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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva sledovanim zmén pH a popisu vlastnosti ve fazové separovanych
hydrogelech piipravenych interakci polyelektrolytu a opa¢né nabitého tenzidu. Pro potieby
této prace byly hydrogely piipravovany interakci hyaluronanu se Septonexem. VSechny
hydrogely byly vystavovany zménam hodnot pH (4-9). Zmény pH byly monitorovany
pomoci spektroskopickych indikator, methyloranzi, methyl¢erveni, bromthymolovou modii
a fenolftaleinem. Vlastnosti pfed a po zméné pH byly porovnany pomoci reologickych metod.
Doplnujici informace byly také ziskany z termogravimetrickych analyz. Témito metodami
bylo dokazano, ze zménami pH lze upravovat mechanické vlastnosti a castecné i1 vnitini
strukturu  hydrogel. Z reologickych testi vyplyva, Ze z aplikacniho hlediska jsou
nejzajimavéjs$i hydrogely pozorované pii pH 9, které maji nejpevnéjSi vazby, ale malou
propustnost, a hydrogely popsané pii pH 7, které jsou naopak mnohem mek¢i a jsou schopné
absorbovat velké mnozstvi vody.

ABSTRACT

This thesis pursues monitoring of pH changes and description of properties in phase—
separated hydrogels prepared by interaction of polyelectrolyte and oppositely charged
surfactants. For the purposes of this work, all hydrogels were prepared by the interaction
of hyaluronan with Septonex. All hydrogels were exposed to pH changes (4-9). Changes in
pH were being monitored using spectroscopic indicators, methyl orange, methyl red,
bromothymol blue and phenolphtalein. The pre— and post— pH changes in properties were
compared using rheological methods. Additional information was gathered through
thermogravimetric analysis. By these methods it was proved that the changes in the pH can
modify the mechanical properties and partly the internal structure of the hydrogels.
Rheological tests show, that from the application point of view, the most interesting hydrogels
are observed at pH 9 which have the strongest bonds but have low permeability and hydrogels
described at pH 7 which are much softer and are capable of absorbing large amounts of water.
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1 UVOD

V soucasné dobé¢ je interakce polymer—tenzid stfedem zdjmu mnoha védeckych skupin.
Metodou fazové separace je mozné interakci téchto latek piipravit fyzikalni hydrogely.
O hydrogelech je znamo, coz vypovida i ze jména, ze dokadzi absorbovat obrovské mnozstvi
vody do své struktury a tim zvySit svij objem. Této skuteCnosti se vyuziva zejména
v medicinskych aplikacich. Takovy materidl je idedlnim kandidatem pro vyuziti jako nosice
1é¢iv. Tento nosi¢ by mél zarucit prodlouzenou cirkulaci 1éciva a diky své specifické struktute
uvolnovat 1é¢ivo pomalu a postupné. Jeho struktura taktéz zarucuje prostup kysliku a dalSich
Zivin.

Pii praci s hydrogely zaméfenymi na medicinské aplikace, které by mély piichazet
do styku s lidskym télem, je tfeba brat v uvahu podminky, které se tak méni. Jednou z téchto
podminek je hodnota pH, ktera je vyznamnym faktorem pro vSechny fyzikalni interakce. At
uz tomu jsou izoelektrické body aminokyselin, peptidii nebo bilkovin, pfi kterém maji tyto
latky nulovy celkovy naboj. Praveé i udrzovani stalého pH patii mezi zakladni ukony vnitfniho
prostiedi.

Aplikace hydrogelu rozhoduje o tom, jaké hodnoté pH bude hydrogel vystaven. Hodnoty
pH lidského téla se zna¢né 1isi. Pii aplikaci na ktizi mize byt hydrogel vystaven hodnoté¢ pH
v rozmezi 4-7. Pfi pozieni je hydrogel ihned vystaven pH slin (6,5-7,5), dale prostoupi
az do zaludku, kde je vystaven podstatné kyselejsimu pH (2—-6) a nasledné nestraveny zbytek
by teoreticky byl vystaven hodnoté pH 4-7. V pifipad¢ vagindlni aplikace by se dostal
do styku s hodnotou pH 3,8-4,5 [1-3].

Cilem této prace bylo sledovat a popsat zmény ve fazové separovanych hydrogelech
vzniklych zménou hodnoty pH. Rozsah studovanych hodnot pH je korelujici s hodnotami pH,
se kterymi by se hydrogel mohl potkat v lidském téle. Jako vychozi latky pro tvorbu
hydrogelti interakci polymeru s tenzidem byly vybrany zaporné nabity polyelektrolyt
hyaluronan a kladné nabity tenzid Septonex. U pfipravenych hydrogelli jsou pomoci
indikatorti zkouméany zmény pH. Pouzitim reologickych metod je provedena charakteristika
mechanickych vlastnosti pfipravenych gelii a tyto charakteristiky jsou porovnavany mezi
jednotlivymi gely pfipravenymi o riznych hodnotach pH. V posledni kapitole jsou pro tyto
hydrogely provedeny prvotni testy termogravimetrické analyzy.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Hyaluronan

Hyaluronan (Hya) je polysacharid, ktery je zakladni slozkou extracelularni matrice obratlovca
a také produktem virti, bakterii a hub. Pfesto, Ze se tento polymer sklada ze stale se dokola
opakujicich disacharidovych jednotek, ma celou tadu biologickych funkci a Iékaiskych
aplikaci. N¢kolika malo piiklady mohou byt: efektivni prostorova vypli udrzujici hydrataci,
podklad pro montaz proteoglykanti a bunéény pohyb, regulace bunécéné funkce a hojeni ran.
Jeho fyzikalni vlastnosti a biokompatibilita jej délaji velmi vyznamnym v tkanovém
inzenyrstvi, klinickych aplikacich a vyvoji biomateriala [4, 5].

Tato chemicka sloucCenina byla objevena vroce 1934 Karlem Mayerem a Johnem
Palmerem v hovézim sklivci. V té dobé se jim také podatilo zjistit, ze obsahuje dvé molekuly
cukru. Po objevu navrhli pojmenovani ,,hyaluronova kyselina“. Tento nazev vychazel z toho,
co o této slouceniné védeli, a tedy, Ze vypada jako sklo, coz popsali feckym slovem pro sklo
»hyalos®, ato, Zze jednim z cukri, které tato sloucenina obsahuje, je kyselina uronova [6].
Termin hyaluronan byl zaveden vroce 1986 Enderem Balazsem, aby byl v souladu
S mezinarodni nomenklaturou polysacharidii. Termin byl zaveden, aby zahrnoval rtzné
formy, které tato molekula miize zaujmout, jako jsou kyselinova forma, tedy kyselina
hyaluronova nebo soli, jako je hyaluronan sodny [7].

Hyaluronan se vyskytuje ve vSech obratlovcich, a dokonce i v nékterych patogennich
bakteriich, jako je Streptococcus sp. a Pasteurella. Je soucasti extracelularnich matric
ve vétSiné tkdni a v nékterych tkénich tvoii hlavni slozku. V piipad¢ lidského téla se
hyaluronan vyskytuje ve formé soli, tedy jako hyaluronat. Nejvétsi mnozstvi hyaluronanu je
mozné nalézt v synovialni tekutin€é, v pupecnikové sntie a ve sklivci oka. Dale se velké
mnozstvi hyaluronanu vyskytuje v kiiZi, svalech a kostfe. Hyaluronan se také vyskytuje
Vv plicich, ledvinach, mozku a svalové tkani [8].

Za fyziologickych podminek, pfi neutrdlnim pH, jsou karboxylové skupiny ionizovany
a vSechny disacharidové jednotky nesou zaporny naboj, a tak se kyselina hyaluronanova
nevyskytuje ve form¢ protonované kyseliny. Vyskytuje se ve formé polyaniontu jako sodna
nebo draselna sul. [4].

2.1.1 Struktura

Hyaluronan je klasifikovan jako glykosaminoglykan (GAG), avSak na rozdil
od proteoglykani, postrada proteinové jadro a jako jeden z hlavnich glykosaminglykanti neni
sulfatovan. Molekularni hmotnosti hyaluronanu se mohou pohybovat od 20 kDa do 10 MDa.
Jeho fetézce se skladaji z opakujicich se disacharidovych jednotek kyseliny D—glukuronové a
N-acetylglukosaminu (Obr. 1). Tyto jednotky jsou vzajemné propojeny stfidajicimi se f—1,4
a B—1,3 glykosidickymi vazbami. Oba cukry jsou prostorové ptibuzné s glukdzou, ktera v beta
konfiguraci umoziuje, aby vSechny jeji objemné skupiny byly ve stericky piiznivych
polohach, zatimco vSechny malé vodikové atomy obsazovaly méné stericky vyhodné polohy.
Proto je struktura tohoto disacharidu energeticky velmi stabilni [6].
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Obr. 1: Struktura disacharidové jednotky hyaluronanu [9].

Stabilita struktury hyaluronanového fetézce je déna diky svym vazbam. Mezi
glykosidovymi jednotkami jsou vazby skladajici se z jediného atomu kysliku spojujici jeden
cukr s druhym. Tyto kyslikové atomy do struktury piispivaji dvéma vazbami, které sviraji
vazby ve tvaru pismene ,,V*. Substituenty pfipojené na téchto vazbach mohou rotovat o 360°.
Avsak z divodu zavazeni Si samotnych jednotek nemaji jednotky dokonalou volnost v rotaci.
I presto existuje obrovské mnozstvi moznych uspofddani. Pomoci modelovacich
a zobrazovacich technik bylo zjisténo, Ze kazda disacharidova jednotka je pootocena o 180°
vuci dal$i jednotce pfed a za ni. Druhé pootoceni by pfineslo zpét plvodni uspotadani,
nesouci nazev ,,two—fold helix* (dvakrat sto¢ena Sroubovice) [10, 11].

2.1.2 Sitovani
Hyaluronan ve své struktufe obsahuje rozsahlou hydrofobni oblast. Hyaluronan ma tedy
vlastnosti vysoce hydrofilniho materidlu a soucasn¢ i hydrofobni oblasti, které jsou typické
pro lipidy. Takové latky se nazyvaji amfifilni. Hydrofobni oblasti uvnitt hyaluronanu maji
dalekosahlé dusledky pro molekuly ve vodném prostredi. Tyto oblasti se ve vodném prostiedi
shlukuji dohromady a snizuji tak kontakt povrchu s hydrofilnim rozpoustédlem. Hydrofobni
oblasti timto sbalenim napomahaji hyaluronanu tvofit shluky mezi sebou a sit'ovat se.

Sekundarni struktura hyaluronanu pfipomind plochou pasku. Ob¢ strany jsou totoZné,
ale jsou vuci sob¢ antiparalelni. To jim dovoluje rist z obou stran. Elektrostaticka repulze
mezi zéporn¢€ nabitymi misty na fetézcich by mohla zpusobit disociaci agregatii. AvSak této
repulzi je zabranéno nejen hydrofobnimi interakcemi, ale i vodikovymi mistky mezi
acetamidovymi a karboxylovymi skupinami. I pfesto jsou sily drzici tuto sit’ pohromadé
pomérné slabé a pouha zména okolnich podminek muze vést k disociaci.

K samotnému sitovani dochéazi uz pii nizkych koncentracich hyaluronanu a se zvySujici se
koncentraci roste sila jednotlivych vétvi, které propojuji vSechny molekuly [11].

2.1.3 Biologicka aktivita
Délka hyaluronanového ftetézce rozhoduje o biologické aktivit¢ polysacharidu. Molekuly
hyaluronanu s vysokou molekulovou hmotnosti jsou obvykle molekulami, které vypliuji
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a hydratuji tkané. Pravideln¢ jsou také antiangiogenni, imunosupresivni a protizanétlivé.
Mensi oligomery hyaluronanu, v rozmezi 620 kDa, jsou silnymi aktivatory dendritickych
bunck, bunék imunitniho systému. D4 se tedy fict, Ze hyaluronan s niz$i molekulovou
hmotnosti byva angiogenni, zanétlivy a imunostimula¢ni. Velmi malé oligosacharidy
hyaluronanu mivaji velmi jedine¢né biologické aktivity. Oligosacharidy o velikosti 3-10
disacharidt inhibuji rist nadorovych bunék [5, 12].

2.1.4 Zdroje

Jak jiz bylo naznaceno dtive, hyaluronan je zakladni funkéni slozkou téméf vSech tkani
v organismu obratlovct. Jako zdroj hyaluronanu bylo v minulosti pouzito zna¢né mnozstvi
zivoc¢isnych tkani, napf. kohoutkové hiebeny, zralo¢i kiize nebo bovinni oéni bulvy.
Vzhledem k tomu, ze hyaluronan je v biologickych materialech obvykle pfitomen v komplexu
S jinymi biopolymery, je potieba vyuzit fady separacnich metod k zisku ¢isté slouceniny, jako
je Stépeni protedzou, srazeni nebo lyofilizace. Primérnd moldrni hmotnost komeréné
dostupnych ,,extrakénich® Hya ptipravki je ptiblizn¢ 2,5 MDa. V soucasné dobé¢, pti potiebé
vysokomolekularni hmotnosti hyaluronanu, se pro pouziti v mediciné vyuziva hyaluronan
ptipraveny z kohoutkovych hiebeni.

Ackoliv se diive hojné vyuzivaly zivoc¢isné tkané, dnes se od nich ustupuje a zacinaji se
vice vyuzivat mikroorganismy. Mezi mikroorganismy, které se vyuzivaji k fermentacni
produkci hyaluronanu se fadi napt. Streptococcus zooepidemicus, Bacillus subtilis nebo
Streptococcus equismilis. Mnoho podnikd je schopno dodavat hyaluronan fermentacné
pfipraveny i S vysokou molekulovou hmotnosti [13].

2.1.5 Syntéza a metabolismus hyaluronanu

Pro syntézu hyaluronanu je potieba tfi enzymd, Hya syntazy (HAS-1, HAS-2 a HAS-3).
Tyto enzymy byly objeveny aZz poroce 1990. Jednd se o transmembranové proteiny,
které ztraceji svou aktivitu pfi rozpusténi, a tak bylo velmi obtizné je studovat. Kazdy enzym
je jiny a zastava jinou funkci. HAS-1 je neyméné aktivnim ztrojice a ftidi syntézu
hyaluronanu s vysokymi molekulovymi hmotnostmi. HAS-2 je katalyticky aktivnéjsi oproti
HAS-1 astejné¢ jako HAS-1 produkuje hyaluronan s vysokou molekulovou hmotnosti.
Kromé toho se HAS-2 podili na vyvojovych a opravnych procesech zahrnujici expanzi a rust
tkani. HAS-3 je nejaktivnéjs$im z trojice enzymu a fidi syntézu fetézcli hyaluronanu s nizsi
molekulovou hmotnosti [14, 15].

Na rozdil od vSech glykosaminoglykanti, k polymeraci hyaluronanového fetézce dochazi
na povrchu intracelulirni membrany. Jsou syntetizovany v hrubém endoplazmatickém
retikulu pfipojenim K jadrovym proteinim. Béhem syntézy, s rdstem hyaluronanového
polymeru, dochézi k extruzi ptfes plazmatickou membranu do perikuldrni povrchové vrstvy,
ktera se nazyva glykokalyx. Extruze rostouciho hyaluronanového fetézce pies plazmatickou
membranu umoziuje neomezeny rist polymeru, a tak mize dosdhnout velikosti 1000 az
10 000 kDa. Syntéza takového polymeru, obsahujiciho az 25 000 disacharidovych jednotek,
by nemohla byt mozna intracelularné [14, 16].

2.1.6 Vyuziti
Hyaluronan diky svym unikatnim vlastnostem pfedstavuje jedinecny biologicky material,
ktery nachazi uplatnéni v mnoha odvétvich primyslu. Jelikoz se jednda o pfirozené se
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vyskytujici, biokompatibilni polysacharid s jedine¢nymi viskoeleastickymi
a hygroskopickymi vlastnostmi, nachdzi vyuziti zejména v medicin€ a farmacii.

Jeho uloha jako ptfirodniho maziva a jeho vynikajicich vodu udrzujicich vlastnosti, jej ¢ini
idedlnim materialem pro pouziti v primyslu zabyvajicim se o¢nimi pfipravky. O¢ni pfipravky
obsahujici hyaluronan se pouzivaji v pfipadech, kdy je potieba provést nahradu sklivce nebo
ochranu rohovky pfi o€nich operacich. Zde se pouzivaji pfipravky vyvinuté k ochrané
endotelu rohovky pfed mechanickym poskozenim. Dale jej mizeme nalézt v piipravcich
zaméefenych na kontaktni CoCky, kde slouzi ke zvySeni smacivosti a vSeobecnému pohodli
kontaktnich ¢ocek. S tim souvisi i jeho dal$i uplatnéni pii 1é€bé syndromu suchého oka,
pii kterém zvysuje pohodli pfi uzivani o¢nich kapek [17].

