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ABSTRAKT

Bakalarska prace je zaméfena na charakteristiku roztokd hyaluronanu a kolagenu
V koloidnim stiibfe. Tyto roztoky polysacharidu a proteinu byly pfipravovany v nékolika
koncentra¢nich fadach, které byly analyzovany densitometrem od firmy Anton Paar
areometrem od firmy TA Instruments. M¢étena byla hustota, ultrazvukova rychlost
a viskozita. Cilem prace bylo najit optimalni pomér kolagenu a hyaluronanu v koloidnim
stiibie, ktery by vyhovoval transdermalnimu vstiebavani a pripravé kozniho hojivého spreje.

ABSTRACT

The bachelor thesis is focused on the characteristics of solutions of hyaluronan and
collagen in colloidal silver. These solutions polysaccharide and protein were prepared at
several concentration rows that were analyzed by densitometer from Anton Paar and
rheometer from TA Instruments. There were measured density, ultrasonic velocity and
viscosity. The aim was to find the optimal ratio of collagen and hyaluronan in colloidal silver,
which would suit the transdermal absorption and prepare skin healing spray.
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1. UVOD

Bakalaiska prace je zaméfena na problematiku systému hyaluronan-kolagen, ktery
je charakterizovan v riznych pomérech obou latek.

Kyselina hyaluronova (téz hyaluronat sodny, hyaluronan) i kolagen jsou latky télu vlastni.
Nevyvolavaji imunogenni reakce, jsou netoxické a nedrazdivé. Aplikace kyseliny
hyaluronové se 1isi v zavislosti na jeji molekulové hmotnosti. Jednou z vyznamnych vlastnosti
hyaluronanu je schopnost vazat na sebe vodu. Nizkomolekularni hyaluronan dobte pronika
kizi a zlepSuje jeji fyzikalni vlastnosti a redukuje vrasky. Hyaluronan byva dulezitou soucasti
kosmetickych ptipravki. Mimo kozniho podéani hyaluronanu se od 90. let minulého stoleti
vyuziva 1 Zilni podani pfi lécbé artrotickych potiZi.

Kolagen, ze kterého ptipravujeme roztoky, je izolovan z rybich kazi, které se rychle
zamrazi pro uchovani molekuly. Ryby jsou pro tento Ucel chovany v Cistych vodach a jsou
krmeny vyvazenou stravou. Tato metoda izolace je vyjimecna tim, ze zachovava neporuSenou
strukturu fetézcl a-1 a a-2 tvofici trojity helix. Diky zachovani struktury je téméf identicky
s kolagenem, ktery je nasemu télu vlastni. [14]

Tato prace dale popisuje metodiku, kterd byla vyuzivand k charakterizaci roztokd.
V experimentalni ¢asti prace jsou jednotlivé koncentra¢ni fady analyzovany densitometrem
DSA 5000 M. Tento pfistroj byl vyuzivan k méfeni hned dvou fyzikalnich veli¢in soucasné,
ato hustoty roztoku a jejich ultrazvukové rychlosti. U jednotlivych roztokti byly méteny
i jejich reologické vlastnosti.



2. TEORETICKA CAST

2.1.  Kyselina hyaluronova

2.1.1. Historie

Historicky prvni zminka o jeji izolaci saha do roku 1934, kdy ji Karel Mayer ziskal
z o¢niho sklivce skotu. Pfesné slozeni bylo objeveno az na pocatku padesatych let dvacatého
stoleti. PGvodné byla izolovana ze zvifecich tkani, zejména kohoutich hiebinkli. Dnes
ji ziskavame pomoci biotechnologického procesu — mikrobialni fermentace z bunéénych stén
bakterii rodu Streptococcus zooepidemicus. Tento bakterialni kmen produkuje hyaluronan
0 vysoké molekulové hmotnosti. DalSi moZnost izolace je z geneticky modifikovanych
bakterii Bacillus subtilus. [1]

2.1.2. Struktura kyseliny hyaluronové

Kyselina  hyaluronova je polysacharid, ktery se sklada z  opakujicich
se jednotek f-(1, 3)-D-glukuronové kyseliny a f-(1, 4)-N-acetyl-D-glukosaminu v poméru
1:1. Je rozpustna ve vod¢ a nerozpustna v nepolarnich rozpoustédlech. Vyznacuje se vysokou
molekulovou hmotnosti, ktera zavisi na zpusobu jeji izolace. Hyaluronan s molekulovou
hmotnosti 1 MDa a vyssi tvoii jiZ v 1 % hmotnostni koncentraci visk6zni roztok. Molekulova
hmotnost uvadéna v Daltonech odpovidd klasické jednotce g/mol. V lidském téle ma

hyaluronan nejvyssi zastoupeni vV synovialni tekutiné, sklivci a kuzi. [2]

Jednotlivé monosacharidové podjednotky jsou spojovany £(1°— 3) glykosidickymi vazbami
a disacharidové podjednotky jsou spojovany p(1- 47) glykosidickymi vazbami.
D-glukuronova kyselina i N-acetyl-D-glukosamin vychazi z molekuly glukézy a prostorové
objemné struktury (hydroxylové nebo karboxylové) orientuji do ekvatorialni polohy. Toto
uspofadani je pro kyselinu hyaluronovou energeticky vyhodné. [3] Strukturu polysacharidu
znazornuje Obr. 1.

