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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca je zamerana na Stadium gelacie hydrogélov pomocou vyuzitia metod
rozptylu svetla. Pre tieto Gcely boli v praci zvolené dva biopolyméry (agardza a alginat sodny),
u ktorych prebieha gelacia rozdielnym spdsobom. V prvom pripade ide o gelaciu spésobent zmenou
teploty, v druhom potom pridavkom viazvézbového kationu. V ramci experimentalnej ¢asti prace bola
najskor Studovana gelacia agardzy metddou DLS, boli merané teplotné rampy roztokov agardzy (40 —
30 °C), kde boli sledované velkosti Castic v roztokoch o roznych koncentraciach a ich posobenie na
merany difazny koeficient. Metédou DLS boli stanovené hodnoty teplot gelacie roztokov
0 koncentracii 0,5 hm.% a 1,0 hm.%. Dalej bola pouzitd metéda DLS mikroreoldgie, kde boli taktieZ
merané teplotné rampy agarézovych roztokov (40 — 30 °C), z ktorych boli vyhodnotené teploty gelacie
roztokov agardzy o koncentracii 0,1 hm.% a 0,5 hm.%. V praci bola tieZ pouzivana Klasicka reoldgia,
kvoli vzajomnému porovnaniu viskoelastického chovania latok a zisteniu bodu gelacie roztokov
agarozy. Touto metddou boli zistené teploty gelacie pre koncentracie 0,1 hm.%, 0,5 hm.% a 1,0 hm.%.
Metoda DLS bola pouzita aj k sledovaniu interakcii alginatu sodného pri pridavku Ca?* iénov, tieto
interakcie boli nasledne tiez vyhodnotené a diskutované v experimentalnej Casti.

ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on the study of hydrogel gelation using light scattering methods. For
these purposes two different biopolymers (agarose and sodium alginate), with different sol to gelation
phase transition, were selected. In the case of agarose, the gelation is caused by temperature change.
On the other side, the gelation of sodium alginate is initiated by addition of polyvalent cations. In the
experimental part of the work, agarose gelation was studied by DLS, temperature gradients of agarose
solutions (40 — 30 °C) were measured. During the measurement the particle size distributions in the
solutions having different concentrations were monitored as well as the temperature influence on the
diffusion coefficient. The DLS method provided the values of the gelling temperatures of the solutions
at a concentration of 0,5 wt.% and 1,0 wt.%. Furthermore, the DLS microrheology method was used,
where temperature dependences of viscoelastic characteristics of agarose solutions (40 — 30 °C) were
also measured, from which the gelling temperatures of agarose solutions of 0,1 wt.% and 0,5 wt.%
were evaluated. The classical rheology was also used in the work to compare the viscoelastic
behaviour of the samples and to determine the gelation point of the agarose solutions. By this method
were determined gelling temperatures for all studied concentration of agarose (0,1 wt.%, 0,5 wt.% and
1,0 wt.%). The DLS method was also used to monitor the interactions of sodium alginate with the
addition of Ca?* ions, these interactions were then also evaluated and discussed in the experimental
part.
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1 UVOD

Hydrogély vd’aka svojim unikatnym vlastnostiam nasli v poslednych rokoch uplatnenie v roznych

oblastiach I'udského Zivota. K tomu, aby ich bolo mozné vyuzivat’ je potrebné vediet’ charakterizovat’
ich vlastnosti a chovanie pri roznych podmienkach. Jednou z vlastnosti, ktora je sledovana u gélov je
bod, pri ktorom dochadza k jeho gelacii. Hydrogély maji vzhl'adom na ich koncentracie schopnost’
gélovat’ pri urcitych teplotach. Preto bude tato praca zamerana prave na Studium gelacie roztokov
0 roznych koncentraciach.
Koloidné castice sice nie su obvykle pozorovatené volnym okom, ale napriek tomu je zname, Ze
svetlo absorbuju podobne ako pravé roztoky. Okrem tejto vlastnosti tu dochadza aj k rozptylu svetla,
teda elektromagnetické cCastice - fotony sa Siria vSetkymi smermi. Princip rozptylu svetla zavisi na
roznych frekvenciach dopadajuceho svetla, ktoré moze mat kratiu alebo dlhsiu vinova dizku alebo
tiez na velkosti Castic, zZ ktorych sustava pozostava. V tejto bakalarskej praci bude k detekcii bodu
gelacie hydrogélov hlavnou vyuZzivanou metédou dynamicky rozptyl svetla — DLS. Dalsou klasickou
metddou vyuzivanou pri Stidiu vlastnosti gélov je klasicka reoldgia. Tato metdda je vyuzivana hlavne
kvoli moznosti analyzy reologickych charakteristik v zavislostiach na teplote. Jednou z alternativ su aj
mikroreologické merania, ktoré vdaka SirSiemu rozsahu frekvencii dokdzu vyhodnotit merania
presnejSie. V praci budu obidve vyssie uvedené techniky vyuzité k zisteniu bodu gelacie.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Gélové systémy

Gélové systémy je mozno oznalit ako disperzné systémy vytvarajuce suvislu Struktaru,
prestupujucu celym disperznym prostredim. Tato priestorova siet’ vznikd spajanim disperznych cCastic
vplyvom chemickych a fyzikalnych sil. Systematicky je mozné gély priradit’ do skupiny disperzii
tuhych latok v kvapaline. U tychto systémov modze dojst za urCitych podmienok k prepojeniu
disperzného podielu do trojrozmernej siete gélu, o je mozno oznacit’ ako schopnost’ tvorit’ gély -
gélovat’. Prechadzat’ v gély mozu ako roztoky makromolekularnych latok, tak aj lyofobne soly [1].

Gély je mozno delit”:

1. Podrla typu zosietovania na fyzikalne sietované, kovalentné a vysoko organizované gély.
2. Podla poctu faz na jednofazové a dvojfazové.

3. Podrla obsahu disperzného prostredia lyogély, xerogély a arecogély.

4. Podla obsahu vo vysuSenom stave na reverzibilné a ireverzibilné.

Kovalentné gély su tie, ktoré vznikaji na podklade chemickych vézieb. Tieto gély nemozu prechadzat
spat’ na roztok polyméru, teda s ireverzibilné. Fyzikdlne sietované gély su tie, ktoré vznikaju
spajanim polymérnych retazcov posobenim fyzikdlnych sil alebo vzidjomnym prepletenim
jednotlivych retazcov. Hovorime o reverzibilnych géloch, kedy gél méze prejst’ do pévodného stavu,
tento jav sa nazyva sol-gél prechod. Vysoko organizované gély tvoria niektoré tenzidy a ich zmesi vo
vode sdlhymi retazcami mastnych alkoholov. Ich Struktiry mozu byt lamelarne, kubické,
hexagonalne alebo micelarne [2].

Jednofazové gély vznikaju z polymérov interakciou s vhodnou kvapalinou. NajcastejSie je to voda
alebo zmes vody s ethanolom ¢i inymi alkoholmi. Dvojfazové gély alebo tiez gély anorganické su
systémy tvorené pevnymi Casticami koloidnej velkosti dispergovanymi v kvapaline [2].

Lyogély st systémy, ktoré obsahuji disperzné prostredie aj dispergovany podiel. Xerogély su systémy
obsahujuce len zosietovany dispergovany podiel. Vznikaji vysuSenim lyogélov, teda odstranenim
disperzného prostredia. Aerogély su charakterizované mimoriadne nizkou hustotou, pevnostou
a vynikajtcimi tepelne izolaénymi vlastnostami [2].

2.1.1 Vznik gélovych Struktar

Gelacia je proces spajania molekul kovalentnymi vdzbami alebo S$pecifickej agregacie molekul na
zéklade fyzikalnych vézieb. Pri gelacii sa moze kvapalna zlozka alebo faza vypudzovat’ na zaklade
kontrakcie vytvorenej Struktury. Gél mdze vzniknut uz pri syntéze polyméru sietovanim. Moze
k nemu doéjst’ pridanim viacfunkénej zlozky do polymeraénej alebo polyadiénej reakcie. Chemickym
¢inidlom je mozno sietovat uz vytvoreny gél tvoreny fyzikalnymi vizbami. Je tiez mozno spajat’
makromolekuly v dostato¢ne koncentrovanom roztoku (roztoky albuminov a aldehydy, termicka
denaturacia albuminu, tvorba solnych mostikov vapenatymi kationmi medzi molekulami alginatu
sodného) [3].

2.2 Hydrogély

Hydrogély st najcastejsie tvorené sietovanymi hydrofilnymi polymérmi. Maju vysoky obsah vody
(az 98%) amdzu mat poroviti Strukturu s velkostou porov medzi 10 — 100 um (makroporézny
hydrogél) [4].
Obvykle nie su homogénne, vyskytuji sa v nich oblasti s nizkym obsahom vody a tiez oblasti
s vysokym percentom sietovanej Struktary. V niektorych pripadoch, v zavislosti na zlozeni
rozpustadla ana jeho koncentracii behom procesu gelacie méze dojst’ k oddeleniu faz a vytvoria
sa vodou naplnené ,,priestory* alebo ,,makropory* [5].



Hydrofilné gély st tie, v ktorych sa vyskytuju siete polymérnych retazcov, pre ktoré je voda disperzné
prostredie. Maju isti mieru pruznosti vel'mi podobnt k prirodnym tkanivadm vzhl'adom k ich velkym
objemom vody. Schopnost’ hydrogélov absorbovat’ vodu vychédza z hydrofilnych funkénych skupin
naviazanych na polymérnu kostru, zatial’ ¢o ich odolnost’ proti rozpusteniu vznika z prieCnych vézieb
medzi retazcami siete. PocCas poslednych dvoch desatroci, prirodné hydrogély boli postupne
nahradené syntetickymi hydrogélmi, ktoré maji dlha zivotnost’, vysokt schopnost’ absorpcie vody
a vysokll pevnost’ gélu. Nastastie, syntetické polyméry maju zvycajne dobre definované Struktiry,
ktoré moézu byt upravené tak, aby sa ziskala schopnost’ rozlozitelnosti a funk¢nosti. Hydrogély mézu
byt’ syntetizované z Cisto syntetickych zloziek [6].

Hydrogély moézu byt syntetizované niekolkymi klasickymi chemickymi sposobmi. Medzi ne patria
jednokrokové postupy, ako je polymerizacia a paralelné vytvaranie prieCnych viazieb medzi
multifunkénymi monomérmi, ako aj viac krokové postupy zahriiajuce syntézu polymérnych molekul,
ktoré maji reaktivne skupiny, a ich nésledné zosietovanie, pripadne aj reakciou polymérov
s vhodnymi sietovacimi ¢inidlami [6].
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Obrazok 1: Syntéza hydrogélov zosietovanim vo vode rozpustnych polymérov

Chemické alebo fyzikalne zosietovanie hydrofilnych polymérov su typické postupy pre formovanie
hydrogélov, ich fyzikalno-chemické vlastnosti st velmi zavislé na type zosietovania a hustote
zosietenia a tiez na hmotnosti a chemickom zlozeni molekularnych polymérov [7,8].