Dalsim obrovskym odvétvim vyuzivajicim hyaluronan je dermatologie a Sni blizce
souvisejici kosmeticky pramysl. Vyskyt hyaluronanu v m&kkych pojivovych tkanich lidského
téla, kde hydratuje kizi a udrzuje flexibilitu zdravé kiize, ho predurcuje k aplikacim v této
oblasti. 1 degradace hyaluronanu specifickymi hyaluronidizami vytvaii hyaluronanové
fragmenty, které pomahaji regulovat zanétlivy proces. Obrovské uplatnéni nachéazi v hojeni
ran, pii kterém napomaha K hojeni ran bez vytvafeni jizev. Hyaluronanové ptipravky jsou
také schopné redukovat znadmky starnuti V neposledni tad¢ se tyto pfipravky vyuzivaji
k augmentaci v plastické chirurgii [18].

Jelikoz se hyaluronan vyskytuje v synovidlni tekutin¢ lidského t€la, neni pfili§ prekvapivé,
7ze naSel i Siroké uplatnéni v piipravcich vyuzivanych pacienty s osteoartrozou. Jednou
Z moznosti, jak 1éc¢it toto postizeni, je pfimé vstiikovani hyaluronanu do synovialni tekutiny
kloubu. Hyaluronan tak potlacuje opotiebovani chrupavky vlivem pohybu, ktera je prave
hyaluronanem lubrikovana [19].

Hyaluronan také prorazil do tkanového inzenyrstvi, kde se hojné uplatiluje jako scaffold.
| pfes nékteré nedostatky hyaluronanu jako scaffoldového materialu je jeho vyuziti mozné
diky fad¢ sitovacich technik, které zlepSuji jejich mechanické vlastnosti. Vysledné materialy
nabizeji vyhodné vlastnosti jako je bioresorbovatelnost, inhibice tvorby jizev a podpora
angiogeneze. Pro zvyseni rychlosti regenerace tkané se ¢asto do Hya scaffoldu zac¢lenuji riizné
bunééné adhezni ligandy a rtstové faktory [20].

2.2 Tenzidy

Pro tenzidy existuje né€kolik nazvt, podle kterych je mizeme v literatufe nalézt. Jednim z nich
je tedy slovo tenzid, které bylo ptejato z némeckého Tenside, které vyhazi z latinského tensus,
tedy napjaty. Synonymem je i pojem surfaktant, ktery je ptejat naopak z anglictiny ze surface
active agent, tedy povrchov¢ aktivni latka, s jehoz ¢eskym piekladem se mizeme v literatuie
také setkat.

Tenzidy maji pomérn¢ charakteristickou molekuldrni strukturu. Skladaji se ze dvou ¢ésti.
Z ¢asti lyofilni, v pfipadé vody hydrofilni, ktera mé silnou pfitazlivost k rozpoustédlu.
Az ¢asti lyofobni, u vody hydrofobni, ktera je naopak velmi odpudiva od rozpoustédla.
Takova struktura se nazyva amfifilni struktura.

Pii rozpousténi molekuly s amfifilni skupinou v rozpoustédle, mtze lyofobni skupina
zpusobit deformaci struktury rozpoustédla, a to zvySenim volné energie systému. Proti tomuto
se systém snazi snizit kontakt lyofobni skupiny a rozpoustédla na minimum. V piipad¢ vody
jako rozpoustédla, dochazi k deformaci vody lyofobni skupinou rozbitim vodikovych vazeb
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v molekule vody a orientaci vody. To zptsobi, ze né€které molekuly tenzidu jsou vylouceny
na povrch systému a jejich hydrofobni skupiny orientovany tak, aby minimalizovaly kontakt
s vodnimi molekulami. Takto je povrch vody potazen vrstvou tenzidovych molekul s jejich
hydrofobnimi skupinami priméarné orientovanymi smérem ke vzduchu. Tim, ze vzduchové
molekuly jsou stejné jako hydrofobni skupiny nepolarni povahy, zpusobi to snizeni
povrchového napéti vody. Naopak pfitomnost hydrofilnich skupin zabranuje wGplnému
vylouéeni tenzidu z rozpoustédla [21].

Obecné lze tenzidy shrnout jako povrchové aktivni latky, které se hromadi na povrchu
a fazovém rozhrani. Hnaci silou tohoto hromadéni je snizeni mezifazové energie na fazovém
rozhrani. Tenzid, vyskytujici se pii nizkych koncentracich, je latka, ktera ma vlastnost
se adsorbovat na povrch nebo mezifazové rozhrani a do jisté miry tim ménit povrchovou nebo
mezifazovou volnou energii [22].

hydrofobni &ist
YAroTonill cas hydrofilni st

/

J)‘) ..L*——"

tenzidovy monomer micela

Obr. 2: Struktura tenzidu a micely [23].

2.2.1 Klasifikace

Komercné se tenzidy cCasto klasifikuji podle jejich pouziti. To ovSem neni pfiili§ uzitecné,
protoze mnoho tenzidli mé vice vyuziti, a tak se to mize stit matouci. Nejcastéji, a tedy
I védecky spravné, je jejich pojmenovani zalozeno na jejich disociaci ve vodé.

Anionické tenzidy jsou disociovany ve vodé na amfifilni aniont a kationt, kterym je
alkalicky kov (Na*, K) nebo kvartérni amoniova stil. Anionické tenzidy jsou nejcast&jsimi
tenzidy abézné se vyskytujici v alkylbenzenovych sulfonatech (detergenty), (mastné
kyseliny), mydla, lauryl sulfonaty (pénici €inidla), di—alkyl sulfosukcinaty (vlhéici ¢inidla),
lignosulfonaty (dispergacni Cinidla). 50 % svétové produkce jsou pravé anionické tenzidy
[22].

Neionické tenzidy neionizuji ve vodném prostiedi, protoze jejich hydrofilni skupina je
nedisociovatelnd. Mezi nedisociovatelné skupiny patii alkoholy, fenoly, ethery, estery nebo
amidy. Velké mnoZstvi téchto neionickych tenzidl jsou zménény na hydrofilni pfitomnosti
polyethylenglykolového fetézce, polykondenzaci ethylen oxidu. Tyto tenzidy zastavaji
asi 45 % svétové produkce tenzidu [22].

Kationické tenzidy jsou disociovany ve vodé€ na amfifilni kationt a aniont. Velka ¢ast této
skupiny koresponduje s dusikatymi slouc¢eninami jako soli mastnych amind a kvartérni
amoniové slouCeniny s jednim nebo vice dlouhymi fetézci alkylového typu, Ccasto
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pochazejicich z pfirodnich mastnych kyselin. Bézné jsou tyto tenzidy draz$i nez anionické,
protoze pii jejich vyrobé je potfeba provést vysokotlakou hydrogenaci. Z tohoto divodu se
vyuzivaji jen v malo pfipadech a neexistuje jejich levngjsi substituce. Vyuzivaji se naptiklad
jako baktericidy akladné nabité latky, které jsou schopné adsorbovat na zaporné nabité
substraty, a tak tvofit antistaticky hydrofobni efekt vyuzivany k inhibici koroze [22].

hydrofobni ‘ hydrofilni

Wﬁ#@(@l Anionické ténzidj,r
Kationické tenzidy

Amfoterni tenzidy

CoooCFaP P a0, b P® Neionické tenzidy
Obr. 3: Klasifikace tenzidii na anionické, kationické, amfoterni a neionické [24].

2.2.2 Micely

Povrchové aktivni latky (PAL) se vyznacuji schopnosti samovolné agregovat ve vodném
roztoku do utvarli, které se nazyvaji micely. Pro tvorbu micel je potieba, aby molekula
obsahovala skupiny, které svou afinitou k rozpoustédlu zarucuji rozpustnost, a aby druha ¢ast
molekuly byla sama o sob¢ v rozpoustédle nerozpustna. Takové molekuly se nazyvaji
amfifilni. Tyto molekuly obsahuji sln¢ hydrofilni polarni skupinu a musi mit dostate¢né
dlouhy uhlovodikovy fetézec. Micely se zacinaji tvofit po piekroceni urcité koncentrace, ktera
se nazyva kriticka micelarni koncentrace (CMC). Pro rozpustnost mnoha organickych PAL je
treba dosdhnout vysoké teploty, pfi niZ rozpustnost dosahuje hodnoty CMC, takové teploté se
fika Krafftova teplota. Gibbsova energie micelizace musi byt zapornd, protoze schopnost
tvorit micely je samovolna. Tento proces je endotermni, a tak musi byt zména entropie kladna

a dostate¢né vysoka. Pii tvorbé micel dochdzi ke zméné hydratacnich vrstev okolo molekul
PAL [25, 26].

2.2.3 Septonex

Septonex neboli karbethopendeciniumbromid je bily az slabé nazloutly krystalicky prasek. Je
snadno rozpustny ve vod¢, v lihu a chloroformu [27]. Jedna se o kvartérni amoniovou siil,
ktera ma velky vyznam ve farmaceutickém primyslu. A to z divodu, protoze tato latka
vykazuje antimikrobidlni a antiseptickou aktivitu. Toho se hojné¢ vyuziva v raznych
farmaceutickych piipravcich, jako jsou dermatologické spreje, o€ni a nosni kapky nebo masti.
Také se vyuziva jako pomocna latka pro konzervaci 1éka [28]. Jedna se o kladn¢€ nabity tenzid
s dlouhym alkylovym fetézcem (Obr. 4).
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Obr. 4: Strukturni vzorec Septonexu [56].

2.2.4 Solubilizace

Solubilizace je vyznamnou vlastnosti micelarnich koloidt. Jedna se o schopnost rozpoustét
latky v Cistém disperznim prostiedi nerozpustné. Tato schopnost je dana diky jejich amfifilni
struktufe. Zpusob, jakym dochéazi k solubilizaci, mize byt rizny. NejCastéjSim zplsobem
rozpousténi nepolarnich latek je jejich inkorporace do jadra micely. VSe je v micele ovladano
tak, aby uhlovodikové fetézce smétovaly dovnitt micel a polarni skupiny naopak do vodné
faze. Solubilizace polarnich latek probiha na povrchu nebo v tésné blizkosti povrchu micely
[26].

Olejova cerven O

Olejova cCerven se fadi mezi hydrofobni barviva. Vyskytuje se jako Cerveny prasek, ktery
nachazi uplatnéni nejen ve védé, kde se vyuziva k barveni preparatd, ale také v mnoha
odvétvich primyslu. Hojné se napiiklad vyuziva v kriminalistice, kde se vyuziva naptiklad
ke zabarveni latentnich otiskt prstii [30, 31].

OH HsC
CHs;
O N=N N=N
a "
CHs;

Obr. 5. Olejova cerven O [31].

2.2.5 Interakce polymeri s tenzidy

Interakci polymer—tenzid ovliviuje jak polymer, tak i tenzid. Tato interakce ma vice druht.
Jedna je popsana jako asociace nebo vazba tenzidu na polymer, a druha jako micelizace
tenzidu pfimo na nebo do okoli polymerniho fetézce. MnoZstvi hydrofilnich a hydrofobnich
skupin rozhoduje o druhu interakce. U polymert s pievahujicim mnozstvim hydrofobnich
skupin se pievazné uplatiuji hydrofobni interakce, a naopak u polymerta s vice hydrofilnimi
skupinami jsou hojnéjsi elektrostatické interakce. Elektrostatické interakce se tedy budou
hojnéji vyskytovat mezi polyelektrolyty, tedy nabitymi polymery a iontovymi tenzidy.
K nejsilnéjSim vazbam dochdazi v ptipadé, kdy jsou tyto slozky opacné nabité.
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Povrchové aktivni latky samy o sob¢ snizuji mezifdzové rozhrani. Pfidavek polymeru
k tenzidu zpusobi jeho vazani k molekulam. Koncentrace popisujici po¢atek navazovani se
nazyva kritickd agregacni koncentrace (CAC). K této koncentraci dochdzi mnohem dfive
nez ke kritické micelarni koncentraci tenzidu. Pii interakci téchto slozek dochézi ke vzniku
klastrii. K popisu téchto klastrti slouzi ,,pearl-necklace® model (Obr. 6). Sviij nazev ziskaly
diky svym micelam, které maji perlovity tvar [32].

Obr. 6: Interakce polymer—tenzid, struktura "pearl-necklace” (perlovy nahrdelnik) [32].
2.3 Gely

Gel je trojrozmérnou makromolekularni siti makroskopické velikosti s elastickymi
vlastnostmi [33]. Etymologicky slovnik popisuje pojem gel jako polotuhou substanci,
vychazejicich ze slov gelatin a jell, tedy zelovat [34]. Jak je mozné pochopit z tohoto
zakladniho popisu, tak i kdyZ je disperzni prostfedi tvofeno kapalinou, tak se gely v disledku
jejich usporadani budou chovat jako tuhé latky [33].

Gely, kter¢ se skladaji z kapalného disperzniho prostiedi, se nazyvaji lyogely. Podle druhu
tohoto disperzniho prostiedi je mozZné je dale délit na hydrogely, kde je disperznim prostfedim
voda, a organogely, kde je disperznim prostfedim organicka kapalina. Dal§im moznym
délenim, je d¢leni podle sloZeni disperzniho podilu na anorganické a organické.
Pti vysuSovani kapaliny z disperzniho prostfedi lyogelu vznikaji xerogely.

Dle jejich chovani ve vysuSeném stavu, se gely d€li na reverzibilni a ireverzibilni.
Reverzibilni gely pfi vysouSeni zmenSuji sviij objem a opctovnym piijetim disperzniho
prosttedi, tj. botnanim jsou schopné ptrechazet zpét do piivodniho stavu. Naopak ireverzibilni
gely po piechodu do vysuseného stavu maji stale zhruba stejny objem, ale jsou porézni. Tyto

gely jsou poté schopny piijmout n¢jaké mnozstvi kapaliny, ale ne takové, aby doslo ke vzniku
hydrogelu [26, 33].
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2.3.1 Gelace

D¢j, ktery podminuje vznik gelu, se nazyva gelace. Jedna se o vytvofeni spoji mezi
makromolekulami linedrniho polymeru nebo jeho roztoku. Spoje neboli uzly sité, vznikaji
bud'to chemickou reakci, vtom piipadé¢ se jednd o chemicky sitované gely, piesngji
kovalentn¢ sitované gely, nebo pusobenim fyzikalnich sil. Takto vytvofené gely se
pak nazyvaji fyzikalné sitované gely [33].

Kovalentne sitované gely

Tyto gely predstavuji nekonecnou trojrozmérnou sit, kterou je mozné vytvofit nékolika
zpusoby, mezi které spada napiiklad nelinearni kondenzacni nebo adi¢ni polymerace
monomerl nebo sitovani linearnich polymert za vyuziti sitovaciho ¢inidla. Takto pfipravené
gely maji velmi pevnou strukturu a po vysuseni je témét nemozné je prevézt zpét na lyogel
[26].

Fyzikalné sitované gely

Fyzikaln¢ sitované gely jsou postaveny na spojovani usekl polymernich fetézcti plisobenim
fyzikalnich sil, jako jsou van der Waalsovy sily, polarni sily nebo vodikové vazby. Tyto
useky se spojuji do uzlovych oblasti. Ve struktute se stfidaji zapojené a volné tseky. Takové
to gely si zachovavaji svou ohebnost a tepelny pohyb [26].

2.3.2 Vliv podminek na priibéh gelace

Prabéh tvorby gelll vyrazné ovliviiuji Ctyfi podminky, vliv teploty, vliv koncentrace, vliv pH
a vliv mechanickych podminek. Zvyseni teploty obvykle brani vzniku gelu, nebot’ roste
intenzita tepelného pohybu jednotlivych segmenti a v disledku toho klesa pocet i doba trvani
vazeb mezi makromolekulami. Snizeni teploty podporuje tvorbu gelti.

Vzrist koncentrace podporuje gelaci roztokli vysokomolekularnich latek, protoze tim roste
pocet srazek makromolekul a jejich casti. Také se zvétSuje pocet vazeb, které se vytvareji
v jednotce objemu.

Hodnota pH roztokli méa vyrazny vliv na tvorbu geli u vodnych roztokdi amfoternich
vysokomolekularnich elektrolytli. Gelace nejlépe probiha pii hodnoté odpovidajici
izoelektrickému bodu [26].