MHCOCH, In

Obr. 1: Struktura kyseliny hyaluronové [4]



2.1.3. Vyuziti hyaluronanu

Pro své ucinky je kyselina hyaluronova vyuzivdna v kosmetickém priamyslu, mediciné
a veterinarnim 1ékafstvi. Pfi zranéni je hyaluronan S§tépen na men$i fragmenty o nizké
molekulové hmotnosti. Diky témto fragmentiim nastava imunitni odpovéd’ organismu
a za¢ina proces regenerace. V misté rany se nove syntetizovany hyaluronan, diky své vysoké
afinit¢ k vod¢, hydratuje a wvytvafi prostfedi vhodné pro syntézu pojivové tkané.
Je zodpovédny za orientaci kolagenovych vldken a mikrofibril. Vlhké prostfedi navic
podporuje obnovu a rast bunék jak vidime na Obr. 2. Kyselina hyaluronova je také schopna
ze zdravého okoli rany ptitahovat riistové a vyzivové faktory, které piispivaji spravnému
hojeni. Dalsi vliv na migraci bunék je aktivace signalni kaskady, diky interakcim s receptory
hyaluronanu, zejména receptoru CD 44. Dodavanim hyaluronanu do mista zranéni jsme
schopni ¢aste¢né ovlivnit miru zjizveni tkang. [5]

RUSTOVE FAKTORY
PRITAHOVANE KYSELINOU
HYALURONOVOU

Obr. 2: Proces hojeni rdny [6]

Endogenni, nebo-li télu vlastni, hyaluronan je hlavni slozkou kloubni synovialni tekutiny.
Je syntetizovan v bunéénych membranich pisobenim enzymu, syntazy hyaluronanu.
Hyaluronan chrani kloubni struktury tak, ze pusobi jako lubrikant a zaroven zvySuje stabilitu
kloubu. Diky jeho fyzikalnim vlastnostem zamezuje ztratu synovialni tekutiny béhem flexe
ausnadni vyménu latek mezi synovialnimi kapilarami a chrupavkou. Roztok hyaluronanu
je jeden z nejuzivangjSich nitrokloubnich pfipravkd, uréenych k 1é¢bé osteoartrdzy. [7]

Jedno z dalSich vyznamnych vyuziti hyaluronanu diky svym viskoelastickym vlastnostem
nalezneme v o¢nim lékafstvi. Kyselina hyaluronova je pfirozenou soucasti ocniho sklivce.
Slouzi jako ndhrada za tekutinu sklivce ztracenou béhem operace Sedého zdkalu nebo
implantace ¢ocek. Pripravky s hyaluronanem chrani citlivé o¢i a jsou vhodné pfi terapii
suchého oka. [8]



2.2. Kolagen

2.2.1. Charakteristika a typy kolagenu

Kolagen je vlaknita, ve vod¢ nerozpustna bilkovina tvofici zdklad pojivovych tkani
a dalsich struktur. Kolageny jsou jednou z nejdulezitejSich soucasti intersticia, tzv. vimezeiené
tkani organt, tvofené fidkym vazivem. Pfedstavuji asi 30 % vSech bilkovin lidského téla.
Zakladni jednotku kolagenu — tropokolagenu jsou tii polypeptidové fetézce. Podle rozdilného
sestaveni téchto fetézct rozdeélujeme kolageny cca do 27 skupin, z nich prvnich 5 je v lidském
téle nejvice zastoupenych.

Kolagen typu I tvoii cca 90 % lidského téla, vyskytuje se predevS§im v kuzi
a kostech.Tento typ kolagenu ma vyuziti v potravinaistvi, kosmetice a je vyuZzivan jako
médium pro péstovani tkanovych struktur. Kolagen typu II je hlavni soucasti hyalinni
a elastické chrupavky, kde ma vyzivovou funkci a zaroven se v ném "usazuji" chondrocyty.
Oproti typu I obsahuje vice hydroxylysinu. Kolagen typu III se nachazi zejména v dermis,
krevnich cévach a vnitinich organech. Ve stafi byva nahrazovan kolagenem I. typu, proto se
také oznacuje jako kolagen embryonalniho vyvoje. Hlavni soucésti bazalni membrany
je kolagen 1V, kolagen V je soucasti hladké svaloviny a cév [9]. Kolageny nékterych typu
tkani tvofi pti¢né pruhovani, které vidime na Obr. 3.

