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ABSTRAKT

Diplomova prace pojednava o gelaci hydroxyethylcelulozy a hyaluronanu netoxickym
sitovacim ¢inidlem — kyselinou citronovou. Nejprve byl optimalizovan postup gelace samotné
hydroxyethylcelul6zy s kyselinou citronovou. Po ziskani produktti spliujicich ptedevSim
nerozpustnost v ultracisté deionizované vod¢ byly pfipraveny roztoky obsahujici smés
hyaluronanu a hydroxyethylcelulozy ve dvou riznych pomérech. Dale byl piipraven roztok
obsahujici jako polymerni slozku pouze hyaluronan. Kyselina citronova byla vyuzita
v koncentracich 5%, 10% a 20 % (w/w polymeru). Tyto roztoky polymeri a kyseliny
citronové byly gelovany za stejnych podminek a nasledné srovnavany vyuzitim analytickych
metod diferenéni kompenzacni kalorimetrie, termogravimetrické analyzy a infracervené
spektrometrie s Fourierovou transformaci. Za zesiténé hydrogely s pozadovanymi vlastnostmi
byly povazovany ty, obsahujici ve své struktuie hydroxyethylceluldozu, dale pak hyaluronan
a hydroxyethylcelul6zu v hmotnostnim pomeéru 3 : 7.

ABSTRACT

This master's thesis deals with gelation of hydroxyethylcellulose and hyaluronan crosslinked
with nontoxic crosslinking agent — citric acid. First of all, the optimalization of gelation process
of hydroxyethylcellulose took place. After obtaining the product insolube in the ultrapure
deionized water, a reaction mixture of hyaluronan and hydroxyethylcellulose in two
different weight ratios were prepared. There was prepared solution containing only
hyaluronan as the polymeric part too. Citric acid was used in concentrations of 5 %, 10 %
and 20 % (w/w of polymer). These solutions of polymers and citric acid were gelated under
the same conditions and the products were compared to each other using Differential Scanning
Calorimetry, Thermogravimetry and Fourier Transform Infrared Spectroscopy. The products
containing hydroxyethylcellulose and hyaluronan with hydroxyethylcellulose in weight
ratio equal to 3 : 7 were considered crosslinked.
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1 UVOD

Hydrogely, tvofici trojrozmérnou strukturu prostupujici celym disperznim prostiedim,
jsou ve stiedu pozornosti mnoha védeckych tymul a jejich vyzkum, hlavné v medicinském
a farmaceutickém primyslu, stidle roste. Tyto hydrogely vykazuji biokompatibilitu
a biodegradabilitu. Pouzivaji se pro vyrobu nosi¢ii ve tkanovém inZenyrstvi, nosic¢t 1éCiv,
obvazli a mnoha jinych produktti pfichdzejicich do kontaktu s lidskym organismem. Jednim
z divodi, pro¢ jsou vhodnymi latkami pro tyto aplikace, je mimo jiné jejich schopnost vazat
do své struktury velké mnozstvi vody (fyziologického roztoku), coz je tvofi strukturami velmi
podobnymi lidské tkani.

Postup ptipravy hydrogell je zajiStén procesem zvanym gelace, ktery muize prob&hnout
prostiednictvim fyzikalniho a chemického sitovani nebo pifipadné botnanim xerogelu.
Z hlediska chemického sitovani je diilezité, aby sitovaci ¢inidlo, prostfednictvim kterého jsou
na sebe kovalentn¢ nebo iontové vazany fetézce polymeru, bylo netoxické. Tuto vlastnost musi
vykazovat 1 meziprodukty a produkty napii¢ celym procesem chemického sitovani. Cilem této
diplomové prace je vyuziti kyseliny citronové jako nového sitovaciho ¢inidla pii gelaci
hydroxyethylcelulézy a hyaluronanu. Ve srovnani s jinymi pouzivanymi sitovadly zminénych
polymeri, je kyselina citronova netoxicka a levna latka. Vyskytuje se v pfirod¢ vazana
napf. v citrusovych plodech.

Dtivodem vybéru danych polymert, tedy hydroxyethylcelul6zy a hyaluronanu, je dostupnost
publikaci popisujicich experimenty sitovani hydroxyethylcelulézy a anionického derivatu
celuldozy sodné soli karboxymethylceluldézy. Na zakladé téchto poznatkli byl vybran praveé
hyaluronan, jako polyanion vyskytujici se v lidském organismu. Vyuziti hyaluronanu
v mediciné a farmacii je Siroké a moznost jeho chemického sitovani, tedy zlepSeni jeho
mechanickych vlastnosti, netoxickou kyselinou citronovou by jest¢ rozsifilo oblast
jeho aplikaci.

Cilem této diplomové priace je vprvé tadé optimalizace podminek gelace
hydroxyethylcelulozy kyselinou citronovou. Po ziskdni postupu vhodného pro pfipravu
hydrogelt  hydroxyethylcelulézy jsou pfipravovany produkty obsahujici  smés
hydroxyethylcelulozy a hyaluronanu ve dvou riiznych hmotnostnich pomérech. Postup gelace
je aplikovan také na samotny hyaluronan. Ziskané produkty jsou analyzovany termickymi
metodami DSC, TG a déle pomoci FTIR.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Hydrogely

Gely jsou koloidni disperze tuhych latek v kapalinach a vznikaji procesem zvanym gelace.
Z hlediska struktury se jedna o systémy tvofené trojrozmérnou siti, jez vytvari souvislou
strukturu prostupujici celym disperznim prostiedim. Jelikoz je tedy v gelu spojité jak disperzni
prostiedi, tak disperzni Castice, nejsou tyto schopny se nezavisle pohybovat disperznim
prostiedim. Mohou vykonavat pouze vibracni pohyby, pfi¢emz adhezni sily piisobici mezi nimi
mohou byt chemického i fyzikalniho charakteru. Ackoliv je disperzni prostiedi kapalné, maji
gely v dusledku jejich usporadani mechanické vlastnosti charakteristické pro pevné skupenstvi.

Na zaklade¢ jejich chovani ve vysuSeném stavu lze gely d€lit na reverzibilni a ireverzibilni.
Reverzibilni gely pfi vysouSeni snizuji svlj objem a vytvaieji kompaktni xerogel,
ktery je slozen pouze z disperznich c¢astic. Jak uz nazev napovidd, jsou schopny piejit
do ptivodniho stavu opétovnym navazanim disperzniho prostfedi procesem zvanym botnani.
Vlastnosti reverzibilnich gelti vykazuji makromolekularni gely. Objem ireverzibilniho gelu
po vysuseni je témet srovnatelny s pivodnim objemem lyogelu, jeho struktura je ale porézni.
Pii opétovném styku s disperznim prostiedim jsou schopny jeho malé mnozstvi navézat,
nicméné premeénu ireverzibilniho gelu na xerogel je mozné oznacit za nevratnou. Ireverzibilni
gely vznikaji z lyofobnich solt. [1], [2]

Lyogely, tedy gely obsahujici kapalné disperzni prostiedi, 1ze klasifikovat na zadkladé slozeni
tohoto prostiedi. Jednd se o organogely s disperznim prostfedim organického ptvodu
a hydrogely, jejichz disperznim prostifedim je voda. [3]

2.1.1 Charakteristika hydrogeli

Hydrogely jsou trojrozmérné hydrofilni polymerni sité¢ schopné do své struktury véazat vétsi
mnozstvi vody, které je odvijeno od sloZeni samotného hydrogelu. Pro dosdhnuti vysokého
stupné nabotnani hydrogelu je v praxi bézné vyuziti polymert, které jsou jesté pfed samotnym
sitovanim rozpustné ve vode. Vznik hydrogelt, tedy jejich sitované struktury, predstavuje
jednoduchou reakci jednoho nebo vice monomerii. Kopolymerizaci je moZzna piiprava
hydrogeli obsahujicich kromé& hydrofilnich skupin v polymerni siti také ty hydrofobni. [4], [5]
Pti rovnovazném stavu ve vodném prostredi hydrogely dosdhnou své finalni hydratované
struktury pomoci botnacich a elastickych sil. Celkova vazana voda v hydrogelech je tvotfena
primarni a sekundarni vdzanou vodou. Za primarni vazanou vodu jsou oznacovany prvni
molekuly vody absorbované do matrice suchého xerogelu hydratujici polarni hydrofilni
skupiny polymerni sit€. Po hydrataci polarnich skupin dochazi k interakci molekul vody
a hydrofobnich skupin sité, pfi¢emz vznikd sekundarné vazani voda. Déle dochazi diky
osmotickym silam k dal$i absorpci vody smérem k nekonecnému ziedéni. Jedna se o botnani
protichiidné k fyzikdlnim nebo kovalentnim vazbam a vede k uvolnéni sil tvoficich
elastickou sit’. Tato tzv. volna voda vypliiuje volny prostor mezi makromolekulami. [6]
Hydrogely predstavuji flexibilni materidly diky vysokému obsahu vody velmi podobné
piirodnim tkanim. V kombinaci s biokompatibilitou a biodegradabilitou nékterych z nich
predstavuji vhodné materidly pro rizné aplikace v medicin€. Jsou vyuzivany pro vyrobu
nosicl 1éciv, nosi¢l v tkdnovém inZenyrstvi, obvazl, obkladii, kontaktnich cocek atd.



V zeméd€lstvi jsou hydrogely vyuzivany pifi zavlazovani nebo vyrobé pesticida.
K dalsim odvétvim pramyslu vyuzivajicim hydrogely patfi potravinatsky, kosmeticky
a farmaceuticky. Pfi vyrobé hydrogelu jsou jeho vlastnosti upravovany podle pozadavki
na konkrétni ucel. [4], [6], [7]

2.1.2 Déleni hydrogeli

Hydrogely je mozno d¢lit podle rtiznych faktort. Jedna se napt. o déleni na zaklad¢ iontového
naboje, zdroje pouzitého pro jejich pfipravu, déleni dle metody jejich ptipravy, zptisobu
sitovani a biodegradability. Prehled nejbéznéjSich moznosti déleni hydrogeld je uveden
na obrazku 1.
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Obrazek 1 Schema mozného déleni hydrogelii; upraveno dle [5]

Nasleduje vysvétleni nejednozna¢nych pojmi ze schématu na Obrazek 1. Hybridni hydrogely
jsou tvofeny kombinaci pfirodnich a syntetickych latek. PouZzitim riznych smési
homopolymerti jsou ziskany interpenetracni hydrogely. Amfolyty neboli amfolytické
hydrogely ve své struktufe nesou jak kladny, tak zaporny naboj. Chemickému a fyzikalnimu
sitovani je vénovana nasledujici kapitola. Biologickd rozlozitelnost (biodegradabilita)
je stézejni vlastnosti pro hydrogely aplikované v medicing. [4], [5], [6]

2.1.3 Priprava hydrogelu

K vytvofeni trojrozmérné struktury geli nebo konkrétné hydrogelll, dochazi gelaci, kterd mize
byt uskutecnéna fyzikalnim nebo chemickym sitovanim, piipadné botnanim xerogelu.
Diivodem sitovani polymert je modifikace jejich vlastnosti a zlepSovani mimo jiné jejich
mechanické odolnosti a stability. Polymery vyuzivané pro sitovani obsahuji chemicky aktivni
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funk¢éni skupiny v hlavnim fetézci. Za snadno zesititelné 1ze povazovat polymery obsahujici
aminové (—NHy), karboxylové (—COOH) a hydroxylové (—OH) funkéni skupiny,
které vytvareji vazebna mista pro sitovadla. [5], [7]

Jak je mozné pozorovat na obrazku 2, ve struktufe hydrogelu se mize vyskytovat fyzikalni
nebo chemické sitovani, pficemz je moznd i kombinace obou druhd. Fyzikalni sitovani
je zptusobeno sekunddrnimi vazbami, mezi které patii vodikové mustky, elektrostatické sily,
van der Waalsovy a hydrofobni interakce. Vzhledem k malé vazebné energii zminénych
interakci nevykazuji produkty sitované fyzikalné pfili§ dobrou mechanickou odolnost.
Mezi vyhody tohoto zplsobu ptipravy hydrogelll patii pfedevsim absence sitovaciho ¢inidla,
které mize mit negativni vliv na vlastnosti produktu. Je vyuzivano pouze vlivu vnéjSich
podminek jako je zména teploty ¢i pH.