2.3.3 Vlastnosti

Jak jiz bylo zminéno dfive, tak gely se z velké casti skladaji z kapalného disperzniho
prostiedi, ale 1 pfesto se chovaji jako pevné latky, za coZ muize uspotadani jejich struktury.
Gely se tedy vyznacuji jako viskoelastické materialy. Pii ptisobeni deformacni silou se gely
do urcitého stavu nedeformuji Gplnég, ale pouze vratné, coz je jejich projevem elasticity [33].
Pro tuto vlastnost hraje pocet vazeb znac¢nou roli. Gely obsahujici maly pocet vazeb se
vyznacuji znacnou elasticitou. Rostouci pocet vazeb mezi fetézci snizuje moznost na zmeénu
tvaru makromolekuly, a tak je gel rigidnéjsi [35].

Dalsi vlastnosti, kterd stoji za zminku, je elektrickd vodivost. V pfipadé, Ze disperzni
prostfedi gelu je disociované nizkomolekularnimi elektrolyty, zlstane jeho -elektricka
vodivost shodna jako v odpovidajicim solu [35].

Gelova difuzivita pro nizkomolekularni latky je téméf neménna oproti pivodnimu solu,
ze kterého gel vznikl [35].
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Gelova sit’ obsahuje znacny pocet elastickych vétvi, a v piipad¢ starnuti gelu, dochazi
ke kontaktu s tepelnymi vykyvy a mize dochazet k tvorbé novych vazeb. Tvorba novych
vazeb mezi vétvemi zplsobuje uzavirani sit¢ a vylu€ovani kapaliny. Tento proces se nazyva
synereze. Obvykle se jedna o srazeni o nékolik procent béhem nékolika dnl nebo tydnu [36].

2.3.4 Hydrogely

Hydrogely se definuji jako trojrozmémné polymerni sit€, schopné pfijmout a drzet velké
mnozstvi vody, aniz by doslo k jejich rozpusténi, vytvorené jednoduchou reakei jednoho nebo
vice monomert. Jejich schopnost absorbovat vodu vychdzi z hydrofilnich funkénich skupin
ptipojenych k polymernimu fetézci. Naopak jejich odolnost viéi rozpusténi vychazi z jejich
zesiteni.

Pravé schopnost zadrzovat a propoustét vodu je nejdilezitéjsi charakteristikou hydrogeli.
Prvni, co hydratuje pii kontaktu s vodou, jsou polarni hydrofilni skupiny. To vede k formaci
primarn¢ vazané vody, coz zpusobi nabotnani sit¢ a obnazeni hydrofobni skupiny, které jsou
také schopné interagovat s molekulami vody. To vede Ktvorb¢é formace nazyvané
»sekundarné vazand voda“. Kombinace primarné¢ a sekundarné vézané vody se sjednocuje
pod pojmem ,celkova vazana voda“. Hydrogel muze piijmout dalsi vodu v dusledku
osmotické hnaci sily sitovych fetézci smérem k nekoneénému ziedéni. Proti nekoneénému
ziedéni pasobi kovalentni nebo fyzikalni vazby. Tato absorbovand voda ,,navic* se nazyva
,»volna voda“. U této vody se predpoklada, ze vyplituje prostor mezi sitovymi fetézci a rizné
pory a dutiny [37]. Hydrogely se vétSinou vyskytuji jako dvou nebo vice slozkové systémy
naplnéné vodou. V zavislosti na vlastnostech pouzitych polymerli, jakozto i na povaze
a hustot¢ sitovych spoji, mohou tyto struktury v rovnovaze obsahovat riznd mnozstvi vody.
Hmotnostni podil vody v hydrogelu je mnohem vyssi nez hmotnostni podil polymeru [38].

Podle ptivodu miizeme hydrogely délit do dvou hlavnich skupin, na pfirodni a syntetické.
Ptirodni jsou v naprosté vétsin€ biokompatibilni a maji minimalni stimulaci proti zanétlivym
nebo imunologickym reakcim hostitelskych tkani. Ptirodni hydrogely se zkoumaji z diivodu
uplatnéni zejména jako biomateridly pro tkanové inZenyrstvi a reparativni medicinu.
Syntetické polymery maji dlouhou Zivotnost, vysokou kapacitu absorpce vody a vysokou
pevnost gelu. Tyto hydrogely lehce postradaji v odbouratelnosti a funkénosti. Tyto nedostatky
se v8ak ¢aste¢né mazou modifikaci [38].

Dalsim hlediskem dé€leni je polymerni kompozice:

a) Homopolymerni hydrogely, strukturni jednotkou je jeden monomer.

b) Kopolymerni hydrogely, skladaji se ze dvou nebo vice monomert, kdy alespon jeden
je hydrofilni.

C) Multipolymerni hydrogely, skladaji se z vice cross-link polymernich siti.

Déleni podle elektrického naboje:

a) neionické (neutralné nabité)

b) ionické (kladn€ nebo zaporné nabité)
¢) amfoterni

d) Zwitteronické [38].
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2.3.5 Vyuziti

Gely a samotny proces gelace maji obrovsky vyznam v mnoha odvétvich prumyslu. Jako
ptiklady mohou byt uvedeny vyroby vlaken, lepidel, kontaktnich ¢o¢ek nebo zpracovani kazi.
Nasly uplatnéni 1 v potravinafstvi, kde se pouzivaji jako zahus$tovadla. Své misto nasly
i v kosmetice, a to pravé pro svou dobrou roztiratelnost a dobrou vstiebatelnost.

w1

2.4 Reologie
Reologicka spolecnost (Society of Rheology) definuje reologii jako obor mechaniky studujici
vlastnosti materialii, které urCuji jejich odezvu na mechanickou silu [39]. Jedna se tedy
0 studium toku a deformace hmoty, kterd popisuje vztah mezi silou, deformaci a Casem.
Termin reologie pochézi z feckych slov ,,rheo®, coz se preklada jako tok, a ,,logia“, tedy véda.
Jak ale definice naznaluje, nejedna se pouze o deformaci pevnych materidli nebo toku
tekutych materiald, ale zvlasté pak se zabyva chovanim komplexnich viskoelastickych
materiald. Tyto materialy v reakci na silu, deformaci nebo zménu ¢asu vykazuji jak vlastnosti
pevnych latek, tak kapalin. Existuje cela fada reometrickych testl, které lze provést
na reometru, pro stanoveni tokovych nebo viskoelastickych vlastnosti materialu [40].

Nejjednodussim modelem, na kterém se daji ilustrovat reologické vlastnosti je paralelni
deskovy model (Obr. 7). Tento model se sklada ze dvou desek. Z horni desky, ktera se
pohybuje a ma plochu A. Kdyz je uvedena do pohybu silou F, tak se pohybuje rychlosti v.
Spodni deska je staticka. Vzdalenost mezi deskami je popsana veli¢inou h [41].
A

pohybliva deika _Fh V

v [ 7
staticka deska

Obr. 7: Model paralelnich desek [41].

Reologie je popisovana nékolika veli¢inami. Prvni znich je smykové napéti.
Pfi smykovém napéti pasobi sila F na povrch A (1), aby vyvolala pohyb latky mezi dvéma
deskami. Rychlost tohoto pohybu pii dané sile je fizen vnitinimi silami materialu.

O':K, (1)

kde o je smykové napéti, F je sila a A je plocha.

Pisobenim smykového napéti na tok latky mezi deskami vznik4 lamindrni smykovy tok.
Nejvyssi vrstva se pohybuje maximalni rychlosti, zatimco ostatni vrstvy jsou v Klidu.
Smykova rychlost je definovana jako (2):
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7}:%, (2)

kde y je smykova rychlost, v je rychlost a h je vyska (vzdalenost mezi deskami).

Dynamicka viskozita popisuje tvrdost materialu a tato veli¢ina je definovana (3):

n=" 3)
’

kde 7 je dynamicka viskozita, o je smykové napéti a » smykova rychlost.
Posledni veli¢inou je kinematicka viskozita souvisejici s dynamickou viskozitou
ptes hustotu materialu (4):

, (4)

kde v je kinematicka viskozita, 77 je dynamicka viskozitaa p je hustota [40].

2.4.1 Newtonovské kapaliny

Newtonovské kapaliny jsou pojmenovany po Isaacu Newtonovi, ktery v roce 1687 publikoval
praci, ve které popsal chovani tekutin linearnim vztahem mezi smykovym napétim
a smykovou rychlosti. Tento vztah (5) se dnes oznac¢uje jako Newtontuv zakon viskozity:

oc=n-7, ()

kde o je smykové napéti, 77 je dynamicka viskozitaa y je smykova rychlost. [42].

Newtonovskou kapalinou, se nazyva takova kapalina, pro kterou se viskozita neméni
s rychlosti deformace nebo casem (Obr. 8). Dale tato kapalina nevykazuje zadné elastické
vlastnosti. Newtonovska kapalina je teoreticky ideélni kapalinou, kterd prakticky neexistuje,
ale v mnoha ptipadech je velmi dobrou reprezentaci tekutin za béznych ,kazdodennich®
podminek [43].

A A

T n

-_—e
-

Obr. 8: Tokova krivka newtonovského materidlu (vlevo) a viskozitni kiivka newtonovského
materidalu (vpravo) [41].
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2.4.2 Nenewtonovské kapaliny
U nenewtonovskych kapalin je viskozita zavisla na deformacni rychlosti. Tyto kapaliny se
pak dale déli na dilatantni, plastické a pseudoplastické (Obr. 9).

Latky s pseudoplastickym tokem se vyznacuji tim, ze jejich viskozita vykazuje podobnost
s newtonovskymi kapalinami pii nizkych smykovych rychlostech, ale se zvySujici se
smykovou rychlosti dochazi k poklesu jejich viskozity. Plastické kapaliny vykazuji snizeni
viskozity se zvySujici se smykovou rychlosti. A pfesné¢ naopak tomu je u latek dilatantnich,
u kterych se viskozita zvySuje se zvySujici se smykovou rychlosti [44].

A
‘_// diintantt

ey newtonovské

-

=
pseudoplastickeé
plastické

>
Y [1/s]

Obr. 9: Riizné viskozitni kiivky pro newtonovské a nenewtonovské kapaliny [44].

Tixotropie a reopexie

Zvlastnim ptipadem nenewtonovskych kapalin jsou tixotropie a reopexie. Nejedna se o funkci
smykové rychlosti, ale o funkci smykového casu. Tixotropie se vyznacuje jako projev
casového piisobeni na namahani tekutiny. Pfi studiu tixotropickych tekutin, se pfi konstantni
smykové rychlosti zvySuje zdanliva viskozita. Tento proces, jak je mozné vidét z obrazku
(Obr. 10), je reverzibilni.

Druhym specialnim piipadem je reopekticky tok. Jedna se o opacny proces k tixotropii.
Pti stalé smykové rychlosti se zvySuje zdanlivd viskozita. Tento pribéh toku je také
reverzibilni a po n&jaké dobé ponechani v klidu, dojde k obnoveni plvodni viskozity.
Opravdovy reopekticky tok je velmi vzacny [44].

F S F.

Uv I//\m

.

y=hkonst. ' ¥=0 =10

i

¥ = konst.

b 3

Obr. 10: (vlevo) tixotropicky tok, (vpravo) reopekticky tok [44].
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2.4.3 Mérici systémy

Rotac¢ni reometry vyuzivaji fadu riiznych geometrii, které se stfidaji pro méfeni raznych typt
se rotacni reometry skladaji ze dvou zakladnich Casti. Jedna cast je staticka a druha je
pohybliva, pfesnéji otaciva. Na obrazku nize (Obr. 11) je mozné vidét nékolik zakladnich
typli geometrii. Na obrazku je mozné pozorovat dvé valcové geometrie. Prvni je valec—valec
(a), kterad se sestava z vnitiniho rotujiciho valce se stacionarnim vnéjSim valcem. Druhou je
tzv. double—gap (d). Nevyhodou téchto aparatur je jejich ¢isténi, kdy je potieba rozebrat celou
aparaturu. Dal$i geometrii je kuzel-deska (b). Tato geometrie se sklada ze stacionarni desky
a mirn¢ zkoseného kuzele. Posledni geometrii je deska—deska (c), ktera se obdobn¢ sklada
ze stacionarni desky a na ni pfiléhajici pohyblivé desky. Tato geometrie je nejvhodnéjsi
k méteni gelu [45, 46].

Obr. 11: Merici systémy rotacniho reometru, a) valec—valec, b) kuzel-deska, c) deska—deska,
d) double—gap [45].

2.4.4 Viskoelastické testy
Krajni chovani latek, zejména pak geld, je elastické nebo viskdzni. AvSak je zcela béZné,
aby se latka svym chovanim vyskytovala mezi idealn¢ elastickou pevnou latkou a idealné
viskozni tekutinou. Takové latky se popisuji jako viskoelastické. Vlastnosti téchto latek je
mozné popsat pomoci dvou modulii. Jednd se o elasticky (pamétovy) modul, ktery se
oznacuje jako G'. Elasticky modul popisuje schopnost télesa uchovat elastickou energii, tedy
energii, kterd byla uloZena v materidlu béhem napétového cyklu. Druhym modulem je
viskozni modul, ktery souvisi s nevratnou zménou deformacni energie a oznacuje se G". Oba
tyto moduly se udéavaji vjednotce Pa. Dohromady tyto moduly tvoifi redlnou ¢ast
komplexniho modulu G* (6). Ten podava informace o mechanické odolnosti vzorku.

G =G +G" (6)

Velic¢inou tzce souvisejici s elastickym a visk6znim modulem je ztratovy thel (8) Ten
vyjadifuje pomér mezi elastickym a viskoznim modulem podle vztahu nize (7).
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Velikost ztratového whlu lze pouzit k charakterizaci chovani zkoumané latky. V piipadé
gelovych latek je mozné diky ztratovému uhlu rozhodnout o tom, jestli pfevazuje elasticka
nebo viskozni slozka. Pfi velikosti ztratového thlu 45°vykazuje latka viskoelastické chovani
a nepievazuje zadna slozka. Pokud je ztratovy thel nizsi nez 45°, tak se latka chova elasticky
a prevazuje elastickd slozka. Pokud je ztratovy thel naopak vyssi nez 45°, znamena to,
ze latka vykazuje viskozni chovani a pievazuje viskozni slozka [47, 48].

Pti popisu reologického chovani latek hraje pomérné dilezitou roli také bod piekiizeni
moduld. Méfenim elastického a visk6znitho modulu v zavislosti na frekvenci oscilaci lze
stanovit bod piekiizeni. Ten se v literatuie objevuje pod pojmem ,,cross—over point™. Jak je
Z popisu jasné, jedna se o body, kdy dochézi k protnuti kiivky elastického modulu a kiivky
viskézniho modulu. V tomto bodé jsou oba modulu v rovnovaze (G" = G"). Obecné plati,
ze pii nizké frekvenci oscilaci jsou hodnoty modult nizké a projevuje se spiSe viskodzni
charakter (G" > G'). Pfi vysSich hodnotach frekvenci oscilaci je tomu presné naopak
a hodnoty viskézniho modulu pievazuji (G" < G') [47, 48].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Studium fazové separovanych hydrogelti tvofenych interakci nabitého polyelektrolytu
a opa¢né nabitého tenzidu zapocala jiz v 90. letech minulého stoleti, kdyz Kyrre Thalberg
a Bjorn Lindman publikovali prvni prace na toto téma [49, 50]. Od té doby se toto téma
rozsitfilo o mnoho publikaci pravé ze skupiny BioKol sidlici na Fakulté chemické, Vysokého

uceni technického v Brné. Zejména velka ¢ast zavérecnych praci se zabyva timto tématem
[51-55].

3.1 Interakce hyaluronan-tenzid

Tématem zabyvajicim se interakci zejména hyaluronanu a tenzidi vyvolavajici tvorbu
gelovych systému se zabyva, jak jiz bylo uvedeno, pravé skupina BioKol. V této kapitole
budou zminény ¢lanky této skupiny vydané za poslednich par let.

Jednim z ¢lankti vydanych pravé touto skupinou od 7. Vernerové a M. Pekaie bylo
studium reologickych vlastnosti geli vytvofenych interakci hyaluronanu a kladné nabitych
tenzidi nad jejich hodnotou CMC. Zavérem jejich prace bylo, Ze vSechny zkoumané gely
vykazovaly viskoelastické chovani, které mohlo byt modifikovano, jak dobou skladovani,
tak molekulovou hmotnosti hyaluronanu, tak jeho pocate¢nimi koncentracemi. Dale nebyl
nalezen zadny vztah mezi reologickymi vlastnostmi a pomérem naboji. Reologické vlastnosti
vytvotenych gelt byly citlivé na strukturni vlastnosti molekul tenzida [56].

