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Abstrakt

V této diplomové praci byla optimalizovana piiprava agardzo-zelatinovych hydrogelt
s pridavkem raznych koncentraci nizkomolekularniho a vysokomolekularniho hyaluronanu
apoté byly u nich zkoumany viskoelastické vlastnosti reologickymi oscilaénimi testy
a ultrazvukovou spektrometrii s vysokym rozliSenim. Reologii byly naméteny hodnoty
elastického a visk6zniho modulu pti vybranych amplitudach napéti, oscilaénich frekvenci
a teplotach. U druhé uvedené metody byly zméfeny hodnoty ultrazvukové rychlosti vzorkt pfi
teplotnim skenu od 85 do 25°C a od 25 do 85°C v pfistroji HR-US 102, které byly
porovnavany s ultrazvukovymi rychlostmi naméfenymi pii teploté 27,0+0,5 °C modulem pro
gely HR-EX-SSC.

Klicova slova

Gely, agardza, Zelatina, hyaluronan, reologie, ultrazvukova spektrometrie s vysokym

rozliSenim

Abstract

In this thesis there was preparation optimized for agarose-gelatin hydrogels with addition of
various concentrations of low-molecular and high-molecular hyaluronan and than there were
examined viscoelastic properties of them by rheological oscilation tests and high-resolution
ultrasonic spektrometry. By rheology were measured values of elastic and viscous modulus
for selected amplitude of strain, oscilation frequencies and temperatures. In the second
method there were recorded values of ultrasonic velocities of samples at temperature scanning
from 85 to 25 °C and from 25 to 85 °C in HR-US 102, which were compared with ultrasonic
velocities measured at the temperature 27,0+0,5 °C by gel-modul HR-EX-SSC.
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1 Uvod

Gely jsou tfazeny do prumyslové, védecky 1 vyzkumné vyznamné kategorie latek, zejména
pro jejich vlastnosti, jez hraji dulezitou roli v mnohych vyrobnich procesech. Mezi takovou
skupinu latek patii 1 nékteré biopolymery, naptiklad agardza a Zelatina, které jsou vyuzivany

predevsim diky svym gelujicim schopnostem.

Agardzové gely se vyznacuji termoreverzibilitou a hysterezni povahou. I kdyz molekuly
této latky nenesou zadny néboj, vedou elektricky proud, a proto jsou dilezité¢ v riznych
separacnich technikach. Také se pouzivaji pii mikrobidlnich kultivacich jako médium
a Vv potravinafstvi jako zelirujici aditivum. V poslednich par letech zacala byt tato latka

Zkoumana pro mozné aplikace v tkanovém inzenyrstvi, aby zleps$ila bunécné procesy.

Zelatina byva ziskavana &asteénou hydrolyzou kolagenu, a stejné jako kolagen i tento
protein méa amfoterni povahu. Jeji gely jsou termoreverzibilni a nachazi své uplatnéni zejména
V potravinafstvi jako aditivum, nebo se pfidavaji do doplnkl stravy. TéZ jsou soucésti

mnohych farmaceutickych (tobolky) i kosmetickych (krémy) vyrobki.

V biochemickych oborech, kuptikladu v 1€kafstvi, tkdnovém inzenyrstvi se pracuje hlavné
s biokompatibilnimi a biodegradabilnimi materialy, které soucasné umoznuji kooperaci

s buitkami. TudiZ byl do pfipravovanych agar6zo-zelatinovych gela pfidavan hyaluronan.

Hyaluronan se hojné vyskytuje v zivociSnych a prokaryotickych organismech. V télech
savcll Se nejvice nachazi v kiizi, oénim sklivei a synovidlni tekutiné kloubt. Je znamo, ze
rizné molekulové hmotnosti hyaluronanu plni v organismu odlisné funkce, kdy naptiklad
vysokomolekularni hyaluronan slouzi jako lubrikant, napoméaha transportu vody v tkanich
avkuzi zajiStuje jeji elasticitu, naproti tomu nizkomolekularni hyaluronan se ucastni

bunécnych procest, hojeni ran a aktivuje imunitni systém.

V této praci je popsana optimalizace piipravy a dale charakterizovano viskoelastické
chovani agardzo-Zelatinovych geld sriznymi koncentracemi vysokomolekularniho
a nizkomolekularniho hyaluronanu pomoci reologie a ultrazvukové spektrometrie s vysokym
rozliSenim, kdy reologii byly méfeny elastické a viskozni moduly v zavislosti na amplitudé
napéti, frekvenci a teploté. Druhou metodou byly u vzorkd méfeny relativni ultrazvukové
rychlosti v zavislosti na teploté pfistrojem HR-US 102. Nakonec byly tyto ultrazvukové
rychlosti srovnavany s ultrazvukovymi rychlostmi ziskanymi z pfistroje HR-EX-SSC pro
dané vzorky pfi teploté 27,0£0,5 °C.



