikovany dynamicky d¢j, ktery nenastava pii jedné, piesné urcené teplote (jako
je tomu u chemicky ¢istych latek), nybrz v $ir§im teplotnim intervalu. Aby byl popis sol-gel
procesu zjednodusen, stanovuji se dvé teploty — teplota tuhnuti (neboli bod gelace, odpovida
sol-gel piechodu) a teplota tani (odpovida gel-sol piechodu). Pro méfeni viskoelastickych
zavislosti se tyto body stanovuji v bod¢, kde fadzovy uhel J nabyva hodnoty 45 stupni
[45.],[48.]. Tomu odpovida prusecik pamétového G~ a ztratového G modulu, kdy G'= G”
(ziskdme hodnotu tzv. charakteristického modulu). Pokud je elasticky charakter tak vyrazny,
ze nedojde k protnuti modull, stanovuje se bod gelace z inflexniho bodu.
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Z prubehu ohtivani karagenanovych roztokl vyplyva, Ze na za¢atku méteni (pti teploté 20 °C)
pievazuje fadoveé pamét'ovy modul nad ztratovym, vzorek ma elasticky charakter (nachazi se
ve formé gelu). S rostouci teplotou dochazi ke snizovani elastického modulu G az do bodu,
kdy se vyrovna ztratovému modulu G . Tento bod odpovida teploté tani, piiniz dochazi
k naruseni mezimolekularnich interakci, a tim k prvnimu poruSeni nekone¢né sité gelu.
S dalsim zvySenim teploty dochazi k ptevaze ztratového G~ modulu nad pamétovym,
prevazuje tedy viskozni charakter a vzorek se nachazi ve formé solu.

Pokud se zamétime na prabéh obou modult pii ochlazovéni, tedy od 50 °C (piipadné od 80 °C
pro Sarzi 2) do 20 °C, vidime, ze na zacatku méfeni prevysuje ztratovy modul G”, vzorek
se nachazi ve forme solu. S klesajici teplotou dochdzi ke zvySovani pamétového modulu G,
pii teploté, kdy se moduly ptekiizi, nastava bod gelace. Tento bod udava stav, pii kterém
dochdzi k prvnim strukturnim zménam v roztoku vlivem teploty. Jedné o pfechod ze struktury
nahodného klubka do pravotoCivé dvousroubovice diky intramolekuldrnim interakcim
3,6-anhydrid-D-galaktézy  (konkrétné dochazi k tvorb&é disacharidovych vazeb).
Pti ochlazovani karagenanu Sarze 2, ¢emuz odpovida koncentrace 30-50 g/, miizeme navic
pozorovat snizovani pamétového modulu G, kde ma ve vysledku zavislost tvar sub-piku (jeho
pfitomnost byla zaznamenana také ve studii [58.]). Domnivame se, Zze tato zména souvisi
s tvorbou intramolekularnich interakci v pribéhu gelace, které maji za nasledek agregaci
pravotoc¢ivych dvousroubovic do véSich celkli. Tomu by odpovidala také vysSi pevnost
karagenanovych geli (SarZze 2). Z meéfeni dynamickych modulid karagenanu vyplyva,
Ze se s rostouci koncentraci teplota gelace i tuhnuti karagenanu zvySuje. Pro vSechny vzorky
karagenanu ve vod¢ byly stanoveny primérné hodnoty smérodatné odchylky dynamickych
moduld naméfenych pii ohfevu a ochlazovani, viz Tab. X3 v pfiloze.

Z teplotnich zavislosti karagenanu mtizeme dale pozorovat, ze v urcitém intervalu teplot
se prubéh kiivky ochlazovani od pribchu kiivky ohfevu lisi, jedna se vSak o vratné zmény.
Tento d¢j, ktery se projevuje ptitomnosti ,,oka“ v teplotni zavislosti karagenanu (dobte viditelné
na Obr. X13 v piiloze), se nazyva teplotni hystereze neboli teplotni prodleva. Obecné se takové
chovani vyskytuje u dynamického systému, kde proménna nezavisi pouze na soucasném stavu
systému, ale je ovlivnéna i stavem minulym (tzv. pamétovy efekt). V naSem piipadé je teplota
odpovidajici tvorbé karagenanového gelu nizsi nez teplota, ktera odpovida procesu tani gelu.
Z ¢asového hlediska lze fici, Ze k procesu tdni dochazi diive nez ke gelovaténi. U pevnych gelil
se jedna o pomérné Casty jev, kdy se rozdil teplot tani a gelace pohybuje v intervalu 10 az 20 °C.
Domnivame se, Ze vySe popsané chovani je disledkem toho, absorbovana energie pii tani
(ktera odpovida zaniku interakci a poruSeni trojdimenzionalni sité gelu) je oproti energii
uvoliované pii sol-gel pirechodu, ktery odpovida vzniku novych interakci a tvorbé
makromolekularni sité [52.], je vétsi, jelikoz zahrnuje také energii odpovidajici ohfivani vzorku
do oblasti prechodu. Celkova vnitini energie sol-gel pfechodu musi byt stejna, protoze se jedna
o termoreverzibilni, rovnovazny d¢;.
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Obr. 21 Priklad zndzornujici zavislost ztratového modulu G na teploté pro karagenan ve vodeé
o koncentraci 20 g/l (Sarze 1). Méreno prostiednictvim dvou teplotnich ramp pri frekvenci 1, 20
a 40 Hz.

Ptedchozi zavislost popisovala teplotni pribéh karagenanu prostfednictvim pamétového G’
a ztratového G modulu pro jednu méfenou frekvenci 1 Hz. Pro ziskani povédomi o tom,
jak se méni pribeh teplotnich zavislosti vzorkl karagenanu se zménou frekvence, byly navic
méteny dynamické moduly v zavislosti na teploté pii konstantni frekvenci 20 a 40 Hz
pro vzorek karagenanu Sarze 1 0 koncentraci 20 g/l. Teplotni zavislost byla méfena
také pti frekvenci 60 Hz, jenze po vyneseni do grafu byly vysledné hodnoty nepiehledné kvili
vysokému Sumu, proto jej v praci neuvadime. Pro méteni byl pouzit zamérné karagenan Sarze 1
(bez ptitomnosti sub-piku), aby vysledné grafy byly dobfe Citelné. Méteni obou moduli
karagenanu 20 g/l je pak vidét na Obr. X14 v ptiloze. Z tohoto grafu vyplyva, ze ¢im
je nastavena vétsi frekvence otaceni, tim vice se k sobé hodnoty pamétového G a ztratového
G modulu pfiblizuji. Z pohledu na viskoelastické chovani dochazi ke snizeni pomysiné
hranice mezi elastickym a viskdznim charakterem vzorku vlivem zvySujici se frekvence,
coz ma za nasledek hiife rozeznatelny priibéh mezifazového prechodu. Urcovani teploty tani
ateploty gelace je proto z vysledkii méfeni pii vysokych frekvencich pomérné neptesné,
ale se zvysujici se frekvenci se hodnoty markantné neméni. Teplota gelace se pohybuje
v rozmezi od 33 do 36 °C a teplota tani v intervalu 42—47 °C.

Obr. 21, ktery znazornuje (pro vétsi ptehlednost) pouze priabéh ztratového modulu G~
pfi ohfevu a ochlazovani v intervalu 20-50 °C, vykresluje taktéz rozdily mezi teplotni zavislosti
karagenanu ve vod¢ o koncentraci 20 g/l pii frekvenci 1,20 a 40 Hz. V tomto grafu mizeme
pozorovat, ze pii zvySeni frekvence se zvysuji hodnoty ztratového modulu. Na zacatku métfeni
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(pii teploté 20 °C) je rozdil hodnot modulu pro dané frekvence pomérné maly, v pribéhu sol-gel
procesu se rozdily mezi hodnotami méfeného modulu prohlubuji a na konci méteni (50 °C) jsou
nejmarkantnéj$i. V piipade ztratového modulu jsou trendy se zvysujici se frekvenci posunuty
k hodnotam téméf o fad vyssi. To samé chovani plati také pro pamétovy modul (viz Obr. X14
v piiloze), kde trend odpovidajici frekvenci 1 Hz je dokonce o dva fady nizsi oproti 20 Hz.
Z tohoto grafu a vySe popsaného chovani mizeme rovnéz vyvodit, Ze se zvysujici se hodnotou
frekvence se zmensuji rozdily mezi pribéhem ohievu a ochlazeni (tedy dochazi ke zmenSeni
hysterezniho oka). To samé muzeme pozorovat také pro zavislost pameétového modulu
pti ohfevu a ochlazeni. Déle vidime, ze pocatecni a konec¢né hodnoty ztratového modulu jsou
stejné, takze i v tomto pfipad¢ nedochazi k nevratnym zménam struktury karagenanu vlivem
teploty.

3.4.1.4 Rozdily mezi vzorky karagenanu S1 a S2
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Obr. 22 Graf znazornujici rozdily mezi prvni (S1) a druhou (S2) Sarzi karagenanu ve vodé
o0 koncentraci 20 g/l prostiednictvim zavislosti pamétového G’ (prdazdné znaky) a ztratového
G’ (plné znaky) modulu na frekvenci. Méreno pri teploté 25 °C (kolecka) a 50 °C (trojuhelniky)
S napétim 0,1 %.
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Obr. 23 Graf zndzornujici rozdily mezi prvni (S1) a druhou (S2) sarzi karagenanu ve vode
0 koncentraci 20 g/l prostiednictvim zavislosti pamétového G’ (prdazdné znaky) a ztrdtového
G’ (plné znaky) modulu na teploté. Méreno pomoci dvou teplotnich ramp pri frekvenci 1 Hz.