Dalsi praci této skupiny byl ¢lanek T. Pilgrové a spol., ve kterém byla studovana interakce
hyaluronanu s opac¢né nabitym tenzidem ve velmi zfedénych roztocich. Vysledky byly
ziskany vyuzitim fluorescencni spektroskopie a dynamického rozptylu svétla. Vyuziti
fluorescenéni sondy odhalilo tvorbu micelarnich struktur hyaluronanu v homogennich
systétmech vyznamné pod hodnotou standardni kritické micelarni koncentraci tenzidu.
Pro nizké hodnoty ziedéné oblasti byl vytvoren fazovy diagram, coz odhalilo, ze koncentrace
hyaluronanu byla hlavnim parametrem kontrolujicim fazové chovani. Kromé& téchto zjisténi
byla studovana i stabilita agregatli vytvofenych interakci hyaluronan—tenzid. I velmi mala
zména podminek zptsobovala zménu ve struktufe agregatt [57].

Kalorimetrie, turbidimetrie, potenciometrie a konduktometrie interakce hyaluronanu
s kladn€ nabitymi tenzidy byla dal$im pocinem studovanym laboratoii biokoloidd VUT
ve spolupraci s tymem univerzity v Lublani, pod vedenim J. Krouské. Titra¢ni kalorimetrii
byla studovana termodynamicka formace micel kladné nabitych surfaktanti (CTAB a TTAB)
sa bez pfidaného hyaluronanu. Kalorimetricky a konduktometricky byla studovédna
makroskopicka fazova separace. Ta nastavala v pfipad¢€, Ze naboje tenzidu a hyaluronanu jsou
Vv rovnovaze. Naopak turbidimetrické a potenciometrické méfeni dokazovaly interakci
hyaluronanu a tenzidu jiZ pfi velmi nizkych koncentracich tenzidu. Zajimavym zjiSténim
bylo, Ze hydrofobni efekty pravdépodobné hraji roli pti interakci hyaluronanu s tenzidy [58].

Ve spolupréci s nekolika pracovisti vznikla prace pod vedenim P. Sauerové. Jejim cilem
bylo zjistit, jak kyselina hyaluronovd ovliviluje cytotoxicitu kationaktivnich tenzidu.
Pro studium tohoto problému bylo vyuZito interakce vySe zminéného hyaluronanu, jakozto
zaporné nabitého polyelektrolytu, a kladné nabitych tenzidd CTAB a Septonex. Cytotoxicita
byla studovana na lidskych osteoblastech. Charakterizace vytvofenych komplexi probéhla
nejprve pomoci distribuce velikosti ¢astic a jejich zeta potencidlu. Obrazky bunck byly
ziskavany pomoci svételného mikroskopu. Data ziskana z tohoto vyzkumu dokazaly, ze jak
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komplexy CTAB-Hya, tak Septonex—Hya snizuji toxicitu obou tenzidl ve vSech testovanych
koncentracich. Vysledky také vyzdvihuji fetalni bovinni sérum. Buiiky pfi absenci séra byly
vice citlivé na toxicitu tenzidi. Autoii také uvadéji aplikovatelnost téchto systémi jako
nosicovych systému nebo v kosmetickém pramyslu [59].

3.2 Hydrogely s hyaluronanovym zakladem

Jak je zfejmé, tak pravé hyaluronan je v dneSni dob¢, velmi popularni chemikalii. Pravé proto
se obrovské mnozstvi vyzkumnych skupin zabyva ptipravou a modifikaci vselijakych
hyaluronanovych hydrogeli, s cilem vyuziti zejména ve zdravotnictvi.

Specialnim piipadem hydrogeli byl vyzkum J. Mourycové a spol., ktery se zaméftil
na charakterizaci hyaluronan—aminojilovych hydrogel. Jednalo se o syntézu anorganicko-
organickych hydrogelii. Autofi v tomto ¢lanku popsali jednoduchy postup ptipravy. Tento
viskoelasticky material byl vytvofen elektrostatickymi interakcemi a zesiténim hyaluronanu
Vv pritomnosti exfoliovaného organojilu. Takovy to material, gelovitého chovani, byl schopny
absorbovat velké mnozstvi vody. To dale potvrdilo i reologické méfeni, které odhalilo
vyznamnou elastickou odezvu v celém rozsahu métené deformacni frekvence. Autofi dale
uvadi, ze hyaluronanové hydrogely s aminojilem vykazuji vys$si mechanickou pevnost nez
U hydrogeld zalozenych na polyvinylpyrrolidinu a aminojilu. Poznatky ziskané v této studii
by mohly vést k rozvoji nosiCovych a enkapsulacnich systéma vyuZzitelnych jak v medicing,
tak v kosmetickém priamyslu [60].

Tématem prace Ralucy Vulpe a spol. byla pfiprava a reologické popsani hydrogelu
ptipravenych z kolagenu, hyaluronanu a sericinu. Reologicky popis byl doplnén i 0 data
z elektronového mikroskopu. Pro reologickou charakteristiku byla podle viskozity vzorku
pouzita geometrie valec—valec a kuzel-valec. Ukazalo se, ze pochopeni molekularni
dynamiky a kinetiky sitovacich procesii je velmi dilleZité pro praci s t€émito hydrogely.
Z viskozitni analyzy vySlo najevo, Ze sericin se choval jako newtonovskéd kapalina,
narozdil od kolagenu, hyaluroannu a vSem smésim, které se chovaly nenewtonovsky.
DalS§imi ziskanymi zavéry bylo to, ze kolagen se choval pomérné elasticky na rozdil
od hyaluronanu, ktery se choval vice viskoelasticky. Pfidani kolagenu nebo sericinu
vedlo k zvétseni elastického modulu béhem procesu sitovani. Kromé reologickych
méfeni bylo studovédno i botndni a degradace pifipravenych hydrogelii. Nejvyssi stupeni
vzorky. Elektronovou mikroskopii bylo rozhodnuto, ze nejkompaktnéj§imi byly
kolagenové gely [61].

Kmenové buiikky diive trpély Spatnou integraci a Spatnou schopnosti prezit. Tento
problém se snazil vyfeSit Brian G. Ballios s jeho tymem. A to hyaluronanovo—
methylcelulazovymi hydrogely, které byly uréeny pro distribuci, pieziti a integraci
kmenovych bunék po transplantaci v centralnim nervovém systému, aplikovatelné
Vv injektovatelné podobé¢. Studovany hydrogel mél diky hyaluronanovo—methylcelulazoveé
struktufe idedlni vlastnosti pro dosazeni uniformnéjSi distribuce kmenovych bunék,
nez tomu bylo doposud. V téchto hydrogelech piezivaly buiiky mnohem Iépe
nez V solném roztoku [62].

Studiu smésného hyalurano—alginatového hydrogelu se zabyval O. Catanzano a spol.
Zaméfili se na vyuziti téchto hydrogell pfi hojeni ran. Takto pfipravené hydrogely byly
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homogenni a bylo velmi jednoduché s nimi zachazet. Diky reologickym méfenim bylo
mozné pochopit jejich sitovaci proces, a tak bylo mozné u téchto diskovitych hydrogela
popsat reologické  vlastnosti. Pfitomnost hyaluronanu zpomalovala gelaci,
ale neovliviiovala vlastnosti hydrogelu. Podle vysledkt ziskanych autory se tyto
hydrogely jevi jako velmi nadéjnym nastrojem pro hojeni ran [63].

3.3 Polysacharidové hydrogely
Kromé vyzkumu hyaluronanovych hydrogeli existuje fada vyzkumnych skupin zamétujicich
se na vyzkum hydrogeld na bazi jinych polysacharidi. Velkym odvétvim v tomto sméru jsou
chitinové a chitosanové hydrogely.

Tém se naptiklad zabyval Tapan Kumar Giri a spol. Cilem jejich prace bylo prozkoumat
moznosti téchto hydrogeld v tkanovém inzenyrstvi a jako nosi¢t 1é¢iv [64]. Tvorbou
chitosanovych hydrogelti s SDS se také zabyval Sudipta Chatterjee [65]. S. Deepthi a spol.
se stejn¢ jako ostatni snazili pfipravit chitinové hydrogely, které by nasly uplatnéni zejména
v tkanovém inZenyrstvi [66]. Studiem chitosanovych geld se zabyvala i norska vyzkumna
skupina vedena Julii Nilsen—Nygaard [67]. Stejnym tématem se zabyvali Masubon
Thongam a D. Julian McClements [68].

Krom¢ chitosanovych hydrogeli se vyzkumné skupiny zamétuji 1 na dextran.
Charakterizaci agregati ptipravenych z dextranu, se zabyvala Marieta Nichifor a spol. [69].
I Hamed Salimi-Kenari a spol. se zabyvali zavislosti délky fetézce a sitovaciho cCinidla
na reologickych vlastnostech dextranovych hydrogeld [70]. Syntézou a piipravou
biodegradabilnich dextranovych hydrogelt se také zabyvali Mona Alibolandi a spol. [71].

vvvvvv

Studium pH v komplexnich systémech je pomérmné slozity problém, ktery ma své tuskali.
Hlavnim problémem je fakt, Ze na rozdil od roztoku, se hodnota pH mize lisit v riznych
¢astech obsahu a vubec vpravit elektrodu do nékterého z komplexnich systému se mize jevit
jako pomérné obtizny tkol. U nékterych systémi tento problém fesi vpichova elektroda,
ale ujinych muze byt problém s penetraci povrchu nebo ziskanim objektivniho méfeni
po celém obsahu. DalSim feSenim tohoto problému je indikace pH pomoci barevnych
indikétorti, které méni své zbarveni podle vyskytujictho se pH. Indikatory takto dokézi
barevné oznacit rizné oblasti o riznych hodnotich pH. Tyto indikatory je tieba vpravit
do systému nebo je chemicky inkorporovat. Indikace pomoci indikatori se ve spojeni
s hydrogely vyuzivé jako hydrogelovych indikatora. Ty vyuzivaji propustnosti hydrogeloveé
matrice a jeho probarveni. U nékterych hydrogelt 1ze zménu jeho pH vypozorovat i zménou
jeho struktury.

Napiiklad Li Liu a aspol. byli schopni pfipravit hydrogelovy obvaz na rany, ktery byl
schopny monitorovat zménu pH hodnot. V této praci pouzili fenolovou cerven jako pH
indikator, ktery byl dale modifikovdn methakrylatem, aby byl schopny kopolymerizace
s algindto—polyakrylamidovou hydrogelovou matrici. Zmény hodnoty pH byly indikovany
barevnymi zménami hydrogelu. Ten piechazel od zluté (pH 5, 6 a 7) k oranzové (pH 7,4 a 8)
az do Cervené (pH 9) [72].

Hydrogely s inkorporovanymi indikatory prezentovali ve své praci Yu-Kyoung a Sang-
Yup Lee. Pripravili alginatovy hydrogel, do kterého dokazali inkorporovat indikator
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pyrokatechinovou violet. Hydrogel v tomto pifipadé¢ fungoval jako matrice, kterd drzela
indikator uvnitt. Indikator poté reagoval na zmény pH a indikoval to svym zbarvenim [73].

Dalsim, kdo se zabyval enkapsulaci indikatori do gelové matrice byl Farid R. Zaggout
a spol. Tém se podafilo do gelu enkapsulovat indikator methyloranz [74]. Podobnym tématem
se zabyval i Issa M. EI-Nahhal a spol., ktefi do gelové matrice ukotvili indikator fenolovou
cerven [75].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie

4.1.1 Chemikalie pro tvorbu hydrogela

Septonex CAS: 10567-02-9, GNB chem a.s., Sarze 511SEP003

Hyaluronan My: 1540 kDa, CPN spol. s.r.0., Sarze: 181214-4D1

4.1.2 Chemikalie na pripravu pufri
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat

Na,HPO,-12H,0

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat

NaH_PO,-2H O

Kyselina chlorovodikova

HCI

Kyselina citronovd monohydrat

CH.O HO

Tetraboritan sodny dekahydrat

Na,B,0_-10H O

Chlorid sodny
NaCl

4.1.3 Indikatory

MethylCerven
C . H.NO

1515 3 2

Methyloranz
C H,N,NaO.S

14 14 3

Bromthymolova modf
C _H_ Br OSS

27 28 2

Fenolftalein
CHO

20 14 4

4.1.4 Barviva

OilRed O
C_H NO

26 24 4

CAS: 10039-32—4, Penta s.r.o.,
Sarze 2105180516

CAS: 13472-35-0, Lachema a.s..,
Sarze 310491101

CAS: 7647-01-0, Lach-Ner s.r.o.,
Sarze PP/2014/05946

CAS: 5949-29-1, Penta s.r.o.,
Sarze 1907070714

CAS: 1303-96-4, Lachema a.s.,
Sarze 206270379

CAS: 7647-14-5, Penta s.r.o.,
Sarze: 1903200314

CAS: 493-52—7, Lachema a.s.,
Sarze 301401079

CAS: 547-58-0, Lachema a.s.,
Sarze 479810277

CAS: 76-59-5, Lachema a.s.,
Sarze 686985

CAS: 77-09-8, Lachema a.s.,
Sarze 4671536

CAS: 1320-06-5, Sigma-Aldrich, spol.
S r.0., Sarze 1000759015
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4.2 Pristroje

Analytické vahy Ohaus Pioneer, model PA214

Vahy Denver Instruments, model S—603
Reometr TA Instruments, AR—-G2 Rheometer
Vortex IKA, MS2 Minishaker

pH metr Greisinger, GMH 5530

Ttepacka Heidolph, Vibramax 100
Termogravimetricky analyzator TA Instruments, Q5000

4.3 Pracovni postup

4.3.1 Piiprava pufri

Pufry byly pfipravovany pro 6 raznych hodnot pH. Pro hodnoty 4, 5, 6, 7, 8 a 9. Pufry byly
ptipravovany do zasobnich lahvi. Pro pufr o pH 4 bylo do 100 ml zasobni lahve napipetovano
30,85 ml 0,1 M kyseliny citronové, 19,15 ml 0,2 M Na,HPO, a poté byla lahev doplnéna
50 ml deionizované vody. Pro piipravu pufru o hodnoté pH 5 bylo do 100 ml zasobni 1dhve
napipetovano 24,3 ml 0,1 M kyseliny citronové a 25,7 ml 0,2 M Na,HPO,, poté byla lahev
doplnéna 50 ml deionizované vody. Pro hodnotu pH 6 byl pfipravovan pufr do 100 ml
zasobni lahve napipetovanim 18,3 ml 0,I1M kyseliny citronové a 31,7 ml 0,2 M Na;HPO,.
Tato lahev byla poté doplnéna 50 ml deionizované vody. Pro pufr o pH 7 bylo do 100 ml
zasobni lahve napipetovano 6,5 ml 0,1 M kyseliny citronové, 43,6 ml 0,2 M Na,HPO,
a49,9 ml deionizované vody. Pro ptipravu pufru o pH 8 bylo do 200 ml zasobni lahve
napipetovano 5,3 ml 0,1 M NaH,PO,4 a 94,7 ml 0,1 M Na;HPO,. Lahev byla doplnéna 100 ml
deionizované vody. Do 200 ml zasobni lahve pro ptipravu pufru o pH 9 bylo napipetovano
100 ml 0,025 M Na;B407, 9,2 ml HCI, lahev byla doplnéna deionizovanou vodou. Hodnoty
pH pfipravenych pufri byly kontrolovany pH metrem.

4.3.2 Priprava hydrogeli

Gely byly pfipravovany smichanim praSkovych smési a naslednym zalitim disperzniho
prostiedi. Pro kazdy vytvofeny gel se vychazelo z kapalné formy 2 % Hya (1540 kDa)
a200 mM Septonexu. VzZdy bylo do prihledné vialky navdZeno 60 mg Hya,
253,5 mg Septonexu. Tato smés byla poté zalita 6 ml pozadovaného pufru. Obsah vialky byl
za ucelem dukladného promichani vlozen na tiepaCku Vortex a kratce promichan. Takto
pfipraveny hydrogel byl po promichani ponechdn v klidu minimaln€ 24 hodin. VSem
pfipravenym hydrogeltiim byla pomoci NaCl upravena iontova sila na stejnou hodnotu.