Fyzikélni zesiténi

\

'\

Chemické zesiténi

Obrdazek 2 Fyzikalni a chemické zesiténi; upraveno dle [5]

Chemickeé zesiténi je zajiSténo prostfednictvim kovalentnich nebo iontovych vazeb. Ptiprava
hydrogelu miize probihat bud’ za ptidavku sitovaciho ¢inidla, prostfednictvim které¢ho dochazi
k vytvafeni polymerni sité, nebo bez pfitomnosti sitovadla. Ve druhém zminéném ptipadé
dochézi k piimé polymeraci funkénich skupin hlavniho fetézce. Cinidla pro sitovaci reakce
mohou byt syntetickd nebo pfirodni a jejich pouZitd koncentrace a doba sitovani je volena
v zavislosti na pozadovaném stupni sitovani. VyuZivanymi sitovacimi ¢inidly
jsou napf. karboimidy, divinylsulfon, glyceraldehyd, chlorid vépenaty a kyseliny citronova,
kterd byla vyuzita v této diplomové praci. [2], [3], [8], [9], [10]

2.2 Kyselina citronova

Kyselina citronova neboli 2-hydroxypropan-1,2,3-trikarboxylova kyselina je za laboratorni
teploty bilou krystalickou latkou s bodem tani pii 153 °C. Jak je mozné pozorovat na obrazku 3,
kyselina citronova ve své struktuie obsahuje tii karboxylové skupiny a jednu hydroxylovou.
Jedna se o slabou organickou kyselinou nachdzejici se v ptirodé€. Tvofi sloZku jak rostlinnych,
tak zivoc¢iSnych organismu. Je soucasti napf. citrusovych plodi, kde tvoii az 8 % jejich suSiny.
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Pravé z citrusové Stavy byla roku 1784 védcem Carlem Wilhelmem Scheelem poprvé
izolovana. [11]

O OH o)

HO OH
/
07" SOH
Obrazek 3 Strukturni vzorec kyseliny citronové

Kyselina citronova se vyskytuje ve form¢ monohydratu nebo v bezvodé forme, pricemz
monohydrat kyseliny ztraci svou hydratacni vodu pii teploté 70—75 °C. Rozklad, dekarboxylace
kyseliny citronové probiha nad teplotou 175 °C a pti tomto dé&ji vznika oxid uhlicity. Kyselina
citronova patii mezi chelatacni ¢inidla. Citratovy ion je tedy schopen tvofit komplexy s kationty
kovi. [12], [13]

V lidském organismu mé kyselina citronova a jeji soli velmi vyznamné biologické funkce.
Jedna se napf. o jeji zapojeni jako meziproduktu v Krebsove cyklu zivych bunék, znamém také
jako cyklus kyseliny citronové nebo citratovy cyklus. Jednd se o slozity cyklus reakci,
kdy n€které meziprodukty mohou byt vyuzity v jinych metabolickych drahach a naopak
produkty jinych metabolickych drah jsou vyuZivany v citrdtovém cyklu. Za prvni reakci cyklu
muze byt povazovan vznik citratu kondenzaci oxalacetatu s acetyl-CoA, reakce je katalyzovana
citratsynthasou. Produkt je déle substritem pro aconitasu a preménén na cis-akonitat.
Naésleduje série dalSich reakci, kdy tou posledni je oxidace malatu na oxalacetat za vzniku
NADH a H", které jsou spotfebovavany v dychacim fetézci. [9], [14]

Pro 99 % celosvétové produkce kyseliny citronové je vyuZivano mikrobialnich procest.
Nejcastéji se jedna o fermentacni kvaseni glukézového sirupu a fepné melasy pomoci kultury
Aspergillus niger. Kyselina je z fermentacniho média izolovana nejprve filtraci ¢astic dané
kultury, dale pfidavkem hydroxidu vapenatého a vysraZeni citratu vapenatého. Poslednim
krokem je pfidavek kyseliny sirové pro uvolnéni produktu, ktery je pevného skupenstvi
v bezvodé formé nebo jako monohydrat kyseliny. Mezi hlavni faktory ovliviiujici fermentaci
patfi druh a koncentrace zdroje uhliku, hodnota pH, vétrani a morfologie mikroorganismi
pouzitych pfi procesu. [11], [13]

Kyselina citronova nachazi uplatnéni v riznych odvétvich primyslu. Nejcastéji je vyuzivana
v potravinaiském primyslu a nese oznaceni E 330. Je vhodnym prostfedkem pro Gpravu pH,
plsobi jako antioxidant a stabilizator pro zachovani nebo posileni chuti, viini a barev
ve vyrobcich zovoce. Ve farmaceutickém pramyslu je kyselina citronova vyuzivana
také jako antioxidant napf. pro zachovani vitamind. DalS§im vyuZitim jsou tablety a masti
s obsahem citratu zeleza, které slouzi jako zdroj zeleza pro lidsky organismus. Kyselina
citronova nachézi vyuziti také v hutnictvi nebo pii vyrobé¢ Cisticich prostfedk a mydel. [15],
[16] Jeji vyznam jako sitovaciho cinidla pii chemickém sitovani polymert je zminén
v kapitole 3.
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2.3 Hydroxyethylceluloza

Hydroxyethylceluloza (2-hydroxyethylether celul6za) je neionogenni derivat celuldzy,
jehoz strukturni vzorec je uveden na obrazku 4. Jak je patrné z nazvu, ve své struktufe obsahuje
celuldzu, na niz jsou navazany hydroxylové bo¢ni fetézce zptisobujici jeji rozpustnost ve vode.
Za laboratorni teploty se jedna o svétle hnédy, krémovy nebo bily prasek, bez chuti a zapachu,
s hygroskopickymi vlastnostmi. V roztocich neni jeji chovéani ovliviiovano pfitomnosti
kationtii. Je prakticky nerozpustna v acetonu, ethanolu, etheru, toluenu a vétsin¢ dalSich
organickych rozpoustédel.

R=H nebo

Obrazek 4 Strukturni jednotka monomeru HEC

Prvnim krokem pfi vyrob& hydroxyethylcelulézy (HEC) je Uprava celuldozy hydroxidem
sodnym za vzniku reaktivnéjsi alkalicelulozy. Tato poté reaguje s etylenoxidem za vzniku HEC
a dochazi tak knahrazovani atomii vodiku =z hydroxylovych skupin celuldzy
hydroxyethylovymi. Mnozstvi substituovanych molekul na celul6zovém fetézci etylenoxidem
je mozné popsat stupném substituce (D.S.) a molarni substituci (M.S.). Stupent substituce
oznaCuje prumérny pocet hydroxylovych pozic na anhydridogluk6zové jednotce,
kterd zreagovala s ethylenoxidem.  Primérny  pocet ethylenoxidovych  molekul,
které zreagovaly s kazdou anhydridoglukézovou jednotkou je vyjadfovan pomoci moléarni
substituce.

Hydroxyethylceluléza mize byt vyuzita pro vyrobu transparentnich roztokd s rtiznou
viskozitou. Je Siroce vyuZivana jako =zahuStovadlo, stabilizdtor a ochranny koloid
v kosmetickém primyslu. V riiznych oblastech farmaceutickych aplikaci se vyskytuje
jako soucast bioadhezivnich a mukoadhezivnich néplasti, matric polymerti pro fizené
uvoliovani v pevnych Iékovych formach nebo jako pojivo a filmotvorna latka pro potahovani
tablet. Pfi vyrobé hydrogelti je schopna tvofit stabilni sit€ s niz8i schopnosti absorpce.
V zemédé€lstvi je hydroxyethylceluldzy vyuZito pii vyrobé pesticidli nebo pii obalovani semen.
Mezi dal$i pouZiti patii vyroba papiru se specialni Upravou, vyroba barev, elektrolytické
povrchové tpravy, stavebnictvi. [17], [18], [19]

2.4 Hyaluronan

Kyselina hyaluronova, oznaovana také jako hyaluronan, je linearni polysacharid, ptesnéji
mukopolysacharid pfirozené¢ se vyskytujici v lidském organismu. Patii do skupiny
polysacharidl pojivové tkané nazyvané glykosaminoglykany. Jako jedina z této skupiny latek
neobsahuje kovalentn¢ vazany peptid, neni sulfatovdna a neni tvofena v Golgiho aparatu.
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Kompletni struktura hyaluronanu byla objasnéna Karlem Mayerem a kol. v 50. letech 20. stoleti
charakterizaci oligosacharidli ziskanych ptisobenim testikularni hyaluronidasy. [20]

Hyaluronan je slozen z disacharidovych jednotek D-N-acetylglusoaminu a D-glukuronové
kyseliny, které¢ jsou spojeny PB-1,4 a B-1,3 glykosidickymi vazbami. Strukturni vzorec
monomerni jednotky kyseliny hyaluronové je uveden na obrazku 5. Pii pH 7 jsou karboxylové
skupiny disociovany a molekulu hyaluronanu je mozné oznacit jako polyanion, ktery ke své
molekule pfitahuje kationty pro zachovani neutrality naboje. [20], [21], [22]

0—_OH OH
O Ho O -
o FONA o
HO NH
I OH C, |
0=C, :
CHj

Obrazek 5 Struktura disacharidové jednotky kyseliny hyaluronové

Ve fyziologickém roztoku udévaji prostorovou strukturu molekuly hyaluronanu vazby
disacharidové jednotky, vnitini vodikové vazby a interakce s rozpoustédlem. Krom¢ pomérné
stabilnich vazeb sacharidovych jednotek jsou ve struktute hyaluronanu mezi disacharidovymi
jednotkami vazby glykosidické, zahrnujici atom kysliku. Tento tvofi dvé vazby, navzajem
ve tvaru pismene V. Substituenty na konci téchto vazeb jsou teoreticky schopné rotovat o 360 °,
ve skuteCnosti je ale kazdd jednotka pootoCena o 180 ° vuci té nasledujici a predchozi.
Sekundarni strukturu molekuly tedy tvofi tzv. pasce podobny ,,two-fold helix“. Ob¢ strany
molekuly jsou identické, coZ ji umoznuje agregaci prostiednictvim specifickych interakci
ve vodé a formaci siti. I pfi velmi nizké aktudlni hmotnosti hyaluronanu v roztoku zaujima
jeho molekula velkou doménu a tvofii strukturu rozbaleného ndhodného klubka. Dlsledkem
této doménové struktury je ovlivilovani difuze latek v roztoku. [6], [21], [23]

Hyaluronan se nachazi v télech vSech obratlovci a také v kapsulach nékterych patogennich
bakterii jako je Streptococcus sp. a Pasteurella. Ve vétSin€ tkani se jednd o slozku
extracelularniho matrix, pfi¢emz v n¢kterych z nich o tu hlavni. Pomérné vysokou koncentraci
hyaluronanu je mozné pozorovat v kohoutich hiebincich (7,5 mg-dm™), synovialni tekuting
v mezibunééné hmot& chrupavky (3—4 mg-dm™), pupec¢ni $idfe (3 mg-dm™), oénim sklivci
(0,2 mg-dm™) a v kiizi (0,5 mg-dm™). [7], [24]

Mezi hlavni funkce hyaluronanu v lidském téle patii vytvafeni vhodného prostiedi
pro déleni, migraci a adhezi bun€k, udrzovani hydratované¢ho okoli bunék, lubrikace tkéani
a jejich ochrana proti infekci. Déle se podili na regulaci transportu tekutin v organismu,
ovliviiuje difuzi makromolekularnich latek v organismu, chrani pokozku pted UV zafenim
a efektivné vaze volné radikaly. Je béZzn€ vyuZivan jako soucést doplilki stravy pro kloubni
vyzivu, dale jako nosi¢ 1ékii a v kosmetice. Siroké vyuziti nachazi také pfi oftalmologickych
zékrocich nebo pfi lécbé popalenin. [6], [7] Pro experimentéalni ¢ast diplomové prace byl
hyaluronan vybran diky svym vybornym viskoelastickym vlastnostem a pfirozenému vyskytu
v lidském téle. Hydrogely zné&j piipravené, chemicky =zesiténé netoxickou kyselinou
citronovou, by mohly najit uplatnéni v riiznych oblastech mediciny a farmacie.
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2.5 Pouzité analytické metody

2.5.1 Termicka analyza

Termickd analyza zahrnuje skupinu experimentalnich metod, pifi kterych jsou sledovany
nckteré¢ fyzikalni vlastnosti studovaného systému jako dynamickd funkce teploty.
Mezi zminéné vlastnosti patii hmotnost, barva, mechanické vlastnosti, tepelnd kapacita,
energie, vodivost a jiné. Pfipadné mohou byt tyto vlastnosti sledovany pii konstantni teploté
v kontrolované atmosféie. Zakladnim jevem dtlezitym pro metody termické analyzy je zména
entalpie, se kterou jsou spojeny pochody jako tani, vypafovani, sublimace, premény modifikaci
a chemické reakce. Kazdou z téchto fyzikédlnich a chemickych zmén lze charakterizovat
rovnici (1) zmény Gibbsovy volné energie (AG), ktera ma tvar:

AG =AH -TAS, (1)

kde AH je zména entalpie, T je absolutni teplota a AS je zména entropie béhem d¢je.
Kazdy studovany systém se snazi dosdhnout takového stavu, aby Gibbsova volna energie

Cv v

Diferencni kompenzacni kalorimetrie

Diferen¢ni kompenzaéni kalorimetrie, DSC z anglického Differential Scanning Calorimetry,
je metoda termické analyzy zalozena na pozorovani zmén fyzikalnich a chemickych vlastnosti
latek pfi ohfevu a chlazeni. DSC je vyuzivano napf. ve farmacii pro analyzu Cistoty latek
a urCeni teploty tani.

Princip metody je zalozen na udrzeni stejné teploty studovaného a referencniho vzorku,
které jsou zahtivany soucasné vedle sebe. Pokud ve vzorku probihd endotermni dg&j,
je pro udrzeni nulového teplotniho rozdilu do néj dodavéana energie. V piipadé, Ze ve vzorku
probiha d¢j exotermni, je dodavéna energie do referen¢ni latky. Diferencni kompenzacni
kalorimetrii je mozno vyuZivat ve dvou uspofadanich: DSC s tepelnym tokem (heat-flux DSC)
a DSC s vykonovou kompenzaci (power-compenzation DSC).