Jiz v kapitole ptipravy vzorkl karagenanu byl diskutovan rozdil mezi vzorky karagenanu Sarze
1 a 2, konkrétné Ze karagenan SarZze 2 tvoii pevnéjsi gely. Toto rozdilné chovéani karagenanu
pro védecké ucely od jediného dodavatele je velmi neocekavané a nebyla nalezena zadna studie,
jez by se této problematice vénovala. Na Obr. 22 a Obr. 23 jsou zkoumany rozdily mezi vzorky
karagenanu ve vod¢€ o koncentraci 20 g/l prvni (S1) a druhé (S2) Sarze. Prvni graf, znazornujici
zménu viskoelastickych vlastnost karagenanu S1 oproti S2 v zavislosti na zvySovani frekvence
otaceni, ukazuje ze nejvétsi rozdil je pozorovatelny pro pamétovy modul G™ jak pii nizké,
tak pii vysoké teploté. Hodnoty pamét'ového modulu karagenanu S1 se pii teploté 25 °C lisi
jen velmi malo od hodnot namétenych pti 50 °C a po celou dobu méteni je zavislost konstantné
rostouci se zvysujici se frekvenci. Z toho diivodu mizeme pozorovat, ze na zaCatku méfeni
pfevlada pamétovy modul (ptevlada tedy elasticky charakter latky) se zvySenim frekvence
se rozdily mezi moduly zmenSuji. Kdezto u karagenanu Sarze S2 vidime, Ze pii 25 °C
je ztratovy modul vyssi nez pii 50 °C (priblizné do frekvence 8 Hz) a zavislost je téméf linearni.
Navic pro obé teploty pievlada vzdy pamétovy modul G’ nad ztratovym G, z ¢ehoz vyplyva,
ze vlivem zvySeni frekvence prevlada spiSe elasticky charakter zkoumané latky. Z tohoto
rozboru zavislosti vyplyva, ze karagenan Sarze 1 hlfe odolava deformacim vlivem zvySeni
frekvence otaCeni oproti karagenanu Sarze 2, jehoZ odpovéd’ na deformaci je téméf nulova.
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Tento fakt je potvrzen také na Obr. X15 (viz ptiloha), kde je oblast linearni viskoelasticity
U karagenanu SarZze 1 mnohem mensi nez u karagenanu Sarze 2. Z toho vyplyva, ze karagenan
Sarze 2 tvoti pevngjsi strukturu, coz svéd¢i bud’ o vyssi pevnosti vazeb nebo o vys§Sim poctu
interakci ve struktufe karagenanu. Domnivame se, ze diivodem jsou rozdilné molekularni
hmotnosti karagenanu. Tato hypotéza je dale diskutovana v odstavci 0.

Prostiednictvim Obr. 23 je popisovan rozdil teplotnich zavislosti karagenanu o koncentraci
20 g/l 8arze 1 a 2. Z méfeni pamétového a ztratového modulu vzorku v intervalu teplot od 20 °C
do 50 °C byla stanovena teplota tuhnuti (bod gelace) pro $arzi 1 na 34,2 °C, tomu odpovida
zktizeni moduli G'=G” v bod¢ 1,657 Pa. Pro karagenan Sarze 2 se prusecik dynamickych
modulti nachazi v bodé¢ 4,090 Pa pii teploté 34,7 °C. Na teplotni zavislosti (viz Obr. 23)
pozorujeme, ze U karagenanu Sarze 2 Se na kiivce ochlazovani vyskytuje sub-pik (ktery
byl diskutovan na obrazku Obr. 20). Z grafu rozdilt teplotnich ramp muizeme pozorovat,
ze pro pamétovy modul G’ je pik vyss$i oproti piku nalezicimu ztratovému modulu G~
a maximalni hodnoty dosahuje pfiblizné pfi teploté 27 °C (oproti maximalni hodnoté zavislosti
ztratového modulu pii teploté 25 °C).
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Obr. 24 Graf pro vypocet bodu gelace ze zavislosti tangens ztrdatového uhlu 6 na teploté
pro karagenan ve vodeé o koncentraci 20 g/l (Sarze 1). Méreno v intervalu teplot od 50 do 20 °C
(ochlazeni) s frekvenci 1, 10 a 20 Hz.

Pti urCovani presné teploty bodu gelace je nutné neopomenout fakt, ze jeho hodnota je zavisla
na koncentraci stanovované latky, ale také na rychlosti zmény teploty. V nasem piipadée
k sol-gel ptechodu dochazi pti ochlazovani, pficemz rychlost ochlazovani je 2 °C/min. Z nami
naméfenych teplotnich zavislosti jsme ziskali informace o sol-gel procesu pouze ze zmény
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teploty, nikoliv redlnou odezvu mezifdzového prechodu na zménu teploty v Case. Z kapitoly 2
vyplyva, ze nejpfesnéjsi metoda pro ziskani teploty gelace, jez neni zéavisla na pribc¢hu
pfechodu v c¢ase, metodou kritického fazového twhlu o [48.], napiiklad méfenim
multifrekvenénich teplotnich ramp. Bod gelace odpovida hodnoté fazového thlu 6 = 45, v grafu
jejpozorujeme jako piekiizeni hodnot. Z méfeni zavislosti fazového uhlu karagenanu
na teplotnich rampach pro ochlazovani pti konstantni frekvenci 1,10 a 20 Hz byla stanovena
teplota tuhnuti (neboli bod gelace) nezavisla na rychlosti ochlazovani pro karagenan Sarze 1
ve vodé o koncentraci 20 g/l na 34,40 °C.

3.4.2  Meéfeni ultrazvukové rychlosti karagenanu

Ziskané teplotni zavislosti z méfeni na ultrazvukovém spektrometru zahrnuji ohiev a ochlazeni
vzorkt karagenanu v rozsahu teplot 20-80 °C. Ziskana data obsahovala vysledky méfeni dvou
veli¢in — relativni ultrazvukové rychlosti a zeslabeni. V uvedené praci byla vyhodnocovana
pouze data relativni ultrazvukové rychlosti vybranych koncentraci karagenanu, jelikoz
vysledné zavislosti pro zeslabeni jsou hiife interpretovatelné (kviili nezanedbatelné ptitomnosti
Sumu). Grafy uvedené v této praci popisuji teplotni zavislost pouze pro vybranou frekvenci
12,7 MHz (ktera odpovida piku 5) z celkem péti naméfenych. Z Obr. X16 v ptiloze vyplyva,
ze zavislosti vSech péti frekvenci, pfi nichz métfeni probihalo, jsou stejné, proto neni nutné
je zde uvadét vsechny.

Relativni ultrazvukova rychlost (m/s)
\'

0 200 400 _ 600 800 1000 1200
Cas (min)
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Obr. 25 Zavislost relativni ultrazvukové rychlosti na case pro vzorky karagenanu ve vodé
o0 koncentraci 10-50 g/ zndzornujici dva po sobé jdouci cykly teplotniho skenu v intervalu
teplot 20 az 80 °C. Méreno pri frekvenci 12 697 kHz.

Hodnoty uvedené v Obr. 25 znazornuji zavislost ultrazvukové viny vzorka karagenanu ve vodé
o koncentraci 10 az 50 g/l na Case. Celkovéa délka méteni 1 200 minut zahrnuje dva teplotni
cykly, kde kazdy z nich trva 600 minut. Pro jednotlivé koncentrace je pritbé¢h obou cykla
podobny. Prvni cyklus zacind pii 80°C v case Ominut, s ochlazovanim dochazi
ke konstantnimu zvySovani relativni ultrazvukové rychlosti az do bodu prvniho maxima,
které se nachazi v intervalu od 158 do 260 minut dle méfené koncentrace. Tento
bod je oznacovan jako bod gelace. S dalSim ochlazovanim hodnoty relativni ultrazvukové
rychlosti klesaji a je zaznamenan pik, jehoZ maximalni hodnoty jsou ozna¢ovany jako sub-pik.
Ptiblizné v ¢ase 300 minut je dosazeno teploty 20 °C. Pfi ohfivani z 20 na 80 °C ma relativni
ultrazvukovéa rychlost klesajici tendenci. Nejprve je zaznamenin totozny sub-pik jako
pfi ochlazeni a v intervalu od 381 do 530 minut (dle méfené koncentrace) dochazi k nepatrnému
zvySeni hodnot relativni ultrazvukové rychlosti, jenz nasledné konstantné klesa az do konce
prvniho cyklu v ¢ase 600 minut. Druhy cyklus zahrnuje ochlazovani z 80 na 20 °C v ¢asovém
rozmezi 600-900 minut a poté nasleduje ohfivani z 20 na 80 °C po dobu pfiblizné 300 minut.
Z grafu je patrné, ze s rostouci koncentraci karagenanu ve vodé€ roste relativni ultrazvukovéa
rychlost, pficemz ¢im vys§i koncentrace vzorky nabyvaji, tim strmé&jsi je ziskana zavislost.
Dutivodem je, Ze s rostouci koncentraci roste ve vzorku poc¢et molekul na dany objem (tj. hustota)
a tim 1 pocCet mezimolekularnich interakci. Takové prostredi klade vétsi odpor ultrazvukovému
vinéni (brani vzniku vysokych vln). Vysledna ultrazvukova vlna projde vzorkem rychleji
nez V ptipadé vzorku s nizsi koncentraci (a niz$i hustotou). Zajimavé vsak je, Ze s rostouci
koncentraci se méni velikost piku odpovidajici bodu gelace a sub-piku (tedy maximalni hodnoty
relativni ultrazvukové rychlosti). Pro koncentraci 10 g/l karagenanu je oproti bodu gelace
sub-pik takika zanedbatelny, naopak pii koncentraci 50 g/l je naopak hodnota maxima
odpovidajici bodu gelace nejméné dvakrat mensi, neZz je maximalni hodnota relativni
ultrazvukové rychlosti pfevazujiciho sub-piku. Také miZeme pozorovat, Ze hodnoty bodu
gelace neleZi nad sebou, ale s rostouci koncentraci karagenanu se hodnoty maxima posunuji
smérem k ose y. To znamena, ze pii ochlazovani dochazi naptiklad pti koncentraci 50 g/l
karagenanu mnohem dfive, nez u 10 g/l karagenanu, tomu odpovida i vyssi teplota bodu gelace
pro vyssi koncentraci.

Z Obr. X17 v pftiloze lze snadno vycist, ze prubéh ochlazeni a ohfevu je rizny, zatimco
pfi srovnani prvniho a druhého cyklu vidime, Ze se téméf shoduji. Po vyneseni dat z obou
teplotnich cykll do jednoho grafu (viz Obr. X18 v pfiloze), je zfejmé, ze rozdily ve vykreslené
zavislosti jsou prakticky zanedbatelné, coZ plati pro vSechny koncentrace karagenanu. Pro vétsi
prehlednost je v nésledujicich grafech popisujicich zavislost relativni ultrazvukové rychlosti
na teploté vykreslen vzdy pouze prvni teplotni cyklus (tedy ochlazeni a nasledné ohiev) méfeni
dané koncentrace karagenanu. Ze vSech vySe popsanych zavislosti vyplyva, ze nedochézi
ke zménam v prubehu trendu relativni ultrazvukové rychlosti pro ohfivani a ochlazovani vlivem
teplotni/termalni historie. Pomoci této velice citlivé metody mtizeme potvrdit, Ze je karagenan
termoreverzibilni, tedy nedochazi k jeho degradaci ¢i k trvalé zméné struktury vlivem teploty.
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Obr. 26 Zavislost relativni ultrazvukové rychlosti na teploté pro vzorky karagenanu ve vode
o0 koncentraci 10-50 g/I (Sarze 2). Zndzornén prvni teplotni cyklus v intervalu 20-80 °C méreny
pri frekvenci 12 697 kHz. Prazdné znaky zndzornuji ohrev, plné znaky ochlazeni.