I

i

Obr. 3: Pricné pruhovani kosterniho svalu [10]

2.2.2. Struktura a syntéza kolagenu

Jednotlivé a-helixy jsou levotocivé spirdly se spolecnou osou, které jsou stoceny ve sméru
od N-koncové skupiny k C-koncové skupiné. Spole¢né tvoii pravotocivou trojitou Sroubovici
tzv. superhelix (tropokolagen), ktery je stabilizovan vodikovymi mistky. Vodikové mustky
spojuji NH- skupinu glycinu a karbonylovou skupinu nachéazejici se na vedlejSim fetézci.
Tato molekula dosahuje v priiméru asi 1,3 nm a délky kolem 300 nm. Jednotlivé a-fetézce
jsou charakteristické pfitomnosti opakujici se sekvence aminokyselin, kterou tvoti (Gly-X-Y),.
Kazdy z tetézci obsahuje vice nez 1000 aminokyselin. Kromé dtlezité ptitomnosti glycinu
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nachazime v pozici X a Y nejcastéji prolin a hydroxyprolin nebo hydroxylysin. Hydroxyprolin
a hydroxylysin vznikaji posttransla¢ni modifikaci prolinu a lysinu za Gcasti vitaminu C. [11]

Tvorby kolagenu se ucastni n¢kolik desitek gent, které koduji urcitou sekvenci mRNA
do které se pomoci transkripce piepisuji. Tato mediatorova RNA se napoji na ribozomy
endoplazmatického retikula, kde probihd translace a vznika primarni struktura

pre-prokolagenu, ktery obsahuje N- a C- konec. Tyto Casti jsou St€peny a vznika propeptid,
ktery podléha hydroxylaci. Hydroxylové skupiny se glykosyluji pomoci glukézy nebo
galaktozy adochazi ke staceni tii fetézci a tvofi se prokolagen. Pfi jeho vylouceni
Z intracelularniho prostoru (vné buiiky) vznika za katalyzy membranovych enzymi, zejména
tzv. kolagenové peptidazy tropokolagen. Spojenim nékolika molekul tropokolagenu vznikaji
dlouha vlakna - fibrily, ktera jsou ohebna, m&kka a vysoce pevna v tahu. Jejich pevnost
se udava v rozmezi 50 — 100 MPa a modul pruznosti fadové 10° MPa. [15]

2.2.3. Fyzikalné — chemické vlastnosti kolagenu

Molekula kolagenu ma polyelektrolyticky charakter, tzn. jeji ndboj se méni v zavislosti
na pH. V siln¢€ zasadité oblasti se molekula kolagenu jevi jako zaporné nabit4 a naopak v silné
kyselé oblasti jako kladné nabita. I1zoelektricky bod kolagenu najdeme ptipH 7.

Jednou z vyznamnych fyzikalnich vlastnosti kolagenu je tvorba Zelatiny. Zelatina vznika
z molekuly kolagenu pti pieruseni vazeb mezi jednotlivymi a-helixy (Obr. 4). K pieruSeni
téchto vazeb je nutné zvysit teplotu na 90 °C. Pti dlouhodobém ptlisobeni zvysené teploty
na molekulu kolagenu dochazi k ¢aste¢né hydrolyze, Cili denaturaci. Pfi nasledném ochlazeni
vznika opét kolagen, avSak s mirnymi rozdily v primarni struktufe. [25]

H,0
SOASENSENSNSAY, ——=
AT
KOLAGEN ZELATINA
Obr. 4: Denaturace molekuly kolagenu [19]

2.3. Koloidni stfibro

Koloidni roztoky fadime mezi tzv. disperzni soustavy, které jsou slozeny s disperzni faze
a disperzniho prostiedi. Obsahuje-li soustava tyto dvé faze, pak ji nazyvame jako heterogenni.
Castice koloidni soustavy miZeme zobrazit pomoci elektronového mikroskopu,
kde pozorujeme velikost v fadu nm az pm. Céstice koloidniho roztoku stiibra vyuzivaného
Vv experimentalni ¢asti jsou mensi nez 10 nm. [12]

Historické zminky vyuZivani stfibra sahaji az do doby Rimského impéria. Stiibro
se vyuzivalo zejména pro své antimikrobidlni vlastnosti pii 1écbé ptfenosnych infekcei
az do obdobi mezi svétovymi valkami, kdy se zalaly uzivat antibiotika.V Ceské republice
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neni od roku 2008 povoleno uzivat koloidni stibro jako potravinovy dopInék a od roku 2010
neni povoleno pro vnitini uziti v celé EU.

Koloidni stfibro je vyuzivané pro své antibiotické, antivirové, antimykotické a predevsim
pro nadi praci vyznamné, hojivé uéinky. Uginek stiibra je zaloZen na deaktivaci enzymu,
ktery je diilezity pro aerobni metabolismus jednobunéénych mikroorganismuti. Vyhodou tohoto
procesu je, ze si na n¢j mikroorganismy doposud nevytvoftily rezistenci. lonty stiibra pisobi
i na funkéni a strukturni proteiny, které se nachazeji v buné¢né membrané. Jejich navazani
na tyto proteiny zptisobuje ztratu pevnosti a zaniku samotné bunky mikroorganismu.