V ptipadé¢ DSC s tepelnym tokem, kterd umoznuje kvantitativni méteni, jsou referencni
1 mé&feny vzorek umistény na samostatnych teplotnich ¢idlech ve spole¢né kalorimetrické cele.
Probiha méfeni rozdilu teplot analyzovaného a referencniho vzorku, které jsou spojeny
tepelnym mostem. Rozdil teplot je zaznamenavan jako tepelny tok. Teplota je mcfena
vicebodové piimo pod kelimky, ve kterych jsou umistény vzorek a reference. V tomto
uspofadani lze vyuzivat diskovy nebo cylindricky typ pfistroje.

Podstatou DSC s kompenzaci ptikonu je zachovani nulového teplotniho rozdilu mezi
méfenym a srovnavacim vzorkem. Jakmile se objevi zmény teploty vzorku, dochazi
k jeji okamzité kompenzaci zménou piikonu méfici cely se vzorkem tak, aby trvale platil
nulovy teplotni rozdil. Zakladem je vzijemna izolace vzorku a reference, kdy jsou tyto
umistény ve dvou oddélenych méficich celach se dvéma tepelnymi zdroji. Oba vzorky
jsou zahiivany stejnou rychlosti. Méfenou veli¢inou je elektricky piikon, ktery je potfebny
k udrZeni konstantni teploty obou vzorkti. DSC s kompenzaci ptfikonu umoznuje zaznamenat
velmi citlivé zmény teploty a je vhodna ke sledovéani izotermnich d&ji. Ze zmény vykonu
je pocitan tepelny tok a z néj entalpické zmény.
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Vystupem méieni je DSC zaznam, kalorimetrickd kiivka ¢i termogram, ktery vyjadiuje
tepelny tok jako funkci teploty nebo Casu dle rovnice (2):

dQ
E = f(t)a (2)

kde Q je tepelna energie. Z jeho prib¢hu je ziskana informace o chovani zkoumaného vzorku
v daném teplotnim programu. [25], [26], [27] Ptiklad kalorimetrické kfivky je uveden
na obrazku 6.

A
dQ Krystalizace _
— s Oxidace
dt Zacatek
ohievu J
<
e
B8 ,
[zotermni /
: .
&3]
Taveni

Obrazek 6 Priklad kalorimetrické krivky, upraveno dle [28]

Termogravimetricka analyza

Mezi zékladni metody termické analyzy patii také termogravimetricka analyza
(termogavimetrie — TG). Je zaloZena na studiu zmén hmotnosti probihajici v méfeném systému
vlivem zmény teploty. Termogravimetrie je vyuzivdna pro kvalitativni 1 kvantitativni
hodnoceni napt. ke sledovani suSeni, dehydroxylace, tepelného rozkladu, tepelné oxidace,
katalyzy, studiu reak¢ni kinetiky a reakénich mechanismd.

Mezi slozky piistroje pro termogravimetrickou analyzu patii elektricka pec, analytické vahy,
nosi¢e vzorkl (sampler), zafizeni pro méfeni a fizeni teploty (termoclanek) a pocitac. Vlastni
experiment pro TG analyzu probiha na termovahach. Ty jsou obvykle pouzivany ve trech
nejcastéjSich zptisobech usporadani vuci peci: a) vertikdlni se vzorkem umisténym
na mechanismu termovah, b) vertikdlni se vzorkem zavéSenym na mechanismu termovah
a c) horizontalni uspotfadani. V soucasné dob¢ se u vSech zminénych typl uspotadani vyuziva
kompenzacni princip méfeni hmotnosti. V tomto piipadé je po celou dobu experimentu vzorek
vpeci na stejném misté, pfiCemz jakdkoli zména hmotnosti libovolnym smérem
je mechanismem termovah zaznamenana. Neprodlené je pak kompenzovana pohybem
opatnym smérem, ktery vrati vzorek do pozice, ve které se nachazel pied danou hmotnostni
zmenou.

Analytickym vystupem termogravimetrie je termogravimetricka kiivka zndzoriujici
zavislost hmotnosti na teploté¢ nebo Case, ze které lze odecist teploty hmotnostnich zmén.
Z TG kiivek, pro které jsou typickymi utvary zlom a plato, lze odecist: a) oblast beze
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zmén — plato (oblast termické stability), b) oblast se zménami hmotnosti (ibytek nebo nértst),
¢) dil¢i hmotnostni ubytek a d) celkovy hmotnostni ubytek.

—

m [%o]

B porel —
Obrazek 7 Zlom termogravimetrické kiivky, upraveno dle [29]

Zlom termogravimetrické kiivky je uveden na obrazku 7, kde tisek BCD oznacuji schod,
bod B pocatek schodu, bod C inflexni bod, bod D konec schodu, bod B' na vodorovné ose
pocatecni teplotu, bod D' na vodorovné ose konecnou teplotu, usek BD reak¢ni interval, usek
FG vysku schodu, usek AB ptedni zakladni ¢aru a isek DE zadni zakladni ¢aru. [27], [29], [30]

2.5.2 Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci

Principem spektrometrickych metod je studium vlastnosti elektromagnetického zéateni
vysilaného hmotou nebo s ni interagujiciho. V pfipad¢ infracervené spektrometrie
jsou zkoumany zmeény rotacné vibracnich energetickych stavli molekuly v zavislosti
na zméndch dipolového momentu molekuly zplisobené absorpci infracerven¢ho zafeni
vzorkem. [25]

Analytickym vystupem je infracervené spektrum, které je grafickym znazornénim funkéni
zavislosti energie na vinové délce dopadajiciho zareni. Energie je vyjadifovana prostiednictvim
transmitance nebo absorbance, které jsou vyjadieny rovnicemi (3) a (4).

I
T:I—O, )
A=—-logT, 4)

Transmitance (7)) neboli propustnost je definovana jako intenzita zatfeni proslého vzorkem /7,
k intenzit¢ zafeni vychazejiciho ze zdroje Ip a je uvadéna v procentech. Absorbance
je definovana jako zaporny dekadicky logaritmus transmitance, zna¢i se pismenem A

16



a jedna se o bezrozmérnou veli¢inu. Zavislost energie na vinové délce je logaritmicka,
tudiz je pouzivan vilnocet. Ten je definovan jako pfevracend hodnota vinové délky a jeho
jednotkou je obvykle cm™! (viz rovnice (5)). Uvedend hodnota zavislosti energie na vlno&tu
je tedy linearni.

~ 1
V=" (5)
kde V' je vlnocet a A vlnova délka. [25], [31]
(=N| <>
=C — o=0
O-11 N-TI 4 =,
®-H o Q
C=0 5 g
C-H > ey =z
: °o_o C-C C-0 C-N > >
CNO =0
e-0-0

vibrace
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vlnocet [em ']
Obrazek 8 FTIR spektrum,; upraveno dle [32]

Obrazek 8 prezentuje oblasti FTIR spektra pro odezvu valen¢nich a deformacnich vibraci.
Pro identifikaci funk¢nich skupin jako je napt. “OH, C=0 a —NH jsou vhodné absorp¢ni pasy
s vrcholy v intervalu 4 000-1500cm™!. Absorpéni pasy s vrcholy v oblasti
1 500400 cm™! jsou nazyvany oblasti ,,otisku palce z anglického fingerprint region. V této
oblasti se vyskytuji odezvy deformacnich vibraci molekul. V tabulce 1 jsou uvedeny
charakteristické vInoéty nékterych vazeb pro infraéervenou (IC) spektrometrii. Neznamou
analyzovanou latku je moZno identifikovat pomoci digitalizovanych knihoven infracervenych
spekter. [31]

Tabulka 1 Charakteristické vinocty vybranych vazeb v IC spektrometrii; upraveno dle [25]

Vazba Vinodéet [em™] Intenzita

O-H 3 200-3 650 Intenzivni, Siroky pas
N-H 3 100-3 500 Stfedni intenzita

C-H 2 850-3 300 Stiedné silny az intenzivni
Cc=0 1 630-1 810 Silny

Cc-O 1 050-1 250 Silny
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Infracervené spektrometry s Fourierovou transformaci (FTIR spektrometry) jsou pfistroje
pracujici na principu interference spektra. Na rozdil od disperznich piistrojti méfi interferogram
modulovaného svazku zéafeni po priichodu vzorkem. Pro ziskani klasického spektralniho
z4dznamu je nutné provést matematickou metodu Fourierovy transformace. Mezi vyhody FTIR
spektrometrii patfi napf. moznost méfeni siln€¢ absorbujicich vzorkd, méfeni s néstavci
pro analyzu pevnych ¢i kapalnych vzorkd v odrazeném svétle (reflektanéni infracervena
spektroskopie). Toto je umoznéno, tim Ze pi1 méfeni dopada na detektor vzdy cely svazek
zareni.

Vzorek

—— —

_—
K detektoru

ATR krystal
Infracerveny paprsek rysta

Obrazek 9 Princip ATR spektrometru; upraveno dle [25]

ATR neboli Attenuated Total Reflectance v prekladu zeslabena tUplnd reflektance,
je modifikaci infraervené spektroskopie, pii které je vyslan paprsek elektromagnetického
zéfeni ze zdroje na krystal, ktery je vétSinou planarni a ve tvaru lichob&znikového hranolu.
Na povrchu krystalu je umistén analyzovany vzorek, ktery pii kontaktu s paprskem zptisobi
jeho zeslabeni (viz obrazek 9). Penetrac¢ni hloubka do povrchu vzorku je fadove v jednotkach
mm, jsou tedy charakterizovany pouze velmi tenké povrchové vrstvy. Vzhledem k ndsobnému
odrazu na fdzovém rozhrani je vSak ziskano velmi kvalitni spektrum. Postupné zeslabovany
paprsek zdroje je zaznamendn detektorem. Jedna se o uCinnou metodu, kterd vyzaduje
minimalni pfipravu vzorku pro analyzu. ATR analyza vzorkli FTIR spektrometrii je rychla,
muze byt automatizovana a eliminuje pouziti toxickych rozpoustédel. [25], [31]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1 Gelace derivatii celulozy kyselinou citronovou

Kyselina citronovd a jeji vyuziti pfi chemickém sitovani polymerd bylo jiz v nékolika
publikacich popsano a k dispozici je také navrh mechanismu vysvétlujici sitovaci reakci
polymert kyseliny citronové (obrazek 10). Jedna se o jeji pouziti pii piiprave systémit na bazi
celulozy. Mezi hlavni vyhody vyuziti kyseliny citronové patii, ve srovnani s jinymi bézné
vyuzivanymi ¢inidly, pfedevSim jeji netoxické vlastnosti a nizsi cena. [9] Pravé diky tomu,
ze kyselina citronova neni toxickd, by nové hydrogely ziskané jejim sitovanim mohly najit
uplatnéni napt. v mediciné.

Xie a kol. studovali optimalni podminky pro reakci kukuficného Skrobu s kyselinou
citronovou za vzniku produktl, u kterych byla dale studovana termalni stabilita. Autofi popisuji
mozny prubéh reakce jako navazani cyklického anhydridu vzniklého zahfivanim kyseliny
a jeji dehydrataci na Skrob. Postupné je mozny vznik dal$iho anhydridového cyklu ve struktuie
kyseliny prostfednictvim dvou dalSich nereaktivnich karboxylovych skupin, které umoznuji
pripevnéni hydroxylové skupiny Skrobu. Schéma mozného priubéhu sitovani celulozy
kyselinou citronovou je uvedeno na obrazku 10. [33]
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Obrazek 10 Schéma mozného pribéhu sitovani celulozy kyselinou citronovou,; upraveno

dle [9][33]
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Demitri a kol. ve své praci publikovali pouziti kyseliny citronové jako sitovaciho Cinidla
pii tvorbé superabsorbCnich hydrogelti na bazi celulozy. Konkrétné byly tvoieny hydrogely
z hydroxyethylcelul6zy (HEC) a sodné soli karboxymethylcelulozy (NaCMC). Autoii popisuji
chemickou reakci jako esterifikaci, pii které vznikd anhydrid kyseliny citronové schopny reakce
s hydroxylovymi skupinami pouzitych derivati celulozy.

Roztoky polymert a kyseliny citronové byly pfipraveny rozpusténim latek za laboratorni
teploty v destilované vod¢. Poté byla smés vystavena 30 °C po dobu 24 hodin pro odstranéni
absorbované vody, ktera by branila naslednému chemickému sitovani polymert. Pfedsuseny
vzorek byl dale zahfivan na 80 °C a ponechdn 24 hodin k sitovaci reakci. Béhem této doby byla
provadéna kontrola produkti. Pro tvorbu hydrogeli byla pouzita kyselina citronova
v koncentracich 1,75 %, 2,75 %, 3,75 %, 10 % a 20 % (w/w polymeru).

Produkty, i pouzité latky samotné, byly charakterizovany pomoci DSC a FTIR. Pro vzniklé
hydrogely byl také stanoven botnaci pomér. Na zéklad¢ analyz reaktanti byly optimalizovany
podminky pro ptipravu hydrogelii samotnych. DSC termogramy jsou oznacovany jako urcujici
pro zvoleni nejvhodnéjsi teploty pro pribéh celého experimentu. Pik s vrcholem v oblasti okolo
60 °C na DSC zaznamu cisté kyseliny citronové, dle autorii souvisi s procesem ztraty vody
spojenym s dehydrataci kyseliny a vedouci k vytvotfeni anhydridu (viz obrazek 11). Sitovaci
reakce by tedy méla prob€hnout pii teploté vyssi nez 60 °C. Pti volbé vhodné teploty je také
podstatné volit takovy rozsah, ve kterém jsou reaktanty stabilni. Derivaty celuldzy pouzité
pii této studii vykazuji stabilitu asi do 100 °C.
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Obrazek 11 DSC zaznam cisté kyseliny citronové, upraveno dle [9]
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Obrdzek 12 DSC zdaznam cisté NaCMC (a), HEC (b) a hydrogelu NaCMC a HEC
v poméru 3 : 1 s obsahem 3,78 % kyseliny citronové (c),; upraveno dle [9]
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Stejny jev je mozné pozorovat také na DSC zaznamu uvedeném na obrazku 12 u kiivky c,
kde je dle autorti endotermicky pik spojeny s vyparovanim vody pii procesu andhydrifikace
a exotermicky pik spojeny s esterifikaci.