2 Teoreticka cast

2.1 Gely

Nejpraktictéjsi koloidni soustavy jsou kapalné disperzni prostiedi a pevna disperzni faze,
které se nazyvaji bud’ soly, pro ptipad lyofobnich roztokt, nebo koloidni roztoky u lyofilnich
koloidu [1]. Kdyz ve zminéné soustavé je spojité disperzni prostiedi [2] a disperzni Castice
0 vysoké koncentraci [1] v ném nejsou pohyblivé [2], vznikaji polotuhé systémy tzv. gely [3],

V néZ se umi zménit jak roztoky lyofilni, tak i lyofobni soly [1].

2.1.1 Vlastnosti gelovych soustav

Gel je trojrozmérnou siti prochdzejici celym disperznim prostfedim, tvofeny spojenymi
disperznimi ¢éasticemi pomoci chemickych a fyzikalnich sil. Ackoli je disperzni prostiedi
kapalné, existenci této sité se gely charakterizuji mechanickymi vlastnostmi tuhého stavu [1],
naptiklad pruznosti [4]. Gel se chova elasticky az do ur€ité miry teéného napéti, tzv.
kritického napéti, jez zavisi na koncentraci ¢astic a pevnosti spojii mezi nimi. Cim vice je
vazeb mezi fetézci polymeru, tim méné Ize ménit jejich tvar a tim rigidnéjsi vznika prostorova
sit’ [2]. Viskozita i sila gelu se zvySuji s hustotou zesiténi gelu, nicméné narustajici teplotou
muze viskozita vzrist nebo klesnout podle molekuldrnich interakci mezi fetézcem
a rozpoustédlem [3]. Jsou-li sily mezi disperznimi ¢asticemi struktury sité¢ velmi slabé, je
mozno mechanickymi G¢inky rozrusit tyto vazby a pievést gel na sol [2] bez zmény objemu
nebo teploty [3]. Pti tixotropii [2], coz je typ nenewtonovského pritoku [3], kdyz ztekuceny
sol stoji v klidu, vazby se pozvolna obnovuji a dochazi ke gelaci. Zminény jev vykazuji
nékteré reverzibilni i ireverzibilni gely s fyzikalnimi spoji [2]. Difuzivita v zavislosti na
velikosti a struktufe sité polymeru v gelu se méni s koncentraci fetézcd, hustotou zesiténi
a teplotou, ¢ehoz se vyuziva v separacnich technologiich, a to gelové elektroforéze 1 gelové
permeacni chromatografii [4]. U reverzibilnich i ireverzibilnich systémi [2] dochazi obvykle
k pomalému shlukovani. Pfi procesu starnuti postupné vznikaji husté sité polymeru. Kdyz se
interakce mezi Casticemi disperzni faze stane tak velka [3], Zze Cast pavodné piitomné
kapaliny, je vytlacovana z gelu a odmisi se od négj, sitovita struktura se smrStuje. Tento
proces [2], synerese [3], lze pozorovat hlavné¢ u cCerstvych gelt [2] V organickych

hydrogelech, organogelech i anorganickych hydrogelech [3].



2.1.2 Vyuziti gelu

Gely a gelace vyznamné figuruji v mnoha chemickych a biologickych systémech [4],
kuptikladu v 1ékatstvi pti srdzeni krve, v biologii zivocicht a rostlin i v dalSich primyslovych
odvétvich. Gelace je dulezitd procedura pro vyrobu vldken, aplikaci lepidel, zpracovani kizi,
piipravu gelovych kapsli ve farmaceutickém pramyslu, produkci specializovanych materiala

ve sklafském a keramickém primyslu a rovnéz i v potravinaftstvi [2].

2.1.3 Kiasifikace gelt

Podle charakteru disperzniho prostiedi se rozdéluji na hydrogely, s vodou jako disperznim
médiem, nebo organogely slozené z kapalné organické faze. Na zdklad¢ reologickych
vlastnosti se ¢leni na plastické, pseudoplastické, nebo tixotropni gely. Na bazi fyzické povahy
lze gelové soustavy délit na elastické nebo pevné [3]. Gely podle schopnosti navratit se po

vysuseni do piivodniho stavu se rozd€luji na reverzibilni a ireverzibilni [1].