Koloidni sttibro pti aplikaci do rany nezptisobuje paleni a je vyuzivano pii vlhkém hojeni
zejména popalenin, omrzlin a proleZenin. lonty stfibra jsou vyuzivany v Iékafskych
naplastech na pooperaéni péci i v kosmetickém primyslu. Jedno z dalSich aplikaci nalezneme
u rostlin napadenych parazity. Tito parazité rovnéz nevykazuji proti postiiku koloidnim
stiibrem Zadnou odolnost. [16]

2.4. Hustota a ultrazvukova rychlost

Hustota patfi k zakladnim fyzikdlnim vlastnostem latek. Vyjadiuje podil hmotnosti dané
latky, m, a objemu, V. Na hustoté kapaliny zavisi i jeji ultrazvukova rychlost, ktera mimo jiné
zavisi 1 na jejim slozeni, teploté¢ a viskozité. Rychlost Sifeni ultrazvuku muzeme vyjadrit

|E . . . . .
vzorcem c=_|—, kde E je modul objemové pruznosti. Zavislost ultrazvukové rychlosti
Yo,

na koncentraci byva u vodnych roztokd soli, jakozto i u hyaluronanu piiblizné linearni.
Rychlost §ifeni ultrazvuku se urcuje z doby, kterou ultrazvukovy pulz potiebuje na prekonani
vzdéalenosti mezi vysilaCem a pfijimacem. U piijimace ultrazvukovych vin je dilezité
pro spravnou detekci, aby kapalina neobsahovala suspendované ¢astice nebo bubliny plynu.
Jejich ptitomnost zplisobuje rozptyl vin a chyby v detekci.

V primyslu jsou na métfeni hustoty a ultrazvukové rychlosti znacné vyuzivany analyzatory
vibracni, zejména hustoméry z kmitajici trubici, do které¢ davkujeme vzorek. Vyznamnou
pfednosti téchto hustomérii je, ze provozni tlak, pritok kapaliny a zmény viskozity
neovliviiuji naméfené vysledky. [25]

2.5.  Reologie

Reologie je védni obor, ktery se zabyva deformacemi materidlli pisobenim vnéjSich sil.
U kapalin se zabyva zejména jejich tokem neboli viskdzni deformaci. Viskozita kapalin
charakterizuje miru odporu kapaliny vici jejimu toku. Pfi pisobeni vnéjsi sily na kapalinu
se zvétSuje jeji deformace, pricemZ rychlost zvétSeni deformace je imérna puisobici sile.
Znalost reologie kapalin je velmi vyznamna pii charakterizaci latek a fadé dalSich
technologickych procest.

V ptfipadé¢ materidlu, kdy viskozitu povazujeme za latkovou konstantu, plati pro tecné

du
napéti Newtonlv zékon: 7 =7 - ™ =n-D
X

11



zde je t tecné napéti, 7 je dynamicka viskozita, du je vzajemna rychlost pohybu smykovych
rovin vzdalenych o dx a D je tzv. smykova rychlost

X 4 du A
i r7rrJ7rrrifzy ILIrII_L[Ir[[[I—[][
7' 72!
il
il 7
x 11 o/ 21 f
X
> o /
M\ /
Y
| SN NEESNANENENEN NN ENNERSEENNEINENI

0

Obr. 5: Model viskozni deformace [18]

Dynamicka viskozita, 7, je zavisla na teploté a tlaku. Pti zvySujici se teploté u plyni roste
au kapalin klesa. Pokud ji pod€lime hustotou, p, ziskdme hodnotu kinematické viskozity
v [mP/s].

Kapaliny, které nelze charakterizovat pouze jednou hodnotou dynamické viskozity,
se nazyvaji jako nenewtonské. Tyto kapaliny charakterizujeme pomoci tokovych kiivek, které
nam demonstruji zdvislosti tecného napéti na smykové rychlosti. Tento pomér nam udava
zdanlivou viskozitu. Jednotlivé tokové kiivky vidime na Obr. 6.

Nenewtonské kapaliny dale délime na pseudoplastické, dilatantni a binghamské. U téchto
kapalin pozorujeme 1 zavislost ¢asovou. U kapalin pseudoplastickych pozorujeme zmenseni
zdanlivé viskozity s rostouci smykovou rychlosti a naopak u dilatantnich kapalin zdanliva
viskozita roste. Binghamské kapaliny maji tzv. mez toku, kterd nastane az pii urcitém
smykovém napéti. Kapaliny, které méni svou zdanlivou viskozitu s Casem, rozdélujeme
na tixotropni a reopektické. U latek tixotropnich zdéanlivé viskozita s prodluzujicim se ¢asem
pusobeni sily klesd a naopak u latek reopektickych roste. Pokud ovSem tyto kapaliny
ponechame v klidu, zdanliva viskozita se vrati na puvodni hodnotu. [17], [18]
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Obr. 6: Tokové krivky kapalin: 1 — newtonskad kapalina, 2 — viskozni kapalina, 3 — dilatantni
kapalina, 4 — plasticka kapalina, 5 — binghamska kapalina [18]