FTIR spektrum kyseliny citronové popisuje na obrazku 13 spektrum a; reakéni smés
NaCMC s kyselinou citronovou pfed zahiivanim spektrum b; stejnou smés po zahfivani
spektrum c; reakéni smés HEC a kyseliny citronové pied zahfivanim spektrum d; a tuto reak¢ni
smés po zahfivani spektrum e. Absorp¢ni pas viditelny u spektra kyseliny citronové v oblasti
1715 cm™! je pfisuzovan karbonylové funkéni skuping ve struktufe karboxylové kyseliny
(C=0). Pasviditelny naspektrech b az e voblasti 1590cm™ dle autor odpovida
charakteristické odezvée celulozy. Pii smichani derivatu celulozy s kyselinou citronovou tento
pas prekryva odezvu kyseliny citronové (1 715 cm™!). Po zahiati smési se objevi novy pés
v oblasti 1738 cm™! (kiivky c a e), ktery dle autorti odpovida odezvé cyklického anhydridu.
Druhy absorpéni pas, ktery je charakteristicky pro odezvu anhydridi v oblasti 1 828 cm™,
neni pozorovan z divodu své nizké intenzity.
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vlnoget [cm™']
Obrazek 13 FTIR spektra prislusnych latek; upraveno dle [9]
Soucasti studie bylo také zpracovani zdvislosti poméru absorp¢nich pasii v oblastech
1738 cm™' a1590 cm™! v zavislosti na reakénim ¢ase, kdy pasy s hodnotou 1 590 cm™! byly

pouzity jako reference. Kfivka se dvéma maximy v 1. a 5. hodiné sitovani pro NaCMC
s kyselinou citronovou (CA) a sjednim maximem v 5. hodiné sitovani pro HEC s CA.
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Pribéh reakce tedy odpovida predpokladanému reakénimu schématu na obrazku 10. Prvni
maximum je spojeno s anhydrifikaci zahrnujici volnou kyselinu citronovou, nasleduje prvni
kondenzace anhydridu s hydroxylovou skupinou celulézy. To vede k vymizeni anhydridické
skupiny C=0, a tedy k poklesu intenzity pasu. Poté jsou karboxylové skupiny napojené
na polymer schopny znovu tvofit anhydrid vedouci k nar@istu pasu v oblasti 1 738 cm™!. Druha
reakce anhydridu, zodpovédnd za sitovani, vede ke spotfebé nové anhydridické skupiny
a nasleduje sniZeni intenzity pasu v oblasti 1 738 cm™!. Pozorovani pouze jednoho maxima
u HEC s kyselinou citronovou je vysvétleno jako prekryti procesii anhydrifikace a esterifikace
(viz obrazek 14). [9]
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Obrazek 14 Pomer ploch pasii karbonylové skupiny (1738/1590); upraveno dle [9]

Studie publikovéana Raucci a kol. se zabyva hydrogely na bazi celulozy zesiténymi kyselinou
citronovou a jejich u¢inkem na osteogenni diferenciaci. Byly pfipravovany 2% (w/w vody)
roztoky polymeri (NaCMC a HEC) v destilované vodé za ptitomnosti kyseliny citronové.
Ta byla pfidavana o koncentraci 20 % (w/w polymeru). Vzorky byly nejprve predsuSovany
pii 30 °C 24 hodin a dale pak ponechany 12 hodin k samotné sitovaci reakci. Pouzitych
12 hodin bylo dostacujicich pro ziskani produktli spozadovanymi vlastnostmi. Jejich
charakterizaci pomoci FTIR bylo dle autorii potvrzeno chemické sitovani, a to zobrazenim

! a sniZenou intenzitou péasdi v oblasti odpovidajici

absorp¢niho pasu v oblasti 1723 cm™
hydroxylové skupiné. Mimo jiné byl také prokdzan vliv kyseliny citronové na zvySeni
hydrofilicity a drsnosti povrchu vytvotenych hydrogeli. [34]

U hydrogelt karboxymethylcelulozy byly studovany a porovnavany vlastosti v zévislosti
na pouzitém sitovacim c¢inidle, kterym byly kyselina citronova, maleinova a jantarova. Autofi
postupovali pii piipravé hydrogelu rozpusténim NaCMC v destilované vod¢ a piidanim
piislusné kyseliny. Po fadném rozpusténi surovin byla smés za stdlého michani zahtivana
na 80 °C po dobu 30 minut. Nasledn¢ byla smés ptemisténa do Petriho misky a ponechana
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v susarn¢ 3 hodiny pii 45 °C. Po vysuSeni byl vzorek promyt ethanolem. Zesiténi NaCMC
kyselinou citronovou bylo potvrzeno zobrazenim péasu na FTIR spektru produktu v oblasti
1700 cm™'. Dle autord byl absorpéni pas ziejm& odezvou vzniku esteru. V publikaci
bylo zkoumano antimikrobidlni chovéani hyrogelii po pfidani nanocéstic stiibra (AgNPs).
Hydrogely sitované kyselinou citronovou vykazovaly, v porovnani s ostatnimi, v¢tsi
uniformitu port,, homogenngjsi vétveni vytvorenych siti a vyss$i objem vody schopny do své
struktury opétovné vazat. [35]

Kyselina citronova, jeji schopnost sitovat polymery a vlastnosti, které ovliviluje
u kone¢ného produktu byly dalé studovany napft. pfi sitovani hydroxypropylmethylcelulozy,
celuldzy a polyethylenglykolu, Skrobu a jeho derivatd, kolagenu a glutenu. [36], [37], [38], [39],
[40]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

V ramci experimentalni ¢asti diplomové prace byly pfipraveny roztoky hydroxyethylcelulézy
a hyaluronanu v ultracist¢ deionizované vodé o riznych pomérech s ptidavkem kyseliny
citronové jako sitovaciho ¢inidla. Pro srovnéani byly vytvoreny také roztoky obsahujici pouze
hydroxyethylceluléozu a pouze hyaluronan s kyselinou citronovou. Do gelace, jako procesu
ptipravy hydrogeli, lze zahrnout jiz smichani vychozich latek, kde mohou pfi rozpousténi
pusobit sily vedouci k fyzikalnimu sitovéani. Tato diplomova prace se zabyvala hlavné
chemickym sitovanim danych polymert sitovacim ¢inidlem — kyselinou citronovou. Pouzité
reaktanty a vzniklé produkty byly charakterizovany pomoci FTIR, DSC a TG analyzy.

4.1 Pouzité chemikalie

Kyselina citronova bezvodd; M = 192,13 g/mol; ¢islo Sarze PP/2014/06580; pouziti pouze
pro analyzu; dodavatel Lach-Ner, s.r.o.

2-Hydroxyethylceluloza M ~ 250 000 g/mol; ¢islo Sarze 308633-5006; pouziti pouze
pro vyzkum a vyvoj; dodavatel Sigma Aldrich spol. s.r.o.

Sodium Hyaluronat 1 500—1 750 kDa; ¢islo Sarze 214-9062; pouziti pouze pro technické ucely;
dodavatel Contipro Biotech s.r.o.

Ultracista deionizovana voda; ptistroj PURELAB, Option R7/15; ELGA
4.2 Pouzité pristroje

FT-IR spektrometr Nicolet iISSOATR; Thermo Fisher Scientific Inc

DSC Q2000; TA Instruments

TGA Q5000; TA Instruments

4.3 Gelace roztoku polymeru

Vychozi postup [9] ptipravy roztokl polymert pro jejich naslednou gelaci spocival ve smichani
reaktanti HEC, HY A, CA v ultradisté deionizované vodé. Roztoky polymert byly 2% v ptipadé
HEC a 1% v ptipad¢ obsahu HEC a HY A v hmotnostnim poméru 2 : 1. Kyselina citronova byla
pfidavana v mnoZstvi potfebném pro vytvoreni 5%, 10% a 20% roztokli (w/w polymeru)
(viz tabulka 2, sloupec A, B a C). Vzorky byly umistény v uzavienych Petriho miskéach
do susarny nejprve pii 30 °C 24 hodin pro odstranéni absorbované vody a nasledné pii 80 °C
24 hodin, kdy probihalo samotné sitovani. Schéma postupu je znazornéno na obrazku 15.

ultracista o
deionizovana rozpousténi suSeni 24 hodin ;1: EZZ?:]
voda + CA > 24 hodin > pii 30 °C > “ hod
+ HEC (HYA) pii 80 °C

Obrdzek 15 Postup gelace hydroxyethylcelulozy a hyaluronanu kyselinou citronovou
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Navazka polymeru pro ptipravu jeho 2% roztoku (w/w ultracisté deionizované vody) byla
vypoctena dle rovnice (6):

m,=m,-—, (6)

kde m, vyjadfuje hmotnost polymeru, my hmotnost ultracisté¢ deionizované vody, x, obsah
polymeru v kone¢ném roztoku vyjadieny v procentech a xy je obsah ultraisté deionizované
vody v kone¢ném roztoku vyjadieny v procentech. Dle stejného principu byla také vypoctena
navazka kyseliny citronové pro vytvofeni roztoki o koncentracich 5%, 10% a 20 %
(w/w polymeru) (viz rovnice (7)):

X
ca p'x ’ (7)

kde m¢a vyjadiuje hmotnost kyseliny citronové, m, hmotnost polymeru, Xc. obsah kyseliny
citronové v kone¢ném roztoku vyjaddieny v procentech a x, je obsah polymeru v konecném
roztoku vyjadieny v procentech. VSechny suroviny pro pfipravu danych roztokd byly
navazovany s presnosti na ¢tyfi desetinnd mista.

Po ziskéni prvnich produkti, které neodpovidaly predpokladiim a charakteristice hydrogeli,
byla nutnd studie postupu pfipravy a optimalizace celého procesu gelace. JelikozZ bylo potieba
ovéfit, zda viibec dochédzi k chemickému sitovani kyselinou citronovou, jak bylo zjisténo
z literatury [9], [34], cely postup probihal nejprve jen za pouziti hydroxyethylcelulozy.
Poté nésledovala gelace smési hydroxyethylcelulozy a hyaluronanu v riznych pomérech
a gelace hyaluronanu samotného.

4.3.1 Optimalizace postupu gelace hydroxyethylcelulozy kyselinou citronovou

Vynechani predsusent, zkracend doba sit’ovani

Pro optimalizaci postupu gelace hydroxyethylcelulézy byla upravovana doba predsuSeni
pii 30 °C a zahtivani pii 80 °C pro zesiténi polymeru. V prvnim ptipadé bylo vynechano
piedsuseni a doba sit'ovani ponechana na 24 hodin. Dale byl vyuzit postup se zkracenou dobou
sitovani, a to na 12 hodin. V obou pfipadech byly zachovany koncentrace kyseliny citronové
5%, 10% a 20 % (w/w polymeru) a pouzito uzavienych Petriho misek v kroku suSeni
1 sitovani.

Zmeéna koncentrace kyseliny citronové

Jedna z uprav postupu spocivala ve zméné mnozstvi ptidané kyseliny citronové (CA)
k roztoklim polymert. Ptipraveny byly vzorky 2% roztokti (w/w vody) hydroxyethylcelulozy
v ultracisté deionizované vodé. Do zésobni lahvicky bylo s pfesnosti na Ctyfi desetinna mista
navazeno 0,2 g HEC, pfislusné mnozstvi CA a 9,8 g ultracisté deionizované vody. Rozpousténi
probihalo v uzavienych lahvi¢kach na magnetickém michadle a pro obdrzeni transparentniho
roztoku bylo potteba asi 24 hodin. Poté byl roztok preveden na dvé Petriho misky, pfi¢emz
v kazdé znich byla asi 1 cm vrstva vzorku. Roztok byl rozdélen z diivodu srovnani dvou
produktl o stejném slozeni. CA byla ptidavana v takovém mnozstvi, aby vyslednd koncentrace
roztoki byla 5 % (A), 10 % (B) a 20 % (C) (w/w polymeru), 5 % (E), 10 % (F) a 20 % (G)
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(w/w ultraCisté deionizované vody) a pridavek 0,2 g CA (D), tedy s pomérem kyseliny
k polymeru 1 : 1 podle tabulky 2.

Tabulka 2 Navazky kyseliny citronové pro pripravu roztokit o dané koncentraci

Oznacdeni vzorku A B C D E F G

Hmotnost CA [g] | 0,0105 0,0222 0,05 0,2 0,5 1 2

Uzaviené Petriho misky byly vlozeny do suSarny a ponechany 24 hodin pii 30 °C
pro odstranéni absorbované vody. Po uplynuti této doby byla teplota susarny zvysena na 80 °C
a vzorky zde byly ponechany opét 24 hodin, tentokrat k sitovaci reakci. Po predpokladaném
zesiténi hydroxyethylcelulozy bylo vizudlné hodnoceno chovani produktu po opétovném
kontaktu s ultracistou deionizovanou vodou.