Teplotni prubéh relativni ultrazvukové rychlosti pro karagenan ve vodé o koncentraci 10 g/l
(Sarze 1) a 20 az 50 g/l (Sarze 2) je znazornén na Obr. 26. Jak jiZ bylo nastinéno, dany graf
zobrazuje pouze prvni teplotni cyklus s ochlazenim od 80 do 20 °C a ohfevem z 20 °C na 80 °C
jednoho méteni dané koncentrace pii frekvenci 12,7 MHz. V tomto grafu mizeme pozorovat,
ze s rostouci koncentraci karagenanu se zvysuji hodnoty relativni ultrazvukové rychlosti.
V teplotnim intervalu, pfi kterém dochazi k tvorbé ¢i tani gelu, je relativni ultrazvukova rychlost
vzdy pii ochlazovani vyss§i nez pti ohfevu, tudiz i v tomto pfipadé méfeni miZeme pozorovat
jev teplotni hystereze (pfitomnost ,,0ka“, které odpovida priabéhu sol-gel procesu). Interval
teplotni hystereze je urovan rozdily mezi teplotou zaniku gelu a teplotou gelovaténi a jeho
velikost se zvétSuje s rostouci koncentraci karagenanu. Pro zjednoduSeni popisu tohoto
dynamického déje je stanovovan bod gelace, tedy teplota Tsg, pfi které koloidni roztok tuhne
v gel a teplota tani Tgs, kterda odpovidd opacnému piechodu. I v tomto piipadé plati,
Ze obé& stanovované teploty jsou zavislé na koncentraci a na rychlosti.
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Tab. 6 Hodnoty teplot, pri nichz dochadzi k mezifaizovému prechodu karagenanu ve vodeé
0 koncentraci 10 az 50 g/l. Stanovené prostiednictvim ultrazvukové spektroskopie s vysokym

rozlisenim.
karagenan

10 g/l 20 g/l I 40 g/l I
ve vodé 0g/ 0g/ 30 g/ 09g/ 50 g/
Tsg (°C) 27,76 35,79 39,95 44,03 49,38
Tgs (°C) 34,77 47,53 54,14 58,88 65,06
interval

24,64-34,77 | 26,94-47,53 | 29,62-54,14 | 31,12-58,88 | 36,47—65,06
hystereze (°C)

Z Obr. 26 vidime, Ze v intervalu od 21 do 23 °C je pfitomen sub-pik. Jeho velikost roste
se zvySujici se koncentraci a hodnoty relativni ultrazvukové rychlosti pro ohiev a ochlazeni
jsou stejné. Pro vSechny koncentrace karagenanu plati, Ze na zacatku a na konci jednotlivych
meéfeni jsou hodnoty relativni ultrazvukové rychlosti pro ohiev a ochlazeni stejné. Z toho
vyplyva, ze sol-gel proces karagenanu je termoreverzibilni a interakce vznikajici pfi sitovani
gelu jsou fyzikalniho charakteru [52.].
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Obr. 27 Priklad zavislosti relativni ultrazvukové rychlosti na teploté pro karagenan ve vodé
o koncentraci 50 g/l (Sarze 2). Zndzornén prvni teplotni cyklus méreny pri frekvenci
12 697 kHz. Ohrev je oznacen cervené, ochlazeni modre.
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Detail zavislosti relativni ultrazvukové rychlosti je popsan na piikladu méfeni pro vzorek
karagenanu o koncentraci 50 g/l na Obr. 27, kde ochlazeni je naznaceno modie (pIné znaky)
a ohfev Cervené (prazdné znaky). V tomto piipadé¢ ma interval teplotni hystereze hodnoty
od 36,47 °C do 65,06°C. Pii teploté sol-gel ptechodu (49,38 °C) relativni ultrazvukova rychlost
dosahuje 9,3003 m/s. Poté za¢ne rychlost klesat az do hodnoty 9,0123 m/s, v tomto rozmezi
dochazi k ptfechodu z konformace ndhodného klubka na strukturu dvousroubovice. Vzhledem
k tomu, Ze se jedna o pfechod do usporadanéjsiho systému, miize se mezi molekulami docasné
vytvofit volny prostor, coz ve vysledku priichod viny zpomali.

Domnivame se, ze nasledné zvySovani relativni ultrazvukové rychlosti ma za nésledek agregace
dvousroubovic do vétsich celkii — mezimolekularnimi interakcemi se tvofi vazby (tzv. uzly),
které propojuji jednotlivé dvousroubovice a znesnadnuji prachod ultrazvukové viny, proto
jejeji rychlost vyssi. Pfitomnost sub-piku v méfené zavislosti karagenanovych vzorki
(pti teplot¢ do 30 °C) pak nejspiSe souvisi s poctem agregovanych dvousSroubovic
do trojdimenzionalni sité¢ gelu a velikosti spojovaci zony Konkrétné se s vyssi molekularni
hmotnosti karagenanu Sarze 2 zvysi také pocet spojovacich zon v siti gelu, coz ma za nasledek
vetsi rigiditu gelu. Pripadné mize byt molekuldrni hmotnost pficinou vyssiho poctu fetézct,
jejichz interakci se tvofi velké spojovaci zony ve struktufe karagenanového gelu. Pfitomnost
sub-piku byla métena metodou diferencialni skenovaci kalorimetriee [57.]. Jeho podstata byla
pfipisovana defektim v trojdimenziondlni siti gelu ajako dusledek rozdilné rychlosti
gelovaténi. Ackoliv ndmi naméfené vysledky odpovidaji vysledkim této prace, vV nasem
struktury a vyznam jednotlivych vlivii pfi procesu gelovaténi karagenanu nejsou Vv tomto
ptipad¢ dokonale objasnény.

3.4.2.1 Rozdily mezi vzorky karagenanu Sarie S1 a S2
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Obr. 28 Graf zndzornujici rozdily mezi prvi (S1) a duhou (S2) sarzi karagenanu ve vodé
o koncentraci 20 g/l prostiednictvim zavislosti relativni ultrazvukové rychlosti na teploté
(1 cyklus). Mereno pri frekvenci 12 697 KHz. Prazdné znaky zndzornuji ohriev, plné znaky
ochlazeni.

Prostiednictvim Obr. 28 je popsan rozdil mezi karagenanem Sarze 1 (S1) a Sarze 2 (S2).
Z méteni relativni ultrazvukové rychlosti vzorkl karagenanu ve vod¢ pii teplot¢ od 80 °C
do 20 °C byl stanoven bod gelace pro Sarzi 1 a poté pro Sarzi 2. Sol-gel proces karagenanu Sarze
1 ma pocatek pfi teploté 34,95 °C (tomu odpovida relativni ultrazvukova rychlost 4,2931 m/s).
Pro karagenan Sarze 2 byl bod gelace stanoven na 35,79 °C s relativni ultrazvukovou rychlosti
4,4232 m/s. Z teplotni zavislosti vyplyva, Ze po celou dobu méteni je ultrazvukova rychlost
pro druhou $arzi vys$si nez pro prvni Sarzi. Divodem je pravdépodobné rozdilna molekularni
hmotnost pevného karagenanu, kde Sarze 1 méla mensi molekularni hmotnost (316,74 kDa),
oproti nové varce karagenanu Sarze 2 (539,74 kDa). Domnivame se, ze u karagenanu Sarze 1
mohlo s postupem ¢asu dojit k degradaci (starnuti). Dal$i mozna pti¢ina mensi molekularni
hmotnosti miiZe souviset s vyrobou x-karagenanu. JelikoZ se jednd o pomérné slozity
polysacharid extrahovany z zivych organismd, je prakticky nemozné, aby byl vzdy pfipraven
karagenan s identickou strukturou a molarni hmotnosti.

3.4.3  Porovnani pouzitych metod pro popis teplotnich zavislosti karagenanu

U porovnavani ziskanych hodnot teploty bodu gelace karagenanu (Sarze 1) o koncentraci 20 g/l
z méfeni na reometru a na spektrometru musime zohlednit to, ze ultrazvukova spektrometrie
S vysokym rozliSenim je pfesn¢j$i metoda. Konkrétn€ byl bod gelace stanoven metodou
ultrazvukové spektroskopie na 34,95 °C a pomoci reometrického méteni na hodnotu 34,40 °C.
Pii méfeni karagenanu Sarze 2 byla pozorovana zména trendu oproti karagenanu Sarze 1.
Jednalo se o pfitomnost sub-piku, jenz byl zaznamenan v trendu ochlazovani jak pii reologii,
tak pomoci ultrazvukového spektrometru, se vZdy nachazel pii niZsi teploté, kde se vzorky
karagenanu nachazi ve form¢ gelu. Na kfivce ohfivani muzeme piitomnost sub-piku vidét
pouze pifi méfeni na ultrazvukovém spektrometru. Pravdépodobné je opét diivodem vyssi
citlivost metody. Doposud nebyla zvefejnéna studie, jez by zkoumala vliv rozdilnych
molekularnich hmotnosti jednoho typu karagenanu (x-karagenanu), ktera nejspiSe stoji
za vznikem sub-piku. Ziskané informace o fenoménu sub-piku jsou vyznamnym podmétem
pro dalsi studii tohoto jevu.

3.4.4  Reologické méreni dynamickych modula hyaluronanu

Dle vyse popsanych testil (viz odstavec 0) byly méfeny viskoelastické vlastnosti (pamétovy a
ztratovy modul) vzorkd nizkomolekularniho a vysokomolekuldrniho hyaluronanu o rizné
koncentraci v zévislosti na napéti, frekvenci a teploté. Hodnoty napéti, frekvence, pamétového
a ztratového modulu byly v grafech vynaseny jako logaritmické (se zakladem 10).

Linearni viskoelasticka oblast byla stanovovéna pro nizkomolekularni hyaluronan ve vodé
o0 koncentraci 0,5; 2,5; 5,0 a 10,0 g/ pfi teploté 25 °C Obr. X19 v piiloze) a pii teploté 50 °C
(viz Obr. X20 v ptiloze), dale byly pro tyto koncentrace méteny také frekvencni oscilacni testy,
jejich vysledky jsou uvedeny na Obr. X21 (odpovida méfeni pii 25 °C) a na Obr. X22
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(odpovida méteni pti 50 °C). Pro vzorky nizkomolekuldrniho hyaluronanu byly rovnéz méteny
zavislosti viskoelastickych oblasti na teploté pii ohfevu a ochlazovani v intervalu 20-50 °C
viz Obr. X23 v ptiloze. Primérné hodnoty smérodatnych odchylek pamétového a ztratového
modulu vSech méfenych testli vzorky nizkomolekularniho hyaluronanu ve vodé o koncentraci
0,5 az 10 g/l jsou uvedeny v Tab. X4 v ptiloze. Vzhledem k tomu, Ze vysledna data z méfeni
vzorkd nizkomolekularniho hyaluronanu maji vysokou miru Sumu, nejsou vysledky
reologického meéfeni ve vétsi mife diskutovany. Z ptilozenych grafi lze vSak odvodit,
7e se hodnoty dynamickych moduli zvySuji s rostouci koncentraci. Pro analyzu struktury
nizkomolekularniho hyaluronanu v zavislosti na teploté¢ by bylo vhodné pouzit odliSnou
metodu, kterda ma vétsi citlivost, naptiklad elektronovou mikroskopii.