3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité chemikalie

Hyaluronan - Hyactive, Batch No: 021014-E1, expirace 22.9. 2016, specifikace 392-10-01,
13 kDa

Kolagen — Natural collagen Inventia, ¢islo vyrobku 010214, expirace 08/2015

Koloidni stfibro — Antibakterin medium 20 ppm, Sarze 23.8 PPM, vyrobeno 25.7. 2014
3.2.  Priprava roztoki

3.2.1. Koncetracni ada roztoki kolagenu

K méfeni roztoki kolagenu byly ptipraveny sady vzorkli se vzrlstajici koncentraci.
Kolagen byl podle teoretické - zvolené koncentrace piesné navazen do uzaviratelné plastové
nadobky a doplnén 20 ml koloidniho stfibra. Roztoky byly nasledné umistény
na elektromagnetickou michacku, kde byly ponechany 24 hodin. Podle navazky ve 20 ml
koloidniho sttibra byla vypoctena koncentrace na 1000 ml.

3.2.2. Koncentra¢ni fada roztoki hyaluronanu

K méfeni roztokdl hyaluronanu byla ptfipravena sada vzorkl se vzrlstajici koncentraci.
Hyaluronan byl podle zvolené koncentrace ptesn€ navaZen do uzaviratelné nadobky a doplnén
20 ml koloidniho stfibra. Roztoky byly nésledné umistény na elektromagnetickou michacku,
kde byly ponechany 24 hodin. Podle navazky ve 20 ml koloidniho stiibra byla vypoctena
koncentrace na 1000 ml.
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3.2.3. Koncentra¢ni Fada roztoki kyseliny hyaluronové s kolagenem

K méfeni systému roztokd kolagen-hyaluronanu byly pfipraveny 3 sady vzorku
se vzristajici koncentraci kolagenu od 10 g/l po 20 g/l. V kazdé sad¢ tedy bylo ptipraveno
11 analyzovanych roztokl. K jednotlivym sadam bylo pfidano ekvivalentni mnozstvi roztoku
hyaluronanu s konstantni koncentraci v celé sadé vzorkd. K prvni sadé byl pridan roztok
hyaluronanu o koncentraci 0,5 g/I, ke druhé o koncentraci 1 g/l a ke tfeti 1,5 g/l. Jednotlivé
vzorky kolagenu i hyaluronanu byly pfipravovany vazenim a byly ponechany 24 hodin
na elektromagnetické michacce. Po této dobé byly smichany a byly ponechany dalSich
24 hodnin na elektromagnetické michacéce. Jednotlivé vzorky byly pfipravovany v celkovém
objemu 20 ml.

3.3. Méreni hustoty a ultrazvukové rychlosti, pristroj DSA 5000 M

3.3.1. Princip metody

Ptistrojem DSA 5000 M (Obr. 7) je mozné métit dvé fyzikalni veli¢iny soucasné — hustotu
a rychlost zvuku. Hustotu méfime pomoci oscila¢ni U-trubice z borosilikatového skla, kam
nadavkujeme stfikackou vzorek. Trubice se v zavislosti na povaze vzorku elektronicky
rozkmitad na svoji charakteristickou frekvenci. Hustota je nasledné pfistrojem vypoctena
z oscila¢ni periody U-trubice a referen¢niho oscilatoru.

Stanoveni rychlosti zvuku je provadéno v cele, ktera je tvoiena ultrazvukovym vysilacem
a pfijima¢em na druhé stran¢. Rychlost zvuku je pfistrojem spocCitdna na zakladé ptijatych
zvukovych vin o zndmé period¢ a vzdalenosti mezi vysilacem a ptijimacem.

Diky pfidavnému referen¢nimu oscilatoru je mozné meétit velmi stabilné€ v celém teplotnim
rozsahu, proto je metoda dobie pouzitelnd vzhledem k vysoké teplotni zavislosti hustoty
a ultrazvukové rychlosti. [1]

Obr. 7: DSA 5000 M, Anton Paar [21]
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3.3.2. Vysledky a vyhodnoceni z densitometru

Namétend data z densitometru DSA 5000 M, popisuji zavislost hustoty vzorku a rychlosti
prochazejici ultrazvukové viny v prosttedi analyzovaného vzorku na teploté a na hmotnostni
kontentraci.
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Graf 1: Zavislost hustoty na koncentraci hyaluronanu pri vzristajici teploté
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Graf 2: Zavislost hustoty na koncentraci kolagenu pri vzristajici teplote