Na zaklad¢ vysledkli byl postup pozdé€ji proveden také s otevienymi Petriho miskami
ptisuseni i1 sitovani, kdy tyto produkty byly vizualn€ porovnavéany s produkty ziskanymi
postupem s otevienymi Petriho miskami. V tomto pfipadé byly zvoleny pouze vzorky
obsahujici kyselinu citronovou o koncentraci 5 %, 10 % a 20 % (w/w polymeru).

Gelace hydroxyethylcelulozy kyselinou citronovou

Srovnanim vysledkii predchozich experimentii byl vytvofen finalni postup pro gelaci
hydroxyethylcelulézy (HEC) kyselinou citronovou, jehoz produkty byly charakterizovany
pomoci FTIR, DSC a TG analyz. 2% (w/w ultracisté deionizované vody) roztoky HEC
v ultracisté deionizované vodé byly vytvoreny navazenim 0,2 g prasku polymeru do zasobni
lahvicky obsahujici 9,8 g ultracisté deionizované vody s rozpusténou kyselinou citronovou
o ptislusné hmotnosti (viz tabulka 2, sloupec A, B a C). Kyselina citronova byla volena
o koncentracich 5 %, 10 % a 20 % (w/w polymeru). Suroviny byly navazovany s pfesnosti
na Ctyfi desetinnd mista. Po dokonalém rozpusténi polymeru (asi 24 hodin) byl tento pfeveden
do lahvicek z LDPE tak, aby vyska vzorku odpovidala asi 1 cm. Vzorek byl vloZen do susarny,
kde probihalo nejprve piedsuseni pii 30 °C 24 hodin, poté byl zcela vysuSeny vzorek ponechan
k sitovani pii 80 °C 24 hodin. Po 7 a 19 hodinach doby urcené pro sitovani kyselinou
citronovou byla provadéna kontrola vzorki. V ptipadé tohoto postupu byly lahvicky se vzorky
po celou dobu suSeni a sitovani v suSarné¢ oteviené. Jako reference byl stejnym zplsobem
vytvofen vzorek filmu hydroxyethylcelulozy bez pfidavku kyseliny citronové, u kterého byly
provedeny stejné analyzy jako u ostatnich vzorki.

4.3.2 Gelace hydroxyethylcelulozy a hyaluronanu kyselinou citronovou

Jelikoz hyaluronan tvofi vysoce viskozniroztoky jiz pfi jeho nizkych koncentracich,
byla pro snadné€j$i manipulaci sroztokem sniZzena koncentrace polymert ze 2 % na 1 %
(w/w ultracisté deionizované vody). Roztoky byly pfipraveny navaZenim 0,1 g prasku
polymeru nebo smési polymeri do zasobni lahvicky, ktera obsahovala ptisluSné mnozstvi
kyseliny citronové (tabulka 3) a 9,8 g ultradisté deionizované vody. Suroviny byly navaZzovany
s presnosti na ¢tyii desetinna mista. Po dokonalém rozpusténi polymeru byl roztok preveden
do lahvicek z LDPE a vloZen do suSarny, kde probihalo nejprve predsuseni pii 30 °C 24 hodin,
poté sitovani pii 80 °C 24 hodin s pribéznou kontrolou. Lahvi¢ky se vzorky byly po celou
dobu pobytu v susarné oteviené.
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Vzorky o celkové hmotnosti 10 g byly pfipraveny dle tabulky 3, kde sloupec A znazoriiuje
5% roztoky CA (w/w polymeru), sloupec B 10% roztoky CA (w/w polymeru) a sloupec C
20% roztoky CA (w/w polymeru). Smési polymert tvofily v jednom piipad¢ hyaluronan
a hydroxyethylcelul6za v hmotnostnim poméru 3:7, ve druhé smeési hyaluronan
a hydroxyethylcelul6za v hmotnostnim poméru 7:3. Jako reference byly pfipraveny
1% roztoky (w/w ultracisté deionizované vody) obsahujici Cistou hydroxyethylcelulézu
a 1% roztoky (w/w ultracisté deionizované vody) obsahujici €isty hyaluronan, coz je také
znazornéno v tabulce 3.

Tabulka 3 Navazky jednotlivych reaktanti

Oznacdeni

vzorku A A, Az A4 B: B; B3 B4 Ci C, Cs Cy

Hmotnost

HEC [g] 0,1 - 03 | 0,7 | 0,1 - 03 | 0,7 | 0,1 - 0,3 | 0,7

Hmotnost

HYA [g] - 0,1 | 0,7 | 03 - 0,1 0,7 | 03 - 0,1 0,7 | 03

Hmotnost
CA [g]

Hmotnost
vody [g]

0,0058 0,0111 0,0250

9,9

4.4 Analyza produkti

44.1 DSC

DSC analyza byla méfena na pftistroji DSC Q2000 spole¢nosti TA Instruments. Vzorek byl
navazen a nasledné vlozen na panvicku DSC vah. Bylo pouZito oteviené hlinikové panvicky
a inertni prostiedi dusiku. JelikoZ se jednalo o DSC s tepelnym tokem, byla panvicka vloZena
na samostatné teplotni ¢idlo umisténé ve spolecné cele s referenénim vzorkem. Ptistroj byl
nastaven na cyklus ohfivani z laboratorni teploty 25 °C na 100 °C, izoterma 3 minuty
pti 100 °C (1), chlazeni ze 100 °C na laboratorni teplotu 25 °C, ohfivani z laboratorni teploty
25 °C na 200 °C (2). Vystupem DSC analyzy byla DSC kiivka, kterd byla didle manualné
zpracovana v softwaru TA Universal Analysis spolecnosti TA Instruments.

442 TGA

Termogravimetrickd analyza byla méfena na pfistroji TGA Q5000 spolecnosti TA Instruments.
Platinova panvicka byla vlozena do nosic¢e vzorkt, kde probéhlo automatické tdrovani vlozené
a srovnavaci panvicky. Vzorek byl navaZen a nasledné vloZen na panvicku odebranou pinzetou
z ptistroje. Ten bylo potieba na panvicku pokladat tak, aby lezel rovnomérné na jejim dné
a nedotykal se jejich okrajii. Panvicka se vzorkem byla vlozena zpét do nosice vzorki ptistroje
a v prislusném softwaru byly zadany pottebné tidaje pro analyzu. Pro TG analyzu bylo zvoleno
ohfivani vzorku z laboratorni teploty 25 °C na 200 °C a rychlost ohfivani byla stanovena
na 10 °C za minutu. Po nastaveni zacatku méfeni jiz pfistroj pracuje automaticky, pfemisti
panvicku z nosice vzorkl do nitra pfistroje, kde jsou umistény termovahy a probiha zde analyza.
Po ukonceni méteni panvicku pfistroj opét zavede do nosice vzorkl. Pred zacatkem dalsi
analyzy je potieba z panvicky odebrat zbytek vzorku a prazdnou panvicku ozehnout v plamenu,
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poté je ptipravena k dalSimu méifeni. Vystupem TG analyzy byla termogravimetricka kiivka,
ktera byla dale manudlné¢ zpracovdna v softwaru TA Universal Analysis spolecnosti
TA Instruments.

443 FTIR

Analyza ATR byla méfena na pristroji FT-IR spektrometr Nicolet iS50 ATR spolecnosti
Thermo Fisher Scientific Inc. Vzorek byl polozen na okénko spektrometru, pod kterym
je umistén diamantovy krystal a na toto misto ptipevnén klickou. U vzorkl filmt bylo mozné
jejich ptfimé méieni. V piipad¢ praskt vychozich latek byla nutna jejich uprava pro zajisténi
co nejhomogennéjsi struktury meéfeného materidlu. K tomu bylo vyuzito achatové tieci
misky s tlouckem. Mé&feni probihalo se spektralnim rozlisenim 6 cm™!, celkovym podtem
akumulovanych zdznama 64 (pocet skenil) a pozadim pii méteni byl vzduch. Ziskané FTIR
spektrum bylo dale manuélné zpracovano v programu OMNIC a FTIR spektra dale upravena

v programu OriginLab. Interpretace absorpcnich past byla provedena na zakladé literatury [9],
[34], [36], [41], [42]
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Optimalizace postupu gelace HEC a HYA Kkyselinou citronovou

5.1.1 Charakterizace vychozich latek

Vyuzitim termickych analyz DSC a TGA se nepodaftilo prokazat dehydrataci kyseliny citronové
vedouci k vytvoreni jejiho anhydridu pii teploté asi 60 °C uvedenou v publikaci [9].
Na obrazku 16 a 17 jsou uvedeny DSC zaznamy kyseliny citronové, ve kterych neni viditelna
zadna zmeéna zplisobend dehydrataci vzorku v oblasti okolo 60 °C. Jednou z moznosti
vysvétleni rozdilu v naméfenych DSC analyzach maze byt pouziti jinych forem kyseliny
citronové. Vzhledem ke skutecnosti, ze u monohydratu kyseliny citronové dochazi okolo
teploty 70-75 °C k jeho pfeméné na bezvodou formu kyseliny [12], mohl byt ve zminéné
publikaci pouzit pravé monohydrat kyseliny. Nejednalo by se tedy o ztratu vody pfi vytvareni
cyklického anhydridu ve struktuie kyseliny, ale o odstranéni vody tvoiici monohydrat. Neni
vSak vyloucena dal§i moznost vysvétleni rozdilnosti vysledkd, napf. jind citlivost pfistroje
pro méfeni DSC zaznamu.
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Obrazek 16 DSC zdznam kyseliny citronové; 1. cast cyklu (ohiev z laboratorni teploty na 100 °C,
izoterma pri 100 °C; krok 10 °C za minutu)

DSC zéznam 2. Casti cyklu méfeni a termogravimetrickd kiivka kyseliny citronové jsou
uvedeny na obrazku 17. Téani kyseliny citronové zacind pii 155,20 °C, pfi¢emz maximum
tohoto déje bylo naméteno pii 156,64 °C. Kyselina citronova zacala dle TG analyzy degradovat
pii 171,80 °C. Hmotnostni ubytek kyseliny pii zvoleném cyklu ohfevu, tedy z laboratorni
teploty na 200 °C, je 74,90 % ptivodni hmotnosti. Priibéh obou ktivek je az po tani a degradaci
vzorku bez viditelnych zmén. Dochazi-li tedy k vytvofeni anhydridu kyseliny citronové,
na ktery je pfi gelaci navazana hydroxyethylceluloza, nebyl tento dé&j prostiednictvim
termickych analyz Cisté bezvodé kyseliny citronové ptistroji zaznamenan.
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Obrazek 17 DSC a TGA krivky kyseliny citronové, 2. cast cyklu méreni DSC zdaznamu (ohrivani
ze 100 °C na 200 °C; krok 10 °C za minutu)
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Obrazek 18 FTIR spektrum kyseliny citronové (CA)
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FTIR spektrum kyseliny citronové ziskané pomoci ATR spektrometrie je uvedeno
na obrazku 18. Pro srovnani je zde spektrum kyseliny citronové pouzivané pro experiment
a spektrum kyseliny citronové po jejim ohfevu na 80 °C po dobu 24 hodin, coz odpovida dobé
sitovaci reakci u postupu gelace polymerti kyselinou citronovou. V porovnavanych spektrech
neni vyrazny rozdil. Pokud je pfedpokladem vytvofeni anhydridu kyseliny pfi jejim ohfevu
nad 60 °C, je mozné, ze nez bylo FTIR spektrum méteno, mohlo u zahtivaného vzorku dojit
k adsorpci vlhkosti. Absorpéni pasy v oblastech 3 493 cm™! a3 281 cm ™! odpovidaji valenénim
vibracim hydroxylovych funkénich skupin (—OH). Pasy v oblasti 2 755 cm™!, 2 641 cm™!
a2 561 cm™! odpovidaji valenénim vibracim vazeb mezi dimery, které mohou karboxylové
kyseliny tvofit v pfitomnosti vlhkosti. Jedna se o slabé vodikové interakce. Absorpéni pasy
v oblastech 1743 cm™ al694cm™ odpovidaji valenénim vibracim karbonylové funkéni
skupiny C=0 v karboxylovych kyselinach. Trojici absorpénich pést v oblastech 1 425 cm™,
1389 cm'al358 cm™! Ize prifadit vibracim C—H vazeb v alifatickych —CHa skupinach.
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Obrazek 19 DSC zdznam hydroxyethylcelulozy; 1. cast cyklu méreni (ohiev z laboratorni teploty
na 100 °C, izoterma 3 minuty pri 100 °C; krok 10 °C za minutu)

Porovnani DSC zaznamt prasku hydroxyethylceluldézy vyuzivaného pro piipravu roztoki
pro gelaci a 2% roztoku (w/w ultracisté deionizované vody) hydroxyethylcelulozy vysuseného
pii 30 °C 24 hodin je uvedeno na obrazku 19. Jedna se o 1. ¢ast cyklu DSC analyzy (ohiev
z laboratorni teploty na 100 °C a 3 minuty izoterma pii 100 °C). Na zdznamu je u obou forem
vzorkli hydroxyethylcelulozy viditelny endotermicky pik, ktery je mozné vysvétlit
vypafovanim adsorbované vlhkosti ze vzorkd. Na DSC z4znamech hydroxyethylcelulozy
2. ¢asti cyklu méteni (ohfev z laboratorni teploty na 200 °C) neprobihal ve vzorcich
hydroxyethylcelulozy zadny déj zplsobujici vétsi endotermické ¢i exotermické vychyleni
kiivky. DSC kiivky 2. ¢asti cyklu méfeni jsou uvedeny na obrazku 20.
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Obrazek 20 DSC zaznam hydroxyethylcelulozy, 2. cast cyklu mereni DSC zaznamu (ohvev z laboratorni
teploty na 200 °C s krokem 10 °C za minutu)
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Obrazek 21 FTIR spektrum hydroxyethylcelulozy (HEC)
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Na FTIR spektru hydroxyethylceluldozy (viz obrazek 21) lze pozorovat absorpéni pas
v oblasti 3 372 cm ! odpovidajici valenénim vibracim hydroxylovych funkénich skupin (—OH).
P4s v oblasti 2 873 cm ™' odpovida valenénim vibracim vazeb C—H v alifatickych skupinach
—CH,. P4s v oblasti 1 568,60 cm™! znazorfuje typickou odezvou celuldzy, ktera tvoii kostru
struktury hydroxyethylceluldzy. Skupina absorpénich pasti v oblastech 1 454 cm™, 1 406 cm™
a1355cm™! odpovid4 vibracim C—H vazeb v alifatickych —CH, skupinich. Absorpéni pas
voblasti 1051 cm™! odpovidd odezvé primarnich alkohold a pas v oblasti 1020 cm™
je zpravidla ptisuzovana skeletalni vibraci C—C.