4.3.3 Priprava hydrogeli s indikovanou hodnotou pH

Gely byly piipraveny stejn¢ jako v predchozi kapitole (4.3.2). Po 24 hodinach, kdy byly
hydrogely ponechany v klidu, byl odlit supernatant. K takto pfipravenym hydrogelim bylo
pfidano malé mnozstvi indikatoru. Indikéatory byly vybrany pro oblasti pH, pii kterych byly
hydrogely piipraveny. Pro pH 4 byl pouzit methyloranz, pro pH 5 a 6 methylCerven,
propH 7 a 8 bromthymolova modi a pro pH 9 fenolftalein. Indikatory byly ptidavany
v praskové form¢. Po pifidani indikatord byly hydrogely pozorovany a fotografovany.
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Po probarveni povrchu byly hydrogely ptfeneseny na Petriho misky a roziezany, aby bylo
mozné pozorovat vnitini prostiedi hydrogelu.

4.3.4 Vyména disperzniho prostredi

Hydrogely pro tento experiment byly pfipraveny stejné jako v kapitole 4.3.2. Vzorkim byl po
vytvoreni gelu (po 24 hodinach) odlit supernatant. Po odliti supernatantu bylo k hydrogelim
pfidano disperzni prostfedi o jiném pH. Ke vzorkiim ptivodné ptfipravenym pii pH 4, 5 a 6
bylo ptidano 6 ml disperzniho prostfedi o hodnoté pH 9. K témto vzorkim bylo také pfidano
malé mnozstvi praskové smési fenolftaleinového indikdtoru. Ke vzorkim pivodné
ptipravenym pii pH 7, 8 a 9 bylo piidano 6 ml disperzniho prostiedi o hodnoté pH 4. K témto
vzorkiim bylo pfiddno malé mnozstvi praSkového indikatoru methyloranze. Po dalSich 24
hodinach bylo na Petriho misce pozorovano probarveni a struktura hydrogela.

4.3.5 Difuze v kyvetach
Pro tento experiment bylo piipraveno 6 hydrogeli o 6 riznych hodnotach pH, stejnym
postupem jako v kapitole 4.3.2. Po 24 hodinach, kdy byly tyto hydrogely ponechany v klidu,
jim bylo opét odlito disperzni prosttedi. Tyto hydrogely byly nasledné¢ vméstnany do malych
kyvet, které se skladaly ze dvou ¢asti. Ze Sirsi ¢asti, ktera méla objem 1,2 ml a z uzsi ¢asti,
kterda méla objem 1 ml. Hydrogely byly natlaeny do uz$i ¢asti. Poté bylo ke kazdému
hydrogelu pifidano malé mnozstvi indikatort (stejné jako v kapitole 4.3.3). Po ptidani
indikatorti byl vchod do vialky zapecetén parafilmem. Po piipravé tohoto experimentu byly
vzorky pozorovany a fotografovany po dobu tfech tydnt.

Obr. 12: Kyveta skladajici se ze Sirsi a uzsi casti.

4.3.6 Barveni hydrogeli olejovou ¢erveni
Vzorky pro tento experiment byly pfipraveny stejné jako v kapitole 4.3.2 s tim rozdilem, ze
do praskové smési vSech vzorkll bylo pfidano malé mnozstvi olejové cervené¢ O. Az
po ptfidani tohoto barviva byly praSkové smési zality disperznimi prostiedimi o raznych
hodnotdch pH. Hydrogely byly ponechany 24 hodin v klidu. Poté byly fotografovany
a popsany.

Dalsim krokem experimentu bylo odliti disperzniho prostiedi a pfidani prostfedi o jiném
pH. Vzorkim ptipravenym pii pH 4, 5 a 6 bylo pfidano 6 ml pufru o hodnoté pH 9. Vzorkiim
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pfipravenym pii pH 7, 8 a 9 bylo pfidano 6 ml pufru o hodnoté pH 4. Tyto vzorky byly opét
fotografovany a popsany.

4.3.7 Reologie geli

Pro studium reologie byly pfipraveny gely o hodnotach pH 4, 5, 6, 7, 8 a 9 (pfiprava podle
kapitoly 4.3.2), a dalsich 6 hydrogeli s vyménénou hodnotou pH disperzniho prostiedi
(pfiprava stejné jako v kapitole 4.3.4, jen s tim rozdilem, Ze nebyly pouzity zadné indikatory).
Tyto gely byly méfeny na reometru typu AR G2 od firmy TA Instruments. Pro méfeni byla
pouzita geometric typu deska—deska S primérem horni rotacni ocelové desky 8 mm,
Po nadavkovani vzorku do pfistroje byl piikapnut ke vzorku silikonovy olej, aby se zabranilo
vysychani vzorku po dobu méfeni. Pied kazdym méfenim byl zaveden krok relaxace, ktery
obnasel, po sjeti senzoru do méfici polohy, ponechani vzorku k relaxaci po dobu 5 minut
pfi nastavené teploté, tedy 25° C. Vzdalenost senzoru od spodni stacionarni desky byla
500 pm. Pro ucely této diplomové prace byly provedeny amplitudové testy, frekvencéni testy
a tokové testy.

Prvné byl proveden deformacéni amplitudovy test, diky kterému bylo mozné zjistit linearni
viskoelastickou oblast, tzv. LVO. Tato oblast ndm fika, kde jsou moduly nezavislé
na amplitudé deformace. Zjistovala se =zavislost viskézniho a elastického modulu
pfi konstantni hodnoté frekvence na meénici se amplitudé deformace. Dale byly méfeny
frekvencni testy, kterymi byly ziskdny zavislosti elastickych a viskoéznich modult
na frekvenci oscilaci. Tato méfeni probihala pfi konstantni hodnoté¢ amplitudy deformace
aménici se frekvenci oscilaci senzoru. Podrobny popis parametrii pouzitych pro méfeni
reologickych vlastnosti je uveden Vv tabulce 1, tabulce 2 a tabulce 3.

Tabulka 1: Parametry pro amplitudové testy.

Amplitudovy test
Teplota 25 °C
Cas relaxace 300 s
Frekvence oscilaci 1 Hz (6,283 rad-s™)
Amplituda deformace 0,01-1000 %
Body na dekéadu 6

Tabulka 2: Parametry pro frekvencni testy.

Frekven¢ni test

Teplota 25 °C
Cas relaxace 300s
Amplitudova deformace 1%
Frekvence oscilaci 0,01-100 Hz
(0,06283-628,3 rad-s™)
Body na dekéadu 6
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Tabulka 3: Parametry pro tokové testy.

Tokovy test
Teplota 25 °C
Cas relaxace 300s
Smykova rychlost 0,01-1000 s*
Body na dekadu 7
Max. rovnovazny ¢as 60 s
Doba na vzorek 10s
Tolerance 5%
Pocet bodu v ramci tolerance 3

Vyhodnoceni naméfenych hodnot bylo provedeno v softwaru od firmy TA Instruments
Rheology Advantage a MS Excel.

4.3.8 Termogravimetrie

Pro ziskdni vice informaci o matrici hydrogelu, bylo studovano mnozstvi vody uvniti
hydrogelti. Pro tento experiment bylo pfipraveno 12 hydrogeli. Sest hydrogelii zastavajici
puvodni pH fadu, tedy hydrogely o pH hodnotéach 4, 5, 6, 7, 8 a 9 (ptiprava podle kapitoly
4.3.2), a dalsich Sest hydrogelii, kter¢ mély vyménénou hodnotu pH disperzniho prostredi
(ptiprava podle kapitoly 4.3.4, bez spektroskopickych indikatorl). Métfeni probihalo
na ptistroji Q5000 od TA Instruments.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato kapitola se zabyva vysledky ziskanymi pfi studiu vlivu pH na tvorbu a vlastnosti
fyzikaln¢ sitovanych hydrogeli vytvofenych na bazi zaporn€¢ nabitého polyelektrolytu
a kladn¢ nabitého tenzidu. Experimenty jsou déale déleny do podkapitol podrobnéji probirajici
ziskané vysledky.

Prvni ¢asti této prace jsou experimenty, které jsou zameétfené na vizualni charakterizaci
a studium vytvofenych hydrogelt pomoci spektroskopickych indikatori a hydrofobniho
barviva, olejové Cervené¢ O. Do této Casti patii experimenty popisujici vzhled a vlastnosti
vytvarenych hydrogelii, hodnoty pH gelli, zabarveni hydrogelt, prostup latek skrze hydrogely
a zmeéna struktury a vlastnosti hydrogeli po zméné pH prostredi.

Druha c¢ast je vénovana studiu reologickych vlastnosti jak pavodni pH fady,
tak i hydrogelim s vyménénymi hodnotami pH.

Posledni ¢ast je vénovana termogravimetrii a mnozstvi absorbované vody v hydrogelech.

5.1 Vizualni charakterizace hydrogeli

Tato prace navazuje na mou bakalafskou praci, ktera byla zaméfena na studium podminek
natvorbu fazov€é separovanych hydrogeli. Stejné¢ jako vtéto praci se pracovalo
S hyaluronanem, ale na misto Septonexu se pouzival tenzid CTAB [76]. Z vysledku této
bakalaiské prace a z reSerSe zabyvajici se pH hodnotami v lidském téle, bylo rozhodnuto,
zZe se bude tato prace zabyvat rozsahem pH 4-9.

V této kapitole byla studovana tvorba gelti a jejich vlastnosti v zavislosti na pH prostredi,
ve kterém byly vytvofeny. Studium téchto vlastnosti probihalo vizudlnim pozorovanim. Dale
byly tyto poznatky porovnavany s jiz zminénou bakalatskou praci.

Ke tvorbé fazové separované¢ho hydrogelu doslo ve vSech piipadech. AvSak na prvni
pohled (Obr. 13) bylo ihned ziejmé, Ze vzorek vytvoreny pii pH 9 se lisi oproti ostatnim.
VSechny vytvofené gely mély sniZzenou prihlednost a byly mirné zakalené. Naopak pfilnavost
k povrchu byla pozorovana u geld vytvofenych o hodnotach pH 4-8. Hydrogely vytvofené
pfi pH 9 ztracely schopnost pfilnavosti k povrchu, coz bylo zpisobeno koheznimi silami,
které byly silnéjsi nez sily adhezni. Manipulace se vzorkem prozradila, Ze vzorky pfipravené
pii rtiznych hodnotach pH, maji rtizné mechanické vlastnosti. Naptiklad vzorek ptipraveny
pfipH 9 byl mnohem tuz§i a odolné€jsi vici krajeni neZ ostatni vzorky. To stejné bylo
pozorovano 1 v pfedchozi bakalarské praci. Pro vysvétleni mechanickych vlastnosti byla
provedena reologickd méfeni (kapitola 5.6). Dale si je mozné povsimnout, Ze hydrogel
nevznikal pro vsechny vzorky ve stejném objemu. I z této fotky je zfejmé, ze naptiklad pii pH
7 (vzorek 4) ma vzorek vétsi objem gelu nez naptiklad vzorek pii pH 4 a 5 (vzorek 1 a 2).
Proto byla provedena termogravimetrickd analyza, kterd méla osvétlit mnoZstvi
absorbovaného roztoku pro vSechny vzorky (kapitola 5.7 ).
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Obr. 13: Gely vytvorené pri riizné hodnote pH, 1 (pH 4), 2 (pH 5), 3 (pH 6), 4 (pH 7),
5 (pH 8), 6 (pH 9).

5.2 Testy vymény disperzniho prosti-edi

V ptipadé¢ vyuziti téchto hydrogeld ve zdravotnictvi, jako napt. nosicovych systémi v lidském
téle, se da ocekavat, ze by tyto hydrogely byly vystaveny riiznym hodnotam pH. Proto budou
V této kapitole probrany testy navozujici podminky, kterym by hydrogely mohly podstoupit
Vv pfipadé, Ze by byly aplikovany na misto, kde by se hodnota pH liSila od hodnoty pH,
pti které byly ptfipraveny nebo skladovany.

Hydrogely pfipravované pro tento experiment byly rozdéleny na dvé skupiny a kazdé
skupiné bylo vyménéno pH na krajové studované hodnoty. U hydrogell pfipravenych pii pH
4, 5 a 6 se po vymeéné disperzniho prostiedi (za prostiedi o pH 9) vyskytoval indikator
fenolftalein, a tak se predpokladalo, Ze dojde k rGzovému az fialovému zabarveni jak
disperzniho roztoku, tak hydrogelu. Jak je mozné vidét z prvnich tfi obrazkd v této kapitole
(Obr. 14, Obr. 15, Obr. 16), tak vSechny vzorky obsahujici indikator fenolftalein, se
po vyméné disperzniho prostiedi, opravdu zbarvily fialové. To znamend, Ze hydrogel vyménil
své vnitini prostfedi za nové pfidany pufr. Kromé zbarveni vnitiniho prostredi je z fotek
ziejmé, ze se i samotny hydrogel do urcité miry zbarvil sam fialove. To potvrzuje i to, Ze se
zménily mechanické vlastnosti hydrogelu. Z ptivodné velmi mékkych a snadno krajitelnych
hydrogeld, se staly hydrogely velmi pevnymi a kompaktnimi. Z obrazki, kde je zaznamenan
hydrogel po vyndani na Petriho misku, je zfejmé, ze hydrogely jsou zabarveny velmi lehce.
To by mohlo byt vysvétleno tim, Ze pfidany indikator mél problémy stat se soucasti vnitiniho
prostiedi hydrogelu a prostoupit do stiedu gelu. Ten nejprve zabarvil ptidany pufr a az poté se
dostaval do vnitiniho prostiedi hydrogelu a z pfevazné casti ho nejprve barvil z vnéj$iho
prostiedi. Obtizné probarveni vnitinich prostor hydrogelu mlze byt zpisobeno strukturou
gelu, u které se predpoklada, ze uzlové body v gelové siti jsou velmi blizko sebe a délaji tak
hydrogelu mutize byt vysvétlena také tim, ze ne vSechny oblasti hydrogelu mély hodnotu pH 9.
To je také spojeno se sniZzenou prostupnosti pro roztok kvili struktute hydrogelu.
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Obr. 14: a) hydrogel pripraveny pri pH 4, b) disperzni prostiedi vyménéno za pufr o pH 9
a obarveno fenolftaleinem, c) hydrogel obarven fenolftaleinem.

TR
3

Obr. 15: a) hydrogel pripraveny pri pH 5, b) disperzni prostredi vyménéno za pufr o pH 9
a obarveno fenolftaleinem, ¢) hydrogel obarveny fenolftaleinem.
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Obr. 16: a) hydrogel pripraveny pri pH 6, b) disperzni prostredi vyménéno za pufr o pH 9
a obarveno fenolftaleinem, ¢) hydrogel obarveny fenolftaleinem.

Druhou studovanou skupinou byly hydrogely pfipravené pii pH 7, 8 a 9, s pfidanym
indikatorem methyloranzem. Jak jiz bylo zminéno v kapitole pro pfipravu tohoto experimentu
(kapitola 4.3.4), tak po odliti jejich puvodniho disperzniho prostiedi, byl do jejich vialek
ptidan pufr o hodnoté pH 4, s malym mnozstvim methyloranze. Jak je opét ziejmé z fotek pod
timto textem (Obr. 17, Obr. 18, Obr. 19), tak se nejprve zabarvil pfidany roztok, indikujici
jeho pH, oranzové. A az po obarveni disperzniho prostifedi doslo k vyméné prostiedi uvnitt
gelu. Po pieneseni hydrogeli na Petriho misky, bylo ihned zfejmé, ze hydrogely byly
zbarveny mnohem sytéji, néz-li tomu bylo u piedchozi skupiny vzorku. Jelikoz se také
zménily mechanické vlastnosti hydrogelti v opaéném sméru oproti pfedchozi skupiné, tedy
na hydrogely velmi mékké a bez odolnosti ke krajeni, tak praskovy indikator nemél problém
dostat se do samotného hydrogelu a mnohem jednoduseji jej barvit ,,zevniti. Tyto testy jsou
tedy dikazem, Ze hydrogel reaguje na zménu pH zménou mechanickych vlastnosti. Do jaké
miry se hydrogely po pfechodu do prostiedi o jiné hodnoté¢ pH podobaji plvodnim
hydrogelim a vzorkim pfipravenym pii pH, na které byly zménény, bylo zkoumano pomoci
reologickych méteni (kapitola 5.6).
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Obr. 17: a) hydrogel pripraveny pri pH 7, b) disperzni prostredi vymeénéno za pufr o pH 4
a obarveno methyloranzem, c) hydrogel obarveny methyloranzem.