2.2.1 Chemické siet’ovanie

Chemické siet'ovanie je postup, ktorym sa vytvaraju stabilnejSie hydrogély s lepsimi mechanickymi
vlastnost’ami, nez maju hydrogély fyzikalne sietované. Chemického sietovania moéze byt dosiahnuté
réznymi reakciami, pri ktorych medzi atdbmami na polymérnom retazci vznikaju kovalentné a idnové
vézby [9].

Chemicky sietované gély mozu byt ziskané radikdlovou polymerizaciou monomérov s nizkou
molekulovou hmotnost'ou v pritomnosti zosietovacich ¢inidiel. Hydrogély mézu byt tiez ziskané
radikélovou polymerizaciou vo vode rozpustnych polymérov derivatizovanych polymerovatelnymi
skupinami. Dalsou moznostou chemického zosietovania je zosietovanie chemickou reakciou
komplementarnych skupin. Kovalentné vidzby medzi polymérnymi retazcami sa mdzu vytvorit
reakciou funkénych skupin s komplementarnou reaktivitou ako napriklad amino-karboxylova kyselina
alebo isokyanatovou reakciou ¢i formaciou Shiffovou bazou. Iny spdsob je zosietovanie s aldehydmi,
kedy vo vode rozpustné polyméry s hydroxylovymi skupinami ako napriklad polyvinylalkohol mézu



byt zosietované za pouzitia glutaraldehydu. Tento typ chemického zosietovania zavisi vzdy od
konkrétneho polyméru a podmienkach prostredia ako napriklad nizka ¢i vysoka teplota, pH a iné.
Chemické sietovanie pomocou adi¢nych reakcii je tiez moznost’, akou mézu byt vo vode rozpustené
polyméry prevedené do Struktary hydrogélu. Pri tychto reakciach sa vyuzivaji sietovacie Cinidla,
ktoré reaguju s funkénymi skupinami polymérov [10].

Kondenzacné reakcie medzi hydroxylovymi skupinami alebo aminmi s karboxylovymi kyselinami ¢i
derivatmi sa Casto pouzivaju pre syntézu polymérov, ¢im sa ziskaji polyestery a polyamidy. Tieto
reakcie mozu byt’ vyuzité aj pre syntézu hydrogélov. Vel'mi G€inné ¢inidlo pre zosiet'ovanie vo vode
rozpustnych polymérov s amidovymi viazbami je N,N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethyl karbodiimid
(EDC). Vyuzitie nachadza pri priprave zelatinovych hydrogélov. V priebehu reakcii je pridavany
N - hydroxysukcinimid, ktory potlaca pripadné vedl'ajsie reakcie a taktiez vd’aka nemu je mozna
lepsia kontrola nad hustotou zosiet'ovania gélov [10].

Vysoké energie ziarenia, najmd gama a elektronového lu¢a moézu byt pouzité na polymeriziciu
nenasytenych zlucenin, to znamena, Ze napriklad vo vode rozpustné polyméry s vinylovymi skupinami
mozZu byt’ prevedené na hydrogély za pouzitia vysoko energetického ziarenia [10].

Zosietovanie pomocou enzymov je posledna z metéd chemického sietovania. Tato metoda bola
pouzita Vv suvislosti so syntézou polyetylénglykolovych hydrogélov (PEG-hydrogélov) za pouzitia
enzymu transaminazy [10].

2.2.2 Fyzikalne siet'ovanie

Fyzikalne siete v hydrogéloch su tvorené slabymi fyzikdlnymi vdzbami. Vézby, ktoré sa tu
objavuju, st predovsetkym vodikové mostiky, Van der Waalsove sily alebo hydrofébne interakcie.
Prostrednictvom tychto slabych nevdzbovych interakcii sa makromolekuldrne retazce spajaju
v uzlovych bodoch. Podla intenzity a Struktary fyzikalnej siete potom rozliSujeme silne a slabo
viazané gély. Silne viazané gély su spojené v uzlovych bodoch pevne a chovaju sa teda podobne ako
chemicky sietované gély, tieto gély su pruzné. Na rozdiel od slabo viazanych, ktoré sa elastické len
pri nizkych hodnotach mechanického napédtia. Akonahle dosiahnu a prekrocia staticki medzu toku,
za¢n1 sa nenavratne deformovat’ [9].

Fyzikélne zosietované hydrogély mézu byt syntetizované idnovymi interakciami, formovanim do
tzv. krystalickych domen, stereokomplexnou formaciou, hydrofébnymi interakciami polysacharidov,
proteinovymi interakciami alebo vodikovymi mostikmi [9].

Ionovymi interakciami mozu byt hydrogély zosietované za miernych podmienok pri izbovej
teplote a fyziologickej hodnote pH. Tento proces zosietovania vyzaduje pritomnost’ idnovej skupiny
vV polyméri. Prikladom tejto metddy je zosietovanie polysacharidu alginatu pomocou vapenatych
ionov. Stereokomplexnd formacia je zaloZena na zosietovani oligomérov kyseliny mliecnej o opacnej
chiralite. Polysacharidy akymi st chitosan, dextran, pullulan a karboxymethylkurdlan su v literatare
pripravované fyzikdlnym zosietovanim pomocou hydrofébnych interakcii. Tieto polyméry bobtnaju
a absorbuju vodu, ktora tvori hydrogél [10].

Proteinové interakcie zahfhaju blokové kopolyméry, ktoré obsahuji opakujice sa elastinové
a hodvabu podobné bloky, ktoré sa nazyvaju prolastiny. Su to tekuté roztoky, ktoré moézu byt
pretransformované zroztoku na gél za fyziologickych podmienok vdaka krystalizacii hodvéabu
podobnych oblasti [10].

Stabilizacia trojrozmernej siete pomocou vodikovych mostikov vznikd u gélov tvorenych
z polyakrylovej kyseliny (PAA) alebo z polymetakrylovej kyseliny (PMA) a polyethylénglykolom
(PEG). U tychto gélov vznika vodikova vidzba medzi kyslikom z PEG a karboxylvou skupinou z PMA
(resp. PAA). Tato interakcia umoziuje absorbovat’ kvapaliny a bobtnat’ pri nizkych hodnotach pH.
Vd’aka tejto interakcii je tento systém transformovany v gél [10].
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Krystalizacia zahfhia zmrazovaco-rozmrazovaci proces a vytvara silny a vysoko elasticky gél. PVA
(polyvinylalkoholové) hydrogély mozu byt fyzikalne zosietované opakovanymi (zmrazovaco-
rozmrazovacimi) metédami [10].

2.2.3 VyuZzite hydrogélov

Hydrogély su Siroko pouzivané v oblasti elektroforézy, bioseparacii, proteomiky, chromatografie
a tkaninového inZinierstva. St dobre zname v potravinich a medicine ako absorbenty v jednorazovych
plienkach, st tiez zname ako filtre na Cistenie vody a pouZivaju sa aj ako separa¢né materialy pre
chromatografiu ¢i elektroforézu. Zaujimavé su tiez v oblasti kontrolovaného uvolfiovania lie¢iv [11].

V skutocnosti existuje mnoho prirodnych polymérov, v ktorych roztok moze gélovat’ za vhodnych
podmienok. V potravinarstve je pouzivanie gélov vel'mi bezné napr.: zmrzlina, zelé, puding a dzem.
Vsetky st zalozené na gelacii, okrem nich existuji aj spravy o vyuziti prirodnych polymérov
Vv keramickych procesoch tvarovania [12].

2.3 Rozptyl svetla

Rozptyl svetla moZeme charakterizovat ako vychylenie svetelnych li¢ov do rdéznych smerov.
Principom elastického rozptylu svetla je docielenie mensej koncentracie zakladného luca v dosledku
optickych vlastnosti malych &astic. Co sa tyka metéd rozptylu svetla, moézeme ich rozdelit' na
dynamicky, staticky a elektroforeticky rozptyl svetla [13].

2.3.1 Dynamicky rozptyl svetla

Dynamicky rozptyl svetla (DLS), takisto nazyvany ako kvazielasticky rozptyl svetla (QELS) alebo
fotonova korelacnd spektroskopia (PCS), je metéda vhodnd na meranie velkosti castic
v submikronovej oblasti. Zakladom tejto neinvazivnej techniky je meranie fluktuicie intenzity
rozptylené¢ho svetla pohybujiicimi sa Casticami vo vzorku. Tieto fluktudcie suvisia s interferencnym
zoslabovanim a zosilnovanim svetla rozptyleného na nestacionarnych casticiach disperzného podielu,
podliehajucich Brownovmu pohybu. Cim rychlejsie sa astice pohybuju, tym rychlejsie sa intenzita
rozptyleného svetla meni. Rychlost’ tychto zmien je teda priamo zavisla na pohybe molekuly [13].

Pri tejto metode sa najskor zmeria difizny koeficient Castic, ten v Cisto viskoznom (Newtonovskom)

systéme mozeme zapisat’ ako funkciu velkosti Castic, viskozity rozpustadla a teploty za pouzitia
Stokes-Einsteinovej rovnice:

D kgT

3nmna

1)

kde k5 je Boltzmannova konstanta, T je teplota, a je priemer Castic , # je viskozita rozptstadla.

Obvykle su vysledky ziskané z DLS merania v primerane dobrej zhode s vysledkami elektronového
mikroskopu. Ur€ité nezrovnalosti vo vysledkoch mézu byt prisidené bud’ rozdielu medzi
hydrodynamickym polomerom (ktory moéze zahfniat’ solvatacny obal ¢i naadsorbovani vrstvu na
povrchu castic) a skuto¢nym polomerom alebo zmenam vo velkosti ¢astice vznikajacim pri priprave
vzorky pre elektronovy mikroskop (vysuSanie) ¢i zmenam pochadzajucim od ozarovania elektrénmi.
V pripade polydisperznych systémov sa musi vziat' do tivahy pohyb castic rozdielnych velkosti
a korelac¢na funkcia ma potom zlozitejsiu formu [14].

