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1. Wstep

Kwas hialuronowy (HA) zostat po raz pierwszy wyizolowany w 1934 r. z ciala
szklistego bydta [1] przez dwoch amerykanskich naukowcdéw Karla Meyera i Johna
Palmersa. Nazwa zwigzku pochodzi od greckiego stowa hyalos, ktore oznacza szkto
1 odnosi si¢ do jego szklistej i przezroczystej whasciwosci. Od tego czasu w literaturze
naukowej pojawiato si¢ coraz wigcej doniesien na temat miejsca wystgpowania HA,
jego wiasciwosci fizyko-chemicznych i metod produkcji. HA jest nietoksycznym
i niepowodujacym podraznienia zwigzkiem i jednym =z najszerzej rozpo-
wszechnionych zwigzkow w przyrodzie. HA jest jednym z glikozoaminoglikanow
(GAG) - naturalnych heteropolisacharyddw [2]. HA sktada sie z nierozgatezionych
polisacharydéw, powtarzajagcych si¢ jednostek disacharydow polaczonych
wigzaniami glikozydowymi. Struktura HA jest przedstawiona na Rys. 1 i sktada si¢
z dwodch naprzemiennych jednostek kwasu D-glukuronowego i N-acetylo-D-
glukozaminy potaczonych wigzaniami -1,4- i $-1,3-glikozydowymi [3,4].

OH OH
© o)
e HO
HO 0o
OH

0
NH
o)\

n

Rys. 1. Struktura chemiczna kwasu hialuronowego

Zrédlo: domena publiczna

In vivo wystgpuje w postaci soli sodowej (HANa, hialuronian sodu) i gtdéwnie jest
obecny w macierzy zewnatrzkomorkowej, ale takze na powierzchni i wewnatrz
komorek. Wyzsze ilosci kwasu hialuronowego wytwarzane sg podczas gojenia si¢
ran, rozwoju zarodkowego, a takze w ciele szklistym oka, w $cianach naczyn
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krwiono$nych, pepowinie i stawach, podczas gdy najwyzsze iloSci mozna znalez¢é
w macierzy zewnatrzkomorkowej tkanek skory [5,6].

HANa jest wysoce higroskopijnym biopolimerem ze wzgledu na grupg
karboksylowa obecng w kwasie glukuronowym, ktéra w fizjologicznym $srodowisku
pH nadaje polimerowi charakter polianionowy. W §rodowisku wodnym czasteczki
HANa mogg zwigksza¢ swoja objetos¢ n-krotnie, tworzac sie stabilizowang
wigzaniami wodorowymi. Jedna czgsteczka HANa moze zwigza¢ okoto 250
czasteczek wody, jednak na jej zdolno$¢ do wigzania wody wptywa jej forma
przestrzenna, na ktorg z kolei wptywa pH i rdzne kationy obecne w roztworze [7].
Wiekszo$¢ czasteczek wody jest mechanicznie unieruchomiona w helisie tego
polisacharydu, a niektére czasteczki wigzg si¢ z lancuchem za pomocg wigzan
wodorowych [8].

Te cechy HANa sprawiaja, ze jest to czasteczka o duZej objetosci
hydrodynamicznej i duzej osmotycznos$ci. Niezwykte wiasciwosci fizykochemiczne
hialuronianu wynikaja z potaczenia jego struktury przestrzennej i zdolnosci do
przybierania formy spirali z przypadkowymi zwojami. Ta cecha wraz ze specjalnymi
wlasciwosciami  higroskopijnymi sprawia, ze makroczasteczka tego GAG-u
przyjmuje ogromng objetos¢ hydrodynamiczng, tworzac roztwory o wysokiej
lepkosci 1 elastycznosci. To z kolei powoduje, ze HANa odgrywa wazng role
w utrzymywaniu strukturalnej i biomechanicznej integralnosci tkanek, utrzymywaniu
wlasciwej gospodarki wodnej komorek, biorgc udziat w migracji komorkowej,
roznicowaniu i proliferacji, ktore zachodza w macierzy zewnatrzkomorkowej [9].