Z naméfenych dat miizeme usuzovat, Ze se vzristajici teplotou dochazi ke sniZzeni hustoty
jednotlivych roztokl. AvSak v rdmci konstantni teploty ma hustota se vzriistajici koncentraci
linearni narast viz. Graf 1 a Graf 2. Tato zavislost byla pozorovana u roztokt hyaluronanu.
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Oproti této zavislosti hyaluronanu pozorujeme u kolagenu, v ramci méfeni pii konstantni
teploté, linearni narist jen nepatrné. U nékterych roztokd kolagenu dochazelo
k nespecifickému nartstu, ktery se od linearniho trendu mirné lisil. K této situaci dochazelo
ve vetSin¢ piipadi po delSim stani roztokd nebo jejich skladovani ve sklenénych lahvickach,
kde jsme pozorovaly ulpivani gelu na sténach. Tuto skute¢nost jsme eliminovaly pouzitim
uzaviratelnych plastovych nadobek. Nékteré sady roztok kolagenu jsme pro porovnani
stability skladovaly v lednici. Rozdil mezi skladovanim v lednici a pii laboratorni teploté
nebyl pozorovan.
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Graf 3: Zavislost ultrazvukové rychlosti na koncentraci hyaluronanu pri vzristajici teploté

Opacna situace nez u mefeni hustoty nastdva u méfeni ultrazvukové rychlosti.
Tedy rychlosti zvuku ve vzorku, kde se zvySovanim teploty dochazi i ke zvySovani rychlosti
zvuku viz. Graf 3 a Graf 4. AvSak v ramci konstantni teploty pozorujeme, stejné jako
U méfeni hustoty, linedrni nartst se zvysujici se koncentraci.
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Graf 4: Zavislost ultrazvukové rychlosti na koncentraci kolagenu pri vzristajici teploté
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Pfi méfeni systému obou charakterizovanych latek — kolagenu i hyaluronanu byla métena
op¢t hustota 1 ultrazvukova rychlost. Pfi méfeni hustoty jsme u pfidavku niz§ich kontentraci
hyaluronanu (0,5 g/l a 1 g/l) pozorovaly mirny linearni nariist se zvysujici se koncentraci
kolagenu. Pfi vyS$im pridavku hyaluronanu se hustota v celé sadé vzorkli zvysuje jen
minimaln¢ viz. Graf 5. Pfi méteni zavislosti ultrazvukové rychlosti jsme zaznamenaly narust
pti koncentraci kolagenu kolem 17 g/l viz. Graf 6. Pfi této kombinaci 17 g/l kolagenu a 1,5 g/1
hyaluronanu ma zkoumany biomaterial vysoky modul pruznosti.
E=p-c*=0994521.152058* =2,299-10° Pa. Jednotlivé sady roztokii byly méfeny
teplotnim skenem v rozsahu teplot 25-40 °C s krokem 5 °C. Méfeni teplotni zavislosti nema
vliv na pomér charaterizovanych polymert viz. pfiloha Graf X 1, Graf X 2 a Graf X 3.

3.4. Reologie roztokii kolagenu a hyaluronanu, Discovery Hybrid Rheometer

3.4.1. Princip metody

Reologické vlastnosti roztokd kolagen-hyaluronanu byly méfeny na Discovery Hybrid
Rheometer 1l od firmy TA Instruments (Obr. 8). Pro méfeni viskozity byla geometrie
souosych valcd. Do mezery mezi valci byl nadavkovan vzorek o objemu 20 ml.
Pied samotnym méfenim probihala v pfistroji temperace pomoci peltierovského jacketu,
ve kterém je usazen vnéjSi staticky valec. Vnitini pohyblivy valec byl pifed métfenim
kalibrovan na setrvacnost, tfeni a rotacni mapovani v celém rozsahu smykové rychlosti.
Samotné méfeni probihalo pfi konstantni teploté 25 °C. Vzorky byly méfeny v rezimu flow
sweep (prumérovani kazdého naméfeného bodu) bez predmichani v rozsahu smykové
rychlosti 1-1000 (s7), 10 bodi na dekddu. Naméfena data byla zpracovana v programu
TRIOS.

Obr. 8: Discovery Hybrid Rheometers, TA Instruments [22]
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3.4.2. Vyslekdy a vyhodnoceni reologického méreni

Pomoci reometru byly méfeny 3 koncentra¢ni fady kolagenu s ptidavkem hyaluronanu,
ktery mél v kazdé sad¢ konstantni koncentraci. Méfena byla tzv. tokova ktivka, kdy byla
viskozita jednotlivich roztokl kolagen-hyaluronanu méfena v zavislosti na smykové rychlosti
(shear rate). Méfeni probihalo pti zvySujicich se i snizujicich se otackach (hysterezni kiivka),
ale z vysledkd nebyla potrvzena tixotropni ani reopekticka zavislost. Metené roztoky kolagen-
hyaluronanu v koloidnim sttibfe tudiZ nemaji zdanlivou viskozitu zdvislou na Case.