Ziskana priemerna velkost’ koloidnych Castic je vazena podl'a piatej mocniny (tzv. Z-average), takze
vel'ké Castice su v tejto hodnote vel'mi nadhodnotené a dokonca sa méze u niektorych pristrojov stat,
ze frakcia malych Castic sa Gplne strati vo velkej intenzite ziarenia rozptyleného na vacSich Casticiach.
Rozsah metody je oproti sedimentacnym metdodam vyrazne iny - dolnd hranica sa dnes pohybuje okolo
0,5 nm a maximalna potom okolo 4 — 6 um (vdc¢sie Castice uz nepodliehaju Brownovmu pohybu) [14].
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Nespornymi vyhodami DLS je rychly a jednoduchy priebeh merania, ktoré zvycajne trva od niekol’ko
desiatok sekund do 10 minut. Metoda je absolutna (kalibracia pomocou Standardov o znamej vel'kosti
a distribucii nie je nutnd), analyza velkosti Castic vyzaduje len vel'mi malé mnoZzstvo vzorky (v rade
mikrolitrov) a merné zariadenie je komercne dostupné s automatizaciou, vratane analyzy dat [14].

2.3.2 Staticky rozptyl svetla

Staticky rozptyl svetla (SLS) je neinvazivna metdda pouzivand na charakterizaciu molekul
v roztoku. Castice vo vzorke su osvetlené svetelnym zdrojom, ako je napriklad laser, pri¢om Gastice
rozptyl'uju svetlo do vSetkych smerov. Zaklad je tvoreny meranim intenzity rozptyleného svetla
Vv ur¢itom ¢asovom rozmedzi, ktora je selektovana podl'a koncentracie [15].
Na rozdiel od merania ¢asovo zavislych fluktuécii intenzity rozptylu, staticky rozptyl svetla vyuziva
Casovo spriemerované intenzity rozptyleného svetla. Intenzita svetla rozptyleného za urcitu dobu
(10 az 30 sekund) sa kumuluje pre rad koncentracii vzorky. Tento Cas na spriemerovani odstrani
inherentné fluktuacie signalu, z toho dovodu je vyraz "staticky rozptyl svetla" [16].
Ak je zmerana uhlova zavislost’ rozptyleného svetla, je mozné stanovit’ vel'kost’ molekul. Stanovi sa
stredny kvadraticky polomer, nazyvany aj gyracny polomer. Stredny kvadraticky polomer je spojeny
s geometrickym rozloZzenim hmoty, ktord je okolo taziska molekuly. Pomocou statického rozptylu
svetla je tiez mozné urcit’ molekulovi hmotnost [17].

2.3.3 Elektroforeticky rozptyl svetla

Je zalozeny na principe kedy cez vzorku, ktora je v kapilarnej cele prechddza laser a svetlo
rozptylené pohybujicimi sa Casticami je frekvencne posunuté oproti referencnému laserovému
paprsku, ktory neprechadza vzorkou. Aplikuje sa elektrické pole — nabité Castice putuji k elektrode
S opaénym nabojom [18].

Elektricky naboj na povrchu koloidnej Castice spdsobi usporiadanie id6nov v okolitej kvapaline do
Struktiry nazyvanej elektrickd dvojvrstva. Zakladny model tejto dvojvrstvy vypracoval Helmholtz,
upresnenie potom priniesol Sternov model. Ten rozdeluje druhti polovicu elektrickej dvojvrstvy
S vyrovnavacim iénmi na dve Casti - kompaktna a difuznu. Priblizne na hranici medzi kompaktnou
a difuznou castou elektrickej dvojvrstvy zostava nevykompenzovany naboj, ktory je o hodnote
urcujucej elektrokineticky (zeta) potencial. Tento potencidl je zodpovedny za existenciu
tzv. elektrokinetickych javov — elektroforézy, elektroosmoézy, potencialu prudenia a sedimenta¢ného
potencialu [1]. Frekvenény posun svetla je priamo umerny elektroforetickej mobilite Castic, vd’aka
ktorej je mozné vypocitat’ hodnotu zeta potencialu [18].

Pre vypocet zeta potencialu je vyuzivana tzv. Henryho rovnica:

2&€f (ka)
= T
kde U. je elektroforeticka mobilita Castic, ¢ je dielektricka konStanta, 5 je viskozita rozpustadla,
f(xa) je Henryho funkcia a ¢ je hodnota zeta potencialu. Disperzné systémy so zeta potencialom
medzi —10 mV a +10 mV su povazované za priblizne neutralne, zatial’ Co disperzné systémy SO zeta
potencialom va¢§im nez +30 mV alebo mensim nez —30 mV st povaZované za silne katiénové alebo
anidénové. Ak maju vSetky Castice v suspenzii vel'ky negativny alebo pozitivny zeta potencial, tak maja
tendenciu odpudzovat’ sa od seba. Ak maju Castice nizke absolutné hodnoty zeta potencialu, tak medzi
Casticami nie je dostatocny odpor, ¢o znamena, Zze sa budu spdjat’ a flokulovat. VSeobecny interval
zeta potencialov medzi stabilnymi a nestabilnymi suspenziami je dany od -30 mV do +30 mV.

Suspenzie s Casticami, ktorych hodnoty zeta potencialu si mimo tohto intervalu st povazované za
stabilné [18].

Ue )
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2.4 Reoldgia

Reologia je metoda zaoberajica sa deformaciami a tokom materialov. Pricom deformacii podlieha
kazdy material pri posobeni deformacnej sily. Ak je eliminovana tato sila, tak sa hmota vrati do
povodného stavu. Takyto postup nastdva vdaka elastickej zlozke, avSak k uplnej relaxacii kvoli
viskdznej zlozke uz neddjde. Ak sa deformacia zviacsuje s dobou posobenia sily, material tecie. Tento
proces je vysvetleny materialovou vlastnost'ou, ktora sa nazyva viskozita. T4 nas informuje o tom, ako
velké ma kvapalina trenie. Z toho vyplyva, Ze materialy, ktoré maji mensiu viskozitu te¢t I'ahko a tie,
ktoré maju vyssiu viskozitu, te¢u horsie. Preto materialy st schopné aj inych javov, nez len deformacie
[19].

Vicsina materialov je vSak viskoelastickd. Termin viskoelasticita je pouzivany na opis spravania latok,
ktoré spadd medzi klasické extrémy elastického Hookovského telesa a spravania viskoznej
Newtonovskej kvapaliny [20,21].

Podl'a Newtonovho zikona je tangencidlne napidtie umerné gradientu rychlosti medzi vrstvami
tekutiny:

du,
Txy = —U@ 3)

kde 7y je tangencialne napétie posobiace v smere osy X v rovine kolmej k ose y, Uy je rychlost’ toku
v smere osy X, duy/dy je gradient rychlosti. KonStanta imernosti # sa nazyva dynamicka viskozita.
Podiel dynamickej viskozity ahustoty je kinematickd viskozita, ktora sa zna¢i symbolom
v. U vsetkych plynov a u vacsiny kvapalin je Newtonov vzt'ah naozaj splneny (newtonovské tekutiny).
Kvapalinam, u ktorych viskozita zavisi na rychlostnom gradiente hovorime nenewtonovské
kvapaliny [20,21].

Hookov zakon elasticity sa zase zaobera silami, ktoré pdsobia na teleso v tahu atlaku atiez
dosledkami ich posobenia. Ak st hodnoty normalového napétia nizsie, nez je medza imernosti oy, je
normalové napitie ¢ priamo imerné relativnemu predlzeniu &:

c=E-¢ 4
kde E je konstanta imernosti, tiez nazyvana Youngov model alebo modul pruznosti v tahu [22].

Existuje velké mnozstvo testov, ktorymi sa sleduje viskoelasticita. Prikladom modze byt test
amplitudovy alebo frekvenény. U prvého zmieneného testu sa meni amplitida deformacie v %, zatial
¢o frekvencia je rovnaka. Sleduje sa pri akej hodnote amplitidy deformacie st porusené vézby, vdaka
ktorym su hydrogély v pevnej Struktire. Teda sledujeme zavislost' viskoelastickych modulov na
amplitude deformacie. U frekvencného testu sa naopak meni frekvencia oscilacii aamplitida
deformacie je konsStantna, u tohto testu sledujeme zavislost’ viskoelastickych modulov na frekvencii
oscilacii. Latku mbézeme charakterizovat’ podielom elastického (G') a viskdézneho (G") modulu, tato
veli¢ina sa nazyva stratovy uhol:

tgd =— 5
g Gl ( )
Ak je podiel mensi nez 45 °, tak sa jedna o tuht latku, ak je stratovy uhol vacsi nez 45 °, tak hovorime
0 kvapalnej latke [20].

2.5 Mikroreologia

V stcasnej dobe sa do popredia pomaly dostava technika nazyvana mikroreoldgia. Tato technika
ma oproti klasickej makroreologii vyssiu schopnost merania nehomogénnych materidlov a nema
ziadne obmedzenie, ktoré by sa tykalo rozsahu meranych frekvencii. Vyhodou je tiez fakt, ze pre
analyzu sta¢i malé mnozstvo vzorku (do 1 ml) [23].
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Zabyva sa javmi, ktoré sa podielaji na rozptyleni mechanickej energie v materialoch na urovni
mikrometrov alebo submikrometrov a je vyuzivana k preskiimaniu mechanickych vlastnosti pomocou
pohybu ¢astic v komplexnych tekutinach. Pohyb castic je zaznamenavany technikami, ktoré su
zalozené na rozptyle svetla alebo mikroskopii s vysokym rozligenim. Castice mézu byt vlozené alebo
moézu byt sucastou skutocného systému. Podl'a spésobu pohybu Castic rozliSujeme aktivnu a pasivnu
mikroreologiu [23].

Analyzovanim pohybu c¢astic mézeme ziskat’ kvantitativne informécie o reologickych vlastnostiach
komplexnych tekutin (emulzie alebo gély). TieZ sa zistilo, Ze mikroreologické tidaje mézu byt zhodné
s mechanickymi makroreologickymi meraniami [23].

2.5.1 Aktivna a pasivna mikroreolégia

Techniky pouzivané v mikroreologii si obvykle rozdelené do dvoch tried: aktivnych a pasivnych.
Aktivne su tie, u ktorych sa musi manipulovat’ s Casticami pdsobenim vonkajsich sil. S uréené pre
flexibilnejs$ie vzorky. Pasivne st zalozené na sledovani pohybu castic tzv. traceru (Castice o presne
definovanej velkosti), ktoré su dodatocne vlozené¢ do analyzovaného vzorku. Tracer sa pohybuje
Vv sledovanom vzorku na zaklade Brownovho pohybu. Této technika je vhodna hlavne pre meranie
vzoriek o nizkej viskozite. Najviac pouzivané pasivne techniky su jednocCasticova, tiezZ nazyvana
videomikroreologia, dvojcasticova mikroreoldgia, difizna vinova spektrometria a dynamicky rozptyl
svetla [24].

2.5.2 DLS mikroreolégia

DLS mikroreolégia vyuziva dynamicky rozptyl svetla na sledovanie ndhodného pohybu traceru
(alebo tiez sondy) v meranom vzorku (Brownov pohyb). DLS mikroreologia umoziiuje analyzovat
reologické charakteristky materidlu v SirSom rozsahu frekvencii, nez pri klasickej reoldgii. Vzhl'adom
k detekénym limitom metody musi byt velkost’ sledovanych ¢astic v rozmedzi 0,5 nm az 6 um.
[25,26,27].