Zdolno$¢ wigzania wody wptywa na wilasciwosci lepkosprezyste, a wodne
roztwory hialuronianu wykazuja wlasciwosci pseudoplastyczne, tj. spadek lepkosci
wraz ze wzrostem napre¢zenia $cinajacego i z powodu podwyzszonej temperatury.
Wiadomo réwniez, ze jego wlasciwosci lepkosprezyste zalezg od masy czasteczkowej
i stezenia HANa w roztworze [10]. Pianki polimerowe sg jedng z najnowszych i coraz
bardziej popularnych grup materiatow w dziedzinie medycyny regeneracyjnej
ze wzgledu na szczegdlne i korzystne wlasciwosci, ktére wykazuja np. struktura
porowata, zdolno$¢ sorpcyjna i mozliwo$¢ uzyskania kontrolowanego uwalniania
substancji czynnych [11]. Ich wlasciwosci, w zaleznosci od metody otrzymywania,
zaleza w duzej mierze od rodzaju polimeru, jego masy czasteczkowej, stezenia
w roztworze, uktadu rozpuszczalnikow, zastosowanych dodatkéw (np. porogendow)
i uzyskanej charakterystyki powierzchni, jak i struktury porowatej. W metodzie
otrzymywania pianck za pomocg liofilizacji, tj. jednej z najprostszych metod
otrzymywania pianek polimerowych polegajacej najpierw na mrozeniu roztworow
polimerowych, a pdzniej sublimacyjnym usuwaniu rozpuszczalnika. Zardwno rodzaj
polimeru, jak i jego stezenie, maja wplyw na uzyskiwane wlasciwos$ci mechaniczne
finalnych struktur porowatych.

Celem badan bylo przygotowanie porowatych struktur za pomoca liofilizacji na
bazie biozgodnych soli sodowych kwasu hialuronowego oraz analiza zalezno$ci masy
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czasteczkowe] zastosowanego polimeru i jego stezenia na wybrane wlasciwosci
mechaniczne otrzymanych pianek.

2. Materialy i metody

2.1. Polimer i przygotowanie roztworow

S6l sodowa kwasu hialuronowego (HANa) o czystoSci kosmetycznej zostala
zakupiona od Contipro Biotech (Republika Czeska) w postaci biatego proszku.
W badaniu analizowano dwie masy czasteczkowe polimeru: M; = 80-130 kDa
I My = 2,0-2,2 MDa oraz zastosowano cztery stezenia roztwordw polimerowych
(1,2,314%). HANa zostat wyprodukowany biotechnologicznie w wyniku fermentacji
bakterii  Streptococcus Zooepidemicus Equi, trawionych enzymatycznie
(hialuronidazg jader bydlgcych) do okreslonej masy czasteczkowej i frakcjonowany
chromatograficznie. Roztwory polimeréw przygotowano przez rozpuszczenie
polimeru w $wiezo destylowanej wodzie i poddanie mieszaniu mechanicznemu przez
4 godziny. Dla kazdej probki przygotowano roztwor polimeru o objetosci V =100 ml,
a roztwory polimeru wylano nastgpnie do specjalnych plastikowych pojemnikéw
przeznaczonych do celéw zamrazania, po 25 g na kazda probke.

2.2. Liofilizacja

Roztwory nastepnie zamrazano w temperaturze -80°C w chlodziarce
laboratoryjnej przez 24 godziny, a tak przygotowane probki suszono sublimacyjnie
w liofilizatorze Martin Christ FREEZE DRYER ALPHA 1-2/LD PLUS (Stany
Zjednoczone). Suszenie prowadzono przy ci$nieniu p =0,001 mbar, stosujac
podgrzewang potke o ustawionej temperaturze 33°C. Proces prowadzono przez 48
godzin, az do catkowitego usunigcia rozpuszczalnika z probki.

2.3. Badanie wlasciwosci mechanicznych

Zbadano zalezno$¢ masy czasteczkowej zastosowanego polimeru i jego stezenia
od wybranych wlasciwosci mechanicznych pianek. Aby oceni¢ te zalezno$e,
opracowano metode badania odporno$ci na odksztalcenie w oparciu o norme¢
amerykanska: Test Methods for Flexible Cellular Materials — Slab, Bonded, and
Molded Urethane Foams, D 3574-03 - Test B1 — indentation force deflection tests —
specified deflection. Odchylenie sity wgniecenia mierzono jako site niezbedng do
wytworzenia w piance oznaczonych wgniecen. W badaniu maksymalne obcigzenie
$ciskajace (N) zostato zmierzone przy zatozonym 50% ugi¢ciu. Pianki o jednolitych
wymiarach 5 cm x 5 cm x 1 cm byly analizowane pod katem wlasciwosci
mechanicznych przy uzyciu uniwersalnych systeméw testowych INSTRON serii
5900 do badan wytrzymato$ci na rozcigganie, $ciskanie i gigtkos¢ (Stany Zjednoczone).
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Za kazdym razem =zastosowano jedng probke. Analiza pozwolita obliczy¢
maksymalne obcigzenie $ciskajace Lmax, odksztatcenie przy Lmax oraz wytrzymato$é
na Sciskanie (MPa), jak réwniez $rednie  wartoSci  odksztalcenia
1 wytrzymatosci na $ciskanie. Odchylenie standardowe obliczono dla wielkoSci proby
=25. Do celu oceny wptywu porowatosci pianek na ich wlasciwosci mechaniczne
wzicto pod uwage porowatos¢ catkowita obliczong stosujac jako referencyjng
(teoretyczng) gesto$¢ obliczona na podstawie zaleznosci @=m/V oraz jako
eksperymentalnie okreslong gestos¢ — gestos¢ polimeru obliczong na podstawie
pomiarow z wykorzystaniem kolumn gradientowych.