3.4.4.1 Stanoveni linedarni viskoelastické oblasti
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Obr. 29 Priklad znazornujici zavislost pamétového G’ (prdazdné znaky) a ztratového G (plné
znaky) modulu na napéti pro vysokomolekuldarni hyaluronan ve vodé o koncentraci 20 gll.
Meéreno priteplote 25, 37 a 50 °C s frekvenci 1 Hz.

Pro vysokomolekularni hyaluronan ve vodé o koncentraci 1, 5, 10, 15, 20 a 30 g/ byla linearni
viskoelasticka oblast stanovovana na stejném principu jako pro karagenan (viz odstavec 0), to
znamena, ze byly zaznamenavany hodnoty pamét'ového a ztratového modulu HW hyaluronanu
v zavislosti na amplitud¢ napéti pii teploté 25 °C (viz Obr. X24 v ptiloze) a pii teploté 50 °C
(viz Obr. X25 v ptiloze). V tomto piipadé se jedna o velmi jednoduchou zavislost, kdy jsou v
podstaté po celou dobu viskoelastické vlastnosti vzorkii vysokomolekularniho hyaluronanu
nezavislé na zvysujicim se napéti (prubéh ztratového i pamét'ového modulu je konstantni).
MtuiZeme fici, Ze plisobenim napéti (deformace) nedochazi k vyznamnym zménam ve struktuie
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vzorku a téméf cely rozsah méfeni lze nazyvat linearni oblasti viskoelasticity. Hodnota
stanovena pro dal$i oscila¢ni testy byla nastavena na 0,01 %, stejné jako v piipadé méfeni
karagenanu. V tabulce Tab. X4 (v piiloze) jsou uvedeny primérné hodnoty smérodatnych
odchylek pamétového a ztratového modulu pro deformaéni testy vzorkt vysokomolekularniho
hyaluronanu ve vodé o koncentraci 1az30g/l. Na piikladu méfeni LW hyaluronanu
o0 koncentraci 20 g/l (viz Obr. X16) vidime, ze po celou dobu méfeni prevlada pamétovy
modul G~ oproti ztratovému modulu G, nejedna se vSak o velké rozdily. Dale mizeme fici,
ze se zvysujici se teplotou dochazi ke snizeni hodnot dynamickych moduli.

3.4.4.2 Zmény viskoelastickych vilastnosti v zavislosti na frekvenci
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Obr. 30 Priklad zndazornujici zavislost pamétového G’ (prdzdné znaky) a ztrdatového G’ (plné
znaky) modulu na frekvenci pro vysokomolekuldarni hyaluronan ve vodeé o koncentraci 20 g/l.
Meéreno pri teplote 25, 37 a 50 °C s napétim 0,1 %.

Jakym zplsobem se meéni viskoelastické vlastnosti vysokomolekuldarniho hyaluronanu
v zavislosti na frekvenci, znazoriuji vysledky frequency sweep testu (jehoz nastaveni
je popsano v odstavci 0) na Obr. 30. Ze zavislosti mizeme pozorovat, ze rozdily mezi
dynamickymi moduly jsou malé (ve srovnani s oscila¢nimi zavislostmi karagenanu). Z méteni
dale vyplyva, ze s rostouci teplotou jsou hodnoty obou modulii mensi (vyjma pii vysoké
frekvenci). Se zvySovanim frekvence maji hodnoty dynamickych modult tendenci se zvySovat,
na zacatku meéfeni (frekvence 0,01 Hz) pfevazuje ztratovy modul G nad pamétovym
modulem G’, nachazi se ve stavu viskoelastické kapaliny (vzorek ma spiSe viskdzni charakter
vlastnostmi podobnymi kapalin¢). Nasledné¢ dojde k piekiizeni moduli a se zvySujici
se frekvenci za¢ne prevladat pamétovy modul G, cozZ je projev elastického charakteru latek
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(tedy chovani vzorku pfipomina chovani gelu). Tento jev je disledkem zaplétani fetézct
hyaluronanu. Pfi nizSich frekvencich (s delsi dobou deformace) maji makromolekuly
hyaluronanu dostatek cCasu se rozplétdnim pfizplsobit konformaci segmentt fetézce, jevi
se tedy jako viskozni. Pii vysokych frekvencich, kdy jsou fetézce hyaluronanu vystaveny rychlé
deformaci, se rozpletena sitova struktura velmi rychle vraci do ptiivodniho zapleteného stavu,
coz vede kelastické odezvé materidlu. Celkovy vyvoj trendu ztrdtového modulu
je pozoruhodny, se zvySujici se frekvenci ma podobny prubéh jako logaritmicka funkce.
S rostouci frekvenci nejprve roste a okolo frekvence 20 Hz dochazi k jeho vyrovnani na jednu
hodnotu, tedy ztratovy modul je pii teplot¢ 25, 37 a 50 °C roven 120 Pa. U vysoce
koncentrovaného hyaluronanu (HW) jsou pravdépodobné¢ tyto vlastnosti projevem dilatantniho
chovani (kdy pti namahani vzorek tuhne), tedy v prubéhu oscila¢ni deformace ota¢enim hiidele
reometru dochazi k piiblizeni do stavu podobnému chovani pevnych latek. Na Obr. X26
(pro teplotu 25°C) a Obr. X27 (pro teplotu 50 °C) v pfiloze je znazornéna zavislost
pamétového a ztratového modulu vysokomolekularniho hyaluronanu o koncentraci 1-30 g/l
na frekvenci. U nizsich koncentraci LW hyaluronanu (1-10 g/l) v analyzované zavislosti
(jak pti 25 °C, tak pfi 50 °C) mizeme vidét, Zze do frekvence 1 Hz plati rovnice G"> G,
pfevlada tedy viskézni charakter systému. Primérné hodnoty smérodatnych odchylek
pro frekvenéni zavislost dynamickych moduli jsou uvedeny v Tab. X4 v ptiloze.
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3.4.4.3 Teplotni zavislosti
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Obr. 31 Zavislost pametového G’ (prazdné znaky) a ztratoveho G' (plné znaky) modulu
na teploté pro vzorky vysokomolekuldrniho hyaluronanu ve vodé o koncentraci 1-30 gll.
Meéreno prostirednictvim dvou teplotnich ramp pri frekvenci I Hz.

Z teplotnich zavislosti viskoelastickych vlastnosti vysokomolekularniho hyaluronanu ve vodé
(1-30g/l) vyplyva, Zze nedochazi k pozorovatelnym zménam trendu pii ohfevu
ani pii ochlazeni. Z toho divodu je nemozné pro vysokomolekularni hyaluronan definovat
teplotu bodu gelace nebo teplotu tani (nepozorujeme stav, pii kterém by se kiivky moduli
prekiizily nebo tvotily pik). Na Obr. 31 vidime, Ze teplotni pribéh zavislosti pamétového
a ztratového modulu je linearni, v ptipadé méteni rampy ohievu (od 20 do 50 °C) jsou hodnoty
obou modult nizsi, ale jedna se o velmi malé rozdily. Tyto vlastnosti jsou platné pro vSechny
mefené koncentrace, pricemz pro méfeni obou modulti plati, Ze se jejich hodnoty zvysuji vlivem
zvySovani koncentrace hyaluronanu. Je znamo, Ze pii zvySené koncentraci hyaluronanu dochézi
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k zapleteni fetézcii, ¢imz vznikaji nové (doCasné) zesitujici body, jejichz rozvolhovani zavisi
na mobilitd fetézct. Cim vyssi je koncentrace, tim omezeng&ji je pohyb a rozplétajici rychlost,
coz zpusobuje zvySeni obou modulti [63.]. Pfislusné primérné hodnoty smérodatné odchylky
modulu G"a G jsou uvedeny v Tab. X4 jak pro ohfivani, tak pro ochlazovani.

Pokud se zaméfime na prubéh piimky pamétového modulu G’, mizeme pozorovat,
ze se zvysujici teplotou ma pamétovy modul totozny klesajici trend pro vSechny meétrené
koncentrace hyaluronanu. Klesani pamét'ového modulu (souvisi s elastickou slozkou chovani)
oproti ztratovému modulu (viskézni slozka chovéni) vlivem zvySeni teploty pravdépodobné
souvisi se zeslabenim interakci, které udrzuji hyaluronan v termodynamicky vyhodné struktute.
Takova struktura je tvofena agregovanymi molekulami, jez maji prostfednictvim vodikovych
mustktt tendenci tvofit sitové struktury [64.]. Z daného méfeni lze situaci popsat
tak, ze se zvySujici teplotou dochazi ke ztekucovani/ztraté rigidni struktury vzorku.
Ze zavislosti mizeme vidét, ze se zvySenim koncentrace se méni postaveni pamétového
modulu vici ztraitovému modulu (konkrétné se jeho hodnoty zvySuji). Z pribchu piimky
odpovidajiciho méfeni ztratového modulu G™ je vidét, ze ma také klesajici tendence (plati
pro viechny meéfené koncentrace), nejsou vSak tak ocividné jako v piipadé¢ pamétového
modulu. Napiiklad rozdil mezi pocatecni a kone¢nou hodnotou G’ pro ohiev
vysokomolekularniho hyaluronanu o koncentraci 30 g/l ¢ini pouze 13,6 Pa.