FTIR spektrum hyaluronanu je mozné pozorovat na obrazku 22. Absorpcni pas v oblasti
3273 cm! pravdépodobné souvisi s piitomnosti hydroxylovych funkénich skupin (—OH)
ve struktufe hyaluronanu. Pas v oblasti 2 885 cm™' miiZze byt zpisoben valenénimi vibracemi
vazeb C—H v alifatickych skupinach —CH,. Asymetrické valen¢ni vibrace karboxylatového
anionu (—COOQO") poskytuji zpravidla absorpéni pasy v oblastech 1606 cm ™' a 1375 cm.
Vazbé N—H v amidové funkéni skupiné odpovida pas v oblasti 1 558 cm™!. Pasy v oblastech
1399 cm 'a 1315 cm™! jsou ziejmé odezvou vazeb C—O primarnich alkohold. Pés s vrcholem
v oblasti 1 025 cm™! miize byt zplisoben valen¢nimi vibracemi vazeb C—O—C.
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Obrazek 22 FTIR spektrum hyaluronanu (HYA)
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5.1.2 Postupy pripravy vedouci ke vzniku nezadoucich produkti

Jak jiz bylo zminéno v podkapitole 4.3, pouzitim vychoziho postupu gelace danych polymera,
byly ziskdny produkty s nezddoucimi vlastnostmi. Bylo tedy nutné zjistit vhodné podminky
gelace. Z pocatku experimentu nebylo zcela jasné, jakou roli v celém procesu hraje predsuseni
vzorku pti 30 °C a kolik vody miize obsahovat vzorek pii sitovani (80 °C). Nize jsou uvedeny
priklady produktd, které byly ziskdny pfi optimalizaci postupu gelace. Jeden z produkth
ziskanych prvnimi reakcemi HEC a CA je uveden na obrazku 23 vlevo. Ve vSech piipadech,
kdy ptedsuseni pii 30 °C probihalo s uzavienymi Petriho miskami, vznikala po sitovani bud’
vysoce viskozni kapalina (pfiplsobeni 80 °C méné€ nez 20 hodin), nebo suchy film
(pti ptisobeni 80 °C vice nez 20 hodin). Stejn¢ tomu bylo také v ptipad¢€, kdy bylo u postupu
predsuseni vzorku zcela vynechéno. Po ptidani ultracisté deionizované vody suchy film urcité
mnozstvi vody zpét absorboval, nicméné produkt byl velice jemny a po urCit¢ dobé
se zcela rozpustil (0,5-2 hodiny). V ptfipadé produktl obsahujicich smés hyaluronanu
a hydroxyethylcelulézy v hmotnostnim poméru 2 : 1 se vznikly film po pridavku ultracisté
deionizované vody ihned rozpadal a byl zakalen. Oproti filmu obsahujictho samotnou
hydroxyethylcelulozu jevil hor$i mechanické vlastnosti, coz je patrné z obrazku 23.

Obrdazek 23 Filmy po opétovném pridavku ultracisté deionizované vody;, HEC vlevo, smés HYA a HEC
v hmotnostnim poméru 2 : 1 vpravo

DalSim bodem, ktery mohl souviset s potiZemi pii experimentu, byla koncentrace kyseliny
citronové v roztoku. Pii jeji upravé bylo zjiSténo, ze produkt, pro jehoZ ptipravu bylo pouzito
poméru hmotnosti kyseliny citronové a hydroxyethylcelulézy 1 : 1, se po opétovném piidavku
ultracisté deionizované vody zcela rozpadal a nebyl uniformni (obrazek 24 vlevo). Za zminku
ale stoji, ze 1 pes toto chovani se v ptidané ultracisté deionizované vod¢ produkt nerozpustil.
Na obrazku 24 vpravo je mozné pozorovat vzorek na Petriho misce po gelaci, pfi které byla
pouzita koncentrace kyseliny citronové 20 % (w/w ultraCisté deionizované vody). Nadbytek
kyseliny citronové ze vzorku vykrystalizoval, coz bylo ve vétsi mife pozorovano také u vzorki
obsahujicich kyselinu citronovou o koncentracich 5% a 10 % (w/w ultracisté deionizované
vody). V dalSich postupech proto byly ponechany pivodni koncentrace 5 %, 10 % a 20 %
(w/w polymeru) kyseliny citronové.
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Obrazek 24 Vzorky po gelaci obsahujici nadbytek kyseliny citronové (CA); hmotnostni pomer HECa CA
1 : 1vlevo, 20 % CA (w/w HEC) vpravo

5.2 Gelace hydroxyethylcelulozy a hyaluronanu kyselinou citronovou

Schéma mozného zplsobu zesiténi mezi hydroxyethylcelulozou a hyaluronanem
prostfednictvim kyseliny citronové je uveden na obrazku 25. Piedpokladem je vytvoireni
anhydridu kyseliny citronové a nasledné navazani polymeru. Poté je ve struktufe kyseliny
vytvofen dal$i anhydrid a nasleduje navazani druhého polymeru. Jedné se o stejny princip
zesitény, jako je uveden ve schématu na obrazku 10.
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Obrdazek 25 Znazornéni mozného zesiténi danych polymerii kyselinou citronovou

Pokud nedoslo k uplnému vysuSeni vzorku pii 30 °C, k sitovani kone¢ného produktu
nestaGilo 12 hodin, v nékterych nahodilych ptipadech ani 24 hodin. Upravou postupu gelace
polymerti bylo zjisténo, ze hlavnim problém, pro¢ se nedafi ziskat pozadované produkty,
spociva pravé v kroku ptfedsuseni na 30 °C. Je nutné, aby pfed samotnym sitovanim byla
ze vzorku odstranéna veskera absorbovana voda. Proto bylo zdsadnim krokem v optimalizaci
postupu gelace ponechani otevienych reak¢nich nddob pii pfedsuSovani vzorku 1 jeho sit‘ovani.
Vzorky byly gelovany v lahvickach z LDPE, na jejichz povrchu film neulpival a byla s nim
snadna nasledna manipulace, predevsim pro potteby pouzitych analyz. Vyuzivany byly roztoky
s koncentracemi kyseliny citronové 5 %, 10 % a 20 % (w/w polymeru).
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5.2.1 Hydroxyethylcelul6za

Produkty vzniklé gelaci hydroxyethylcelulézy kyselinou citronovou, byly béhem sit'ovani
kontrolovany po 7, 19 a 24 hodinach. Produkt obsahujici 5 % kyseliny citronové
(w/w polymeru) po opétovném pridani ultracisté deionizované vody jeji ¢ast nejprve
absorboval tak, Ze byl v kapalin¢ viditelny film. Po kratké dobé (2—-3 hodiny) se v ni vSak zcela
rozpustil. Jednalo se o produkty ziskané po 7,19 i1 24 hodinach sitovani.

Obrazek 26 Produkty po pridavku ultracisté deionizované vody;, HEC s obsahem 5 % CA (w/w HEC)
vievo, HEC s obsahem 10 % CA (w/w HEC) vpravo

Obrazek 27 Produkt pred a po pridavku ultracisté deionizované vody;, HEC s obsahem 20 % CA
(ww HEC)

Film obsahujici kyselinu citronovou o koncentraci 10 % (w/w polymeru) sitovany 7 hodin
ptidanou ultracistou deinizovanou vodu nejprve absorboval, ale postupné se rozpustil. U vzorkl
sitovanych 19 a 24 hodin byly po 48 hodinach od opétovného piidani ultracisté deionizované
vody k zesiténému filmu pozorovany v roztocich obrysy filmu. Po vytazeni struktury z roztoku
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pinzetou byl kolem filmu visk6ézni obal, zplisobeny pravdépodobné vodou absorbovanou
do struktury produktu. Na obrazku 26 vlevo je film po opétovném ptidani ultracisté
deionizované vody obsahujici 5 % (w/w HEC) kyseliny citronové a vpravo 10 % (w/w HEC)
kyseliny. Fotografie jsou pofizeny par minut po piidani ultracisté deionizované vody k filmiim.

Produkt ziskany gelaci hydroxyethylcelulézy za pouziti 20 % (w/w polymeru) kyseliny
citronové je uveden na obrazku 27. Jak je znég patrné, produkt byl kompaktni, a to také
po opétovném pridani ultracisté deionizované vody (viz obrazek 27 vpravo). Hydrogel si udrzel
svoji nabotnanou strukturu i po 48 hodinach. Filmy sitované 7 hodin byly vizualné zhodnoceny
jako méné odolné v porovnani s produkty sitovanymi 19 a 24 hodin. Ty vykazovaly odolnost
podobnou.

Roztoky pfipravené jako reference ke smésnym roztokim (HYA a HEC), tedy 1% roztoky
hydroxyethylcelul6zy pro porovnani s 2% roztoky davaly dle o¢ekavani méné stabilni filmy.
Nejpatrnéjsi  rozdil byl sledovan v ptipadé filmu obsahujiciho kyselinu citronovou
o koncentraci 10 % (w/w polymeru), kdy se tyto po 48 hodinach po opétovném piidavku
ultracisté deionizované vody zcela rozpustily. V roztoku nebyla viditelna z4ddnd viskozni
struktura nebo film. U vzorkd ziskanych gelaci hydroxyethylceluléozy s obsahem
5 % (w/w polymeru) kyseliny citronové se opét vSechny filmy rozpustily. Produkty obsahujici
20 % (w/w polymeru) kyseliny citronové ziistaly stabilni.

Referencni film hydroxyethylcelulozy bez obsahu kyseliny citronové piipraveny stejnym
postupem jako filmy s obsahem kyseliny, se po pifidavku ultracist¢ deionizované vody
po n¢kolika hodinach rozpustil. Je tedy patrné, Ze kyselina citrnova podle ocekavani plni
pii gelaci funkci sitovadla. Film byl také pouzit pro porovnani DSC zaznamt a FTIR spekter.
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Obrazek 28 DSC zaznam prasku hydroxyethylcelulozy (HEC), filmu HEC po 30 °C 24 hodin a filmu
HEC a kyseliny citronové (CA) po 30 °C 24 hodin, 1. cast cyklu méreni

DSC zaznam uvedeny na obrazku 28 zahrnuje analyzu praSku hydroxyethylcelulozy, filmu
ziskaného vysuSenim 2% roztoku (w/w ultracisté deionizované vody) hydroxyethylcelulozy
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afilmu ziskaného vysuSenim 2% roztoku (w/w ultracist¢ deionizované vody)
hydroxyethylcelulézy s obsahem 20 % (w/w HEC) kyseliny citronové. Endotermické piky
viditelné na vSech kiivkach je mozné vysvétlit vypatovanim vlhkosti ze vzorki. Posun minima
pikli je zfejmé spojen se stupiiujici se slozitosti systému, ktery vlhkost zadrzuje. Nejlépe
je vlhkost vypatovana ze vzorku neupraven¢ho praSku HEC, nejpomaleji pak ze vzorku,
ungjz je predpokladem vznik chemicky sitované struktury kyselinou citronovou. Neni
vyloucena moznost odparovani vody v dasledku tvorby anhydridu kyseliny citronové. V tomto
pfipadé¢ byale byla ocekdvana odezva pfistroje na naslednou esterifikacni reakci
hydroxyethylceluldzy s kyselinou citronovou, kterou vSak DSC pfistroj nezaznamenal.
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Obrazek 29 FTIR spektrum filmu 2% roztokuﬁ(ﬁ/rvrvﬁvrtr)dry)r HEC a filmu 2% roztoku (w/w vody) HEC
s obsahem 20 % (w/w HEC) kyseliny citronové; po 80 °C 24 hodin