Pri metéde DLS je meranéd autokorelacna funkcia (ACF) popisujica pohyb ¢éstic sondy vo vzorke.
ACF moéze byt definovana ako funkcia stredného kvadratického posunu (MSD) rozptylenych castic.
DLS mikroreologia vyZaduje pridanie Castic o znamej velkosti do roztoku, ktory je predmetom
zaujmu, za ucelom merania ACF. Z nasledujucej rovnice vyplyva vztah medzi MSD casticami a ACF
rozptyleného svetla:

(8 @) = = [109(9:(0)) ~ Iog(g: (D) ©
kde g1(0) je hodnota autokorelaénej funkcie a ( je rozptylovy vektor, ktory moze byt dany vzt'ahom:
a=""sin(6/2) Q

kde n je index lomu skiimanej latky, 4 je vlnova diZka svetla a @ je uhol rozptylu. Korela¢ny &as 7 je

pribuzny s ¢asom t podla r = 2zt [28].

Viskoelastické moduly si vypocitané s pouZitim zovSeobecnenej formy Stokes-Einsteinovej rovnice
(1), ktora vyzaduje Fourierovu transformaciu na hodnotu MSD meranych castic. [25,26,27].

2.6 Agaréza
2.6.1 Struktira agarézy

Agar6za je linearny polysacharid galaktan, obsahujuci na kazdych devét zvyskov D-galaktozy
jeden zvySok L-galaktozy s esterovo viazanou kyselinou sirovou na uhliku C6. D-galaktozové
jednotky su viazané (1 — 3) glykozidovymi vdzbami, L-galaktozové jednotky st spojené so $tvrtym
uhlikom zvysku D-galaktozy [29].
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Obrdzok 2: Struktiirny vzorec agarozy

Agaroza je jednou z dvoch hlavnych sucasti polygalaktozidu agaru, d’al§im komponentom je
agaropektin. Agaroza je gélova frakcia agaru a tvori opakujice sa striedavo B-D-galaktopyranozilové
a 3,6-anhydro-a-L-galaktopyranozilové skupiny. Agar sa ziskava z morskej Cervenej riasy rodu
Rodophyta. Agaropektin m& podobnu Strukturu, ale obsahuje 5—10 % siranovych esterov a iné
zvysky. Agardza je rozpustna vo vode za zvysenej teploty. Obmedzena rozpustnost’ agaroézy podla
teploty sa vyuziva pri priprave agardzovych termoreverzibilnych gélov. Agardza je v organickych
rozpustadlach obvykle nerozpustnd a nemodze tvorit' gély. Charakteristickym rysom agarozy je, ze
gély ukazuju masivnu teplotni hysteréziu, ktora je priradena vzniku velkych agregatov. Tie zostavaju
stabilné pri teplotdich omnoho vysSich, nez tie na ktoré sa jednotlivé skrutkovice formuju pri chladeni
[30].

Polysacharid moéze prijat’ velké mnozstvo vody vdaka dutine, ktoru vytvara Struktura skrutkovice.
Stabilny gél vznika, ked skupiny tychto retazcov vytvaraju dvojita skrutkovicu. Agardza je prirodna
latka a nie je toxicka. Jej gély su stabilné a mézeme ich uchovavat’ po dobu jedného roka. Zaujimavou
vlastnost'ou agardzy je tzv. pamat’ gélu, ktora sa prejavuje ak zahrejeme agardézu vo vode na teplotu
85 °C ziskame roztok, ktory sa ochladenim na teplotu okolo 40 °C meni na gél. Ak by sme tento
proces zopakovali, teploty by sa trochu liSili kvoli Struktare agardzy, konkrétne kvoli vodikovym
mostikom [31].

2.6.2 Agarozovy hydrogél

Ako uz bolo zmienené vysSie, agardza je rozpustna len za zvySenej teploty. Pri chladeni vodného
roztoku agarézy dochadza postupne k vytvoreniu trojrozmernej gélovej formy agardzy. Teplota
gelacie sa pohybuje priblizne od 25 °C do 35 °C pre rézne typy pripravy. Pripraveny agarézovy gel je
potom stabilny Vv gélovej forme podla typu pouzitej agardzy asi do 90°C. Agardéza tvori
termorevezibilny gél, ktory obsahuje hrubé zviazky agarozovych retazcov, ktoré su pri sebe pripatané
vodikovymi mostikmi (pory drziace vodu) [30].

15



Chladenie Chladenie
7 ahrisvanie Fahrievanie

Obrazok 3: Gelacia hydrogélu
2.6.3 VyuZitie agarozy

Agaroza sa vo forme gélu pouziva na pripravu kultivaénych pdd v mikrobiologii, d’alej ako nosi¢
pri elektroforéze a spolu s karagenanom ako material pre imobilizaciu enzymov ¢i buniek a pri vyrobe
potravin. Siroko sa pouziva ako matica v immunoelektroforéze, imunodifuzii, gélovej filtracii
a afinitnej chromatografii [31].

Hlavnym vyuzitim agarozového gélu je elektroforetickd separacia, ide hlavne o elektroforézu
nukleovych kyselin (DNA) na bazi agarézového gélu. Vd’aka svojej velkosti porov a dobrej pevnosti
gélu moézeme agarozu vyuzit aj ako antikonvekéné médium pre elektroforézu DNA velkych
bielkovinovych molekul [31].

Agar6zovy gél sa pouziva pri hodnoteni zlozeni potravin a na zaklade svojich vybornych vlastnosti sa
pouziva aj v mnohych inych odvetviach. Vyuzitie agar6zového gélu siaha az do oblasti spotrebného
priemyslu napriklad potravinarstvo, farmacia, biomedicinske aplikacie a tiez sa uplatiiuje ako
purifikaéné médium. Pre mechanickl analyzu sa najcastejSie vyuZivaju potraviny biopolymérnych
gélov, pretoze ich stavba nie je tak zlozita ako Strukttra pevnych potravin [31].

2.7 Alginat
2.7.1 Struktira alginatu

Alginat je linearny polysacharid tvoreny a-L-guluronovymi a pB-D-mannurovymi zvyskami
nepravidelne usporiadanymi pozdiZ linearneho retazca. Tento vzor obsahuje tri druhy polymérnych
segmentov: jeden je zlozeny prevazne z jednotiek kyseliny D-mannurovej, druhy z jednotiek kyseliny
L-guluronovej a treti pozostava striedavo zo zloziek kyseliny D-mannurovej a kyseliny L-guluronovej
[33].

Tento anionaktivny polysacharid nesie v roztoku zaporny naboj a mdéze byt sietovany kladnymi
kationmi ¢i viacvdzbovymi skupinami [34].
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Obrazok 4: Struktiirny vzorec algindtového polyméru
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2.7.2 VyuZitie alginatu

Alginat je prirodzene vyskytujlci sa anionovy polymér, ktory je mozno zvycCajne ziskat’ z hnedych
morskych rias (Phaeophyceae). Bol intenzivne skiimany a pouZity pre mnoho biomedicinskych
aplikacii, vzhladom k jeho biokompatibilite, nizkej toxicite, relativne nizkej cene, a miernej
zelatinacie pridavkom dvojmocnych katidnov. Alginat je druh Zelirujaceho polysacharidu, ktory méze
byt rozpusteny vo vode pri izbovej teplote a potom zrdsolovately reakciou bivalentnych kovovych
i6onov. NajbeznejSou metddou na pripravu hydrogélov z vodného roztoku alginatu je kombinovat
roztok s iénovymi sietovacimi ¢inidlami, ako s napriklad dvojmocné katiény Ca®*. Materidlové
vlastnosti alginatu st vel'mi citlivé na druhy a koncentraciu pritomnych i6nov. Vapnik je najviac
pouzivany katioén pri priprave algindtovych perliciek v Sirokej $kale aplikacii: najmi v enkapsulacii
buniek, ktoré sa potom pouzivaji ako biokatalyzatory alebo na uvolnenie zachytenych biomolekul,
ako su pesticidy, drogy, konzervacné latky, atd’. Byva Siroko pouzivany v potravinarstve a tradi¢nych
keramickych formovacich procesoch, ktoré boli pouzité v procese vstrekovania [32].

2.8 Metody charakterizacie a tvorby gélov

Hydrogély mozu byt vytvarované chemickym alebo fyzikdlnym sietovanim, polymerizaciou
a radiaénym zosietovanim. Vyskum na hydrogéloch s ohladom na podavanie liekov bol rozsiahly
v poslednych niekol'kych desatrociach kvoli ich biokompatibilnym vlastnostiam a Tahkej
ovladatel'nosti pripravy [34].

Mimoriadne zaujimavy a dblezity je polymérny systém hydrogélov tvoriaci roztok o jednoduchej fazi
prechodu (s6l-gél prechod) vo vode bez akychkol'vek chemickych reakcii a vonkajSej stimulacie.
Tento systém poskytuje jednoduchost’ a bezpecnost' v in vitro situdciach. Hlavné metddy, ktoré sa
pouzivaju na charakterizdciu a vycCislenie mnozstva volnej a viazanej vody v hydrogéloch su
diferencialna skenovacia kalorimetria (DSC) a nuklearna magneticka rezonancia (NMR). Termo-
gravimetricka analyza a sol-gél analyza sa pouzivaju aj na potvrdenie vzniku sietovanych gélovych
Struktr hydrogélu [35].

Diferencialna skenovacia kalorimetria je jednou z metdd termickej analyzy a jej merania poskytuju
kvalitativne aj kvantitativne informacie o fyzikalnych a chemickych zmenach. Tie zahihaja
endotermické procesy ako teplo vtekajice do vzorky alebo exotermické procesy prudenie tepla von zo
vzorky ¢i meranie tepelnej kapacity pri vzniku skleneného prechodu [35].

Nuklearna magneticka rezonancia moéze byt pouzitd pre sledovanie cesty pocas reakcie gelacie
algindtu sodného i6onmi vépnika. Z teodrie je mozné vypocitat koeficient difizie idnov vapnika
v reakénej zone a tato hodnota sa pouziva pre nahliadnutie do Struktiry vytvoreného gélu. Bolo
ukéazané, ze difuzia idonov vapnika cez gél algindtu vapenatého zavisi od koncentracie vapnikovych
i6nov v systéme, a tym aj na rozsahu elektrostatickych interakcii a vel'kosti porov gélu. Pridavok soli
zahina neSpecifické vizbové miesta, ¢o ma za nasledok takmer neutralnu gélovi matricu, cez ktort je
vapnik rozptyleny. Preto je znizenie koeficientu difiizie vapnika najmi v dosledku obstrukcie zo siete
gélu. Vzhl'adom na to, Ze existujuce chemické znalosti, spolu s novymi poznatkami su k dispozicii
z tychto studii, predpoklada sa, Ze by malo byt’ teraz mozné prisposobit’, aby z gélu (so Specifickymi
vlastnostami, s riadenym uvolnovanim z dané¢ho suboru reakénych podmienok a so znizenym
koeficientom diftizie ibnov vapnika) bol ziskany kvalitativny odhad velkosti péru od zlomku objemu
polyméru. Tato technika spolu s technikou nulového bodu moéze byt pouzitd k Stadiu Sirenia
akéhokol'vek substratu, ktory je spojeny s jeho pritomnost'ou [35].