Nasledujici grafy (Graf 7, Graf 8, Graf 9) porovnavaji vliv hmotnostni koncentrace
hyaluronanu na koncentra¢ni fadu kolagenu. Z namétenych vysledk vidime, ze piidavek
hyaluronanu v tak nizkych koncentracich (0,5; 1 a 1,5 g/l) témé&f neovliviiuje naméfenou
viskozitu systému kolagen-hyaluronan. Vliv hmotnostni koncentrace kolagenu, ze které¢ho
byly pfipraveny vzorky v rozsahu od 10-20 g/l je taktéZ nepatrny. Jednotlivé kiivky
znazoriujici dynamickou viskozitu maji tudiz stejny trend.

Koncentraéni fada kolagenu + 0,5 g/l HA
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Graf 7: Zavislost viskozity na smykové rychlosti pri koncentraci hyaluronanu 0,5 g/l
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Koncentracni fada kelagenu + 1 g/l HA
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Graf 8: Zavislost viskozity na smykové rychlosti pri koncentraci hyaluronanu 1,0 g/l

Koncentraéni fada kolagenu + 1,5 g/l HA
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Graf 9: Zavislost viskozity na smykové rychlosti pri koncentraci hyaluronanu 1,5 g/l
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Pro presnéjsi porovnani zavislosti viskozity na smykové rychlosti je v nasledujicim grafu

zobrazena konstantni koncentrace kolagenu 10 g/l a jednotlivé pridavky kosmetického
hyaluronanu.
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Graf 10: Viiv pridavku hyaluronanu na viskozitu pri koncentraci kolagenu 10 g/l

12000

Jednotlivé roztoky polymert maji pii nizSich hodnotach smykové rychlosti, konkrétné
0od 10 do 125,98 s* charakter newtonské kapaliny. P vysSich hodnotach pozorujeme
dilatantni zavislost, ktera by mohla negativné¢ pusobit pii vyrobé hojivého spreje.
Tato zavislost neni vSak natolik velka, aby zpusobila prudky narist zdanlivé viskozity viz.
Graf 10.

U roztoki kolagenu s koncentraci od 16-20 g/l, které byly smichdny s hyaluronanem

0 koncentraci 1 g/l byla pozorovana dilatance aZ od stiihového napéti 158,48 s™ viz. Graf 11.
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16 g/l kolagen
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Graf 11: Viiv pridavku hyaluronanu na viskozitu pri koncentraci kolagenu 16 g/l
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4. ZAVER

Cilem bakalafské prace bylo nastinit problematiku vyuziti kyseliny hyaluronové
a kolagenu v jednotlivych odvétvich prumyslového vyuziti, zejména v medicing, veterinarnim
lékatstvi a kosmetice. Zejména jsme chtéli naleznout optimalni pomér kolagenu
a hyaluronanu, ktery by vyhovoval pro ptipravu hojivého kozniho spreje.

V experimentalni ¢asti jsou popsany jednotlivé metody charakterizace roztokt. Nejprve
byly charakterizovany jednotlivé sady roztokd hyaluronanu a kolagenu pomoci densitometru
svibraéni U-trubici. Diky tomuto analyzatoru bylo mozno méfit soucasné hustotu
a ultrazvukovou rychlost. Métfeni probihalo v rozmezi teplot 25 — 40 °C. Touto metodou bylo
zjisténo, ze koncentracni fady charakterizovanych polymert maji linearni zavislost.

Pii méfeni jednotlivych kombinaci kolagenu s hyaluronanem v koloidnim stfibfe bylo
zjisténo, ze piidavek hyaluronanu o vyss$i hmotnostni koncentraci ma za nasledek zvySeni
hustoty. Pfi zvySovani teploty se naméfena hustota snizovala, ale v ramci koncentra¢ni fady
si udrzela stejny trend.

Z méieni reologického chovani vzorkli kolagen-hyaluronanu bylo zjiSténo, ze jednotlivé
vzorky koncentraéni fady maji pfi niz§i smykové rychlosti newtonsky charakter. Pfi smykové
rychlosti vy3§i nez 125,9 s™ byla pozorovéna jista dilatance. U vice koncentrovanych roztoki
kolagenu s hyaluronanem o hmotnostni koncentraci 1 g/l byla dilatance pozorovana az

od smykové rychlosti 158,5 s™.

Pro moznou ptipravu kozniho hojivého spreje bych podle doposud ziskanych vysledkt

navrhovala pouzit vyssi koncentraci kolagenu (nad 15 g/l) s nizsi koncentraci hyaluronanu
(pod 2 g/l).
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6. PRILOHY

Tabulka X 1: Hustoty roztokii kolagen-hyaluronanu pri konstantni koncentraci hyaluronanu

0,59/l

Cholagen [8/1]  p [8/cm3] 25 °C p [g/cm3] 30 °C p[g/cm3]35°C p[g/cm3] 40 °C
10 0,997268 0,995872 0,994257 0,992440