Na obrazku 29 je uvedeno FTIR spektrum filmu ziskaného vysuSenim 2% roztoku
(w/w ultracisté deionizované vody) hydroxyethylcelulozy a filmu ziskaného vysuSenim
2% roztoku  (w/w ultralisté  deionizované vody) hydroxyethylcelulézy s obsahem
20 % (w/w HEC) kyseliny citronové. Absorpéni pas v oblasti 1 723 cm™! je moZné pozorovat
pouze u vzorku HEC po gelaci, resp. pouze u vzorku obsahujiciho kyselinu citronovou. Jedna
se 0 pas charakteristicky pro vibrace vazeb karbonylové funkéni skupiny C=0 v karboxylovych
kyselinach, také tedy ve struktute CA. V literatuie zabyvajici se sitovanim derivati celulozy
kyselinou citronovou [9], [34], [36], je spojovano vytvoieni tohoto pasu se zesiténim struktury
polymeru. Z pozice pasu je ziejmé, ze se z nejveétsi pravdépodobnosti jedna o odezvu esteru
nebo karboxylové skupiny. Dal§im znakem, ktery miZe byt spojen se zesiténim HEC kyselinou
citronovou, je zeslabeni pasti v oblastech 1352 cm™! a 1313 cm™! odpovidajici primérnim
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alkoholtim. K zeslabeni téchto past tedy mohlo konkrétné dojit navazanim kyseliny citronové
na —OH skupiny primérnich alkoholti vyskytujicich se ve struktuife hydroxyethylcelul6zy.
Absorpéni pas viditelny v oblasti 1203 cm™! odpovidd vibracim vazeb v hydroxylovych
skupinach primarnich alkohold.
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Obrazek 30 FTIR spektrum filmu 2% roztoku (w/w ultracisté deionizované vody) HEC s obsahem 20 %
(w/w HEC) CA; po vysusSeni (30 °C) a po zesiteni (80 °C)

Srovnani FTIR spekter roztoku hydrxyethylcelulozy a kyseliny citronové pouzivaného
pro piipravu hydrogelti po vysuseni pii 30 °C 24 hodin a po sitovani pii 80 °C 24 hodin
je uvedeno na obrazku 30. Zeslabeni absorp&niho péasu v oblasti 3 385 cm ™' miize byt dano
reakci hydroxylovych funkénich skupin HEC s kyselinou citronovou pii sitovani. Nicméné
vzhledem k velkému poctu hydroxylovych skupin v celé analyzované struktufe (hydroxylové
skupiny v rdmci molekul kyseliny a HEC), nemuze byt zeslabeni pasu v této oblasti pfisuzovani
sitovani s absolutni jistotou. P4s v oblasti 1 648 cm™! je moznou odezvou vlhkosti vzorku
a zéarovein zpusobuje prekryti pasu charakteristického pro celulézovou kostru HEC, ktery je opét
viditelny u vzorku sitovaného pfi 80 °C (1 588 cm™!). Miize se ale také jednat o odezvu
karbonylovych skupin C=0 v karboxylovych kyselinach, tedy v CA.

Kromé méfeni FTIR spektra (obrazek 30) byl porovnavan rozdil mezi témito vzorky
pro ovefeni chemického zesiténi vizudlnim hodnocenim chovéni daného filmu po opétovném
piidani ultracisté deionizované vody. Film, ktery byl pouze vysusen pii 30 °C se po kontaktu
s vodou do 30 minut zcela rozpustil. Film zesitény pi1 80 °C 24 hodin po opétovném piidani
ultracisté¢ deionizované vody jeji ¢ast absorboval a ve zbytku vody se nerozpustil. Stejnou
strukturu si zachoval 1 po tydenni kontrole, pfi¢emz hodnoceni probihalo vizudln€. Z téchto
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vysledki je tedy jasné, Ze pro zesiténi hydroxyethylcelulézy kyselinou citronovou je nutné
pusobeni zvysené teploty, v piipad¢ experimentu v rdmci této diplomové prace 80 °C.

5.2.2 Smés hyaluronanu a hydroxyethylcelulézy v hmotnostnim poméru 3 : 7

Produkty byly kontrolovany po 7, 12, 19 a 24 hodinich sitovani. Filmy obsahujici
5 % (w/w polymeru) kyseliny citronové ultracistou deionizovanou vodu ptidanou po sitovani
nejprve absorbovaly. U vzorki sitovanych 19 a 24 hodin bylo po 2 hodinach od opétovného
pfidani ultracisté deionizované vody pozorovéno, ze produkt absorboval do své struktury
v porovndni s ostatnimi vody nejvice (obrdzek 31 vlevo). Po 24 hodinach od ptidani ultracisté
deionizované vody byly vSechny roztoky na pohled homogenni a pivodni film byl zcela
rozpustén.

Obrazek 31 Produkty po pridani ultracisté deionizovanée vody; HYA a HEC v hmotnostnim pomeéru 3 : 7
s obsahem 5 % CA (w/w smési) vievo, s obsahem 10 % CA (w/w smési) vpravo

Z
Obrazek 32 Produkt pred a po pridavku ultracisté deionizované vody, HYA a HEC v hmotnostnim
pomeéru 3 : 7; koncentrace CA 20 % (w/w polymeru)
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Filmy obsahujici 10 % (w/w polymeru) kyseliny citronové sitované 24 hodin opét vodu
nejprve absorbovaly, ale postupné se rozpadly na mensi kousky, které kolem sebe tvotily
viskozni obal. Rozpad filmu byl ziejmé zplisoben manipulaci s nim, coz svéd¢i o jeho
nedostatecné stabilité. Film po 30 minutach od pfidani ultracisté deionizované vody je uveden
na obrazku 31 vpravo. Ostatni filmy obsahujici stejnou koncentraci kyseliny citronové
se do 48 hodin od pfidani ultracisté deionizované vody zcela rozpustily.

Pfi sitovani roztoku smési s obsahem 20 % (w/w polymeru) kyseliny citronové 7 hodin byla
produktem ultracistd deionizovana voda po jejim opétovném piidani absorbovana. Postupné
se v roztoku vytvofila struktura, ve které byl patrny obrys filmu s viskéznim obalem. V piipadé
sitovani 12, 19 a 24 hodin byly hydrogely kompaktni, i po nékolikadenni kontrole nebyly
ve vode rozpustény. Produkt ziskany po sitovani 12 hodin je uveden na obrazku 32 vlevo.
Produkt sitovany 12 hodin po opétovném piidavku ultracisté deionizované vody je uveden
na obrazku 32 vpravo.
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Obrdazek 33 FTIR spektrum hyaluronanu a produktu ziskaného gelaci smési HYA a HEC
v hmotnostnim poméru 3 : 7 20% (w/w smési) kyselinou citronovou

FTIR spektrum smési obsahujici 20 % (w/w polymeru) kyseliny citronové (viz obrazek 33)
vykazuje pomérné¢ malou intenzitu, coz bylo zplsobeno ziejm& nehomogennosti vzorku
(viz podkapitola 5.2.5). Pokud je ale brdno v tvahu porovnavani jednotlivych pasti v ramci
jednoho spektra, je moZzné mezi sebou porovnat 1 vzorky se spektry o riiznych intenzitach. Pas
hyaluronanu v oblasti 1606 cm™! odpovid4 asymetrickym vibracim karboxylatového anionu
(—COO") a 1558 cm™! odpovidd amidové skupiné ve struktufe hyaluronanu. Pas v oblasti
1718 cm™! jeuproduktu vzhledem k pasu amidové skupiny hyaluronanu intenzivn&jsi.
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Tento pas (1 718 cm™!) znadi ptitomnost kyseliny citronové (CA) v produktu a miize souviset
s jeho chemickym zesiténim. Zintenzivnéni pasu v oblasti 1204 cm ™' je pravdépodobné
zptisobeno vyskytem CA ve smési. K zeslabeni pasti v oblasti 1400—1300cm 'a také
3300 cm ! mohlo dojit vazbou ptivodné volnych hydroxylovych skupin a miize se tedy jednat
o zeslabeni v dusledku zesiténi struktury.

5.2.3 Smés hyaluronanu a hydroxyethylcelulézy v hmotnostnim poméru 7 : 3

Hydrogely ptipravené z 1% roztokii (w/w ultracisté deionizované vody) smési polymeria (HY A
a HEC v hmotnostnim poméru 7 :3) byly jiz pfi manipulaci po sitovani velmi kiehké.
Po ptidani ultracisté deionizované vody k suchému filmu, tento nejprve vodu absorboval a byly
viditelné obrysy filmu. Manipulaci v roztoku se vSak film velmi snadno rozpadal.

Obrdzek 34 Produkty po pridavku ultracisté deionizované vody; HYA a HEC v hmotnostnim poméru
7 : 3 s obsahem 5 % CA (w/w smési) vievo, s obsahem 10 % CA (w/w smési) vpravo

Obrazek 35 Produkty po pridavku ultracisté deionizované vody; HYA a HEC v hmotnostnim poméru
7 : 3 s obsahem 20 % CA (w/w smési)
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Produkty byly kontrolovany po 7, 12, 19 a 24 hodinach sitovani. Filmy obsahujici
5% a 10 % (w/w polymeru) kyseliny citronové pridanou ultradistou deionizovanou vodu
absorbovaly (viz obrazek 34). Po 2 hodinach od pfidani vody byla v roztoku viditelna viskdzni
struktura, po 24 hodinach byl roztok na pohled homogenni a film zcela rozpustén.

Pfi sitovani hydroxyethylcelulézy s obsahem 20 % (w/w polymeru) kyseliny citronové
filmy pfidanou ultracistou deionizovanou vodu absorbovaly. Produkt sitovany 7 hodin
se ve vod¢ postupné rozpustil. Produkty sitované 12, 19 a 24 hodin se sice zcela nerozpustily,
ale v roztoku tvofily pouze viskozni strukturu vdzanou na kousky filmu a ne kompaktni film
s absorbovanou vodou (viz obrazek 35).

FTIR spektrum smési hyaluronanu a hydroxyethylcelulézy v hmotnostnim poméru 7 : 3
na obrazku 36, je opét méné intenzivni. Vysvétlenim je pravdépodobné nehomogennost
povrchu vzorku (viz podkapitola 5.2.5). Obecné je vysvétleni porovnavanych rozdili spekter
vi¢i samotnému hyaluronanu stejné jako v pfipadé vzorku obsahujiciho hyaluronan
a hydroxyethylcelulozu v hmotnostnim poméru 3 :7 (viz podkapitola 5.2.2). Jedna
se predev§im o vétsi intenzitu absorpéniho pasu v oblasti 1 717 cm™!, ktery je odezvou vyskytu
kyseliny citronové ve struktufe vzorku a je moznd jeho souvislost se zesiténim struktury
polymerni smési. Pas v oblasti 1 207 cm™! souvisi ziejmé s vibracemi hydroxylovych skupin
primarnich alkoholl ve struktufe kyseliny citronové. K zeslabeni past v oblastech kolem
1400 cm™!, 1300 cm™! a také 3 300 cm ™! mohlo dojit vazbou pivodné volnych hydroxylovych
skupin.
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Obrdzek 36 FTIR spektrum hyaluronanu a produktu ziskaného gelaci smési HYA a HEC v hmotnostnim
poméru 7 : 3 s obsahem 20 % (w/w smési) CA
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5.2.4 Hyaluronan

Pii pokusu o gelaci samotného hyaluronanu kyselinou citronovou se nepodatilo
makromolekuly tohoto biopolymeru zesit'ovat, nebot’ produkt se po opetovném ptidani vody
okamzité rozpustil. Dlivodem muze byt elektrostatické odpuzovani makromolekul hyaluronanu
a velké mnozstvi moznych reak¢nich center v jeho struktufe. V roztoku nebyla pozorovana
visk6znéjsi struktura s absorbovanou vodou, kterd by drzela pohromadé, jako tomu bylo
v pfedchozich piipadech. Filmy uvedené na obrazcich 37 vlevo a 38 vlevo ziskané
jako produkty reakce byly velice jemné. Po pridani ultraisté deionizované vody
se v ni okamzité rozpustily. Stalo se tak u vzorkli obsahujici vSechny tfi koncentrace kyseliny
citronové po 7, 12, 19 i 24 hodinéach ohifevu na 80 °C.

Obrazek 37 Produkt pred a po pridani ultracisté deionizované vody; HYA s obsahem 5 % (w/w HYA)
CcA

Obrazek 38 Produkt pred a po pridant ultracisté deionizované vody, HYA s obsahem 20 % (w/w HYA)
CcA4
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Pti srovnani FTIR spektra neupraveného hyaluronanu a smeési hyaluronanu a kyseliny citronové
vystavené nejprve 30 °C a poté 80 °C jsou nejevidentnéjsi rozdily v zobrazeni absorpcnich past
voblastech 1718cm™ a 1229 cm™!. Ty je mozné stejné jako u smési hyaluronanu
a hydroxyethylcelulézy pfifadit odezvé pfitomnosti kyseliny citronové ve vzorku
(viz obrazek 39).
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Obrazek 39 FTIR spektrum hyaluronanu a hyaluronanu s kyselinou cironovou po zahiivani na 80 °C

5.2.5 Porovnani pripravenych hydrogeli

Po pfidani ultracisté deionizované vody k produktim bylo moZzné pozorovat, jak ji absorbuji
a tim zvrasiuji svij povrch. Nékteré si udrzely strukturu kompaktni, jiné se postupné rozpadly
a dalsi se zcela rozpustily. U produktu ziskaného z hyaluronanu a kyseliny citronové nebylo
pozorovano ani absorbovani ultracisté deionizované vody do struktury filmu. Ten se okamzité
rozpustil.