2.1.4 Reverzibilni gely

Reverzibilni gely ptfechdzeji pii vysouSeni na kompaktni xerogely, kdy zmensuji svij
objem [1] a zfistava pouze disperzni fize s neomezenym smriténim. Casto gely si ponechavaji
vysokou poérovitost a obrovskou plochu spolu s velmi malymi pory [3]. Po pfijeti molekul
disperzniho prostfedi, tzv. botnanim, se méni zpét do ptivodni podoby tak [1], Ze interakce
gel-gel jsou nahrazeny interakci gel-rozpoustédlo [3]. Touto schopnosti disponuji samovolné
vznikajici lyofilni koloidy, protoZe tyto pravé roztoky makromolekularnich latek jsou
termodynamicky stabilni. U téchto latek se zaklada proces gelace ve vytvareni trvanlivych
spoju pusobenim chemickych nebo fyzikalnich sil mezi ¢asticemi, které jsou oznaceny jako
styéné body nebo uzly [1]. Podle povahy sil mezi Casticemi jsou gely klasifikovany na
fyzikalni a chemicky gel [4]. Fyzikalné sitované gely jsou spojené tseky fetézcu polymert
[2] interakcemi kratkého dosahu, jako van der Waalsovy, hydrofobni, vodikové
a Coulombova mezi naboji [4] do uzlovych oblasti, které se lisi strukturou, velikosti,
trvanlivosti a pevnosti. Gely s pevnymi uzly se podobaji gelim s kovalentnimi vazbami,
naopak gely se slabymi spoji se rozpadaji vlivem vétSich napéti i vyssi teploty. Gely, jez
ohfatim se zméni na roztok a jeho ochlazenim zpét na gel, se nazyvaji termoreverzibilni.
RozliSuje se teplota tuhnuti, pfi niZ roztok tuhne v gel, a teplota ztekuceni, kdy gel pfechazi na
sol. Jejich hodnoty se liSi, protoze gel postupné vznika ptfechodem solu pies viskozni,
polotuha stadia, tudiz teplota tuhnuti je niz$i neZ teplota ztekuceni. Tento jev se jmenuje

hystereze [2]. Sty¢né body v pfipadé chemického gelu jsou propojeny kovalentni vazbou [4].

9



Kovalentné sitované gely se podle ptitomnosti kapalného disperzniho prostiedi vyskytuji jako
xerogely nebo lyogely a predstavuji velmi rozsdhlou trojrozmérnou sitovitou strukturu
chemickych vazeb vytvorené nelinedrni kondenzacni nebo adi¢ni polymeraci monomerd, také
z linearnich polymeru zesitovanim vhodnym sitovacim ¢inidlem [2]. Sitova struktura
takovych gelli, zejména povaha stycCnych bodi, zlstava stala i po zméne vnéjSich podminek,
jako je teplota, jelikoz dané vazby maji vyS$i spojovaci energie nez tepelna energie [4].
Zvysenim teploty je branéno zesiténi makromolekul v disperznim prostfedi, ale snizeni
teploty obvykle tvorbu gelu podporuje. U takovych roztokt gelaci pomaha vyssi koncentrace,
protoze vzrustd pocet vazeb danych molekul nebo jejich ¢asti. Gelaci vodnych roztoka
amfoternich vysokomolekuldrnich elektrolytd, naptiklad bilkovin, vyznamné ovliviiuje pH

roztoku, zejména hodnota pH izoelektrického bodu [2].

2.1.5 Ireverzibilni gely

Ireverzibilni gely jsou porézni a v pribéhu vysouSeni téméef nezmensi svlj objem.
V kontaktu s disperznim prostiedim [1] jsou sice schopné ur¢ité mnozstvi kapaliny sorbovat
[2], avSak nepfechazi do pivodniho stavu [1], tim padem jejich pfeména na xerogel je
nevratna [2]. Tyto gely se vytvaii z lyofobnich soll, k ¢emuz je nutné mirné snizit stabilitu
koloidniho systému tak, aby nedoslo k agregaci a nasledné koagulaci. Céste¢né naruseni
stability [1] se provadi nejéastéji ptidavkem elektrolytu v koncentraci niz§i nez koagulacni
prah [2]. Tim ztraci pevnost jen ty povrchové koloidni ¢astice, kde schazi ochranna vrstva
a Vv téchto mistech se spoji molekuly lyofobniho koloidu [1] za vzniku prostorové sité [2]. Pti
jejich pripravé je tieba dodat energii, naptiklad mechanickou [1]. Na prubéh jejich gelace ma
vliv n¢kolik podminek. Prvni z nich je, ze koncentrace disperzniho podilu musi dosdhnout
minimalni hodnoty, jelikoZ pod ni dochazi ke koagulaci. Pro vznik gelu také poméha mensi
rozmér Castic pii konstantni hmotnosti disperzniho podilu. Dale hraje dulezitou roli tvar
castic, kdy gel sndze vznika s anizometrickymi ¢asticemi, kde pravé na hranach a hrotech
s nejméné vyvinutou elektrickou dvojvrstvou nebo solvatovym obalem dochazi ke spojovani
¢astic. Rychlost tvorby a vlastnosti gelu vyrazné€ ovliviiuje teplota. Jejim zvySenim se zrychli
gelace, nicméné intenzivnim ohfivanim lze zpét pfeménit gel v sol. TéZ mechanické piisobeni

obecné brani gelaci [2].
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2.2 Agaréza

Agar6za je biopolymerni latka vytvarejici hydrokoloidni formu agaru, ktery se nachazi
V bunééné sténé Cervenych moiskych fas rodu Agarophyte [5], Floridae, Gelidium [6]
a Rodophyta [7].

2.2.1 Struktura agarézy

Agardza je ptirodni [8], netoxicky [9] linearni polysacharid tvofeny opakujicimi se
jednotkami agarobidzy, coz je disacharid slozeny z f-D-galaktopyrandzy, vazanou pies
a-(1,3) s 3,6-anhydro-a-L-galaktopyran6zou, vazanou fS-(1,4) glykozidovou vazbou. Obvykle
nema zadny naboj, nicméné¢ muize obsahovat nabité karboxylové, pyruvatové, nebo sulfatové
skupiny [8]. Podle toho, zda jde o nizkomolekularni, nebo vysokomolekularni agardzu, se

molekulova hmotnost pohybuje v rozmezi od 630 do 120 000 [6].