Gélova permeacna chromatografia v spojeni s viac uhlovym laserovym rozptylom svetla (GPC -
MALLS) je Siroko pouzivanou metéodou na stanovenie molekularneho rozdelenia a parametrov
polymérneho systému. Hydrogél v polymérnom systéme mozno kvantifikovat pomocou tejto
techniky. Tato technika je Siroko pouzivana v kvantifikacii hydrogélov niekolkych hydrokoloidov,
akymi st arabska guma, Zelatina a pullulan [37].
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Jednym z poslednych trendov vo vyskume hydrogélov je fotopolymerizacna formacia alebo faza
prechodu. Formacia hydrogélov robi viac realne aplikovanie hydrogélov pre makromolekularne
dodavanie lieCiva, tkanivové bariéry a tkanivové inzinierstvo [34].

Skimané boli napriklad syntetické sietované polyméry polyetylénoxid (PEO), polyvinyl pyrollidin
(PVP), kyselina polymliecna (PLA), polyetylénglykol (PEG) alebo prirodné polyméry, napriklad
alginat, chitozan, karagenan, hyaluronan a karboxymetylceluléza (CMC) [38].

2.8.1 Sol-gélové metody

Pri vzniku gélov mdézeme pozorovat nahly narast viskozity zmesi reaktantov. Je to dej, ktory
pripomina fdzovl premenu kvapaliny na tuht latku. Tepelny efekt je tiez podobny, ako pri uvolfiovani
skupenského tepla. Na rozdiel od spomenutej fazovej premeny tu ide o komplikovany dej, na ktorom
sa podiel'a vel'ké spektrum inych dejov chemickej a fyzikalnej povahy. Hlavnt fazu vzniku gélov je
mozné roz¢lenit’ do nasledujtcich krokov: 1. Polymerizacia monomérov vedtica ku vzniku primarnych
Castic, 2. rast Castic, 3. vytvaranie ret'azCoOV vzajomnym spajanim Castic a tvorba priestorovych sieti
gélov [40].

Sol-gélové metddy su popularne z roznych pricin. Prvou je moznost’ pripravy velkého mnozstva latok,
ktoré mozu pri mensich zmenach chemického zloZenia vykazovat kvantum meniacich sa fyzikalno-
chemickych vlastnosti. Druhou pri¢inou je moznost’ dosiahnut’ vel’ki variabilitu produktov aj pri
obmedzenom mnozstve reaktantov. Medzi d’alSie vyhody tieZ patria moznost pripravy latok pri nizkej
teplote @ moznost’ pripravy vysoko €istych materialov. Ta suvisi hlavne s vy$Sou Cistotou prekurzorov,
nez u tradi¢nych vychodiskovych materialov. Z hladiska zastupitel'nosti metod so6l-gél prechodu inymi
metédami existuju dva pripady. V prvom su tieto metody povazované za nahraditelné a oich
pouzivani rozhoduje hlavne cena. Druhy pripad zahfiia metddy nenahraditel'né, teda tie, u ktorych nie
je moznost’ pripravy alternativnym sposobom. Tieto metody su vyuzivané bez ohladu na ich cenu.
Tieto sol-gél aplikacie sa sustred’'uju najma v mikroelektronike a vojenskej ¢i kozmickej technike
a typicki predstavitelia su v tomto pripade acrogély [40].

18



3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Hydrogély su Coraz CastejSie materialy, ich aplikacie je mozné najst’ takmer vo vSetkych oblastiach
Iudskej cinnosti od polnohospodarstva, cez potravinarsky priemysel, kozmetologiu, priemysel
detergentov, farieb alakov az po regenerativnu medicinu. Aplikacie hydrogélov suvisia hlavne
s biologickou kompatibilitou a vysokym mnozstvom absorbovanej vody v tychto systémoch. V oblasti
mediciny nachddzaji hydrogély uplatnenie v oblasti vyvoja kmenovych buniek, ako zdrojové
materialy pre tkanivové leSenia, hojenia ran, mobilnej diagnostike a dodani lie¢iv [29].

Metody rozptylu svetla a hlavne dynamicky rozptyl svetla s vel'mi citlivé na pritomnost’ agregatov
molekul v analyzovanej vzorke uz od ich stopovych koncentracii.

Proces gelacie je spojeny s prepajanim povodnych molekul do trojrozmernej siete, ktora prestupuje
celym disperznym prostredim. Z toho je zrejmé, Ze proces gelacie vzorku je spojeny so skokovym
narastom velkosti Castic. Z tychto dovodov je mozné metodu DLS vyuzit' pre detekciu prvopociatkov
tvorby gélovej Struktury v meranych vzorkach [31].

Gelacia agardzy bola vyvolana prechodom od cievky do Struktary skrutkovice. Vzhl'adom k tomu, bol
obsah skrutkovice tmerny agard6zovej koncentracii. Vzhl'adom ku kritickému exponentu modulu
pruznosti, ktory savisi s priestorovym rozmerom a kritickym exponentom korela¢nej dizky a podra
vlastnosti pruznosti bolo mozné experimentalne vyhodnotit’ nielen modul pruznosti o prechode
systému sol-gél, ale aj korelaénti dizku. Dizka korelacie v agarézovom géle bola merani metodou
DLS. Bolo zistené, Ze korelaéné dizky st G¢inné ako parameter pre mikrostruktary gélovej siete [32].

V praci [38] bola vyuzitd DLS mikroreologia a Ramanova spektroskopia pre §tadium fyzikalnych
a chemickych zmien agar6zového roztoku, ktory prechadzal v gél. Boli monitorované reologické
vlastnosti akymi st komplexna viskozita a viskoelasticita v zavislosti na teplote. Pri ochladzovani pod
35 °C bolo preukazané zvySenie nenewtonovského chovania, viskozity a viskoelasticity. To znamena,
ze pri klesnuti teploty pod tito hodnotu zacala gelécia roztoku agarézy.

Autori v ¢lanku [41] tvrdia, Ze ak sa roztok alginatu sodného po kvapkach pridava do roztoku
s obsahom dvojmocnych kovovych i6nov, vytvaraju sa vo vode nerozpustné kation-alginatové gélové
perlicky. Tieto gély nie si termoreverzibilné, ale rozpstaji sa v pritomnosti latok, ktoré maji vacsiu
afinitu voci kladne nabitym i6nom (napr. EDTA). Alginat sodny méze byt rozpusteny vo vode
v podobe lepkavého vodného roztoku. Viskozita roztoku sa zvysi pozoruhodne so zvySujicou sa
koncentraciou alginatu sodného. Charakteristicka pevnost’ gélu je v§ak v opa¢nom smere, ¢o znamena,
ze vysoku pevnost’ sprevadza vysoka koncentracia alginatu sodného, preto sa najcastejSie vyuziva
roztok alginatu sodného o koncentracii 1 %. Pevnost’ gélu a proteinova diftzia boli pouzité paralelne
k objasneniu réznych aspektov stability gélu. Pevnost’ gélu je dolezitd, ak je potrebné odovzdat
mechanickll integritu do implantovaného materidlu. Proteinovd diftizia cez gél je dolezitd pre
imuno—isolatorné aplikacie a pre odhad priemernej velkosti porov gélu.

Ca?" i6nmi sietovany alginat sa rovnako vyuziva pre bunkovu kultiru in vitro a tkanivové inZinierske
aplikacie. Alginatové gély su stale viac vyuzivané ako modelovy systém pre kultary cicav¢ich buniek
v biomedicinskych $tudiach. Tieto gély mozu byt I'ahko prisposobené a mozu sluzit' bud’ ako 2-D
alebo viacerych fyziologicky prislusnych systémov 3-D kultary. Alginat sa tiez pouziva ako
biologicky umela latka pre tvorbu chrupavky. Suspenzia buniek v biologicky umelej latke, napriklad
v alginate, suvisi s vyznamnymi zmenami vo fyzikalnom a mechanickom prostredi buniek v porovnani
s ich povodnou extracelularnou matrix (ECM). Vel'ké mnozstvo aplikacii alginatového gélu zahina
dodavanie lieCiva. Akymi su napriklad mikroenkapsulacia Langerhansovych ostrovéekov
a alginatovo - zalozené bioreaktory pre rozsiahle vyroby biologickych produktov, napriklad
monoklonalne protilatky. Konvencné role alginatu vo farmacii zahffia formovanie gélu a stabilizator,
ako alginat moéze hrat’ vyznamnu ulohu v produktoch s riadenym uvolfiovanim lie¢iva. Oralne
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davkové formy su v sGCasnosti najcastej$im pouzitim alginatu vo farmaceutickych aplikaciach, ale
pouzitie alginatovych hydrogélov ako skladov pre lokalizované tkaniva na podavanie liekov rastie
[33].

Gélovée stability agardzy a alginatu s a bez chromafinnych (CAC) buniek z drene tel’acich nadobliciek,
boli v praci [41] monitorované pomocou pevnosti gélu, a okrem toho bola hodnotena aj stabilita
algindtu proteinovou difuziou. Pociato¢na pevnost’ gélu agardzy bola na rozdiel od alginatu, znizena
za pritomnosti CAC buniek. Obe techniky uvadzaju, ze pocet vézieb alginatu vapenatého sa znizuje
S casom, ¢o ma za nasledok rozruSenie pevnosti gélu a zvysSenie priepustnosti pre rozpustené latky
strednej velkosti. Kompresny test, ktory sa vyuziva na sledovanie pevnosti gélu sa 'ahko pouziva a je
zvlast’ priaznivy pre vplyv zivych buniek na stabilitu matrice. Vécsina $tadii alginatovych roztokov
bola zamerana na Strukturalne charakteristiky akymi st sekvencie a konformacie retazca, ibnova
selektivita alebo reologické vlastnosti. Sirenie rozpustenych latok do alebo cez gélovité polyméry bolo
tiez dost’ dobre preskimané. V umelom kultarnom systéme riadili fyzikalne vlastnosti umelej matrix
deformacie a trakcie pouzité v bunkach a menili tiez dolezité bunka — matrix interakcie v povodnom
systéme, ktoré regulovali aktivitu buniek v reakcii na mechanicky stres. K dispozicii je malo
informacii, ktoré by hovorili o vlastnostiach sietovaného alginatu za fyziologickych podmienok.