11 0,997271 0,995878 0,994257 0,992419

12 0,997273 0,995882 0,994266 0,992449

13 0,997274 0,995880 0,994265 0,992449

14 0,997283 0,995892 0,994278 0,992459

15 0,997282 0,995890 0,994279 0,992458

16 0,997292 0,995902 0,994287 0,992468

17 0,997304 0,995913 0,994299 0,992485

18 0,997307 0,995916 0,994301 0,992486

19 0,997326 0,995933 0,994320 0,992503

20 0,997328 0,995937 0,994324 0,992507
Tabulka X 2: Ultrazvukové rychlosti roztokii kolagen-hyaluronanu pri konstantni koncentraci

hyaluronanu 0,5 g/l

Ckolagen [g/1] ¢ [m/s] 25 °C c[m/s] 30 °C c[m/s] 35°C c [m/s] 40 °C
10 1496,96 1509,33 1520,03 1529,14
11 1497,32 1509,47 1520,14 1529,30
12 1497,28 1509,44 1520,12 1529,28
13 1497,32 1509,45 1520,10 1529,21
14 1497,31 1509,43 1520,10 1529,19
15 1497,34 1509,49 1520,16 1529,28
16 1497,31 1509,44 1520,09 1529,19
17 1497,30 1509,43 1520,09 1529,19
18 1497,30 1509,42 1520,08 1529,20
19 1497,30 1509,44 1520,09 1529,24
20 1497,31 1509,44 1520,10 1529,21
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Tabulka X 3:
1,0 g/l

Hustoty roztokii kolagen-hyaluronanu pvi konstantni koncentraci hyaluronanu

Ckolagen [8/1] p[g/cm3]25°C p[g/cm3]30°C p[g/cm3]35°C p[g/cm3]40°C
10 0,997370 0,995973 0,994359 0,992541
11 0,997368 0,995975 0,994360 0,992542
12 0,997320 0,995928 0,994314 0,992495
13 0,997383 0,995988 0,994373 0,992555
14 0,997386 0,995993 0,994379 0,992561
15 0,997393 0,995994 0,994362 0,992473
16 0,997373 0,995980 0,994366 0,992548
17 0,997402 0,996008 0,994392 0,992574
18 0,997396 0,996001 0,994386 0,992536
19 0,997419 0,996023 0,994408 0,992589
20 0,997421 0,996025 0,994408 0,992589

Tabulka X 4: Ultrazvukové rychlosti roztokii kolagen-hyaluronanu pri konstantni koncentraci
hyaluronanu 1,0 g/l

Ckolagen [g/1] c¢[m/s]25°C c¢[m/s]30°C c[m/s] 35°C c [m/s] 40 °C
10 1497,04 1509,42 1520,11 1529,24
11 1497,39 1509,51 1520,18 1529,30
12 1497,30 1509,44 1520,13 1529,25
13 1497,33 1509,50 1520,16 1529,27
14 1497,35 1509,49 1520,16 1529,29
15 1497,36 1509,48 1520,15 1529,26
16 1497,34 1509,48 1520,14 1529,25
17 1497,37 1509,50 1520,17 1529,29
18 1497,44 1509,56 1520,22 1529,34
19 1497,36 1509,68 1520,38 1529,52
20 1497,41 1509,62 1520,30 1529,45

27



Tabulka X 5: Hustoty roztokii kolagen-hyaluronanu pri konstantni koncentraci hyaluronanu

1,59/l

Ckolagen [8/1] plg/cm3]25°C p[g/cm3]30°C p[g/cm3]35°C p[g/cm3]40°C
10 0,997515 0,996111 0,994476 0,992608
11 0,997498 0,996103 0,994488 0,992671
12 0,997493 0,996102 0,994486 0,992669
13 0,997500 0,996109 0,994492 0,992675
14 0,997509 0,996117 0,994501 0,992682
15 0,997515 0,996122 0,994506 0,992688
16 0,997516 0,996121 0,994507 0,992689
17 0,997530 0,996139 0,994521 0,992703
18 0,997530 0,996137 0,994522 0,992703
19 0,997525 0,996132 0,994516 0,992697
20 0,997524 0,996129 0,994514 0,992698

Tabulka X 6: Ultrazvukové rychlosti roztokii kolagen-hyaluronanu pri konstantni koncentraci
hyaluronanu 1,5 g/l

Ckolagen [8/1] c[m/s] 25°C c[m/s]30°C c[m/s]35°C c[m/s]40°C
10 1497,20 1509,53 1520,22 1529,33
11 1497,46 1509,62 1520,28 1529,42
12 1497,49 1509,61 1520,26 1529,38
13 1497,48 1509,61 1520,29 1529,52
14 1497,50 1509,63 1520,33 1529,47
15 1497,53 1509,66 1520,42 1529,78
16 1497,59 1509,72 1520,52 1529,71
17 1497,66 1509,81 1520,58 1529,75
18 1497,64 1509,79 1520,50 1529,77
19 1497,59 1509,70 1520,35 1529,45
20 1497,58 1509,68 1520,36 1529,51
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