H] S: O: s 2 T 4 TOH
~0 ™0

OH HO

Obr. 1: Struktura agarézy [10].

2.2.2 Fyzikalné chemické vlastnosti agarozy a jejich gelu

Agardza se bézné po extrakci a purifikaci vyskytuje ve formé bilého prasku, ktery se
nerozpousti ve vodé pii laboratorni teploté, zatimco zahtatim nad kritickou teplotu tani
dochazi ke zvyseni rozpustnosti a vzniku solu, Vv némz jsou vytvafeny dlouhé svazky vlaken.
Jeden typ agar6zy se vyznacuje teplotou tani kolem 65°C a druhy okolo 95°C [9].
Ochlazovanim se postupné sol dostavd do mikrogelové faze, kde zlstavaji tyto svazky
spojené [11], poté propletené [9], a které jsou nasledné stabilizovany slabymi vazebnymi
interakcemi [11]. Z toho vyplyva, ze dvojité helikalni struktury se zméni na trojdimenzionalni
sit¢ [12] a pti ptiblizné teploté tuhnuti/gelace 25-35 °C [7] vznika polotuhy termoreverzibilni
hydrogel [5]. Tyto hydrogely obsahuji agar6zové fetézce pripoutané K sob&é pomoci
vodikovych mustki a mezi nimi se nachazi pory [7], jejichz velikost zavisi na koncentraci
agardzy [8]. Mezi vlastnosti téchto hydrogelt 1ze uvést jev zvany hystereze, kdy teplota tani
se neshoduje s teplotou tuhnuti (rozdil se pohybuje i o n€kolik desitek stupiii) a je popsan

hysterezni kiivkou, z niz 1ze vidét, ze pfi zvySovani teploty jsou naméteny jiné hodnoty nez
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pii ochlazovani [13]. Vyskyt tohoto dé&je je pfipisovan vzniku velkych agregat, které
zUstavaji stabilni i pfi vysSich teplotach, oproti strukturam formujicim se chlazenim [7].
Mechanické vlastnosti Cistého agardézového gelu se odviji od molekulové hmotnosti

a koncentrace [14].

2.2.3 Vyuziti agarézovych hydrogelu

Agar6za, zejména ve formé gelu [8], nachazi své vyuziti v mnohych védeckych
I pramyslovych aplikacich jako je naptiklad potravinaisky primysl, biochemické laboratote

(kultivace, délici techniky), analytické chemie [14], farmacie a biomedicinské aplikace [9].

Hydrogely z agar6zy velmi dobfe vedou elektricky proud, a proto jsou pouzivany v riznych
separacnich technikdch, obzvlast’ v procesech gelové elektroforézy jako nosi¢ovy neutralni
zaklad [15]. Segmenty velkych biomolekul po zapojeni do elektrického pole jsou separovany
v porech gelu podle molekulové hmotnosti. Primérné velikost pori agar6zovych hydrogeli
do znaéné miry ovliviiuje jejich koncentrace, ¢im vysSsi koncentrace agardzy, tim je velikost
porit mensi [14] a rychlost pohybu separovanych &astic se snizi [15]. Siroce jsou tyto gely

také vyuzivany v imunoelektroforéze, afinitni a gelové permeacni chromatografii [9].

V biochemickych laboratofich jsou agar6zové hydrogely vyuzivany pro kultivaci
mikroorganismi jako vhodna tuha kultivaéni média pro samotny rist mikroorganismu [14].
V soucasnosti je provadéna fada studii ohledné aplikace agardzy v tkdnovém inZenyrstvi,
pfesnéji v oblasti vyvoje nosicl s fizenym uvoliiovanim aktivnich latek. Slouzi také jako
modelovy podklad pro studium tkanového transportu, mikrobialnich biofilmi, nebo
bunécnych procesi, jelikoz zadrzuji velké mnozstvi vody a zivin, podporuji tim rist bunck
a jejich regeneraci [16]. ProtoZe biokompatibilni agaréza je do jisté miry inertni, bylo by

mozné ji v budoucnu pouzivat pro rist lidskych tkani [17].