Obr. 18: a) hydrogel pripraveny pri pH 8, b) disperzni prostiedi vyménéno za pufr o pH 4
a obarveno methyloranzem, c) hydrogel obarveny methyloranzem.
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Obr. 19: a) hydrogel pripraveny pri pH 9, b) disperzni prostiedi vvménéno za pufi o pH 4 a
obarveno methyloranzem, c¢) hydrogel obarveny methyloranzem.

5.3 Probarveni geli indikatory

V této kapitole byla studovana diftize vytvofenych hydrogell pii riznych hodnotach pH. Dale
se sledovalo probarveni gelu, které by ptinaselo informace o hodnoté pH prostiedi gelu. Jako
indikdtory pH byly pouzity Cctyfi rizné spektroskopické indikéatory, methyloranz,
methyl€erven, bromthymolova modf a fenolftalein.

Jako prvni byl pozorovan gel vytvoreny pii pH 4. Jeho hodnota pH byla indikovéana
methyloranzem. Jak je mozné vidét z obrazku (Obr. 20), tak vzorek ve vialce oznacené 7.2 se
ihned po nasypani malého mnozstvi methyloranze zacal zabarvovat Zzluté, coz svéd¢i
0 predpokladané hodnoté¢ pH hydrogelu okolo 4. Gel se nejintenzivnéji zbarvoval v misté
prvotniho kontaktu praskového indikatoru a poté zbarveni piechazelo po povrchu.
Az po obarveni povrchu dolo k probarveni vnitiniho prostiedi hydrogelu. Uplné probarveni
hydrogelu bylo mozné pozorovat po jeho rozkrojeni. Hydrogel byl probarven uplné
ave stejné intenzit€¢ v jeho celém obsahu. Probarveni vzorku nédm ftik4, Ze hydrogel ma
Vv celém svém objemu pH okolo hodnoty 4.

Druhym pozorovanym hydrogelem byl vzorek vytvofeny pii pH 5. Hodnota pH byla
indikovana methyl¢erveni. Pfidani tohoto indikatoru a probarveni gelu je mozné pozorovat
nize na obrazku (Obr. 21). Zbarveni gelu bylo oranzové az Cervené, indikujici pH okolo
hodnoty 5. Povrch gelu byl probarven cely, a i uvniti doslo k uplnému probarveni podobnym
odstinem jako na povrchu. Gel se stejné jako pii pH 4 nejprve intenzivné barvil v misté
pridani indikatoru. Poté se barvil povrch a az poté se zacalo barvit vnitini prosttedi hydrogelu.
Stejn¢ jako v predchozim piipadé se da predpokladat, ze hydrogel ma pH okolo 5 v celém
svém objemu.

Ttetim studovanym hydrogelem byl vzorek vytvoteny pii pH 6. K ovéfeni hodnoty pH
vzorku byla, stejné jako pii pH 5, pouzita methylCerven. Jak je mozné pozorovat na obrazku
(Obr. 22), tak se hydrogel obarvil Zluté az oranzové€, coz znaci jeho pH hodnotu okolo 6
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a koreluje s disperznim prostiedim, ve kterém byl vytvofen. Jak je dale mozné pozorovat
po rozkrojeni hydrogelu, tak se hydrogel probarvil uplné i1 uvnitf. To by vypovidalo
0 podobné, ne-li stejné struktute hydrogelu, jako v ptredeslych ptipadech, tedy pii pH 4 a 5.
Povrch a vnitini prostedi se obarvovali stejné jako v ptedchozich ptipadech.

Obr. 21: Hydrogel vytvoreny pii pH 5 a obarven methylcerveni.
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Obr. 22: Hydrogel vytvoreny pii pH 6 a obarven methylcerveni.

Dalsim pozorovanym vzorkem byl hydrogel vytvoieny pti pH 7. Kontrola pH hydrogelu
probéhla za vyuziti bromthymolové modii. Z obrazku nize (Obr. 23) je mozné pozorovat jeho
zbarveni. To bylo tmavé zelené na povrchu a obdobny odstin uvnité gelu, coz vypovida
0 podobné struktute jako u predchozich hydrogeld. Barveni mélo stejny pribéh jako u vzorkt
Vv piedchozich ptipadech.

Vzorek pfipraveny pii pH 8 je mozné pozorovat na obrazku (Obr. 24) ve vialce oznacené
11.2. Hodnota pH tohoto hydrogelu byla indikovdna bromthymolovou modfi. Jak je dale
mozné z obrazku vypozorovat, tak doslo k modrému zbarveni jak povrchu, tak k vnitinimu
obsahu hydrogelu. To vypovida o jeho pH hodnoté, kterd je okolo 8. Priibéh probarveni byl
opét obdobny, jak u ptedchozich vzorki.

Poslednim pozorovanym hydrogelem byl vzorek vytvofeny pii pH 9. Tento hydrogel byl
indikovan fenolftaleinem. Z obrazku (Obr. 25) je ziejmé, ze nedoslo k dokonalému zbarveni
hydrogelu. Doslo k lehkému zbarveni povrchu a &asteénému probarveni uvniti vzorku. Casti
vnitiniho prostiedi byly zabarveny rliznymi odstiny rizové az fialové. To mulzZe byt
vysvétleno bud’to tim, Ze struktura hydrogelu je pfili§ odlisna od ostatnich vzorkl a indikator
mél problémy dostat se do nékterych ¢asti nebo vzorek nema konstantni hodnotu pH po celém
objemu. Z vysledkti reologickych méfeni je pravdépodobnéjsi, Ze barveni vzorku spiSe
zabranovala struktura hydrogelu. Je mozné, ze pii pozorovani po del§i dobu by se vzorek
probarvil stejné€ po celém vnitinim obsahu.
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Obr. 23: Hydrogel vytvoreny pri pH 7 a obarven bromthymolovou modri.

Obr. 24: Hydrogel vytvoreny pri pH 8 a obarven bromthymolovou modri.




Obr. 25: Hydrogel vytvoreny pri pH 9 a obarven fenolftaleinem.

5.4 Difuze v odliSnych podminkach

Tento experiment byl proveden na popud vysledki ziskanych v kapitole 5.3. Tam byla
pozorovana ruzna doba putovani indikatoru po vzorku. Déle byla nastolena otazka ohledné
vzorku piipraveném pii pH 9. Ten mél problémy se probarvit v sledovaném casovém rozpéti
nékolika dni. Proto byly experimenty, provedeny v kapitole 5.3, zopakovany za odlisnych
podminek. Vzorky byly po vytvofeni gelu napéchovano do malych kyvet (Obr. 12),
které prodlouzily dréhu, kterou musel indikator procestovat, aby doslo k Gplnému probarveni
vzorku. Také byla timto zmenSena plocha, na kterou byl indikator davkovan. Posledné¢ byl
prodlouzen pozorovany ¢as z n¢kolika dni na n¢kolik tydnti.

Z téchto experimentd bylo zjiSténo, Ze probarveni bylo jednodussi pro vzorky pfipravené
pii pH 5-8 Vzorky krajnich hodnot (pH 4 a 9) mély problém s iplnym probarvenim gelu.
Z pozorovani je ziejmé, ze gel ptipraveny pii pH 9 se probarvil nejméné. Pfi propojeni
poznatkd z kapitoly 5.3 a této, by vSe nasvédCovalo tomu, ze krajni hodnoty studovaného
rozsahu pH snizuje schopnost propustnosti. To je zptisobeno velmi malymi vzdalenostmi
mezi uzly stabilizujici fetézce gelu. Tyto tvrzeni podporuji vysledky ziskané z reologickych
| termogravimetrickych méteni.
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Obr. 28: Difiize zaznamenanda 20 dni po pridani indikdtorii.
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5.5 Solubiliza¢ni experiment

Krom¢ barveni hydrogelt indikatory znacici hodnotu pH prostfedi a hydrogelu, byly
hydrogely barveny i olejovou cerveni O. Jednd se o hydrofobni barvivo, které barvi
hydrofobni domény Cervené. Z predeslé bakalarské prace [76], byl vybran zpusob barveni.
Jednalo se o barveni pfidanim barviva v podobé prasku ptimo do smési, ze které se vytvarel
hydrogel. Tento postup vykazoval nejlepsi vysledky pro potieby tohoto experimentu.

Na obrazku (Obr. 29) je mozné pozorovat, ze se zabarvily vSechny hydrogely a to jak
na povrchu, tak 1 uvnitt, coz vypovida o hydrofobnich doménéch uvnitt hydrogelu. Dale je
ziejmé, ze k vytvoreni gelu bylo vyuzity vSech praSkovych slozek a zadné se nevyskytuji
v supernatantu. Diky barveni je ovSem mozné pozorovat gelovy lem, ktery se vyskytuje
na hladin€ roztoku.

Obr. 29: Hydrogely vytvoreny pri pH 4-9 a barveny olejovou cerveni. A (pH 4), B (pH 5),
C (pH6), D (pH 7), E (pH 8), F (pH 9).

yooe ee

hodnoty pH 4 a 9 (Obr. 30), ziistaly hydrogely zabarveny. Ve vzorku se udrzel i gelovy lem.
Jediné pozorovatelné rozdily oproti ptedchozim vzorkum (Obr. 29) je intenzita zbarveni,
ktera je nizsi. To mize byt vysvétleno ptidanim nového roztoku, ktery svou vymeénou snizil
koncentraci barviva ve vialkach.

Ciry supernatant za pfitomnosti hydrofobniho barviva znamen4, Ze valna vétsina molekul
tenzidu byla zakomponovana do hydrogelové faze. Tomu napovida i zbarveny gel po celém
povrchu. Lze tedy predpokladat, ze vznikla gelova faze je siln€¢ hydrofobni. Z obrazku nize
(Obr. 30), kdy supernatant zastava ¢iry, potvrzuje hypotézu, ze zména pH radikalné neméni
strukturu hydrogelu od prvotné vytvofeného hydrogelu za stejného pH, v takovém rozsahu,
aby doslo k samovolnému uvolnéni barviva. Siln€¢ hydrofobni hydrogely by mohly najit
uplatnéni jako nosi¢ové systémy pro hydrofobni 1é€iva.
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Obr. 30: Vzorky A, B a C v disperznim prostiedi o pH 9, vzorky D, E a F v disperznim
prostredi o pH 4.

5.6 Reologicka méreni

Tato kapitola popisuje reologické chovani hydrogelii pfipravenych na bazi polyelektrolyt—
tenzid. Jak bylo popséano diive, tak gely jsou z pievazné Casti tvoteny kapalinovou disperzni
¢asti, ale spoustu mechanickych vlastnosti sdili s pevnymi latkami. Jednou z dilezitych
charakteristik geltl je viskoelasticita. Ta v sobé zahrnuje kombinaci mechanickych vlastnosti
kapaliny, tak i elastické vlastnosti pevné latky. Pravé z téchto divodil je pro charakteristiku
hydrogelt stéZejni metodou, a i Vv této praci je ji vénovana velka pozornost. V této praci bylo
pracovano se dvéma typy meéfeni, a to S oscilacnimi a tokovymi testy, které jsou rozebirany
Vv dalSich podkapitolach.

5.6.1 Oscila¢ni méreni

Deformacni testy

Jako prvni test pii oscilatnich méfenich, musi byt provedeny deformacni testy
(,,Strain sweep®). Tento test nam pomuze uréit, ktery ze dvou viskoelastickych modult
pfevazuje. Jako modelovy pfipad pro tento popis byl vybran graf popisujici zévislost
viskoelastickych modulii na amplitudé deformace pro vzorek ptipraveny pii pH 5 (Obr. 31).
Deformacni test, pfi kterém byla udrzovana konstantni frekvence oscilaci, a dochézelo
ke zmén¢ amplitudy deformace, nam pomohl ziskat linearni viskoelastickou oblast (LVO).
Nalezeni této oblasti je klicové pro spravné nastaveni méficich podminek. Pomoci
deformacnich testt byla nalezena oblast LVO v rozmezi 0,01-15 %. Jak je mozné z tohoto
grafu dale vypozorovat, tak béhem celého pusobeni LVO pievlada elasticky modul (G'),
coz vypovida, ze se jedna o gel. Tento prib¢h a pievladani elastického modulu bylo shodné
pro vSechny métené vzorky, a tedy se ve vSech ptipadech jednalo o gely. Z tohoto rozmezi
byla zvolena hodnota vhodné amplitudy deformace. Zvolena hodnota byla 1 % a tato hodnota
spada do LVO vsech vzorki, a tak byl tento tidaj pouzit pfi nastavovani pfistroje pro méfeni
oscilacnich testti u vSech vzorkt. Deformacni test byl proveden pro kazdy novy vzorek.
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Obr. 31: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitudé deformace pro vzorek pripraveny
pri pH 5.

Tato kapitola se zabyva viskoelastickymi vlastnostmi 12 vzorkil zjiSténymi pomoci
oscilaénich reologickych testi. Sest vzorki, které byly piipraveny pro rozmezi pH 4-9
a dal$ich Sest vzorkd, kterym posléze bylo vyménéno disperzni prosttedi za jiné, o jiném pH.

Z hodnoty konce LVO lze vyvozovat zdvéry o mechanickych vlastnostech pfipravenych
hydrogelti, pfesngji o sile vazby. Tyto hodnoty byly zaznamenany v tabulce 4. Cim je hodnota
zaznamenavajici konec LVO vyssi, tim by mély byt vazby silnéjsi a déle odolavat stlaceni
senzoru. Z vysledkl v tabulce je ziejmé, Ze nejpevnéjSim vzorkem byl gel pfipraveny pii pH
9 a naopak nejmékcim gel ptipraveny pii pH 4, ktery mél ovSem vysledky velmi blizké
ostatnim vzorkiim. Konec LVO pro ostatni vzorky nastaval pii velmi podobnych hodnotach
amplitudy deformace, z ¢ehoz se da vyvodit, Ze tyto hydrogely jsou si velmi podobné a pouze

Dalsi hodnoty, které jsou zaznamenany v tabulce niZe jsou primérné hodnoty elastického
a viskézniho modulu v LVO oblasti. Hodnoty téchto moduld popisuji mnozstvi vzniklého
gelu. U vzorkl s vy$$imi hodnotami moduld dochéazi ke tvorbé vice gelu, a naopak u vzorka
s niz§imi hodnotami modulti dochazi k absorpci vétsiho mnozstvi disperzniho prostiedi. Podle
hodnot v tabulce by mélo dochazet ke tvorbé nejvice gelu u vzorku pfipraveného pii pH 9
a naopak nejvice disperzniho prostfedi by mél absorbovat vzorek ptipraveny pii pH 7. Tyto
zavery potvrzuji termogravimetrické analyzy (kapitola 5.7).
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Tabulka 4. Tabulka popisujici hodnoty konce LVO, priumérné hodnoty elastického
a viskozniho modulu v LVO a jejich smérodatné odchylky pro vzorky pripravené pri pH 4-9.

Cislo pH Konec LVO |G’ Smérodatna |G"| Smérodatna
vzorku [96] [Pa]| odchylka [Pa] odchylka

[Pa] [Pa]

1 4 9,99 2370 39 925 45

2 5 14,69 2951 48 1205 30

3 6 10,03 1871 18 792 16

4 7 10,01 1145 15 503 7

5 8 14,69 3333 29 1379 17

6 9 31,84 4886 57 701 22

V tabulce 5 jsou také zaznamenany hodnoty konce LVO pro vzorky se zménénou
hodnotou pH. Hodnoty konce LVO byly nejvyssi u vzorkl, kterym bylo ménéno pH
na hodnotu 9. VSechny vzorky mély témét totozny konec LVO, coz znamena, ze by mély mit
vSechny stejné silné vazby. Tyto vazby by ovSem mély byt slabsi nez u vzorku ptipraveném
pti pH 9. Vzorky se zménénou hodnotou pH na 4 mély témét identickou hodnotu konce LVO
jako vzorek pavodné pfipraveny pii pH 4. Vyénivajicim vzorkem je vzorek pivodné
ptipraveny pii pH 7 (4.2). Ten by podle zméfenych hodnot mél mit vazby mék¢i nez pivodni
vzorek piipraveny pii pH 4, protoze jeho hodnota konce LVO je nejmensi. To muze byt
vysvétleno, ze vzorek, ze kterého tento hydrogel prede zménou pH vychazel (vzorek 4), mél
slabsi vazby nez vzorky 5.2 a 6.2, které vychdzely z hydrogell se silnéjSimi vazbami (vzorek
5a6).

Z velikosti hodnot modult je patrné, Ze by se mélo tvotit podobné mnozstvi gelu u vSech
vzorkd. Jedin€ vzorky 1.2 (pH 4 — 9) a 4.2 (7 — 4) by mély byt schopné absorbovat nejvice
disperzniho prostiedi ze svych porovnavanych trojic. Toto tvrzeni potvrzuje
termogravimetricka analyza (kapitola 5.7).