Z méteni viskoelastickych zavislosti miizeme pfiblizn€ urcit, v jaké fazi se méfené vzorky
hyaluronanu nachazi — pro koncentraci 1 g/l ptevlada v celém intervalu teplot 20-50 °C
ztratovy modul, vzorek se tedy chova podobné jako viskozni kapalina. Pro koncentraci 5 g/l
také plati G'< G, nicméné viskdzni charakter latky jiz neni tolik v ptevaze. U koncentrace
10 a 15 g/l pozorujeme, ze hodnoty ztratového a pamét'ového modulu se rovnaji az do teploty
40 °C. Takovy systém se nachdzi ve stavu, ve kterém neni upfednostnén viskozni ¢i elasticky
charakter a svym chovanim pfipomind stejnou mirou jak chovéni idealni viskozni kapaliny
(liquid-like), tak chovani idealni pruzné pevné latky (solid-like). Koncentraci, pii niz dochazi
k vyrovnani hodnot elastickych moduld, mizeme oznacit jako kritickou koncentraci Ckrit [45.]
V naSem piipad¢ se jedna o 10-15 g/l. Pti prekroceni tohoto intervalu koncentraci plati rovnice
G>G", tedy vzdy prevlada elasticky charakter systému a vysokomolekuldrni hyaluronan
se vzdy nachazi ve formé& gelu. Tento predpoklad potvrzuje méfeni viskoelastickych zavislosti
hyaluronanu o koncentraci 20 a 30 g/l, kde po celou dobu ohfevu i ochlazovani pievlada
pamét'ovy modul nad ztratovym.
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Obr. 32 Priklad znazornujici zavislost pametového (G) a ztratového (G'°) modulu na teploté
pro vysokomolekuldarni hyaluronan ve vode 0 koncentraci 20 g/l. Méreno v intervalu teplot
od 50 do 20 °C (ochlazeni) s frekvenci 1, 20 a 40 Hz.

Mg¢feni teplotnich zavislosti vzorkdl hyaluronanu (viz Obr. 31) probihalo pii konstantni
frekvenci 1 Hz. Jak vypadaji teplotni zavislosti métené pti riznych frekvencich je ukazano
na ptikladu vysokomolekularniho hyaluronanu o koncentraci 20 g/l. Prubéh ztratového
a pamétového modulu na teploté pii frekvenci méfeni 1, 20 a 40 Hz je znazornén na obrazku
Obr. X28 v piiloze. Vzhledem k tomu, ze rovnéz v tomto piipad¢é maji teplotni rampy ohifevu
a ochlazeni stejny pribéh dynamickych modult, jsou na Obr. 32 znazornény vysledky méfeni
pamét'ového a ztratového modulu pouze pti ochlazovani (50-20 °C). Krom tohoto spole¢ného
znaku s méfenim pii frekvenci 1 Hz vidime, Ze ani v tomto pfipadé nebyly reologickym
meéfenim zaznamenany odchylky od linearniho pribéhu trendu. Pro danou koncentraci byly
meéfeny teplotni rampy také pfi zvolené frekvenci méfeni 60 Hz, nicméné v tomto ptipadé
vysledna data byla necitelnd kvili Sumu ve vysledcich. Pro diskutovanou zavislost plati,
ze se zménou frekvence z 1 Hz na 20 Hz dochézi ke zvySeni hodnot obou moduldl, pficemz
pro pamétovy modul se jedna o vyznamné zvySeni (az o 400 Pa) a pro ztratovy modul jsou
rozdily mensi (maximalni zvySeni o 40 Pa). Oproti tomu rozdil mezi trendem obou modul
odpovidajici frekvenci 20 Hz a 40 Hz je prakticky zanedbatelny. Za ptedpokladu, ze zavislost
zobrazena na Obr.30 nekon¢i méfenim pii frekvenci 20 Hz, nybrz pokracuje dale
(az do frekvence 40 Hz) a jeji trend se vyrazn€ nezméni, predpokladame, ze se piimky
dynamickych moduld pfiblizuji na stejnou hodnotu (pro G'=360Pa a pro G =120 Pa).
Muzeme tedy fici, ze vysledky méfeni dynamickych moduli v zavislosti na frekvenci
(pro tfi rizné teploty) a méfeni dynamickych modulti v zavislosti na teploté (pro tii rtizné
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frekvence) spolu koreluji. Jejich spoleénym znakem pro vysokomolekularni hyaluronan
0 koncentraci 20 g/1 je, ze priblizné od frekvence 20 Hz a vySe je vysledna teplotni zavislost
nezavisla na zvySovani frekvence. Se zvySenim teploty miizeme pozorovat, Ze hodnoty obou
modultt méfené pii frekvenci 1 Hz se snizuji ve vEtsi mife nez hodnoty dynamickych modula
méiené pii 20 a 40 Hz.

3.4.4.4 Rozdily mezi nizkomolekularnim a vysokomolekularnim hyaluronanem
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Obr. 33 Graf zndzornujici rozdily mezi nizkomolekularnim (LW) a vysokomolekuldrnim
(HW) hyaluronanem ve vodeé o koncentraci 10 g/l prostrednictvim zavislosti pamétového
G’ (prazdné znaky) a ztratového G' (plné znaky) modulu na teploté. Méreno prostrednictvim
dvou teplotnich ramp pri frekvenci I Hz.

Porovnani vlastnosti nizkomolekuldrniho (LW) a vysokomolekuldrniho (HW) hyaluronanu
ze zavislosti  viskoelastickych vlastnosti na frekvenci (Obr. X30 v ptiloze), napéti
(Obr. X29 v ptiloze) a na teplot¢ (Obr.33) je zndzornéno na piikladu méfeni vzorki
hyaluronanu (LW a HW) ve vodé o koncentraci 10 g/l. Z prvniho obrazku vyplyva,
ze dynamické moduly HW hyaluronanu maji téméf stejné hodnoty, které¢ jsou v celém rozsahu
méfeni oscilaéni deformace vys$si nez u méteni LW hyaluronanu. Z trendu LW hyaluronanu
navic pozorujeme, Ze plati rovnice G'< G”. Ze zavislosti dynamickych modulit LW a HW
hyaluronanu na frekvenci otaceni vyplyva, ze také v tomto grafu jsou hodnoty dynamickych
modult méteni HW hyaluronanu vétsi neZ hodnoty pro méteni LW hyaluronanu (plati témét
VvV celém rozsahu méfeni kromé méfeni za nizké frekvence, kde je znat pomémé silny
vliv sumu). Trend G"a G v zavislosti na frekvenci pro vysokomolekularni hyaluronan jiz byl
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popisovan vyse, trend odpovidajici nizkomolekularnimu hyaluronanu ma zdanlivé opacny
charakter. Nejprve je ztratovy modul nezavisly na frekvenci, poté zacne s frekvenci stoupat
a dojde k protnuti s pamétovym modulem (ten na konci méfeni naopak spise klesa). Vysledky
teplotnich  zavislosti LW aHW hyaluronanu o koncentraci 10 g/l vypovidaji
0 tom, ze pamétovy G’ a ztratovy G~ modul pro nizkomolekularni hyaluronan je vzdy nizsi
nez pro vysokomolekularni hyaluronan.

3.4.45 Méieni ultrazvukové rychlosti hyaluronanu

Pomoci ultrazvukového spektrometru byly meétfeny teplotni zavislosti dvou koncentraci
vysokomolekularniho hyaluronanu v intervalu od 80 po 20 °C, pficemz méteni zahrnovalo
dva cykly s ochlazenim a naslednym ohievem. Nasledujici grafy znazoriuji pouze vysledky
méfeni relativni ultrazvukové rychlosti, protoze méteny trend je 1épe Citelny nezli v piipadé
vysledkli métfeni zeslabeni. Z méfeni zavislosti relativni ultrazvukové rychlosti na teploté
pfi péti riznych frekvenci vyplyva, ze nezavisi na frekvenci (viz Obr. X31). Z toho dtivodu byla

v nasledujicich grafech pouzita teplotni zavislost pouze pro frekvenci 12,8 MHz.
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Obr. 34 Zavislost relativni ultrazvukové rychlosti na case pro vzorky vysokomolekuldrniho
hyaluronanu ve vodé o koncentraci 20 a 30 g/l znazornujici dva po sobé jdouci cykly teplotniho
skenu v intervalu teplot 20 az 80 °C. Méreno pri frekvenci 12 778 kHz.

Byla méfena relativni ultrazvukova rychlost vysokomolekularniho hyaluronanu ve vodé
o0 koncentraci 20 a 30 g/l pii dvou teplotnich cyklech (v intervalu teplot 20-80 °C) po dobu
1200 minut. Vysledna zavislost je znazornéna na Obr. 34. Prvni teplotni cyklus ma pocatek
pfi teploté¢ 80 °C v case t =0 min. Ochlazovanim na 20 °C pozorujeme zvySovani relativni
ultrazvukové rychlosti aZz do bodu maxima okolo 300 minut. V mérné¢ cele ultrazvukového
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spektrometru dochdzelo k tuhnuti vzorku hyaluronanu ve vode¢, ¢imz se zvySovala jeho hustota
a v dasledku toho ultrazvukova vlna prochazela vzorkem rychleji (jak jiz bylo diskutovéano
pro karagenan). Druha ¢ast teplotniho cyklu v ¢asovém rozmezi 300 az 600 minut zahrnovala
ohfev z 20 na 80 °C, ptfi¢emz relativni ultrazvukova rychlost vzorku linearn¢ klesala.
Nasledujici cyklus kopiroval trend prvniho teplotniho cyklu, ackoliv prabéh ochlazeni druhého
cyklu se oproti prvnimu zvySoval konstantné (to plati pro obé koncentrace hyaluronanu).
Ze zavislosti vidime, Ze se zvysujici se koncentraci roste relativni ultrazvukova rychlost,
pficemz u vyssi koncentrace 30 g/l byla rychlost naméfena v SirSim intervalu hodnot
od 7,4212 m/s do 11,7455 m/s (oproti 20 g/l hyaluronanu v rozmezi 4,9243 m/s 7,5498 m/s),
Z toho davodu je jeji vysledna zavislost strmé;jsi.
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Obr. 35 Zavislost relativni ultrazvukové rychlosti na teploté pro vzorky vysokomolekuldrniho
hyaluronanu ve vodé o koncentraci 20 a 30 g/l. Zndzornén prvni teplotni cyklus méreny
pri frekvenci 12 778 kHz.

Ze zavislosti relativni ultrazvukové rychlosti vysokomolekularniho hyaluronanu na teploté
v méfeném intervalu od 20 do 80 °C (prvni teplotni cyklus) na Obr. 35 vidime, Ze pti zvySovani
teploty vzorku rychlost konstantné klesa. Na rozdil od karagenanu v tomto ptipadé
nepozorujeme vyznamné rozdily mezi relativni rychlosti pro ohiev a ochlazovani, trend
nevykazuje zadné maximalni hodnoty, proto zde neni mozné urcit teplotu gelovaténi ¢i tani.