V potravinaiském pramyslu se uplatiuji jako zahustovaci a zelirovaci aditiva [13]. Ve
farmaceutickém a mikrobiologickém pramyslu jsou také hojné vyuzivany hydrogely

s vysokou mechanickou odolnosti [17] a rigidné&jsi strukturou [16].
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2.3 Zelatina

2.3.1 Definice a historie zelatiny

V literatufe se objevuji riizné definice zelatiny. Uvadi se, ze Zelatina je CiStény piirodni
rozpustny bilkovinny produkt, tvofici nebo netvorici gel, ziskany z Zivoc¢isného kolagenu bud’
Caste¢nou kyselou, nebo alkalickou hydrolyzou kosti, kuzi, povazek a §lach zvifat (vetné ryb

a dribeze). [18]

Slovo zelatina je ptivodem z latinského slova ,,gelatus®, coz oznacuje rosol ¢i ztuhlost.
Zelatina byla poprvé pouzita jiz v Egypté jako lepidlo v hrobech faraont. V 18. stoleti byl
piijat patent na jeji vyrobu. V roce 1845 byla vynalezena Zelatina na dezerty a o necelych
tiicet let pozdéji firma Hartley zacala vyrabét zelé. 20. stoleti znamenalo obdobi ochucovani

zelatiny riznymi pfichutémi a také propagaci zelatiny v mnoha druzich potravin. [19]

2.3.2 Chemické slozeni zelatiny

Zelatina je lehce stravitelna [20] a z chemického pohledu heterogenni smés [18] skladajici
se z 18 aminokyselin [20]. Ptiblizné hodnoty slozeni aminokyselin ve struktufe Zzelatiny je:
glycin 21 %, prolin 12 %, hydroxyprolin 12 %, kyselina glutamova 10 %, alanin 9 %, arginin
8 %, kyselina asparagova 6 %, lyzin 4 %, serin 4 %, leucin 3 %, valin, fenylalanin a threonin
2 %, izoleucin, hydroxylyzin 1 %, methionin a histidin <1 % a tyrozin < 0,5 % [21]. Kromé
tryptofanu jsou v Zelatiné obsazeny vSechny ostatni esencialni aminokyseliny [18].
Pramyslové se zelatina vyrabi z kolagenu [20], jehoz existuje mnoho riznych forem, nicméné

zelatina je ziskavana pouze ze zdrojui bohatych na kolagen typu I [21].

2.3.3 Fyzikalni a chemické vlastnosti zelatiny

Zelatina je pevna, prithledna, kiehka latka, naZloutlé barvy, téméf bez chuti a zapachu. Pfi
béznych teplotnich a vlhkostnich podminkach ma 9-10 % vody. V kontaktu se studenou
vodou hydratuje za vzniku oddélenych, nabotnalych ¢astic. Zahfivanim ptechazeji tyto
nabotnalé castice do roztoku, kde dilezitou roli hraji pH, metody vyroby, teplotni historie

a koncentrace zelatiny. [22]

Zelatina, podobné jako kolagen, ma amfoterni charakter, coz znamena, Ze ve vodném
roztoku se podle pH muize chovat bud’ jako kyselina, nebo jako zasada. V silné kyselém
roztoku se kladné nabitd Zelatina v elektrickém poli pohybuje jako kation, naopak v silné
zéasaditém roztoku je zaporn¢ nabita a pohybuje se jako anion. V izoelektrickém bodé

nedochézi k Zadnému pohybu ¢astic. U Zelatiny vyrobené kyselym zplisobem se izoelektricky

13



bod vyskytuje mezi pH 7,5 a 9,3 a u zelatiny, vyrobené alkalickym zptisobem, jsou hodnoty
tohoto bodu v rozmezi pH 4,7 do 5,2. [22]

Tvorba hydrogeld je jednou z nejvyznamnéjSich vlastnosti zelatiny [22][23]. Ptestoze
kolagen a Zelatina pochazi ze stejné makromolekuly, vzajemné se jejich gelovaci
mechanismus 1 vytvoiena sitova struktura znacné lisi. Pii gelovani kolagenu jsou agregovany
kolagenové molekuly a vytvaii se fibrily, vyvolané zménami iontové sily, pH a teploty.
V prubéhu tohoto procesu dochézi k lagové fazi, kdy primarni agregaty molekul kolagenu
jsou nukleovany. Poté zaCind boc¢ni agregace podjednotek do dosazeni rovnovahy. Oproti
tomu u zelatiny, kdy prechdzi reverzni civka na Sroubovice [24] v dasledku vzniku
vodikovych mustki [18], tyto Sroubovice jsou podobné trojvrstvému kolagenu, nicméné neni

dosazeno rovnovahy [24].

Tyto gelacni schopnosti zelatiny tvofici rizné pevné gely jsou kvantitativné analyzovany,
a slouzi jako zptisob jakostni kontroly. Zelirujici silu Zelatiny vyjadiuje Bloom-hodnota [22],
uréujici kvalitu a cenu vyrobené Zelatiny [20]. Mé&feni pevnosti gelu se provadi pomoci
Bloomova gelometru tak, ze se necha 7,5 g zelatiny rozpustit ve 105 g vody za vzniku jejiho
roztoku o koncentraci 6,67 % pii 60 °C a poté je ochlazen na 10+0,1 °C po dobu 16 hodin.
Naésleduje stanoveni sily odporu vzniklého gelu viici pronikajicimu vélecku o priméru 4 mm
do hloubky 12,7 mm. Hodnota sily vyvinuta pro prunik odpovida Bloom-hodnoté daného
gelu. Pro obchodni el se pevnost Zelatiny pohybuje od 50 do 300 Bloom [22].
Technologicky velmi dilezita viskozita Zelatiny je zjisStovana viskozimetrickou pipetou
v roztoku o koncentraci 6,67 % pfi teploté 60 °C. Hodnota viskozity se pohybuje mezi 15 az
75 [20]. Pevnost a viskozita Zelatinového gelu postupné slabnou pii dlouhodobém zahfivani
nad teplotu 40 °C. Tuto degradaci muzeme urychlit pisobenim pH a ptisobenim bakteriemi
[22].