Pomocou DLS a SLS bola v praci [40] $tudovana termoreverzibilna gelacia metylcelulézy vo vodnom
roztoku. Boli skamané roztoky pri 20 °C, kedy pomocou rozptylu svetla bola stanovena molekulova
hmotnost, viridlny koeficient, polomer otac¢ania a hydrodynamicky polomer polyméru. Tiez boli
prevedené reologické merania, ktoré naznacCovali slabil supramolekuldrnu asociaciu. Gelacia
prebiehala v dvoch stupiioch, v prvom stupni nastalo zvysenie nizkofrekvencného dynamického
modulu pruznosti a v druhom stupni sa rapidne zvysil s teplotou elasticky modul a rozptylena intenzita
sa zvysila vyrazne v Sirokom rozmedzi rozptylu vinového vektora.
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4 CIELE PRACE

Hlavnym ciel'om tejto bakalarskej prace je vyuzitie nekonvenénych metod rozptylu svetla pre ucely
stadia bodu gelacie biopolymérnych gélov. V ramci prace tak bude nutné v prvom rade previest’ reSers
literattry, na zaklade ktorej buda zvoleni vhodni reprezentativny zastupcovia opticky transparentnych
biopolymérnych gélov. Dalej bude nutné sa tiez zamerat’ na zvolena optimalizaciu jednotlivych metéd
rozptylu svetla tak, aby boli vyuzitel'né pre danu problematiku. Vystupom z prace by mala byt’ ucelena
metodika stanovenia bodu gelacie, ktord mdze v pripade transparentnych gélov predstavovat’ cennu
alternativu konvencnej metody.
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5 EXPERIMENTALNA CAST

5.1 Chemikalie
e alginat sodny, p.a. (Sigma Aldrich, Co.), CAS =9005-38-3
e agaroza, p.a. (Sigma Aldrich, Co.), CAS = 9012-36-6
e ultradista demineralizovana voda (ELGA — LabWater)
e chlorid vapenaty dihydrat, p.a. (PENTA s.r.0.), CAS = 10035-04-8
e polystyrénovy Casticovy Standard, p.a. (Sigma Aldrich,Co.), (certifikovana velkost' = 100 nm)

5.2 Pouzité pristroje
e analytické vahy Scalteg
o DLS - ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instrument)
e MPT-2 Multi Purpose Titrator (Malvern Instruments)
e PURELAB-flex (ELGA — LabWater)
e reometer — Discovery HR2 (TA Instruments)
e vyhrievacia doska ETA 2107

5.3 Priprava vzoriek
5.3.1 Priprava vzoriek pre S§tidium agarézy

Vzorky pouzité pri merani gelacie agar6zy metodou DLS boli pripravené o koncentraciach 0,1 hm.%,
0,5hm.% a1 hm.%. Na analytickych vahach boli navazené potrebné mnozstva agardzy, ktoré boli
kvantitativne prevedené do kadiciek. Ako rozpustadlo bola pouzitd ultracistd demineralizovana voda
0 objeme 10 ml v kazdej vzorke. Vzorky boli nasledne umiestnené na vykurovaciu dosku so sietkou,
kde boli za staleho mieSania sklenenou ty¢inkou zahrievané na 85 °C. Po zahriati na pozadovanu
teplotu boli kadic¢ky s roztokmi vlozené do predom vyhriateho ultrazvuku na 1 minttu. Nasledne boli
k roztokom pridané polystyrénové (PS) Castice 0 vel’kosti 100 nm. Pomer PS ¢astic bol 10 pl na 10 ml.
Roztoky boli po cely Cas udrzované pri teplote 75 °C. Kazdy pripraveny roztok bol nasledne
prefiltrovany do 3 kyviet cez 5 pum striekackovy filter. Prva z kyviet bola ihned” merana a d’alsie dve
boli udrzované pri teplote 75 °C a nasledne tiez zmerané, kvoli presnej$im vysledkom merania.

Na meranie gelacie agar6zy metodou DLS mikroreologie boli pouzité rovnaké koncentracie roztokov
ako pri merani velkosti Castic. Tiez bol zvoleny aj rovnaky postup pripravy vzoriek pred meranim.

5.3.2 Priprava vzoriek pre $tidium alginatu sodného

Vzorky alginatu sodného, ktoré boli pouzité k meraniu boli pripravené o koncentraciach 0,5 g/l, 1,0 g/l
a 5 g/l. Alginat sodny bol navdzeny na analytickych vahach pre kazdu koncentraciu a nasledne boli
navazky prevedené do 50 ml odmernych bank. Dalej boli tieto navazky doplnené ultraGistou
demineralizovanou vodou do objemu 50 ml. Roztoky v odmernych bankach boli umiestnené na
magnetickl mieSacku, kde boli premiesavané po dobu 1 az 2 dni.

Obdobne boli pripravené aj vzorky chloridu vapenatého. Bola pripravena koncentracia 10 g/l.
5.3.3 Priprava vzoriek pre reologické merania agarézy

Vzorky pre meranie reologickych vlastnosti agarézy boli pripravené o koncentraciach 0,1 hm.%,
0,5 hm.% a 1,0 hm.%. Na pripravu bola pouzita ultracista demineralizovana voda o objeme 10 ml pre
kazdt koncentraciu. Na analytickych vahach boli navazené hmotnosti odpovedajuce koncentraciam
v roztokoch. Navazky boli kvantitativne prevedené do kadic¢iek a doplnené ultracistou
demineralizovanou vodou na objem 10 ml. Vzorky boli nasledne zahriate na magnetickej miesacke na
60 °C, d’alej boli vlozené do ultrazvuku na 1 miniitu a nasledne boli az po dobu merania udrziavané na
teplote 60 °C.
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5.4 Meranie difuzneho koeficientu za pouzitia PS ¢astic

Principom merania je sledovanie zmien difuzneho koeficientu Castic sondy (PS, nominalna velkost
100 nm) vo vzorke v zavislosti na meranej teplote. Roztoky agar6zy boli merané v kyvetach metoédou
DLS. Kyveta bola vzdy vlozena do predom vytemperovaného (60 °C) kyvetového priestoru pristroja
ZetaSizer Nano ZS. Nasledne boli prevadzané merania metédou DLS s nasledujicim nastavenim:
Teplotny trend s rozsahom od 60 °C do 25 °C s krokom 5 °C. Ostatné parametre boli nastavené
nasledovne: temperacny €as bol 180 sekund, celkovy pocet merani bol nastaveny na tri merania, kazdé
meranie bolo zlozené z 11 ¢iastkovych merani S intervalom 10 sekind.

5.5 Mikroreologické meranie agarézovych roztokov za pouZitia PS ¢astic
Pomocou DLS a pristroja ZetaSizer Nano ZS bola merana aj mikroreoldgia agar6zovych roztokov.
Bol pouzity modul Microrheology a teplotny rozsah ako aj parametre boli nastavené rovnako ako pri
merani difizneho koeficientu.

5.6 Meranie pomocou autotitratoru

Titracie boli prevadzané titraénou jednotkou (MPT-2), ktora je sucast’'ou pristroja ZetaSizer Nano ZS.
Tento typ titratného merania bol vyuzity pre Studium interakcii v systéme alginat sodny — chlorid
vapenaty.

V softvére pristroja bol vzdy zvoleny koncentra¢ny rozsah a vel'kost pridavku odpovedajici zmene
koncentracie titraéného ¢inidla vo vzorke (bliz8ie informdcie k nastaveniu st uvedené v tabul’ke 1).

Pre roztoky bola zvolena koncova koncentracia a pridavok titraéného ¢inidla. Autotitracia mala
nasledovny postup: 10 ml roztok alginatu sodného o urcitej koncentracii bol pripevneny k autotitratoru
tak, aby bolo mozné pridavanie titra¢ného Cinidla do roztoku. Roztok chloridu vapenatého bol
upevneny taktiez k autotitratoru tak, aby bolo Cerpadlu umoznené pridavat’ toto titracné Cinidlo do
vzorku. Vzorka bola pocas celého merania premieSavana pomocou magnetickej miesacky, ktora je
taktiez sucastou titracnej jednotky. Meranie bolo prevadzané v prietocnej cele, cez ktora bola vzorka
cirkulovand cerpadlom. Po kazdom pridavku titracného ¢inidla bola zmerand velkost’ Castic a zeta
potencial. Pocas celého merania bolo zaznamendvané pH pomocou pH elektrody ponorenej vo vzorku.

Tabulka 1: Hodnoty pouzité pri titraciach réznych koncentrdcii

Pociatocna koncentracia (g/1)
Titrované rozmedzie (mol/l)
Alginat sodny Chlorid véapenaty
0,5 10,0 0,0-1,50
1,0 10,0 0,0-3,74
50 10,0 0,0-3,74

5.7 Reologické merania agarozy

Pre merania boli pripravené vzorky agar6zovych roztokov o koncentraciach 0,1 hm.%, 0,5 hm.%,
1,0 hm.%. Merania prebiehalo na reometre HR 2, senzorom bola ocel'ova geometria typu valec/valec.
Meranie bolo prevadzané pri frekvencii 1 Hz a pristroj bol vytemperovany na teplotu 60 °C. Vzorka
bola chladena zo 60 °C na 20 °C s krokom 2 °C za minttu.
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6 DISKUSIA A VYSLEDKY

V tejto praci bola studovana gelacia roztokov dvoch gelotvornych polysacharidov, u ktorych gelacia
prebieha rozdielnym spdsobom. Prvym bol polysacharid agardza, u ktorej je gelacia spdsobena
zmenou teploty, druhym polysacharidom bol alginat, kde gelacia prebiehala pridavkom viacvézbovych
katiénov. Pre stanovenie bodu gelacie boli zvolené metddy rozptylu svetla, ked’ze tieto metody sa
citlivé na pritomnost’ astic o vacSej velkosti.