3.45 Porovnani pouzitych metod pro popis teplotnich zavislosti hyaluronanu

Data naméfend na ultrazvukovém spektrometru s vysokym rozliSenim byla pouzita jako
doplitkové méfeni k reologii. Zamérné byly pouzity vzorky o vysoké koncentraci
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vysokomolekularniho hyaluronanu, aby se piedeSlo opakovani jiz probehlych experimenti,
které byly vyhodnocovany kolegy [77.]. Zaroven vSak byla pravé vyssi koncentrace
hyaluronanu (HW) komplikace, kterda nas nutila zménit zavedeny postup méfeni
na spektrometru, konkrétné¢ bylo potieba nejprve vzorky ohiat na pozadovanou teplotu
(okolo 80 °C), aby bylo mozné je nadavkovat do mérné cely. Dale bylo nutné zménit poc¢ate¢ni
teplotu méteni (od 80 °C) ¢emuz se piizpusobila také kalibrace méfeni. Z vyhodnoceni
reologického méfeni a meéfeni na  ultrazvukovém  spektrometru  vyplyva,
ze od frekvence 20 Hz a vyssi je vysokomolekularni hyaluronan nezavisly na pouzité frekvenci
m¢éfeni. Pfi srovnani teplotnich zavislosti z méteni obou metod (viz Obr. 31 a Obr. 35) lze fici,
ze spolu vysledky koreluji. V nasem ptipad¢€ nebyly pozorovany vyrazné zmény vlivem teploty
na vzorky vysokomolekularniho hyaluronanu, méiené veli¢iny mély v obou piipadech stejné
hodnoty pfi ohfevu jako pii ochlazeni. Vysledky z ultrazvukové spektroskopie v této praci vSak
neodpovidaji vysledkiim studie charakterizace medicinskych biopolymerii ultrazvukovou
spektroskopii [77.], kde byl zkouman mimo jiné také vysokomolekularni hyaluronan
s molekularni hmotnosti 1 500-1 700 kDa, u kterého byla pozorovana hystereze
pro koncentrace odpovidajici 1, 3 a 5 g/l. Divodl mtze byti hned nékolik. Naptiklad zména
postupu, kdy zacatek méfeni byl nastaven na 80 °C. Jelikoz se jedna o velmi citlivé méfeni,
tak metoda vyzaduje minimalni zasah do pracovniho procesu. S tim souvisi nutnost ohfevu
vzorku pied samotnym méfenim na pomérné vysokou teplotu, kde by teplotni historie mohla
mit vliv na tvorbu oka. Déle se muize projevovat vliv rozdilné molekuldrni hmotnosti
nebo rozdilné koncentrace pouzité v aktualni a starsi studii vysokomolekularniho hyaluronanu.
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4 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo seznamit se s reologii, ultrazvukovou spektroskopii a s jejich
vyuzitim v praxi. Na zéklad¢ reSerSe byla navrhnuta vhodnd metodika vybranych méficich
metod k charakterizaci teplotnich zavislosti karagenanu a hyaluronanu ve spektru n¢kolika
koncentraci, pfipadné¢ molarnich hmotnosti a frekvenci. Teoreticka ¢ast poskytuje predevsim
informace o karagenanu, hyaluronanu a jejich vlastnostech. Rovnéz je zaméiena na popis
pouzitych metod k métfeni zkoumanych latek. V dalsi ¢asti je diskutovan soucasny stav fesené
problematiky. V experimentalni ¢asti prace byly prostfednictvim reologické metody
charakterizovany zmény viskoelastickych vlastnosti v zévislosti na teplot¢, frekvenci a métené
koncentraci vodnych vzorki karagenanu a hyaluronanu. Nasledné byla metodou ultrazvukové
spektrometrie s vysokym rozliSenim (HR-US) méfena relativni ultrazvukova rychlost
karagenanu ve vod¢é a hyaluronanu ve vodé¢ v zavislosti na teploté, frekvenci a méfené
koncentraci.

Pfed samotnym meéfenim oscilacnich zavislosti karagenanu byla stanovena linearni oblast
viskoelasticity. Charakterizace viskoelastickych vlastnosti karagenanu, konkrétné méfeni
pamét'ového (elastického) modulu G a ztratového (viskdzniho) modulu G probihalo métenim
teplotni rampy pro ohotev v intervalu teplot od 20 do 50 °C, a poté byla teplotni rampa méfena
opacné, tedy pfi ochlazeni. Z teplotnich zavislosti je ziejmé, Ze se vzrlstajici koncentraci
se hodnoty ztratového a pamétového modulu zvySuji. Z pribéhu dynamickych modulil
vyplyva, ze ptiochlazovani dochéazi ke gelovaténi karagenanovych roztokii, a naopak
pti ohfevu dochdzi k tani gelu. RovnéZ je ze zavislosti patrné, Ze je pfitomen vliv teplotni
hystereze, jenz ma za nasledek niz$i hodnoty teploty tani oproti teploty bodu gelace pro danou
koncentraci. U méfeni vysSich koncentraci (30-50 g/l) byl teplotni rozsah shledan
nedostateCnym, protoZe ke gelaci dochazelo okolo 50 °C. Z toho divodu byly dané vzorky
karagenanu méfeny v teplotnim intervalu od 20 do 80 °C. Divodem je s nejvétsi
pravdépodobnosti vliv vyssi molekuldrni hmotnosti karagenanu, jenz byl pouZit pii pfipravé
vzorkli o koncentraci 30-50 g/l. Molekularni hmotnost mize byt rozdilnd z diivodu pouZiti
rozdilnych surovin pii ptipravé pevného karagenanu, ptipadné mohlo u zasobni latky dojit
k degradaci vlivem starnuti. Vysledné teplotni zavislosti mély stejné rysy jako u méteni
V niz§im intervalu teplot, s tim rozdilem, ze v pribéhu ochlazeni bylo v okoli teploty 25 °C
zaznamenano zvysSeni a nasledné snizeni dynamickych modull, tzv. sub-pik. Méfenim
teplotnich ramp pro ohiev a ochlazovani bylo dokazano, ze strukturni zmény, k nimz dochazi
vlivem teploty, jsou reverzibilni a nedochédzi k trvalym zméndm vlastnosti karagenanu
pusobenim zvySené teploty. Z méteni dynamickych modull v zavislosti na frekvenci vyplyva,
ze elasticky charakter systému roste se zvySenim koncentrace, a naopak klesé se zvySenim
teploty. Pro vzorky karagenanu s vy$§i molekularni hmotnosti bylo potvrzeno, Ze tvoii pevnéjsi
strukturu a nachazi se ve form¢ gelu pii teploté 25 a 50 °C.

Meéfeni relativni ultrazvukové rychlosti vzorkli karagenanu ve vodé o vybrané koncentraci
probihalo na ultrazvukovém spektrometru s vysokym rozliSenim. Celkové délka méfeni Cinila
1 200 minut zahrnovala méfeni dvou cykli teplotniho skenu, kde jeden cyklus piedstavoval
ochlazeni z 80 na 20 °C a ohfev z 20 °C zpét na 80 °C. Porovnatelny prabéh obou cykli
v zavislosti relativni ultrazvukové rychlosti na Case dokazuje termostabilitu karagenanu.
Z prub¢hu teplotnich zavislosti vyplyva, ze se relativni ultrazvukova rychlost s rostouci
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koncentraci karagenanu zvySuje. Opacny trend mé v zavislosti na teploté, kdy rychlost zvuku
(po dosazeni maxima) se rostouci teplotou klesa, jelikoZz dochéazi k rozvoliiovani a rozestupu
molekul a ultrazvukova vlna se takovouto strukturou §ifi snaze Pozorujeme srovnatelné
vlastnosti, jaké byly stanoveny z reologického méteni. Rovnéz v tomto pripadé mizeme vidét
rozdilny pribéh pro ohfev a ochlazeni, v trendu se vytvaii viditelné hysterezni oko,
jenz se s rostouci koncentraci zvétSuje. Z kiivky ochlazeni vidime, ze v bodé okolo 25 °C
je pfitomen sub-pik. Dals§i maximum na této kiivce odpovida bodu gelace Tsg. Kiivka ohfevu
znazornuje sub-pik (o velikosti totozné jako pii ochlazovani) a nasledujici maximum
této kiivky zndzorniuje teplotou tani Tg.s Teplota bodu gelace i teplota tuhnuti se s rostouci
koncentraci posouvaji k vysSim teplotdim a jejich piesné hodnoty byly stanoveny
pro koncentrace karagenanu 10-50 g/l. Teplotni stalost karagenanu potvrzuje fakt, Ze hodnoty
relativni ultrazvukové rychlosti pti ochlazovani se na zac¢atku (20 °C) a na konci (80 °C) vrati
ke stejnym hodnotdm, jaké byly naméfené¢ béhem ohfevu. Mizeme tedy potvrdit, Zze béhem
zmeény teploty bylo mozné pozorovat néjaké zmény ve struktute, ale ve vysledku je relativni
rychlost zvuku stejnd pfi ohfevu i ochlazeni, nedochédzi tedy k trvalé zméné vlastnosti
plsobenim teploty.