3. Wyniki i wnioski

Z punktu widzenia projektowanego zastosowania oraz ze wzgledu na specyfike
wytwarzanych struktur (porowato$¢, higroskopijno$¢, kruchos¢ pianek), jednym
z bardzo istotnych parametrow mechanicznych, ktory moze $wiadczy¢ o przydatnosci
danej struktury do zastosowania w medycynie regeneracyjnej jest jego wytrzymatosé
na $ciskanie rozumiana jako odksztalcenie pod wplywem przytozonej sity
(maksymalnym obcigzeniu $ciskajacym) lub jego warto$¢ usredniona.

Analiza pozwolita na okreslenie nastgpujacych parametrow mechanicznych
wytwarzanych pianek: maksymalne obcigzenie $ciskajace, odksztatcenie $ciskajace
przy maksymalnym obcigzeniu $ciskajacym i wytrzymato$¢ na Sciskanie, $rednie
odksztatcenie przy Sciskaniu i §rednia wytrzymato$¢ na $ciskanie. Wyniki porownania
wlasciwosci mechanicznych wytworzonych pianek pod wzgledem stezenia
i wybranych mas czgsteczkowych polimeru: M; i Ma przeprowadzono
I przedstawiono na Rysunkach 2 i 3, a takze w Tabeli 1 i 2.
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Rys. 2. Porownanie wybranych wtasciwo$ci mechanicznych
dla pianek o masie czasteczkowej M1

Zrodio: opracowanie wlasne.
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Rys. 3. Porownanie wybranych wtasciwos$ci mechanicznych
dla pianek o masie czasteczkowej My

Zrodto: opracowanie wlasne.
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Tabela 1. Poréwnanie wybranych u$rednionych wiasciwo$ci mechanicznych pianek
wytworzonych z masy czasteczkowej M1 i Ma w zakresie stezen 1 — 4%.

Opis Stezenie | Srednie odksztalcenie | Odchylenie Srednia Odchylenie
prébki [%] przy $ciskaniu [%)] standardowe | wytrzymato$¢ na | standardowe
$ciskanie [MPa]
M1 1% 1% 54,739 3,065 0,003 0,001
M1_2% 2% 52,384 1,620 0,015 0,007
M1_3% 3% 51,981 1,161 0,025 0,007
M1_4% 4% 51,957 1,307 0,027 0,008
M4_1% 1% 54,933 3,470 0,018 0,005
M4_2% 2% 52,752 1,497 0,019 0,008
M4_3% 3% 51,406 1,039 0,042 0,022
M4_4% 4% 51,713 1,256 0,036 0,030
Zrédlo: opracowanie wlasne.
Tabela 2. Poréwnanie wybranych usrednionych wlasciwo$ci mechanicznych pianek oraz ich
porowatosci catkowitej, wytworzonych w masy czasteczkowej M1 i My o stezeniu 4%.
Srednie Srednia Porowato$
Opis | Stezenie | odksztatcenie | Odchylenie Wytrzymatodé na Odchylenie ¢ calkowita
prébki [%] przy $ciskaniu | standardowe vy ky e IMP standardowe o
[%] $ciskanie [MPa] [96]
M1_4% 4% 51,957 1,307 0,027 0,008 64,36
M4_4% 4% 51,713 1,256 0,036 0,030 18,76

Zrodto: opracowanie wiasne.

Z punktu widzenia oceny organoleptycznej, zastosowanie najwyzszej masy
czasteczkowej 1 stezenia 4% pozwala na uzyskanie materiatéw o znacznie wigkszej
trwatos$ci w $rodowisku o wilgotnosci wzglednej RH=40 - 60% oraz o stosunkowo

wysokigj

kruchosci. Na podstawie analizy Rys. 1 i 2 oraz Tab. 1 i 2 mozna

wywnioskowac, ze:

1.