6.1 Stanovenie gelicie agarozy

Agar6za je termoreverzibilny biopolymér, ktory géluje uz pri nizkej teplote. Naopak pri vysokej
teplote je rozpustny vo vodnom roztoku, kvoli tejto vlastnosti bol vyuzity pri tejto praci prave vplyv
teploty na $tidium geldcie. Na urcenie boli vyuzité metoddy rozptylu svetla, ktoré su vyrazne citlivé na
detekciu tvorby agregatov vo vzorku. Vzorky boli merané v rozmedzi teplot od 60 °C do 25 °C.
U agarozy zosietovanim vznikli vacSie Castice, takze tieto metddy boli vhodnou volbou. Prvou
pouzitou metéodou bolo jednoduché sledovanie difuzneho koeficientu Castic traceru (polystyrénové
Castice o velkosti 100 nm) pomocou dynamického rozptylu svetla (DLS). Tato praca navdzuje na
predchadzajuce prace zFCH VUT, kde mimo iné prebehla aj optimalizacia vyberu castic a ich
pridavku konkrétne v bakalarskej praci [42].
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Obrdazok 5: Vzdjomné porovnanie difiiznych koeficientov — 5a) Zavislost difiizneho koeficientu na teplote u 0,1
hm.% roztoku agarozy, 5b) Zavislost difiizneho koeficientu na teplote u 0,5 hm.% a 1,0 hm.% roztoku agarézy

Ako je vidiet na Obrazku 5a, srasticou koncentraciou agardzy klesa difuzny koeficient, pretoze
S rasticou koncentraciou vyrazne rastie aj viskozita vzorku.

U vSetkych kriviek je vidiet obdobny trend, ato, Ze s klesajicou teplotou najskér klesd diftizny
koeficient. To suvisi s tym, Ze je spomalovany Brownov pohyb atym sa spomaluje aj namerany
difuzny koeficient vo vzorkach. Teplotna kompenzacia, ktora je zahrnuta v pristroji by fungovala, len
ak by meranie prebiehalo vo vode. Kedze meranie prebichalo v roztoku agardzy, tak postupne
dochadzalo ku spomalovaniu pohybu castic (do cca 38 °C), tie postupne viac zacali prekazat
Casticiam polystyrénového traceru ato sa prejavilo klesajucim difuznym koeficientom. Pri
ochladzovani na niz$ie teploty bol u jednotlivych vzoriek uz odlisny trend (cca od 36 °C). V pripade
0,1 hm.% roztoku agarézy bola koncentracia nizka takze vzniknuty gél takmer vobec neovplyvioval
pohyb traceru, a preto s d’alsim poklesom teploty namerana hodnota difuzneho koeficientu castic
traceru v tomto géle d’alej klesa. U vzoriek 0,5 hm.% a 1,0 hm.% roztokov agardzy nastal skokovy
narast v difuznom koeficiente, ¢o je mozno vysvetlit' tuhnutim agar6zy a teda vytvaranim retazcov,
ktoré sa pohybuju pomalSie a prekazajh traceru v pohybe. Naslednym stuhnutim vznikla nehybna siet’
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s okami, tie maju podla literatury [43] rady stoviek nanometrov aZz do niekol’ko mikrénov a s rastiicou
koncentraciou agar6zy sa zmensovali, to znamena, Ze sa v tejto sieti Castice traceru mohli volne
pohybovat a difuzny koeficient rastol.

Tieto ivodné merania boli prevedené kvoli tomu, aby sme boli schopni overit’ ¢i je metdoda DLS
schopna detekovat’ gelaciu. Meraniami bolo zistené, ze metédou DLS je mozno detekovat’ gelaciu
agardzy v roztoku, avSak az od koncentracie 0,5 hm.%.

6.2 DLS mikroreologia

Dal$ou metédou pouZitou pri merani bola DLS mikroreologia (pouzité polystyrénové Gastice
0 vel’kosti 100 nm). Tato metdda bola vyuzita v tejto bakalarskej praci hlavne kvoli moznosti analyzy
reologickych charakteristik materialov v SirSom rozsahu frekvencii, nez je to u klasickej reologie
a k ziskaniu presnejsich vyhodnoteni z merani.
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Obrdazok 6: Teplotna zavislost a vplyv na namerané hodnoty stredného kvadratického posunu (MSD) na case
pozorovania vzorku 0,1 im.% roztoku agarézy
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Z hodnét stredného kvadratického posunu je zrejmé, ze s klesajucou teplotou dochadzalo k rastu
viskozity roztokov, ¢o na obrazku 6 moézeme vidiet' ako posun linearnych kriviek smerom dole. Od
teploty 34 °C dochadzalo k miernemu zakriveniu kriviek, pri 32 °C je toto zakrivenie vyraznejSie.
Toto zakrivenie je sposobené prejavom elastickej zlozky vznikajuceho gélu.

Vzijomné porovnanie viskoelastického chovania gélov pred apo gelacii je ilustrované na
zavislostiach nameranych hodnét elastického modulu G’ a viskézneho modulu G” na frekvencii
oscilacii traceru vo vzorke.
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Obrazok 7: Zavislosti viskoelastickych modulov G'a G" na frekvencii pred a po geldcii roztokov agarozy
0 koncentrdcii 0,1 hm.%

Na obrazku 7 s zobrazené zavislosti viskoelastickych modulov G’ a G”, kde mdézeme vidiet, Ze pri
teplote 40 °C bol viskozny modul pocas celej doby merania nad elastickym. To znamena, Ze
v materiali prevladalo viskozne chovanie, teda sa jednalo o kvapalinu. Pre teplotu 30 °C bol pri
nizkych frekvenciach oscilacii Castic traceru naopak vo vzorkach dominantny elasticky modul. To
poukazuje na to, ze sa materidl choval ako tuhé teleso. Pri vysSich frekvencidch oscilécii Castic traceru
zacalo prevladat’ viskozne chovanie. Toto bolo spdsobené najmé tym, ze disperznym prostredim pri
merani bola voda, teda Castice vzorku sa nakoniec dostali cez siet’ vzniknutého agar6zového gélu.
Zmenu vo viskozite zmeraného roztoku sposobenu gelaciou agardzy je mozné ilustrovat’ na teplotnej
zavislosti nameranych hodnét komplexnej viskozity, tieto zavislosti si uvedené na obrazku 8.

100 - 60 40 38 36
2 ] —34 —32 30 25
z i
a J
E
j: 3
N ]
S i
-2
iz 1
> J
= \
ﬁ 1 4 —_— =
2 ]
(=" N
E i
o .
= |
0,1 ——— T —— T —— T —— T rT——

5 50 500 5000 50000
frekvencia (Hz)

Obrazok 8: Zavislost komplexnej viskozity na teplote merania 0,1 hm. % roztoku agarozy

Zavislost’ komplexnej viskozity na frekvencii z obrazku 8 zobrazuje krivky, kde pri vyssich teplotach
mdzeme pozorovat takmer Newtonské chovanie, teda vzorka sa chovala takmer ako idealna
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kvapalina, ¢o je zrejmé z prakticky kon$tantnej hodnoty viskozity. S klesajucou teplotou sa tam zacala
prejavovat elasticka zlozka a teda zacala vyrazne rast’ komplexna viskozita.

Z mikroreologického merania agarézovych roztokov boli od¢itané hodnoty G’ a G” aznich boli
spocitané stratové uhly pre rdzne teploty. Ak je stratovy uhol vacsi nez 45 °, tak je to dominantné
viskdzne chovanie, ale ak je hodnota stratového uhlu pod 45 °, tak prevlada elastické chovanie.
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Obrdzok 9: Zavislost stratového uhlu na frekvencii merania pre vzorky 0,1 hm% roztoku agarozy

Na obrazku 9 mézeme vidiet,, Ze u teplot 25 °C, 30 °C, 32 °C a Ciasto¢ne u 34 °C klesol stratovy uhol
pod 45 °, to znamena, Ze medzi teplotami 34 °C a 32 °C dochadzalo ku gelacii agarozového roztoku.
Toto meranie bolo prevedené na roztoku agardzy o koncentracii 0,1 hm.%.

Z merani boli vybrané dve teplotné hodnoty, ktoré vyjadruju stav roztokov pred gelaciou a po gelacii
Vv nasledujucich grafickych vystupoch potom budi na tychto dvoch prikladoch porovnané jednotlivé
Studované koncentracie agarozy. Prvé vzajomné porovnanie je znazornené v zavislosti stredného
kvadratického posunu (MSD) na case.
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Obrazok 10: Zavislost stredného kvadratického posunu na case pre roztoky pri teplote 40 °C
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Na obrazku 10 mézeme vidiet namerané data pre tri Studované koncentracie agardzy pri 40 °C,
vyobrazené krivky st takmer v celom rozsahu linearne a len minimalne sa zahybaji smerom doprava
¢o znamena, Ze s rastucou koncentraciou agardzy sa elastické zlozka prejavuje len minimalne.

Teplota 30 °C by uz mala pre vSetky koncentracie znamenat’, Ze roztok zgeloval a teda ohyb by mal
byt’ viac viditel'ny (obrazok 11).
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Obrazok 11: Zavislost stredného kvadratického posunu na case pre roztoky pri teplote 40 °C

Zatial' ¢o u koncentracie 0,1 hm.% nie je ohyb az taky vyrazny, tak u koncentracii 0,5 hm.%
a 1,0 hm% je zgelovanie roztoku agar6zy ocividné.

U gélov boli z viskoelastickych modulov napocitané stratové uhly a tieto hodnoty boli vynesené do
zavislosti na frekvenciach znovu podla dvoch teplotnych hodnét 40 °C a 30 °C.
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Obrazok 12: Zavislost stratového uhlu na frekvencii pri teplote 40 °C

Pri teplote 40 °C su hodnoty stratovych uhlov u vSetkych koncentracii nad 45 °, len u koncentracie
1,0 hm.% st pri nizkych frekvenciach pod 45 ° (obrazok 12).

Hodnoty stratovych uhlov pre teplotu 30 °C st pre vSetky koncentracie pod 45 © ¢o znamena, Ze sa
jednalo o gél (obrazok 13).
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Obrazok 13: Zavislost stredného kvadratického posunu na case pre roztoky pri teplote 30 °C

20
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S rastlicou frekvenciou oscilacii Castic nakoniec dojde k tomu, Ze Castice prejdu vytvorenou sietou
a hodnoty stapnu nad 45 °.

6.3 Reologické merania agarézy

V ramci bakalarskej prace bola pre stidium gelacie a fazového prechodu koloidného roztoku na gél
tiez vyuzitd konven¢nd makroreoldgia. Pomocou redlogie boli zmerané teplotné rampy u troch
koncentracii agarézovych roztokov. Meranie prebiehalo chladenim roztokov zo 60 °C na 20 °C.
Nasledujuce obrazky zobrazuju zavislosti viskoelastickych modulov na teplote.
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Obrazok 14: Zavislost viskoelastickych modulov na teplote pre koncentraciu 1,0 hm.% roztoku agarozy

Bol spocitany priesecnik, pomocou funkcie LINREGRESE bola stanovena hodnota teploty gelacie
roztoku agardzy o koncentracii 1,0 hm.% na 39,24 °C (obrazok 14).
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Obrazok 15: Zavislost viskoelastickych modulov na teplote pre koncentraciu 0,5 hm.% roztoku agardzy

Pre koncentraciu agarézového roztoku 0,5 hm.% bola stanovena obdobne ako u predchadzajucej
koncentracie teplota gelacie na 34,80 °C (obrazok 15).
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Obrazok 16. Zavislost viskoelastickych modulov na teplote pre koncentraciu 0,1 hm.% roztoku agarézy

Pre agar6zovy roztok o koncentracii 0,1 hm.% roztoku bola spocitana hodnota 30,94 °C (obrazok 16).