Bod tani Zelatiny je pfechodovym bodem od Zelé k roztoku a obvykle se pohybuje okolo
28-30 °C. Bod tuhnuti se nachazi pfi teploté nizsi nez 25 °C, kdy nastava velmi pozvolny

ptrechod od roztoku k zelé. Oba zminéné body hraji dtlezitou roli ve vyrobnim procesu. [23]

Veskeré vyse uvedené fyzikaln&-chemické vlastnosti, v€etné primarniho uspotfadani
aminokyselin Zelatinového fetézce Gzce souvisi se zdroji kolagenu (pouzity surovy material)

a se zpusobem vyroby Zelatiny. [21]
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2.3.4 Vyroba zelatiny

Ve vyrobé zelatiny se v soucasnosti nejvice pouzivaji vepiové nebo hovézi kuze, které jsou
rizn¢ piedupraveny a dale =zakonzervovany pred nezadoucimi kontaminacemi
mikroorganismy. Dale je material ve Stipacim stroji rozsekan na malé kousky. Pak nasleduje

samotna alkalicka, nebo kysela pteduprava. [20]

Alkalickym zplisobem se zpracovavaji povapnéné nebo nasolené kize. Nakrajené kousky
se n€kolik tydni maceji ve vapenném mléce o hodnoté pH 12—13. Hlavni cil alkalické upravy
piedstavuje dosazeni urcitého stupné zbobtnani kozni hmoty, kdy dojde k silnému rozvolnéni
struktury kolagenu, coz umozni snadné vnikani roztokti dovnitt celého systému a ulehci
pfevedeni kolagenu do roztoku puasobenim horké vody [18]. Pak nasleduje odvapnéni
promyvanim 4% kyselinou chlorovodikovou, ktera ma pH < 1,5, kdy jsou mechanicky
odstranény vapenné ionty [20], uvolnéné nebo odbourané soucasti bilkovin i jiné neéistoty
[18] a zaroven tyto drastické zmény pH dokonale zni¢i mozné mikroorganismy [20].
Nasledn¢ je materidl promyvan ve vielé vod¢ a dale pokrac¢uje samotny proces vafeni. Timto

postupem se ziskava zZelatina typu B [20].

Kyselou pfedupravou jsou pfipravovany zelatiny typu A a vétSinou se zpracovavaji vepioveé
a rybi kuize [18]. Kize se po promyti a roziezani necha na 24 az 48 hodin v kyselé lazni s pH

pod 1,5 a posléze se promyje Cistou vodou [20].

Vareni se uskute¢niuje ve varnych kadich [18], do nichz se vloZzi vepiové nebo hovézi kuze
a potom probiha cela fada horkovodnich extrakci obvykle v rozmezi 50-60 °C az 100 °C [20],
aby doSlo k denaturaci a solubilizaci kolagenu [18]. Nasleduje proces odstfed’ovani
a n¢kolikastupnovy proces filtraci. Dal$im krokem se pfeménuje suspenze na rosol v tepelném
vyméniku, kdy dochazi ke zmrazeni a nésledné sterilizaci pfi 140 °C. Po tomto ukonu jsou
zelatiny zpracovany do niti a suSeny v suSicim tunelu, kde je upravena vlhkost obsaZena
Vv Zelating. Poté se Zelatinové nité¢ zkrati, rozemelou a sitovanim jsou rozd€leny na prasek

a Castice s riiznou zrnitosti [20].

2.3.5 Nové alternativni zdroje zelatiny

V soucasné dob¢ je zelatina, pouzivana pro potravinaisky a farmaceuticky primysl, témét
odvozena od zivoc¢isnych produkti [21], kdy mezi nejCastéjsi zdroje jsou fazeny praseci kuze,
kize skotu a kosti z veptového a skotu [24]. Zhruba kazdy rok se ji spotiebuje asi 55 000 tun.

Z tohoto ditvodu byly v poslednim desetileti zkoumany alternativni zdroje kolagenu pro
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vyrobu Zelatiny, jako jsou rybi klize, kosti a ploutve, motské fasy, nebo meduzy. Jako novy
zpusob byl vyzkousen postup premény kukuficnych rostlin, aby produkovaly vysoce kvalitni
zelatinu bezpe¢nym a levnym zpiisobem, coz by umoziovalo vyvoj riznych zelatin s danymi
molekulovymi hmotnostmi a konkrétnimi vlastnostmi pro rtizné potieby. Vedle toho rostlinna
rekombinantni Zelatina by feSila obavy ohledn¢ mozného vyskytu infekci z vedlejSich
zivocisnych produktl. Neddvno byl vyvinut biotechnologicky proces vyroby zelatiny pomoci
rekombinantni DNA, coz pomohlo eliminovat jiz zminéné riziko pfirodni kontaminace.
Existence téchto komercnich rekombinantnich kolagent/zelatin na trhu se stava bézné

uzivanym materialem pii vyvoji lékaiskych aplikaci na opravu mékkych a tvrdych tkani [21].