Maksymalne obcigzenie $ciskajace oraz wytrzymato$¢ na Sciskanie ros$nie
wraz ze wzrostem poziomu stgzenia w ramach tej samej masy
czasteczkowe]j polimeru. Poza tym, warto$¢ tych dwdch parametrow jest
zauwazalnie wyzsza dla zastosowania wyzszej masy czasteczkOwej.
Dla stezenia C 4% mozemy uzyska¢ prawie dwukrotnie wyzsza
wytrzymalo$¢ na Sciskanie wytworzonej pianki (M1 = 0,027 MPa vs. M4 =
0,042 MPa). Wyzsza odporno$¢ wytworzonych pianek z wyzszej masy
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czasteczkowej jest prawdopodobnie spowodowana zwielokrothieniem
liczby wigzan wodorowych stabilizujacych struktury przestrzenie helis
HANa. Tlo$¢ mozliwych do powstania wigzan jest uzalezniona m.in. od
dtugosci tancucha oraz jego zdolnosci do tworzenia struktur przestrzennych,
w Ktdrych rowniez tworza si¢ dodatkowe wigzania wodorowe stabilizujace
strukture. Przy zastosowaniu tego samego st¢zenia polimeru w roztworze,
ale przy dtuzszym tancuchu prawdopodobienstwo powstania wickszej ilosci
wigzan wodorowych jest stosunkowo wyzsze.

2. Odksztalcenie S$ciskajace przy maksymalnym obcigzeniu $ciskajgcym
pozostawato na wzglednie podobnym poziomie zar6wno w zakresie
roznych stezen, jak i przy poréwnaniu dwoch réznych mas czgsteczkowych.
Pozwala to stwierdzi¢, ze wytworzone struktury porowate na bazie tego
biopolimeru, charakteryzujg si¢ wzglednie niska elastycznoscia niezaleznie
od stosowanego st¢zenia i masy czasteczkowe;.

3. Srednie odksztalcenie przy $ciskaniu nieznacznie spada wraz ze wzrostem
stezenia polimeru w obrgbie tej samej masy czasteczkowej. Identyczng
zalezno$¢ zaobserwowano dla masy czgsteczkowej Ma, przy czym probki
przygotowane z najnizszego stezenia C=1% wykazywaty si¢ najwickszymi
warto$ciami odchylenia standardowego.

4. Srednia wytrzymalo$¢ na $ciskanie rosta wraz ze wzrostem stgzenia
polimeru w roztworze, jak rowniez wraz ze wzrostem masy czasteczkowej
polimeru.

5. Teoretycznie wyliczona porowato$¢ catkowita pianek wytworzonych
z polimeré6w o nizsze] masie czasteczkowej znaczgco si¢ 16zni od
porowato$ci pianek z wyzszej masy czgsteczkowej (64,36% vs. 18,76%).
Nie wptyneto to jednak znaczgco na warto$¢ usredniong odksztatcenia przy
$ciskaniu i wytrzymatosci na Sciskanie.

6. Analiza wlasciwosci mechanicznych nie wykazata znaczacych roznic
w zakresie wartosci odksztalcen przy maksymalnym obciazeniu
$ciskajacym migdzy probkami.

4. Podsumowanie

W wyniki przeprowadzonych badan okreslono zaleznoSci masy czasteczkowe;j
zastosowanego polimeru i jego stezenia na wybrane wlasciwosci mechaniczne
porowatych struktur otrzymanych za pomoca liofilizacji na bazie biozgodnego
polimeru — soli sodowej kwasu hialuronowego. Stosowano dwa rodzaje masy
czasteczkowej oraz 4 stezenia procentowe (1 - 4%). Potwierdzono, ze maksymalne
obcigzenie Sciskajace oraz wytrzymalo$¢ na Sciskanie ro$nie wraz ze wzrostem
poziomu stg¢zenia w ramach tej samej masy czgsteczkowej polimeru jak réwniez
warto$¢ tych dwoch parametrow jest zauwazalnie wyzsza dla zastosowania wyzszej
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masy czgsteczkowej. Ponadto stwierdzono, Zze wytworzone struktury porowate
charakteryzuja si¢ wzglednie niskag elastyczno$cig niezaleznie od stosowanego
stezenia i masy czasteczkowej. Nie potwierdzono wptywu obliczonej porowato$ci
pianek na warto$ci usrednione odksztalcenia przy $ciskaniu i wytrzymatos$ci na
$ciskanie, co moze wskazywa¢ na nieadekwatno$¢ wybranej metody obliczenia
porowatosci catkowitej pianek do tego typu materiatoéw piankowych.
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