Tabulka 5: Tabulka popisujici hodnoty konce LVO, primérné hodnoty -elastického
aviskozniho modulu v LVO a jejich smérodatné odchylky pro vzorky s vyménénymi
hodnotami pH.

Cislo pH Konec LVO |G’ Smérodatna |G"| Smérodatna
vzorku [96] [Pa]| odchylka [Pa] odchylka

[Pa] [Pa]

1.2 4 -9 14,71 3525 44 511 21

2.2 559 14,69 4369 20 700 12

3.2 6—9 14,67 3948 45 570 12

4.2 7—4 6,84 3559 33 1110 15

5.2 8 —4 10,02 4203 72 1297 31

6.2 94 10,05 5320 80 1778 35
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Frekvencni oscilacni testy

Po zvoleni vhodné hodnoty amplitudy deformace bylo mozné pfistoupit k méfeni
frekvencnich oscilac¢nich testl (,,frequency sweep®). Pii téchto testech bylo udrZzovano
jiz zminéné konstantni napéti deformace (hodnota ,,strain“ byla nastavena na 1%) a dochazelo
ke zméné frekvence oscilaci v rozsahu 0,01-100 Hz (0,06283-628,3 rad-s'l). Pocdet bodu
na dekddu bylo 6. Maximalni hodnota normélové sily byla nastavena na 5 N. Métené vzorky
vzdy prosly temperovacim krokem, ktery trval 5 minut pti 25 °C.

Na nasledujicim grafu (Obr. 32) popisujicim prabéh zavislosti viskoelastickych modult
na zvysujici se frekvenci oscilaci pro vzorek ptipraveny pti pH 4, je mozné pozorovat typické
gelové chovani. Na pocatku méteni prevazovala slozka viskozniho modulu a se zvySujici se
frekvenci oscilaci nastal bod protnuti kiivek (,,cross point®), kde plati G'=G". Na pocatku
méteni dochazi k deformaci slabych vazeb a se zvySujici se frekvenci dochazi k deformaci
I pevnych vazeb. To je na obrazku zaznamenano strmym stoupanim elastického modulu (G').
Jelikoz byla pro toto méfeni vybrana amplituda deformace z oblasti LVO, jedna se
o elastickou deformaci a po zastaveni oscilace, by se vzorek vratil do pivodniho stavu.
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Obr. 32: Prubeh zavislosti viskoelastickych modulii na frekvenci oscilaci pro hydrogel
pripraveny pri pH 4. Zndzornéni protnuti Viskozniho a elastického modulu.

47



Tabulka 6: Hodnota frekvence oscilaci a modulu prislusejici danému bodu protnuti kiivek
modulil pro vzorky pripravené pri ruznych hodnotach pH.

Cislo vzorku pH Frekvence oscilaci Hodnota modulu

[rad-s™] [Pa]

1 4 0,296 808,2

2 5 0,395 709,0

3 6 0,545 580,9

4 7 0,843 336,4

5 8 0,394 664,1

6 9 bez protnuti

Za vyuziti programu Rheology Advantage Data Analysis byla do tabulky 6 a tabulky 7
zaznamenana frekvence oscilaci (f) a hodnota modult (G', G") v bod¢ piekiizeni kiivek
pro vSechny métené vzorky.

Z tabulky 6 je vidét, Ze hodnota modulu, ktera odpovida bodu protnuti kiivek, byla
nejvyssi pro vzorek pfipraveny pii pH 4. Hodnota frekvence oscilaci pro tento vzorek je zase
naopak nejmensi. To znamena, ze elasticky modul (G') za¢ne prevladat u tohoto vzorku diive
nez u ostatnich vzorki. Co je dale mozné vypozorovat z tabulky 6 je to, Ze hodnota modulu se
postupné snizovala se zvySujicim se pH az ke vzorku pfipraveném pii pH 7. U tohoto vzorku
vzorku vypovida, ze by mél mit nejvétsi vzdalenosti mezi jednotlivymi uzly, které stabilizuji
strukturu gelu. To podporuje i samotna vizualni charakterizace tohoto vzorku
a termogravimetrické testy, ze kterych bylo zjiSténo, ze tento vzorek je schopen piijmout
nejvetsi mnozstvi vody. Presné€ naopak tomu bylo u vzorku ptipraveném pii pH 9. U tohoto
vzorku nedoslo k protnuti moduli G' a G" (Obr. 33). U tohoto vzorku tedy zna¢né pievlada
elasticky modul. Jak je z obrazku nize patrné, tak pro ziskani bodu piekiizeni by se muselo
meéfeni provést pro mnohem niz§i hodnoty frekvence oscilaci. Na rozdil od hydrogelu
pfipravovaném pii pH 7, by tento hydrogel mél mit mnohem mensi vzdalenosti mezi
jednotlivymi uzly, coz by mélo vypovidat o jeho zhorSené propustnosti. S timto tvrzenim
souhlasi testy vizualni charakterizace 1 termogravimetrické méteni, ze kterého vyslo najevo,
ze vzorek byl schopen absorbovat nejmensi mnozstvi vody.

Tyto vysledky podporuje i graf nize (Obr. 34). Ten popisuje zavislost ztratového thlu
na frekvenci oscilaci. Ztratovy thel podava informace o elasticité a pevnosti vzorkl. Ztratovy
uhel byl vypocitan dle rovnice (7). Hodnota ztratového uhlu 45° znaci viskoelastické chovani.
Pokud jsou hodnoty ztratového uhlu vySsi nez 45°, tak zkoumany vzorek vykazuje viskdzni
chovani. Pokud je ztratovy thel niz$i, tak u vzorku ptevazuje elastickd slozka. U vSech
vzorkll dochazi ke sniZovani ztratového uhlu se zvysujici se frekvenci oscilaci, coz je typické
pro viskoelasticky material s pfevahou elastické slozky. Jak je mozné pozorovat z grafu,
tak vSechny vzorky, kromé vzorku pfipraveném pii pH hodnoté 9, mély pii pocatku méfeni
ztratovy uhel vyssi nez 45°. I zde jde také nazorné vidét, Ze vzorek piipraveny pii pH 7
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vykazuje nejvyssi viskoelastické chovani. Tento graf také potvrzuje prevahu elastického
modulu pro vzorek piipraveny pii pH 9.
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Obr. 33: Graf frekvencniho testu pro vzorek pripraveny pri pH 9 zndzornujici neprotnuti
viskozniho a elastického modulu.
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Obr. 34: Zavislost ztratového vihlu na frekvenci oscilaci pro vzorky pH 4-9. Usecka
znazornuje hranici 45°.
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V tabulce 7 byly zaznamenany hodnoty protnuti moduli pro vzorky s vymeénénou
hodnotou pH. Vzorklim pfipravenym pii pH 4, 5 a 6 bylo vyménéno pH na hodnotu 9
a vzorkiim pfipravenym pii pH 7, 8 a 9 byla vyménéna hodnota pH na hodnotu 4. Thned si je
mozné povSimnout, ze u vzorkl, kterym bylo vyménéno pH na 9, nedoslo k protnuti modula.
To znamena, ze vzorky ptipravené pii pH 4, 5 a 6, které m¢ély pfi jejich prvotnich méfeni bod
protnuti v méfeném rozsahu, tak zménily svou strukturu pouhou zménou hodnoty pH
a pro tento méfeny rozsah byly bez bodu protnuti kiivek. To, Ze nedoslo k protnuti znaci,
ze tyto vzorky jsou velmi podobné vzorkiim jiz pfipravenym pii pH 9. Naopak u vzorki
pfipravenych pifi pH 7, 8 a 9 bylo vyménéno disperzni prostfedi za pufr o pH hodnoté 4.
U vSech téchto vzorkli doslo ke zvySeni hodnoty modult pfi protnuti kiivek nad hodnoty
protnuti u pavodnich vzorku a také frekvence oscilaci byly nizsi nez pro vzorek piipraveny
pti pH 4. To naznacuje, ze zména hodnoty pH nepievede vzorek na dokonalou kopii vzorku
ptipraveného pii pH 4, ale Ze si struktura ponechdva nékteré ptivodni vazby.

Tabulka 7: Hodnota frekvence oscilaci a modulu prislusejici danému bodu protnuti krivek
modulit pro vzorky, kterym po vytvoreni gelu bylo vyménéno pH disperzniho prostiedi.

Cislo vzorku pH Frekvence oscilaci Hodnota modulu

[rad-s™] [Pa]

1.2 4—9 bez protnuti

2.2 5—-9 bez protnuti

3.2 6—9 bez protnuti

4.2 7— 4 0,179 1444

5.2 8 —4 0,174 1045

6.2 9 -4 0,199 1199

Tyto zavéry jsou 1épe pozorovatelné nize v grafu (Obr. 35), ve kterém je popsana zavislost
ztratového thlu na zvySujici se frekvenci oscilaci. Jak je mozné vidét, tak pod tseckou,
ktera oznacuje 45° hranici jsou vSechny vzorky, kterym bylo vyménéno disperzni prostredi
za prostiedi s hodnotou pH 9 a stejné jako u ptuvodniho vzorku piipraveném pii pH hodnoté 9,
tak 1 u téchto vzorki pievlada elasticky modul.

V dalsim obrazku (Obr. 36) je porovnana zavislost ztratového uhlu na zvySujici se
frekvenci oscilaci pro puvodni vzorek ptipraveny pii pH 4 a pro vzorky, kterym bylo pH
vyménéno za pH 4. A jak je zfejmé, tak prubéh kiivky se téméf nelisi. To stejné lze vycist
I z dal$iho obrazku (Obr. 37), ktery porovnava vzorky ptuvodni a vyménéné za pH 9. | zde je
prabeh témet totozny.

50



70

60 I
[ J
°3
50 ‘
e s
)
40 s
g s ApH4 —>pHI
‘g‘ e ApHS - pH9
S 3 [ ]
35 A ° pH 6 — pH 9
: ‘AA .. pH7 —pH4
20 - A [ ]
A A e ®pH8 - pH4
_/\xA $e @pH 9 — pH 4
A 4 A A o ® °
10 S4442 °
A8224,42 2
[ ]
O 1 1 1 ‘.‘.‘
0,01 0,1 1 10 100 1000

frekvence oscilaci [rad-s]

Obr. 35: Zavislost ztratového uhlu na frekvenci oscilaci pro vzorky s vymenénou hodnotou
pH. Usecka znazornuje hranici 45°.
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Obr. 36. Porovndani zavislosti ztratového uhlu na frekvenci oscilaci pro piivodni vzorek
vytvoreny pri pH 4 a pro vzorky, kterym bylo pH vyménéno za pH 4.
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Obr. 37: Porovnani zavislosti ztratového uhlu na frekvenci oscilacis pro puvodni vzorek
pripraveny pri pH 9 a pro vzorky, kterym bylo pH vymeneéno za pH 9.

5.6.2 Tokové testy
Dalsimi testy, kterymi byly vzorky podrobeny, byly tokové testy. Tyto testy byly pouzity
K popisu zavislosti viskozity na smykové rychlosti. Méfeni nékterych vzorkd bylo ovSem
pomérné obtizné, protoze pii vysSich smykovych rychlostech tyto vzorky vylétavaly z métici

Na nasledujicim obrazku (Obr. 38) je porovnano Sest vzorku, které byly pfipraveny
pii riznych hodnotach pH. Prvni, cO je z obrazku patrné je, Ze nejvySsi viskozita byla
naméfena u vzorku pfipraveného pii pH 9 a se zvysujici se smykovou rychlosti zistala, oproti
viskozitu vykazoval vzorek ptipraveny pii pH 7. Ten se zvySujici se smykovou rychlosti
neklesal tak rapidné jako jiné vzorky. Souhrnné si je mozné povSimnout trendu, Ze vSechny
vzorky vykazuji newtonovské chovéani asi do hodnoty smykové rychlosti 0,1s™. Do této
hodnoty fetézce odolavaji rozplétani a orientaci do stejného sméru. Poté nasledoval strméjsi
pokles viskozity az do hodnoty smykové rychlosti okolo 50 s™, kde nastalo nevratné poruseni
struktury a fetézce se zacaly orientovat ve sméru toku, tudiz i pokles viskozity je znacné
mirnéj$i. Toto chovani se oznacuje jako pseudoplastické a je typické pro nenewtonovské
latky. Po této hodnoté uz jsou témét vSechny fetézce orientovany do sméru toku, a proto
uz zde téméft nelze pozorovat dalsi pokles viskozity. Z tohoto trendu lehce vystupoval vzorek
pfipraveny pii pH 9, ktery se choval aZ na hranici plastickych a pseudoplastickych latek,
coz bylo zptisobeno jeho odliSnou strukturou od ostatnich vzork.

Dale je z tohoto grafu patrné, ze hodnota pH ma pii pfipravé vliv na viskozitu vzorku.
Pti velmi nizkych hodnotach smykové rychlosti na pocatku méfeni si je moZzné povSimnout
obrovskych rozdilti pravé ve viskozité vzorki. Nejtuz§im vzorkem byl hydrogel pfipraveny
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pii pH 9. Ten na pocatku méfeni vykazoval vyssi viskozitu az od dva tady oproti vzorku

v

rychlosti vSak gely zacaly piiblizovat ke stejnym hodnotdm viskozit.
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Obr. 38: Zavislost viskozity na smykové rychlosti pro vzorky pripravené pri riiznych
hodnotach pH.

Dalsi obrazek (Obr. 39) popisuje zavislost viskozity na smykové rychlosti pro vzorky,
kterym byla vyménéna hodnota pH stejnym zpiisobem jako v piedeslych pripadech. I u téchto
vzorkd je mozné pozorovat pseudoplastické chovani typické pro nenewtonovské latky. |
vzorky s vyménénou hodnotou pH na 9 zde vice dodrzuji trend pseudoplastickych latek.
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Obr. 39: Zavislost viskozity na smykové rychlosti pro vzorky s vyménénou hodnotou pH.

Rozdily mezi pivodnimi vzorky a vzorky se zménénou hodnotou je mozné pozorovat
na obrazcich nize (Obr. 40, Obr. 41). Na prvnim grafu je porovnana zavislost viskozity
na smykové rychlosti pro ptivodni vzorek pfipraveny pii pH 4 a pro vzorky, kterym bylo pH
zménéno na pH 4. Pfi nizkych smykovych rychlostech mély vzorky velmi blizké hodnoty
viskozity. Se zvySujici se smykovou rychlosti mély vzorky stale velmi podobnou hodnotu
viskozity az do doby, kdy se zacaly vyskytovat nevratné deformace vzorku. Odlisn€ od vSech
vzorkl se choval hydrogel ptipraveny pii pH 9. Tento hydrogel mél vyssi hodnoty viskozity
po celou dobu méfeni, protoze pti pH 9 dochazi k vétsi disociaci hyaluronanu a tedy ma vice
moznosti interagovat s tenzidem a tvofit pevnéjsi gel. A tyto mechanické vlastnosti ¢aste¢né
zUstavaji tomuto gelu i po zméné pH.

Druhy graf opét popisuje zavislost viskozity na smykové rychlosti, ovSem pro vzorek
ptipraveny pii pH 9 a pro vzorky, kterym bylo pH zménéno na hodnotu 9. Z tohoto grafu je
patrné, Ze chovéni téchto vzorkid je témeét totozné. VSechny vzorky pireSly na velmi tuhé
vzorky, a to z divodu silné disociace hyaluronanu a hustsiho propleteni fetézcti s mensimi
vzdélenostmi mezi uzly sité.
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Obr. 40: Porovnani zavislosti viskozity na smykové rychlosti pro piivodni vzorek pripraveny
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Obr. 41: Porovnani zavislosti viskozity na smykové rychlosti pro piivodni vzorek pripraveny
pri pH 9 a pro vzorky, kterym bylo vyméneno pH za pH 9.
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5.7 Termogravimetricka analyza

Tato kapitola se zabyva prvotnimi termogravimetrickymi testy. Touto analyzou proslo 12
vzorki. Sest vzorkd piipravenych pii riznych hodnotach pH a 6 s vyménénym disperznim
prosttedim Z divodu vytizenosti pfistroje byly tyto vzorky méfeny pouze jedenkrat. Proto
jsou tyto vysledky brany spiSe jako doplnujici informace o hydrogelové matrici a rozdilech
mezi vzorky.