2.3.6 Pouziti zelatiny

Potravinaisky primysl je jednim z nejvétich spotiebitelt Zelatiny. Zelatina je hlavné
pouzivana jako pojivo tukd, vody a pfi Gpravé masnych a rybich vyrobku, zahustovadlo
mléénych nizkotuénych vyrobkd, stabilizdtor dezertnich krémii a ve vyrob& cukrovinek,
mrazenych dortd a zmrzlin. S ohledem na pozitivni G¢inek Zelatiny na lidsky organismus,
napiiklad ptredchdzeni vzniku artritidy, osteoporézy a mnoho jinych, se objevuje také

Vv ruznych doplncich stravy. [23]

Farmaceutickd Zzelatina nachézi uplatnéni hlavné pii vyrobé peroralnich zelatinovych
tobolek, perel, ¢ipkt, pastilek a zdravotnich bonbont.. Vyuziva se jako pojivo pfi tabletovani
farmak. Sama o sob¢ je Zelatina pouZivana pro povrchové tvrzeni vnéjSich obvazli na ranach,
zlomeninach [25] a k zastaveni wvnitiniho krvaceni po urazech diky tzv. absorpénimu

zelatinovému tamponu, jenz zaujima dilezité misto zejména v chirurgii [22].

Aplikace technické Zelatiny v praxi je velmi rozmanité, od Upravy velikosti a povrchu
tkanin [18], vyroby papiru, plastd, hnojiv, pracich praska, Ccisticich prostiedkd,
v metalurgii [20], ptes pouziti jako adheziva, filmy, svételné filtry a kultivaéni média pro
bakteriologické testy [18]. V kosmetice pro vysoky obsah kolagenu, ktery napomaha k vyziveé

pokozky a vlasi, slouzi k vyrobé krému, Samponti a mydel [20].
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2.4 Hyaluronan

2.4.1 Historie hyaluronanu

Poprvé byl tento polysacharid jako takovy pfipraven v druhé poloviné devatenactého
stoleti [26], ale az v roce 1934 byl spolehlivé izolovan z hovéziho o¢niho sklivee [27] [28].
Jelikoz tato nove objevena latka obsahovala dvé rtizné molekuly cukru, z nichZ jednou byla
uronova kyselina, byl navrzen nézev ,,hyaluronova kyselina®“, z feckého ,,hyalos* — sklo a jiz

zminéné uronové kyseliny [29].

2.4.2 Chemicka struktura a molekulova hmotnost hyaluronanu

Hyaluronan je linearni piirodni [27] [28] mukopolysacharid [30], fadici se do skupiny
zédporn€ nabitych glykosaminoglykani spolu s chondroitinsulfaty, keratansulfaty nebo
heparansulfaty [31]. Oproti jinym mukopolysacharidiim neni sulfatovany [30]. Hyaluronan je
tvofen opakujicimi se disacharidovymi jednotkami skladajicimi se z D-glukoronové kyseliny
a N-acetyl-D-glukosaminu vzajemné spojenych f-1,3 glykosidickymi vazbami. Jednotlivé
disacharidové jednotky jsou vazany f-1,4 glykosidickymi vazbami [31] a pocet téchto

jednotek v dané molekule mize dosahnout 10 000 i vice [27].

Al

0/ ™

O—2Z

n
Glukoronova kyselina N-acetylglukosamin

Obr. 2. Primdrni  struktura  hyaluronanu  sloZena  z glukoronové  kyseliny

a N-acetylglukosaminu [32].

U téchto typi mukopolysacharidii se molekulova hmotnost uvadi v Daltonech (Da), coz je
jednotka odpovidajici klasické jednotce g/mol [27]. Hyaluronan se obecné vyznacuje vysokou
molekulovou hmotnosti, uzce souvisejici se zplisobem jeho izolace [33]. Jelikoz kazda
disacharidova jednotka této latky odpovida ptiblizn¢ 400 Da, molekulovd hmotnost mize

dosahnout az n€kolika milionti Da [31].
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2.4.3 Chovani hyaluronanu v roztoku