6.4 Korelacia metod stanovenia bodu gelacie agardozy
Z jednotlivych metdd boli pre tri koncentracie agarézovych roztokov stanovené body gelacie.
Vysledky z tychto merani st uvedené v tabul’ke 2.

Tabulka 2: Jednotlivé hodnoty bodov geldcie pre tri rézne koncentrdcie.

Koncentracia roztoku agardzy
(hm.%)

DLS teplotné rampy
(°O)

DLS mikroreologia
(°C)

Klasicka reoldgia
°C)

0,1 32,0-34,0 30,9+0,2
0,5 345+1,0 34,0-36,0 348+1,3
1,0 35,7+ 0,6 - 39,2+0,5
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Meraniami boli stanovené teploty gelacie jednotlivych roztokov o réznych koncentraciach. Bolo
zistené, ze metddou DLS nie je mozno detekovat’ gelaciu u roztoku o koncentracii 0,1 hm.%, avSak
bola stanovena teplota gelacie uroztokov o koncentracii 0,5 hm.% a 1,0 hm.%. Metoédou DLS
mikroreoldgie boli stanovené intervaly teplot, pri ktorych roztoky gélovali. Nepodarilo sa ziskat
hodnoty gelacie u roztoku o koncentracii 1,0 hm.%, pretoze v roztoku Uplne prevladalo elastické
chovanie. K presnejSiemu vyhodnoteniu by boli potrebné doplitujiice merania. Klasickou reologiou
boli zistené teploty gelacie vSetkych troch koncentracii. Ako je mozno v tabulke 2 vidiet, pri
koncentracii 0,5 hm.% su teploty gelacie porovnatelné, teda metody pouzité k stadiu gelacie boli
zvolené vhodne. Hodnota bodu gelacie agardzy, tak ako ju deklaruje vyrobca pre roztok o koncentracii
1,5 hm.% je 36 °C [44], teda merania prevedené v tejto bakalarskej praci odpovedaju.

6.5 Stanovenie gelacie alginatu sodného

Alginat sodny je latka, ktora po pridani viacviazbového kladného i6nu geluje. Pre overenie boli v rdmci
tejto bakalarskej praci vyuzité vapenaté iony. Meranie prebiehalo v titratnom reZzime, kedy sa do
roztoku alginatu o réznych koncentraciach pridaval roztok chloridu sodného. Samotna detekcia
prebiehala metédou DLS. Vysledok ziskanych nameranych zmien vo velkostiach alginatu sodného po
pridavku Ca?" iénov je znazorneny na obrazku 17.
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Obrazok 17: Zavislost' Z-priemeru velkosti castic na koncentrdcii CaCly

Ako vyplyva z Obrazku 17, pri niz§ich koncentraciach nevidime vyrazny narast velkosti Castic, ¢o
znamena, Ze agregacia systému ateda celkovy narast velkosti Castic zaCina az pri koncentracii
1,5 mol/l — 2,0 mol/l CaCl,. U roztokov agarézy o koncentraciach 0,1 hm.% a 0,5 hm.% st velkosti
Castic po agregacii porovnatelné (Castice obidvoch koncentracii maju Z-priemer Vv rozmedzi
4000 nm — 8000 nm). Avsak u roztoku s koncentraciou 5,0 hm.% st Castice vacsie (Z-priemer velkosti
Castic je v rozmedzi od 8000 nm po cca 12000 nm). S rastiicou koncentraciou roztoku vel'kost’ Castic
taktiez rastie.

Dalsimi titraciami bolo zistené, Ze v tomto pripade nedochadza k vyraznym zmenam v pH roztokov.
Tuto skuto¢nost’ vysvetl'uje obrazok 18.
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Obrazok 18: Zavislost pH vzorku na koncentracii CaCl,

Podl'a Obrazku 18 je oCividné, Ze agregicia je spdsobend sietovanim cez Ca?* i6ny a nie je to
sposobené len zmenou pH. Aj napriek tomu, zZe meraniami boli ziskané isté hodnoty, kedy dochadzalo
ku agregécii alginitu s urditym obsahom Ca?' i6nov v systéme, tak pri kombindcii s vizualnym
pozorovanim je zrejmé, ze nedoslo k plnému zgélovaniu systému, ale len k ¢iastonému vyzrdzaniu
alginatu. Pre plné zgélovanie by bolo treba zvysit pridavok Ca?* idnov alebo odseparovat’ zrazeninu
napriklad odstredivou silou. Z merani je teda mozno vidiet, ze v pripade alginatu nebol pozorovany
priamo bod gelacie, ale len akysi prvopociatok agregacie, ktortt by po zvySeni pridavku Ca?" i6nov
nasledovala gelacia.
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7 ZAVER

Tato bakalarska praca bola zamerand na Stidium gelacie hydrogélov pomocou réznych technik
rozptylu svetla. V praci boli pouzité dva polysacharidy — agardéza a alginat. V experimentalnej Casti
boli okrem postupov pri jednotlivych meraniach zobrazené aj vysledky z tychto merani. Merania
prebiehali metédou dynamického rozptylu svetla, DLS mikroreolégie a klasickej reologie.

Prvou pouzitou technikou bola metéda DLS, sledovanim difizneho koeficientu polystyrénovych
Castic traceru v rozpati teplot. Tieto merania prebiehali pre tri koncentracie agardzovych roztokov.
Tieto tvodné merania mali za Glohu overit’ vhodnost’ pouZitej metddy k detekcii gelacie. U roztoku
0 koncentracii 0,1 hm.% bolo zistené, Ze s klesajiicou teplotou klesa taktiez aj difuzny koeficient, ale
nebola detekovana vyrazna gelacia. Naopak u koncentracie 0,5 hm.% bola detekovana gelacia pri
teplote (34,5+1,0) °C, kedy difuzny koeficient vyrazne vzrastol. Tento isty trend bol sledovany
u koncentracie 1,0 hm.% roztoku agardzy pri teplote (35,7 + 0,6) °C.

Druhou metddou pouZitou v tejto bakalarskej praci bola DLS mikroreologia. Z tohto merania bolo
vyhodnotené, Ze v roztoku sa od teploty 34 °C zacala prejavovat’ elasticka zlozka a pri 32 °C sa
prejavila vyraznejSie, preto moZeme tuto teplotu predpokladat’ za prva hodnotu teploty gelacie pre
roztok o koncentracii 0,1 hm.%. Dalej bol sledovany teplotny trend 40 —30 °C. Vyhodnotenim
elastického modulu G’ a viskdzneho modulu G” na frekvencii oscilacii traceru vo vzorke bolo zistené,
7e nad teplotou gelacie prevladalo viskozne chovanie a vzorku bolo mozné povazovat’ za kvapalinu.
Zatial’ ¢o pod teplotou gelécie sa uz vo vzorke prejavil elasticky modul a ten bol dominantny hlavne
pri nizkych frekvenciach oscilécii, kde sa vzorka chovala ako tuha latka. Zmena vo viskozite roztoku
agardzy bola ilustrovana aj na teplotnej zavislosti komplexnej viskozity na frekvencii. Bolo dokazané,
ze od hodnoty 34 °C sa s klesajucou teplotou zacala prejavovat elastickd zlozka a tiez vyrazne vzrastla
komplexna viskozita. Obdobnym sp6sobom boli vyhodnotené vysledky aj pre roztok o koncentracii
0,5 hm.%, kde teplota gelacie nastala v intervale teplot 34 °C — 36 °C. V tejto bakalarskej praci bola
pouzita tiez klasicka reoldgia, ktora bola vyuzitd na zistenie tepldt gelacie roztokov agardzy pre tri
pouzité koncentracie. Z hodnot viskoelastickych modulov v zavislosti na teplote bola stanovena
teplota gelacie 1,0 hm.% roztoku agardzy na (39,2 + 0,5) °C. U koncentracie 0,5 hm.% bola stanovena
teplota gelacie na (34,8 + 1,3) °C a u koncentracie 0,1 hm.% bola hodnota teploty gelacie stanovena na
(30,9+0,2) °C.

Metddou DLS boli okrem agardzy stanovované aj interakcie polysacharidu alginatu. Bol pouzity
titracny rezim, v ktorom boli k roztoku agarozy pridavané Ca®* i6ny . Zo Z - priemeru velkosti Gastic
bolo potvrdené, ze dochadza k agregicii systému pri koncentracii 1,5 mol/l — 2,0 mol/l CaCl,. Taktiez
bolo sledované pH roztokov, ktoré sa vSak vyrazne nemenilo. To znamend, Ze agregacia nesuvisi len
so zmenou pH, ale hlavne so zosietovanim Ca®" iénmi. Meranim prevedenym pre ucely bakalarskej
prace bolo vsak zistené, ze nedoslo k uplnej agregacii, teda systém nezgéloval, doslo len k vyzrazaniu
alginatu v roztoku. D4 sa predpokladat, Ze pri Gprave mnozstva pridanych Ca?" iénov by doslo
Kk uplnej gelacii, preto by bolo vhodné tito metddu optimalizovat’ v d’alSej praci.
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9 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

9.1 Zoznam pouzitych skratiek

ACF
CAC
CMC
DLS
DNA
DSC
EDC
EDTA
MSD
NMR
PAA
PCS
PEG
PEO
PLA
PMA
PVA
PVP
QELS

autokorelacna funkcia

chromafinné bunky
karboxymetylcelul6za

dynamicky rozptyl svetla
deoxyribonukleova kyselina
diferencialna skenovacia kalorimetria
N,N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethyl karbodiimid
kyselina etyléndiamintetraoctova
stredny kvadraticky posun

nuklearna magneticka rezonancia
kyselina polyakrylova

fotonova korelacna spektroskopia
polyetylénglykol

polyetylénoxid

kyselina polymliecna

kyselina polymetakrylova
polyvinylalkohol

polyvinylpyrollidin

kvazielasticky rozptyl svetla
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9.2 Zoznam pouzitych symbolov

kg

n

G’

Ue
duy/dy
f(xa)

Boltzmannova konstanta
dynamicka viskozita
elasticky modul
elektroforeticka mobilita Castic
gradient rychlosti
Henryho funkcia

index lomu

korela¢ny Cas
normalové napitie
priemer Castic

relativne prediZenie
rozptylovy vektor
rychlost’ toku

stratovy uhol
tangencialne napétie
viskozita rozpustadla
viskdzny modul

vlnova dizka svetla

uhol rozptylu

zeta potencial
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