Vysledky ziskané pro prvnich 6 vzorkd byly shrnuty v tabulce 8. Jak je mozné vidét,
tak pfi porovnani mnozstvi absorbované vody mezi vzorky, se jevil nejzajimavéjSim vzorek
pfipraveny pii hodnoté pH 7. Ten totiz absorboval nejvétsi mnozstvi vody. V mnozstvi
absorbované vody byl nablizku i vzorek ptipraveny pii pH 6. Na rozdil od téchto vzork,
nejmensi mnozstvi vody absorboval vzorek ptipraveny pii pH hodnoté 9. To jde tedy ruku
v ruce s vysledky ziskanymi z reologickych méteni, kde se vzorek choval odlisné od ostatnich

Dalsi vzorky, které byly termogravimetricky studovany, bylo Sest hydrogelt, které byly
pfipraveny stejné jako predeslé vzorky, ale po vytvoreni jim bylo vyménéno pH disperzniho
prostiedi. Vysledky studia téchto vzorkt jsou shrnuty v tabulce 9. Jak je mozné v této tabulce
pozorovat, tak prvnim tfem geliim, kterym bylo vyménéno pH supernatantu na pH 9 (gely
vytvotené pii pH 4, 5 a 6) postupné klesd mnozstvi vody. Tento stejny trend je mozné
pozorovat i u hydrogelli, kterym je pH vyménéno za pH 4 (gely vytvorené pii pH 7, 8 a 9).
Po zméné hodnoty pH v supernatantu ziistal s nejvétSim procentudlnim zastoupenim vody
hydrogel ptvodné pfipraveny ptfi pH 7. Naopak nejmensi procentualni zastoupeni vody
zustalo u hydrogelu ptivodné pii praveného pii hodnoté pH 9.

Tabulka 8: Zndzornéni procentudlniho zastoupeni vody v piNodnich 6 vzorcich.

Vzorek pH Zastoupeni vody [%]

1 69

72

77

81

71

o OB~ |Ww (N
©O© [0 |N (O (01|~

62

Tabulka 9: Zndzornéni procentudlniho zastoupeni ve zménénych vzorcich.

Vzorek pH Zastoupeni vody [%]
1.2 4—9 71
2.2 5—9 70
3.2 6—9 66
4.2 7—4 76
5.2 8—4 69
6.2 9—4 65

56



V nasledujicim grafu jsou porovnany procentudlni zastoupeni vody v hydrogelech se
zménénym a nezménénym pH (Obr. 42). Zména hodnoty pH zpusobila u vSech hydrogeli
ztratu vody, jedinym rozdilem jsou krajni studované hodnoty, tedy gely ptivodné piipravené
pii pH 4 a 9. Tyto hydrogely zaznamenaly naopak mirny vzestup v zastoupeni vody. Jak je
ziejmé, tak pro pouziti napiiklad ve zdravotnictvi Se i podle tohoto grafu jevi hydrogely
vytvotené pii pH okolo 7. Tyto hydrogely se vyznacuji nejvyssim mnozstvim absorbované
vody a tento fakt neméni ani zmény pH prostiedi. Z pohledu mnozstvi absorbované vody se
nejhiife jevi hydrogely vytvotené pii pH hodnoté okolo 9.
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Obr. 42: Graf porovnavajici procentudlni zastoupeni vody ve vzorcich piivodni Fady a se
zménénou hodnotou pH.
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo studium hydrogelt pfipravovanych interakci polyelektrolytu
s tenzidem pfi riznych hodnotach pH a vlivu zmény pH na tyto hydrogely. Ziskané vysledky
byly porovnavany mezi hydrogely beze zmény pH a se zménami pH. Jako vhodny studovany
systém se ze zkuSenosti a publikaci skupiny BioKol jevil systém hyaluronan—Septonex.

Pro sledovani zmén pH ve fazové separovanych hydrogelech byly dle reSerSe a prvotnich
test zvoleny Ctyii spektroskopické indikatory, methyloranz, methyl¢erven, bromthymolova
modf a fenolftalein. K vizualni charakterizaci také pomohly testy provedené s olejovou
cerveni O. Pro charakterizaci vytvorenych gelll byla pouzita metoda reologie. Jako pomocna
technika k charakterizaci byly provedeny i prvotni termogravimetrické analyzy.

Tato prace obsahem navazuje na predchozi bakalarskou praci zabyvajici se vlivem
podminek na tvorbu hydrogell. Z této prace a reSerSe zabyvajici se pH v lidském téle byl
vybran rozsah studia pH na 4-9. Thned po ptipravé téchto hydrogelt bylo ziejmé, ze hodnota
pH pifi piipravé ma velky vliv na mechanické vlastnosti a mnozstvi vytvofeného gelu.
Zvlastnim ptipadem byl vzorek pfipraveny pii pH 9, ktery m¢l vyrazné odlisné mechanické
vlastnosti oproti ostatnim geltiim.

Mezi prvnimi provedenymi experimenty byly testy dokazujici, Ze zménou pH disperzniho
prostiedi dochazi k pomérné rychlé zméné¢ mechanickych vlastnosti hydrogeld. Tyto
skute¢nosti jsou prehledné dokumentovany obrazky (Obr. 14, Obr. 15, Obr. 16, Obr. 17, Obr.
18 a Obr. 19). Témito testy bylo také dokazano, Ze tyto zmény jsou proveditelné jak
z alkalického prostfedi na kyselé, tak i v opacném smeéru.

Spektroskopickymi indikatory byla studovéna jejich propustnost strukturou gelll. Samotné
probarveni pfinaSelo informace o hodnotach pH uvniti hydrogeld. Bylo dok4zéano, Ze vnitini
prostfedi vSech hydrogeli korelovalo s hodnotou pH roztoku, ve kterém byly hydrogely
pfipravovany. OvSem horS8i propustnost vykazoval vzorek pfipraveny pii pH 9. U tohoto
vzorku indikdtor nedokézal prostoupit do vSech casti hydrogelu. Proto bylo na tento
experiment navazano studiem stejného problému v mensich kyvetach, které zarucovaly lepsi
pozorovatelnost prostupu indikatoru skrz hydrogel. V pribéhu tii tydn byly tyto kyvety
pozorovany a bylo dokdzano, ze prostupu indikatoru brani struktura hydrogelu vytvofeného
pii pH 9 a pii poskytnuti vice ¢asu, by doslo k uplnému probarveni hydrogelu.

Solubilizace byla studovdana pomoci piidavku olejové cervené. Jelikoz se jednd
0 hydrofobni barvivo, tak zabarvenim vSech hydrogelli byl potvrzen vyskyt hydrofobnich
domén uvnitt hydrogeli. Vyménou pH disperzniho prosttedi a naslednou cistotou
supernatantu, bylo potvrzeno, Ze vyména hodnoty pH radikalné¢ neméni strukturu hydrogelu.
Po téchto zjisténi by se dalo uvazovat o téchto hydrogelech jako o potencionalnich nosi¢ich
hydrofobnich latek, které nebudou naruSeny zménami hodnot pH napiiklad uvnitt lidského
téla.

V kapitole 5.6 bylo reologickymi testy piedstaveno podrobné porovnani mechanickych
vlastnosti, vSech gelt pfipravenych pfi riznych hodnotach a se zménénymi hodnotami pH.
Prvni byly provedeny deformacni testy, ze kterych byly ziskany LVO vSech gelt a primérné
hodnoty elastickych a viskéznich moduli této oblasti. Dle téchto hodnot, které byly
zaznamenany v tabulce 4 se jako nejmék¢i jevily hydrogely piipravené pii pH 4, které mély
hodnoty velmi blizké az totoZzné se vzorky pfipravenymi pii pH 6 a 7, a naopak nejtvrdsi
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hydrogely ptipravené pii pH 9. Déle bylo mozné z téchto dat predurcit mnozstvi vytvofeného
gelu. Tedy dle téchto vysledku gel vytvofeny pii pH 9 se sestaval z nejvétsiho mnozstvi gelu,
a naopak nejmensiho mnozstvi absorbované vody. Naopak gel ptipraveny pti pH 7 se sestaval
z nejvétstho  mnozstvi  absorbované vody. Tyto vysledky byly dale potvrzeny
termogravimetrckou analyzou.

Stejna tabulka byla sestavena i pro gely se zménénymi hodnotami pH (Tabulka 5). Z téchto
dat vyplynulo, Ze vzorky, kterym byla hodnota pH zménéna na pH 9, mély vSechny stejné
silné vazby, ale tyto vazby byly slabsi nez vazby vzorku prvotné pfipraveného pii pH 9.
Naopak vzorky, kterym byla vyménéna hodnota pH na 4 mély vSechny stejné silné vazby
jako vzorek ptipraveny pii pH 4. Jedinym rozdilem byl vzorek piipraveny piti pH 7, ktery m¢l
vazby o néco malo slabsi.

Detailngjsi priizkum viskoelastického chovani téchto hydrogelt byl proveden frekvenénimi
testy. Po porovnani vSech hodnot bodt piekiizeni elastickych a viskoznich moduli bylo
zjisténo, ze vzorek piipraveny pii pH 7 mél nejvétsi vzdalenosti mezi jednotlivymi uzly,
které stabilizuji strukturu. To ho ptredurcuje k nejlepsi a nejjednodussi absorpci vody. Naopak
pro hydrogel ptipraveny pii pH 9 nedoslo k protnuti elastického a viskozniho modulu. Ovsem
podle jejich trendu by se dalo ptfedpokladat, Ze jejich bod ptekiizeni, by se dal zmérit
pii mnohem nizsich frekvencich oscilaci. U tohoto hydrogelu zna¢né pievladal elasticky
modul a vzdalenost mezi jednotlivymi uzly je mnohem mensi neZ u ostatnich geli. Proto mél
tento hydrogel velmi malou propustnost pro vodu. Tyto vSechny zavéry byly potvrzeny
termogravimetrickymi testy, u kterych hydrogel pfipraveny pii pH 7 absorboval nejvétsi
mnozstvi vody, a naopak hydrogel pfipraveny pii pH 9 zase mnozstvi nejmensi. V tomto
sméru, se hydrogel pfipraveny pii pH 9, jevi jako idedlni kandidat pro aplikaci nosice
S prodlouZzenym uvoliovanim latek, naptiklad 1écCiv.

Po zaznamenani bodl piekiizeni elastického a viskézniho modulu pro vzorky
s vyménénou hodnotou na pH 4, bylo dokézano, ze zménou hodnoty pH, doslo k posunu bodl
piekiizeni. Tyto hodnoty vSak nebyly totozné s hodnotami, které byly ziskany pro vzorky
piipravené pii pH 4. To dokazuje, ze zménou hodnoty pH dochdzi ke zmén€ mechanickych
vlastnosti hydrogeli, ale zaroveil nedochazi k vytvoteni kopii vzorkd k hydrogelim
piipravenym pii pH 4. To stejné plati 1 pro vzorky, kterym byla hodnota pH zamé&néna za 9.
Tyto tvrzeni popisuji 1 grafy zdvislosti ztratovych thll na thlové rychlosti, kde jsou tyto
zavery 1épe pozorovatelné.

Poslednimi testy reologickych métfeni byly tokové testy. Nezavisle na hodnoté¢ pH
pii ptipravé nebo vymeéné hodnoty pH posléze, vSechny vzorky vykazovaly pseudoplastické
chovani. Na zaklad¢ téchto testli lze fici, ze hodnota pH ma vliv na viskozitu vzorku.
V pribéhu méfeni a pii vysSich smykovych rychlostech se ovSsem vSechny vzorky blizily
podobné viskozité. Pti porovnani tokovych kiivek pro vzorky se zménénou hodnotou pH na 4
a pro vzorek pfipraveny pii pH 4, vySlo najevo, Ze vSechny vzorky, kromé vzorku
pfipraveném pii pH 9, vykazuji po zméné pH velmi podobné vlastnosti jako gel pfipraveny
pii pH 4. Hydrogel pfipraveny pii pH 9 ovSem vykazoval vys§i hodnoty viskozity po celou
dobu méteni. Vzorky, kterym bylo pH vyménéno na hodnotu 9, vykazuji totozny pribéh
tokovych kiivek, jako gel ptipraveny pii pH 9. PfipH 9 dochdzi k silngjsi disociaci
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hyaluronanu, a tak ma vice moznosti k interakci stenzidem a tvorbé dokonalejsiho
viskoelastického materidlu.

V posledni kapitole byly diskutovany vysledky ziskané z termogravimetrické analyzy,
které bohuzel kvuli vytizenosti piistroje nemohly byt zopakovany. Proto tyto vysledky slouzi
jen jako dopliujici informace k ostatnim experimentim.

Diplomovéa prace byla zamétena na studium vlivu pH pii ptipravé fyzikalnich hydrogelt
anasledné vyméné hodnoty pH disperzniho prosttedi. Ze vSech vysledkd si je mozné
povSimnout, ze hodnota pH pii piipravé ma vliv na mechanické vlastnosti hydrogelt.
Upravami pH lze ménit mechanické vlastnosti a vnitini strukturu hydrogeli. To preduréuje
aplika¢ni moznosti téchto hydrogeltl jak v kosmetickém primyslu, tak v medicinskych
aplikacich, zejména jako nosicu 1é¢iv. Proto by bylo pfinosné 1épe prozkoumat difuzi téchto
hydrogelt.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Hya
CMC
PAL
GAG
CTAB
LVO
TTAB
CAC

hyaluronan

kriticka micelarni koncentrace
povrchové aktivni latka
glykosaminoglykan
cetyltrimethylamoniumbromid
linearni viskoelasticka oblast
tetradecyltrimethylamoniumbromid
kriticka agregacni koncentrace
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9 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU
/ smykova rychlost

rychlost

vzdalenost

dynamicka viskozita
hustota

smykové napéti

sila

plocha

elasticky (pamét'ovy) modul
viskozni (ztratovy) modul
komplexni smykovy modul

O T g o~ <N

*

®,

ztratovy thel
frekvence oscilaci
kinematicka viskozita

=< "o

=

molekularni hmotnost, z anglického molecular weight
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Obr. 43: Zavislost viskoelastickych modulit na amplitudé deformace pro vzorek pripraveny
pri pH 4.
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Obr. 44: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitudé deformace pro vzorek pripraveny
pri pH 6.
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Obr. 45: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitude deformace pro vzorek pripraveny
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Obr. 46. Zavislost viskoelastickych modulii na amplitudé deformace pro vzorek pripraveny
pripH §.
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Obr. 47: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitude deformace pro vzorek pripraveny

pri pH 9.
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Obr. 48: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitudé deformace pro vzorek pripraveny
pri pH 4 a zmenénou hodnotu pH na 9.
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Obr. 49: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitude deformace pro vzorek pripraveny
pri pH 5 a zménénou hodnotu pH na 9.
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Obr. 50: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitudé deformace pro vzorek pripraveny
pri pH 6 a zmenénou hodnotu pH na 9.
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Obr. 51: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitude deformace pro vzorek pripraveny
pri pH 7 a zménénou hodnotu pH na 4.
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Obr. 52: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitudé deformace pro vzorek pripraveny
pri pH 8 a zmenénou hodnotu pH na 4.
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Obr. 53: Zavislost viskoelastickych modulii na amplitude deformace pro vzorek pripraveny
pri pH 9 a zménénou hodnotu pH na 4.
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Obr. 54: Zavislost viskoelastickych modulii na frekvenci oscilaci pro vzorek pripraveny pri
pH 5.
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Obr. 55: Zavislost viskoelastickych modulii na frekvenci oscilaci pro vzorek pripraveny pri

pH 6.
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Obr. 56: Zavislost viskoelastickych modulii na frekvenci oscilaci pro vzorek pripraveny pri
pH 7.
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Obr. 57: Zavislost viskoelastickych modulii na frekvenci oscilaci pro vzorek pripraveny pri
pH 8.
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Obr. 58: Zavislost viskoelastickych modulii na frekvenci oscilaci pro vzorek pripraveny pri
pH 4 a zmenénou hodnotou pH na 9.
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Obr. 59: Zavislost viskoelastickych modulii na frekvenci oscilaci pro vzorek pripraveny pri
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Obr. 60: Zavislost viskoelastickych modulil na frekvenci oscilaci pro vzorek pripraveny pri
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Obr. 61: Zavislost viskoelastickych modulii na frekvenci oscilaci pro vzorek pripraveny pri
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pH 7 a zménénou hodnotou pH na 4.
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Obr. 62: Zavislost viskoelastickych modulil na frekvenci oscilaci pro vzorek pripraveny pri

pH 8 a zmenénou hodnotou pH na 4.
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Obr. 63: Zavislost viskoelastickych modulii na frekvenci oscilaci pro vzorek pripraveny pri
pH 9 a zménénou hodnotou pH na 4.
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