Méfeni viskoelastickych vlastnosti nizkomolekularniho hyaluronanu (250—450 kDa)
a vysokomolekularniho hyaluronanu (1 500-1 750 kDa) v zavislosti na teploté a frekvenci bylo
méfeno na piistroji reometru. Pfed samotnym meéfenim byla stanovena oblast linearni
viskoelasticity zkoumanych vzorkd. Pro popis teplotnich zavislosti hyaluronanu byl métfen
ohfev a ochlazeni v intervalu 20-50 °C. Z méfeni vyplyva, ze zvolena instrumentace neni
dostateén¢ citlivda na méfeni nizkomolekularniho hyaluronanu. Pro vysokomolekularni
hyaluronan nebyly pozorovany vyrazné zmény v prubéhu ohtivani a ochlazovani, coz znamena
ze hodnoty dynamickych modulti byly pfi ohfevu a ochlazeni téméf stejné. Z toho divodu
nebylo mozné pro vybrané koncentrace hyaluronanu (0,5-30 g/l) stanovit teplotu bodu gelace
¢i teplotu tani. Z teplotnich zavislosti vysokomolekularniho vyaluronanu vyplyva, Ze s rostouci
teplotou se hodnoty pamétového modulu G’ snizuji razantnéji nez U ztratového modulu G .
V obou piipadech je vSak tendence linearné klesajici. Pfi zvySovani koncentrace méfenych
roztokl hyaluronanu se zvysuji hodnoty dynamickych modulii a zaroven se méni poloha trendu
pamétového modulu vic¢i poloze trendu ztraitového modulu. Vysledkem této zmény
je, Ze piiblizné od koncentrace 15 g/l se vysokomolekularni hyaluronan vyskytuje ve formé
gelu. Z frekvencnich zavislosti bylo zjiSténo, Ze s rostouci frekvenci hyaluronanu roste
elasticky charakter latek vlivem zapleteni fetézct hyaluronanu. Pfiblizné od frekvence 20 Hz
vySe je vysokomolekuldrni hyaluronan téméf nezavisly na pouZité frekvenci méfeni
a se zménou teploty se méni jen minimalné. Takové chovani bylo potvrzeno také u méfeni
teplotnich zavislosti relativni ultrazvukové rychlosti. Ultrazvukova spektroskopie s vysokym
rozliSenim byla v tomto piipad€ pouZita jako dopliujici metoda k reologii. Konkrétné byla
meéfena relativni ultrazvukova rychlost vysokomolekularniho hyaluronanu o koncentraci 20
a 3049/l vzavislosti na ohfevu aochlazeni v intervalu 20-80 °C po dobu 1200 minut.
Z teplotnich zavislosti vyplyva, ze s rostouci koncentraci se hodnota relativni ultrazvukové
rychlosti zvySuje, a s rostouci teplotou linearné klesa, pfi¢emz priibéh ohievu i ochlazeni je
stejny. Vysledky méteni ultrazvukovych vin vysokomolekularniho hyaluronanu odpovida;ji
vysledkiim ziskanym z reologie.
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Nejméné ocekavany zaver této prace je skutecnost, ze stejny typ karagenanu (v naSem piipade
x-karagenan) se muze projevovat raznymi vlastnostmi a odliSnou teplotni zavislosti
(tj. pritomnost sub-piku) pouze na zaklad¢ rozdilnych molekularnich hmotnosti. Pfitomnost
sub-piku v méfené zavislosti karagenanovych geli o vys$si molekularni hmotnosti nejspise
souvisi s vy$§im poctem agregovanych dvousroubovic do trojdimenzionalni sité gelu, ptipadné
s rostouci velikosti spojovaci zony ve struktufe sit¢ gelu. Vzhledem k tomu, ze se jedna o
pomérné pozoruhodnou hypotézu, bylo by vhodné se tomuto tématu vénovat v budoucnu.
Predevsim zjistit, od jaké koncentrace v roztoku karagenanu ve vod¢ (bez pfitomnosti ionti)
dochdzi k agregaci dvousrouvovic ve struktufe a zda tento dé€j nastavd v rozmezi teplot, pfi
nichZ byl pozorovan sub-pik. Dle uvazeni by bylo na misté také méteni nizsi koncentrace
karagenanu s vyss$i molekularni hmotnost, a tim dokazat, zda se tyto rozdily ve vlastnostech
projevuji i v $irsi Skale koncentraci. Rovnéz by bylo vhodné se vénovat studii métfeni silné
koncentrovanych roztokti hyaluronanu ve vod¢ pro stanoveni konkrétnich hodnot, pfi nichz
dochazi k tvorbé nekonecné sité gelu, tedy stanoveni teploty bodu gelace a tani. Na zakladé
naméfenych dat je mozné karagenan povazovat za teplotné staly. Karagenan aplikovany jako
nosic 1ékl, nebo soucast scaffoldu v Zivém organismu, ptipadné pouZzity v potravinach, nebude
podléhat degradaci vlivem zmény teploty. Z méteni vyplyva, ze vysokomolekularni hyaluronan
je nezavisly na frekvenci od 20 Hz vySe, naptiklad pouzitim terapeutického ultrazvuku
ke snizeni artritické bolesti nedochazi k degradaci ¢i snizeni G¢inku hyaluronanu jako 1é¢iva
podavaného injekéné do postizeného kloubu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A-karagenan
k-karagenan
1-karagenan
u-karagenan
O-karagenan
&-karagenan
v-karagenan
S-karagenan
Gal

GL

a-helix

E 407
hm.%

Da

g/mol

g/l

pH

SRC

HIV

Hz

3D

HA

HY

G’

G

G*

lambda-karagenan

kappa-karagenan

jota-karagenan

mi-karagenan

théta-karagenan

ksi-karagenan

ny-karagenan

beta-karagenan

galaktdza

anhydridgalaktoza

jiné oznaceni pro konfiguraci dvousroubovice
oznaceni karagenanu jako stabilizatoru potravin
hmotnostni procento, jednotka koncentrace
dalton, jednotka molekularni hmotnosti (1 Da = 1 g/mol)
gramy na mol, jednotka molarni hmotnosti
garamz na litr, jednotka hmotnostni koncentrace
zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych ionti
semi-rafinovany karagenan (semi-rafinated carrageenan)
retrovirus (human immunodeficiency virus)
hertz, jednotka frekvence

trojdimenzionalni, trojrozmérny

hyaluronan (hyaluronic acid)

hylan

pamétovy (elasticky) modul

ztratovy (viskozni) modul

komplexni modul

uhel fazového posunu neboli ztratovy uhel
deformace

smykové napéti

oscilaéni frekvence, zde v hertzech

index toku

stupen, jednotka tihlu

pascal, jednotka tlaku (odpovida N/m?)

pascal za sekundu, jednotka indexu toku a viskozity (odpovida N/m?s)

kriticka koncentrace
sodny kation

lithny kation
méd’naty kation
amonny kation
vapenaty kation
draselny kation
tézka voda
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H.0O
KCI
HR-US

HPLC

SEC-MALS

TGA

DSC

ATM

CRM

S1

S2

LW

HW
SEC-LALLS

V()

°C/min
%

N
m/°C
LVO, LVR
u

Au

fn

fn+1
m/s
ot/min
Vv
gG'G"

lehka voda

chlorid draselny

ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim (high resolution
ultrasonic spectroscopy)

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (high performance liquid
chromatography)

gelova chormatografie kombinovana s vicethlovym rozptylem svétla
(size-exclusion chromatography combined with multiangle light
scattering)

termogravimetricka analyza (thermogravimetric analysis)

diferencialni skenovaci mikroskopie (differential scanning calorimetry)
mikroskopie atomarnich sil (atomic force microscopy)

konfokalni odrazova mikroskopie (confocal reflection microscopy)
oznaceni Sarze 1 pro karagenan

oznaceni Sarze 2 pro karagenan

oznaceni pro nizkomolekularni hyaluronan (250-450 kDa)

oznaceni pro vysokomolekularni hyaluronan (1 500-1 7500 kDa)
gelova chromatografie kombinovana s laserovym paprskem s malym
uhlem rozptylu (size-exclusion chromatography combined with
multiangle laser light scattering)

koncentrace

hmotnost

objem

harmonické ¢islo piku

Stupeii celsia za minutu, jednotka rychlosti zmény teploty

procento, zde také jednotka napéti

newton, jednotka sily (odpovida kg-m-s2)

metry za stupen celsia, jednotka tepelné roztaznosti

linearni viskoelasticka oblast (linear viscoelastic region)

ultrazvukova rychlost

relativni ultrazvukova rychlost

frekvence piku srovnavaciho prostiedi

frekvence piku vzorku sousediciho s pikem srovnavaciho prostredi
metry za sekundu, jednotka rychlosti

pocet otacek za minutu, jednotka rychlosti oscilace

volt, jednotka napéti (amplitudy vstupniho signalu)

primérné hodnoty smérodatnych odchylek reologického méfeni
pamét'ového a ztratového modulu
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PRILOHA
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Obr. X1 Zavislost moldarni hmotnosti karagenanu Sarze 1 0 koncentraci 2 g/l na case. Riizovi—
1. nastrik 100 ul, zelena—2. nastrik 100 ul, modra—3. nastrik 100 ul, cervena—4. nastrik 50 ul.
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Obr. X2 Zavislost molarni hmotnosti karagenanu Sarze 2 0 koncentraci 2 g/l na case. Zelend—
1. nastrik 100 ul, modra—2. nastrik 100 ul, cervena—3. nastrik 50 ul.
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Obr. X3 Teromgravimetricka analyza pevného karagenanu sarze 1.
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Obr. X4 Teromgravimetricka analyza pevného karagenanu sarze 2.
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Obr. X5 Zavislost moldrni hmotnosti nizkomolekuldrniho hyaluronanu o koncentraci
2 g/l na ¢ase. Fialova—1. nastrik 100 ul standardu, zelend—2. nastiik 100 ul standardu,
modra—3. nastrik 100 ul vzorku, cervena—4. nastrik 100 ul vzorku.
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Obr. X6 Zavislost moldrni hmotnosti vysokomolekuldrniho hyaluronanu koncentraci
2 g/l na case. Ruzova—1. nastrik 100 ul standardu, zelend—2. nastrik 100 ul standardu, modra—
3. nastrik 100 ul vzorku, cervend—4. nastiik 100 ul vzorku.
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Obr. X7 Termogravimetrickd analyza nizkomolekuldrniho hyaluronanu.
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Obr. X8 Termogravimetricka analyza vysokomolekuldrniho hyaluronanu.
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Tab. X1 Presna koncentrace pripravovanych vzorki karagenanu sarze 1 a 2 ve vode.

o Miteor. Vieor. Mskut. Vskut Cskut. vihkost Cpresnd
SArze 1 (9) (ml) ©) (ml) (/) (%) D)
S1 0,05 100 0,0502 100,4 0,5 6,825 0,4659
S1 0,03 100 0,0300 100,0 3,0 6,825 2,7953
S1 0,50 50 0,4994 49,94 10,0 6,825 9,3175
S1 0,50 50 0,5011 50,11 10,0 6,825 9,31750
S1 1,00 50 1,0023 50,12 20,0 6,825 18,6350
S2 1,00 50 0,9974 49,87 20,0 8,736 18,2528
S2 1,50 50 1,5039 50,13 30,0 8,736 27,3792
S2 2,00 50 1,9946 49,87 40,0 8,736 36,5056
S2 2,50 50 2,5024 50,24 50,0 8,736 45,6320
Tab. X2 Presnd koncentrace pripravovanych vzorki nizkomolekularniho
a vysokomolekuldarniho hyaluronanu ve vode.
Mw Mieor. Vieor. Mskut. Vskut. Cskut. vihkost Cpresnd
) (ml) () (m) g/l (%) @/
LW 0,0250 50 0,0232 46,40 0,5 6,395 0,4680
LW 0,1250 50 0,1307 52,28 2,5 6,395 2,3401
LW 0,1500 30 0,1501 30,02 50 6,395 4,6803
LW 0,0800 8 0,0779 7,79 10 6,395 9,3605
HW 0,0500 50 0,0471 47,10 1,0 10,990 0,8901
HW 0,0375 8 0,0375 7,50 50 10,990 4,4505
HW 0,0800 8 0,0784 7,84 10 10,990 8,9010
HW 0,1500 10 0,1419 9,46 15 10,990 13,3515
HW 0,4000 20 0,4008 20,04 20 10,990 17,8020
HW 0,7500 25 0,7532 25,11 30 10,990 26,7030
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Obr. X9 Zavislost pamétového G’ (prdazdné znaky) a ztratového G’ (plné znaky) modulu
na napeti pro vzorky karagenanu Sarze 1 a 2 ve vode o riizné koncentraci (viz legenda). Méreno

pri teploté 25 °C s frekvenci 1 Hz.
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Obr. X10 Zavislost pamétového G’ (prazdné znaky) a ztratového G’ (plné znaky) modulu
na napeti pro vzorky karagenanu Sarze 1 a 2 ve vodeé o riizné koncentraci (viz legenda). Meéreno

pri teploté 50 °C s frekvenci 1 Hz.
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Obr. X11 Zavislost pamétového G’ (prdazdné znaky) a ztratového G’ (plné znaky) modulu
na frekvenci pro vzorky karagenanu sarze 1 a 2 ve vodé o ruzné koncentraci (viz legenda).
Meéreno pri teplote 25 °C s napéetim 0,1 % (pripadné 0,3 %).
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Obr. X12 Zavislost pamétového G’ (prazdné znaky) a ztratového G’ (plné znaky) modulu
na frekvenci pro vzorky karagenanu sarze 1 a 2 ve vodé o rizné koncentraci (viz legenda).
Meéreno pri teplote 50 °C s napéetim 0,1 % (pripadné 0,3 %).
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Obr. X13 Zavislost ztratového modulu G na teploté pro vzorky karagenanu Sarze 1 a 2 ve vodeé
o rizné koncentraci (viz legenda). Méreno prostrednictvim dvou teplotnich ramp pri frekvenci