Vzorky, po jejichz gelaci kyselinou citronovou vznikaly kompaktni, nerozpustné hydrogely
byly tvofeny bud’ samotnou hydroxyethylcelul6zou nebo smési slozenou z hyaluronanu
a hydroxethylcelul6zy v hmotnostnim poméru 3 : 7. Vzdy se jednalo o produkty obsahujici
20 % (w/w polymeru) kyseliny citronové. Pfi¢emz doba sitovani, za kterou vznikl nerozpustny
film byla u hydroxyethylcelulozy nejmén¢ 7 hodin, u smésného produktu nejméné 12 hodin.
U vzorku hydroxyethylcelulozy obsahujici 10 % (w/w HEC) kyseliny citronové ziistal
po pridani ultracisté deionizované vody také nerozpustny film, mél vSak na pohled jinou
strukturu. V roztoku bylo mozné pozorovat film, ktery byl obalen viskdzni strukturou. Roztoky
obsahujici hyaluronan a hydroxyethylcelulézu v hmotnostnim poméru 7 : 3 a 20 % kyseliny
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citronové se nerozpustily, ale film se rozpadl a v roztoku byly pozorovany kousky filmu
s viskdznim obalem. Struktury zminéné v tomto odstavci nezménily svoji konecnou podobu
ani po dvou tydnech od pfidani ultracisté deionizované vody k zesiténému polymeru.

Vzorky s obsahem nizSich koncentraci kyseliny citronové se rozpadly a ¢aste¢né nebo uplné
se rozpustily. Je vSak mozné konstatovat, ze ¢im mensi koncentraci kyseliny vzorky
obsahovaly, tim vice ultracisté deionizované vody do své struktury absorbovaly.

Z hlediska vizualniho zhodnoceni byly nejkompaktnéjsi filmy tvofené samotnou
hydroxyethylcelul6zou. Déle se pak filmy zjemiovaly a stavaly kieh¢imi v fad¢ s rostoucim
obsahem hyaluronanu ve své struktufe. Se zvySujicim se obsahem hydroxyethylcelulozy
ve vzorku se meénila barva produktu z bilé na nazloutlou, coz je ziejmé dano barvou
vychozi latky — prasku hydroxyethylcelulozy. Na obrazku 40 vlevo je zobrazen film
obsahujici jako polymer pouze hyaluronan a vpravo film obsahujici smés hyaluronanu
s hydroxyethylcelul6zou.

Obrdzek 40 Produkt s obsahem hyaluronanu vlevo, s obsahem hydroxyethylcelulozy a hyaluronanu
vpravo

Obrazek 41 znazoriiuje FTIR spektra produkti. Na vSech spektrech je mozné pozorovat
absorpéni pas v oblasti 1 724-1 717 cm™!. Ten s nejvétsi pravdépodobnosti souvisi s vyskytem
kyseliny citronové ve struktuie produktu a chemickym zesiténim pouzitych polymerd. Cim byl
tento pas intenzivn&j§i v porovndni spasy voblasti 1650-1590 cm™!, tim vznikal
kompaktng&j$i a stabiln&jsi produkt. Pficemz absorpéni pas v oblasti asil 570 cm™!
je zfejmé zpisoben odezvou celul6zové struktury hydroxyethylcelulozy a karboxylové skupiny
kyseliny citronové. Pés v oblasti 1 550—1 650 cm ™! mlize byt odezvou struktury hyaluronanu,
konkrétné amidové a karboxylové skupiny. Spoleénym znakem produktl, které se po gelaci
nerozpustily v ultraCisté deionizované vode viibec nebo castecné, je absorpcni pas v oblasti
1205 cm™!. U produktu ziskaného gelaci samotného hyaluronanu je tento pas posunut
do oblasti 1229 cm™!. Absorpéni pasy jsou ziejmé jen odezvou nadbytku kyseliny citronové
v produktu.
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Obrdzek 41 FTIR spektra produktii; vidy s obsahem 20 % (w/w polymeru) CA
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TG analyza filmt pfipravenych ze smési A1, A3 a A4 tabulky 3 po jejich vysuseni pii 30 °C
je uvedena na obrazku 42. S rostoucim obsahem hyaluronanu se zvysuje podil ztraty hmotnosti,
coz miize souviset s velkou hygroskopicnosti hyaluronanu a tedy odstraniovanim vlhkosti
ze vzorku. Pti vyssich teplotach se mize jednat také o zacinajici degradaci produktt. Celkovy
ubytek hmotnosti pii zvoleném cyklu analyzy byl vpiipadé¢ filmu slozeného
z hydroxyethylcelulozy a kyseliny citronové (A1) 6,199 %, u filmu obsahujicim smés
hyaluronan hydroxyethylceluloza v hmotnostnim poméru 3 : 7 a kyselinu citronovou (A3)
7,407 % a u filmu obsahujicim smés hyaluronan hydroxyethylcelul6za v hmotnostnim pomeéru
7 : 3 a kyselinu citronovovu (As) 11 %.

Obrazek 43 Nehomogenni struktura produktu

Jak bylo zminéno v podkapitole 5.1.2, nadbytek kyseliny citronové pfi gelaci z produktu
krystalizuje. Toto bylo v mens§i mife pozorovdno i v pifipadé¢ vyuziti koneéného postupu
se zvolenymi koncentracemi 5 %, 10 % a 20 % (w/w polymeru) kyseliny (viz obrazek 43).
Filmy nebyly homogenni, coZz ptlsobilo problém piedev§sim pii meéteni FTIR spekter.
Pro dalsi studii hydrogeli je proto doporuc¢eno nadbytek kyseliny citronové z filmu odstranit
(vymyti vodou) a az poté produkt analyzovat. Dal§im doporuc¢enim je zaméfit studii na pouziti
nejvhodnéjsi koncentrace kyseliny pro gelaci danych polymert tak, aby dochazelo
k vykrystalizovani co nejmenSiho mnozstvi kyseliny z produktu. Vhodna koncentrace bude
ziejmée lezet v rozmezi od 10 % a 20 % (w/w polymeru) kyseliny citronové v roztoku. U filmt
hydroxyethylcelul6zy a smési hyaluronanu a hydroxyethylcelul6zy v hmotnostnim poméru
3 :7 s obsahem 10 % (w/w polymeru) CA, si totiz filmy udrzely v roztoku urcitou strukturu
a nerozpustily se. I kdyz se nejednalo o kompaktni a zcela stabilni produkty, uréity naznak
zesiténi struktury byl pozorovan. Filmy obsahujici 20 % (w/w polymeru) kyseliny citronové
tvotily po piidani ultraisté deionizované vody kompaktni hydrogely. Proto je ptedpoklad
nejvhodnéjsi koncentrace kyseliny citronové v tomto rozmezi.

I kdyz u produktii ziskanych kone¢nym postupem gelace nebyla studovana detailnéji
zavislost zesiténi na reakénim Case, 1ze z jejich vizudlniho hodnoceni konstatovat, Ze vSechny
produkty sitované 12 hodin byly dostatecné stabilni. S ohledem na mozné neZzadouci
modifikace produktu, neni zfejme nutné, aby produkty byly ohfivani vystavovany déle néz tuto
dobu.
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6 ZAVER

V teoretické ¢asti diplomové prace byly predstaveny vychozi latky, hydrogel jako oCekavany
produkt a obecny proces jeho pfipravy —gelace. Dale byly shrnuty poznatky o dané
problematice z dostupnych publikaci. Jednalo se pfedev§im o pouzité pracovni postupy
a navrhy mozného zplsobu zesiténi polymert kyselinou citronovou. V radmci experimentalni
casti diplomové prace byl optimalizovan postup gelace hydroxyethylcelulozy. Ze ziskanych
vysledkti byl vypracovan postup kone¢ny, nasledné vyuzity pro gelaci hydroxyethylcelulozy
a hyaluronanu ve dvou riznych pomérech a hyaluronanu samotného.

Produkt byl povazovan za zesitény v pfipad¢, kdy se po op€tovném piidani ultraCisté
deionizované vody v ni nerozpustil. Z hlediska FTIR analyzy mé zfejmé& souvislost se zesiténim
struktury a vytvofenim esteru absorpéni pas v oblasti 1 724—1 717 cm™'. Cim byl tento pas
intenzivnéjsi v porovnani s pasem v oblasti 1 5501 650 cm ™!, tim kompaktn&jsi a stabilnéjsi
produkt byl ziskan. Absorpéni pas v oblasti 1 570 cm™! je ziejmé zpisoben odezvou celuldzové
struktury hydroxyethylcelulozy a karboxylové skupiny kyseliny citronové. Pas v oblasti
1 550-1 650 cm™ ! mize byt odezvou struktury hyaluronanu, konkrétné amidové a karboxylové
skupiny. Prostfednictvim DSC a TG analyz se nepodafilo prokdzat zesiténi makromolekul
polymerti.

Na zaklad¢€ téchto poznatkli byly za chemicky zesiténé hydrogely oznaceny ty obsahujici
jako polymer samotnou hydroxyethylcelulézu a hydrogely obsahujici polymery hyaluronan
a hydroxyethylcelulozu v hmotnostnim poméru 3 : 7. V obou ptipadech se jednalo o latky,
k jejichz zesiténi bylo vyuzito kyseliny citronové o koncentraci 20 % (w/w polymeru). Ackoli
se tato koncentrace zdéla ze vSech zvolenych nejvhodnéjsi, problémem bylo krystalizovani
nadbytku kyseliny citronové z produktu. To ¢inilo povrch filmu nehomogennim a pisobilo tak
problém pfii FTIR analyze.

Postup gelace, podle kterého byly pfipraveny chemicky sitované hydrogely danych
polymeri kyselinou citronovou, je nasledujici: 2% (w/w ultracisté deionizované vody) roztok
polymeru obsahujici 20 % (w/w polymeru) bezvodé kyseliny citronové je pieveden do lahvicky
z LDPE tak, aby vytvofil vrstvu asi 1 cm. Vzorek je ponechan k uplnému vysuseni pii 30 °C
24 hodin. Zcela vysuSeny vzorek je poté ponechan k samotné sit'ovaci reakci, a to pii 80 °C
12 hodin.

V piipadé¢ dalsi studie je doporuceno detailngji prostudovat priibéh sitovani smési
hydroxyethylcelulozy a hyaluronanu kyselinou citronovou, zejména nejvhodnéjsi teplotu
a dobu gelace. Déle je doporuCeno vé€novat pozornost reologickym vlastnostem hydrogeli
ziskanych postupy této diplomové prace.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DSC
TGA
FTIR
acetyl-CoA
NADH
CA
HEC
HYA
D.S.
M.S.
uv

ATR
NaCMC
AgPNs

np

ny
Mca

Xp

Xy

Xca
LDPE
w/w

Differential Scanning Calorimetry
Termogravimetricka analyza

Fourier Transform Infrared Spectroscopy
Acetyl koenzym A

Redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu
Citric acid

Hydroxyethylcelul6za

Hyluronan

Degree of substitution

Molar substitution

Ultraviolet

Zména volné Gibbsovy energie

Zm¢éna entalpie

Absolutni teplota

Zmeéna entropie

Tepelna energie

Funkce

Cas

Hmotnost

Transmitance

Intenzita zateni proslého vzorkem
Intenzita zateni vstupujiciho do vzorku
Absorbance

Vlnocet

Vlnové délka

Infracervené zateni

Attenuated Total Reflectance

Sodna stl karboxymethylcelulozy
Nanocéstice stiibra

Molarni hmotnost

Hmotnost polymeru

Hmotnost ultracisté deionizované vody
Hmotnost kyseliny citronové

Obsah polymeru vyjadieny v procentech
Obsah ultracisté deionizované vody vyjadieny v procentech
Obsah kyseliny citronové vyjadieny v procentech
Low Density Polyethylen

Hmotnostni pomér
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9 PRILOHY
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Obrazek 44 DSC zdznam prasku hydroxyethylcelulozy (HEC), filmu HEC po 30 °C 24 hodin a filmu
HEC a kyseliny citronové (CA) po 30 °C 24 hodin; 2. casti cyklu méreni
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Obrazek 45 Termogravimetricka kiivka prasku hydroxyethylcelulozy (HEC), filmu HEC po 30 °C
24 hodin a filmu HEC a kyseliny citronové (CA) po 30 °C 24 hodin
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0.1
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Obrazek 46 DSC zdznam filmu HEC a CA, filmu HYA a HEC v hmotnostnim pomeéru 7 : 3 s CA, filmu
HYA a HEC v hmotnostnim pomeéru 3 : 7 s CA po 30 °C 24 hodin, 1. ¢asti cyklu méreni
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Obrazek 47 DSC zaznam filmu HEC a CA, filmu HYA a HEC v hotnostnim. poméru 7 : 3 s CA, filmu
HYA a HEC v hmotnostnim poméru 3 : 7 s CA po 30 °C 24 hodin; 2. casti cyklu méreni
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Obrdzek 48 Srovndni Casii sitovani u filmu hydroxyethylcelulozy s obsahem 20 % (w/w HEC) kyseliny
citronové
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Obrdzek 49 FTIR spektrum filmu hydroxyethylcelulozy s obsahem 10 % a 20 % (w/w HEC) kyseliny
citronové
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Obrazek 50 FTIR spektrum smesi HYA a HEC (3 : 7) s obsahem 10 % a 20 % (w/w smési) CA
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Obrazek 51 FTIR spektrum smesi HYA a HEC (7 : 3) s obsahem 10 % a 20 % (w/w smési) CA
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Obrdzek 52 FTIR spektrum HYA s obsahem 10 % a 20 % (w/w HYA) kyseliny citronové
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