1 Hz.
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Obr. X14 Priklad zavislosti pamétového G’ (prazdné znaky) a ztratového G’ (plné znaky)
modulu na feplot¢ pro karagenan ve vodé o koncentraci 20 g/l (Sarzel). Méreno
prostrednictvim dvou teplotnich ramp pri frekvenci 1, 20 a 40 Hz.
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Obr. X15 Graf zndzornujici rozdily mezi prvi (S1) a duhou (S2) Sarzi karagenanu ve vodé
o0 koncentraci 20 g/l prostiednictvim zavislosti pamétového G’ (prdazdné znaky) a ztratového
G’ (plné znaky) modulu na napéti. Méreno pri teplote 25 a 50 °C s frekvenci 1 Hz.
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Tab. X3 Prumérné hodnoty smérodatnych odchylek reologického méreni pamétového
a ztratového modulu S pro vzorky karagenanu Sarze 1 a 2. Rozdéleni dle pouZitého testu

a teploty.
25 °C 50 °C ohrev ochlazeni
strain frequency strain frequency temp. temp.
S| Cpresna sweep sweep sweep sweep ramp ramp
S2 (g/') ge'e" ge'e" ge'e" ge'e" ge'e" ge'e"
(Pa) (Pa) (Pa) (Pa) (Pa) (Pa)
S1 | 0,4659 0,0135 0,0386 0,0069 0,0633 0,0050 0,0074
S1 | 2,7953 0,5165 0,0329 0,0141 0,0364 0,0485 0,0855
S1 | 9,3175 1,6277 2,2117 0,0567 0,3555 0,2681 0,1254
S1 | 18,6350 | 92,3602 15,3891 13,5449 13,6521 19,7028 6,4888
S2 | 27,3792 | 118,1943 | 320,7727 | 17,5425 | 278,7981 | 228,6305 | 542,7450
S2 | 36,5056 | 424,9406 | 560,0182 | 475,7299 | 753,5603 | 912,1740 | 1558,0108
S2 | 45,6320 | 2253,2531 | 4884,4957 | 2481,5723 | 5098,7449 | 651,6227 | 2238,4225
4,6
@ 44
E
= 4,2
S
g 4,0
'S 3,8
>
23,6
E 34
=]
= 3,0
7
2,8 +— i i i : :
20 30 40 50 60 70 80

Teplota (°C)

45141 kHz 48221 kHz 211933 kHz 412697 kHz a 15275 kHz

Obr. X16 Priklad zavislosti relativni ultrazvukové rychlosti na teploté pro karagenan ve vodé
o koncentraci 20 g/l (Sarze 2). Méreno soucasné pii frekvenci 5141 kHz, 8221 kHz,
11 933 kHz, 12 697 kHz a 15 275 kHz.
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Obr. X17 Priklad zavislosti relativni ultrazvukové rychlosti na case pro karagenan Sarze 2
ve vodeé o koncentraci 20 g/l znazornujici dva po sobé jdouci cykly teplotniho skenu v intervalu
teplot 2080 °C. Mereno pri frekvenci 12 697 kHz. Ohrev je oznacen cervené, ochlazeni modre.
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Obr. X18 Priklad zavislosti relativni ultrazvukové rychlosti na teploté pro karagenan Sarze 2
ve vode o koncentraci 20 g/l zndazornujici dva po sobé jdouci cykly teplotniho skenu. Méreno
pri frekvenci 12 697 kHz. Ohrev je oznacen cervene, ochlazeni modre.
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Obr. X19 Zavislost pamétového G’ (prdazdné znaky) a ztratového G’ (plné znaky) modulu
na napeti pro vzorky nizkomolekularniho hyaluronanu ve vodeé o rizné koncentraci
(viz legenda). Méreno pri teplote 25 °C s frekvenci 1 Hz.
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Obr. X20 Zavislost pamétového G’ (prdazdné znaky) a ztrdatového G’ (plné znaky) modulu na
napéti pro vzorky nizkomolekularniho hyaluronanu ve vodeé o riizné koncentraci (viz legenda).
Meéreno pri teploté 50 °C s frekvenci 1 Hz.
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Obr. X21 Zavislost pameétového G’ (prazdné znaky) a ztratového G’ (plné znaky) modulu
na frekvenci pro vzorky nizkomolekularniho hyaluronanu ve vodé o rizné koncentraci
(viz legenda). Méreno pri teplote 25 °C s napetim 0,1 %.
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Obr. X22 Zavislost pamétového G (prazdné znaky) a ztratového G’ (plné znaky) modulu
na frekvenci pro vzorky nizkomolekularniho hyaluronanu ve vodé o rizné koncentraci
(viz legenda). Méreno pri teplote 50 °C s napetim 0,1 %.
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Obr. X23 Zavislost pamétového G’ (prdazdné znaky) a ztratového G (plné znaky) modulu

¢ 5 g/l G”" ochlazeni

e 10g/1G”

ochlazeni

na teploté pro vzorky nizkomolekuldrniho hyaluronanu ve vodé o koncentraci 0,5-10 g/l.

Meéreno prostrednictvim dvou teplotnich ramp pri frekvenci 1 Hz.
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Obr. X24 Zavislost pameétového G (prazdné znaky) a ztratového G’ (plné znaky) modulu
na napéti pro vzorky vysokomolekularniho hyaluronanu ve vodé o rizné koncentraci
(viz legenda). Méreno pri teploté 25 °C s frekvenci 1 Hz.
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Obr. X25 Zavislost pamétového G’ (prazdné znaky) a ztratového G’ (plné znaky) modulu
na napéeti pro vzorky vysokomolekuldrniho hyaluronanu ve vodé o rizné koncentraci
(viz legenda). Méreno pri teplote 50 °C s frekvenci [ Hz.
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Obr. X26 Zavislost pamétového G’ (prdazdné znaky) a ztratového G’ (plné znaky) modulu
na frekvenci pro vzorky vysokomolekularniho hyaluronanu ve vodé o rizné koncentraci
(viz legenda). Méreno pri teploté 25 °C s napétim 0,1 %.
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Obr. X27 Zavislost pamétového G’ (prdazdné znaky) a ztratového G’ (plné znaky) modulu
na frekvenci pro vzorky vysokomolekularniho hyaluronanu ve vodé o riizné koncentraci
(viz legenda). Méreno pri teploté 50 °C s napétim 0,1 %.
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Obr. X28 Priklad zavislosti pamétového G’ (prazdné znaky) a ztratového G’ (plné znaky)
modulu na teplote pro vysokomolekularni hyaluronan ve vodé o koncentraci 20 g/l. Méreno
prostrednictvim dvou teplotnich ramp pri frekvenci 1, 20 a 40 Hz.
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Obr. X29 Graf zndzornujici rozdily mezi nizkomolekuldarnim (LW) a vysokomolekuldrnim
(HW) hyaluronanem ve vodé o koncentraci 10 g/l prostiednictvim zavislosti pamétového
G’ (prazdné znaky) a ztratového G’ (plné znaky) modulu na napéti. Méreno pri teploté
25a 50 °C s frekvenci 1 Hz.
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Obr. X30 Graf znazornujici rozdily mezi nizkomolekularnim (LW) a vysokomolekularnim (HW)
hyaluronanem ve vode o koncentraci 10 g/l prostrednictvim zavislosti pamétoveho G’ (prazdné
znaky) a ztratovéeho G’ (plné znaky) modulu na frekvenci. Meéreno pri teploté 25 a 50 °C s
napétim 0,1 %.
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Tab. X4 Prumérné hodnoty smérodatnych odchylek reologického méreni pamétového
aztrdtového modulu Sec pro  vzorky vysokomolekuldrniho a nizkomolekuldrniho
hyaluronanu. Rozdéleni dle pouzitého testu a teploty.

25 °C 50 °C ohrev ochlazent
strain | frequency | strain | frequency | temperature | temperature
Cpresna | SWeep sweep sweep sweep ramp ramp
Mw _ _ _ _ _ _
(gll) Sce~ Sce” Sce~ Sce” Scee” Sce~
(Pa) (Pa) (Pa) (Pa) (Pa) (Pa)
LW | 0,4680 | 0,0062 0,1275 0,0045 0,0218 0,0078 0,0036
LW | 2,3401 | 0,0218 0,1276 0,0349 0,0304 0,0468 0,0379
LW | 4,6803 | 0,0433 0,1856 0,0237 0,0902 0,0100 0,0119
LW | 9,3605 | 0,4088 1,4986 0,1680 0,4921 0,4151 0,4331
HW | 0,8901 | 0,0184 0,1766 0,0342 0,2386 0,0112 0,0187
HW | 4,4505 | 0,8368 0,9509 0,0780 1,4164 0,1235 0,1150
HW | 8,9010 | 0,7997 0,8933 0,6112 0,5991 2,0442 0,2864
HW | 13,3515 | 2,1713 1,7193 4,3487 2,4971 2,6261 47215
HW | 17,8020 | 5,2559 4,8953 1,1157 1,2453 2,5563 2,2490
HW | 26,7030 | 6,4059 3,4222 21,9135 | 20,8782 11,0215 10,7267
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Relativni ultrazvukova rychlost (m/s)

20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0
Teplota (°C)
45173kHz »8270kHz 4 12778 kHz 4 15 366 kHz

Obr. X31 Priklad zavislosti relativni ultrazvukové rychlosti na teploté pro vysokomolekularni
hyaluronan ve vodeé o koncentraci 30 gl/l. Méreno soucasné pri frekvenci 5 173 kHz, 8 270 kHz,
12 778 kHz a 15 366 kHz.
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