Primarni struktura hraje dulezitou ulohu v tvorbé sekundarni struktury ve vodé [34].
Retézec hyaluronanu obsahuje relativné neohebny cukerny kruh, ale také glykosidické vazby,
spojujici tyto cukry atomem Kkysliku, orientovanym ve tvaru ,,V* [35]. Na konci kazdé
[-glykosidické vazby by tyto cukerné zbytky mohly teoreticky neomezené rotovat [34],
nicméné prokazatelné existuje pouze nekolik preferovanych konfiguraci. Jelikoz v roztoku
jsou vSechny prostorové objemné hydrofilni hydroxylové nebo karboxylové skupiny u
D-glukoronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu [27] uspotfadany v ekvatorialni poloze
a v axialni poloze se nachéazi hydrofobni atomy vodiku a tvoti se plocha, kroutici se struktura.
Kazda disacharidova jednotka v této struktufe je pootoCena o 180° oproti piedchozi
I nasledujici jednotce [31]. Po ziskani ptuvodni orientace fetézce (otoeni o 360°), vznika se
slab§imi nevazebnymi interakcemi (vodikové miustky, hydrofobni interakce) [35] dvakrat
stoCena Sroubovice ,,two-fold helix‘‘, jez v roztoku predstavuje doménu [36], energeticky
velmi stabilni sekundarni strukturu hyaluronanu [31]. Zaroven axialni hydrofobni domény
hyaluronanu tvotené vodiky pfi kontaktu s rozpoustédlem jsou smérovany dovniti fetézce,
naproti tomu poldrni skupiny jsou orientovany do rozpoustédla, coz pfispiva k vysoké
hydrofilit¢ hyaluronanu a k vazbé vody do jejiho fetézce [35], ¢imz vytvaii sité jiz pii velmi
nizkych koncentracich hyaluronanu [27]. Vyskyt hydrofilnich a hydrofobnich zéon ma za
nasledek amfifilni charakter [34].

2.4.4 Vyskyt hyaluronanu v organismu

Bylo zjisténo, Ze hyaluronan u vsech obratlovci, véetné Clovéka [37], se vyskytuje jako
polyanion [38] sodné ¢i draselné soli [39]. Jedna se o jednu z hlavnich komponent
extracelularni matrix, kde interaguje pfedev§im proteiny [27] a je pfirozenou soucasti
pojivovych, epitelovych a nervovych tkani [29]. S ohledem na typ tkané, zejména oc¢ni
sklivec, synovialni tekutina kloubnich chrupavek, ktize, pupecni $ndra, kolisd mnozstvi
hyaluronanu [27]. Jeho vysoky obsah byl objeven také v plicich, ledvinach, mozku
asvalech [40]. V neposledni fadé¢ se hyaluronan nachazi na povrchu nékterych bakterii

(Streptococcus, Pasteurella) [37].

2.4.5 Syntéza a degradace hyaluronanu

Bunécny hyaluronan je syntetizovan fibroblasty a enzymy, hyaluronansyntazami. Jedna se
o integralni membranové proteiny, které se u obratlovcil vyskytuji ve tfech forméach: HASI,

HAS2 a HAS3. Tyto proteiny od neredukujiciho konce [31] tvoii dlouhé, linearni fetézce
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hyaluronanu stfidavym pfipojovanim kyseliny glukoronové a N-acetylglukosaminu [29]. Na
rozdil od jinych glykosaminoglykand, novéa struktura hyaluronanu je pifimo vytlacena do

extracelularni matrix [31].

Hyaluronan podléha za fyziologickych podminek degradaci kyslikovymi radikaly, nebo
enzymy. V prvnim pfipad¢ degradace probiha jako vedlejsi reakce pusobeni neutrofilnich
granulocyti béhem zanétu, predevS§im u revmatoidni artritidy[37] [41]. U savct probiha
enzymaticka degradace hyaluronanu o vysoké molekulové hmotnosti hyaluronidazou Stépici
jej na mensi oligosacharidy, které jsou poté rozlozeny [-D-glukoronidazou
a f-N-acetyl-hexosaminidazou odstranénim neredukujicich terminalnich cukrt [29]. Kromé

Jiz zminénych sav¢ich, existuji také bakterialni, parazitické a korysi hyaluronidazy [42].

2.4.6 Vlastnosti a pouziti hyaluronanu

Fyzikalné-chemické vlastnosti a biologické funkce hyaluronanu, které jsou vyuzivany
v mnoha védeckych a primyslovych aplikacich, ovliviiuje prostorové uspotadani, zdroj
pivodu [29], ale hlavné jeho molekulova hmotnost [31]. Hyaluronan ma antioxidaéni
ucinek [39], je hypoalergenni, biodegradabilni a biokompatibilni [29]. Diky této povaze je
hyaluronan Siroce pouzivan v kosmetickém primyslu, medicinskych aplikacich, tkanovém
inzenyrstvi (scaffoldy) a technologii 1é¢iv [34]. Existuje mnoho vyrobkl s touto latkou
v riznych formach, pies gely, tuby, platy pevnych materiall, az po jemné tkané miizky [29].
Podle molekulové hmotnosti jsou rozliSovany tzv. vysokomolekularni hyaluronan
0 molekulové hmotnosti 4-10°-2-10* kDa a nizkomolekularni hyaluronan (tzv. fragmenty

hyaluronanu) [43].

Vysokolomekularni hyaluronan napomaha b&hem flexe [44] tvorbé synovialni tekutiny
kloubti a udé€luje ji ne-newtonskou viskozitu (viskoelasticitu) a dalsi dilezité mechanické
vlastnosti [31]. Hyaluronan také slouzi jako lubrikant snizujici tfeni a tlumici narazy [42],
¢imz chrani kloubni struktury a zvySuje stabilitu kloubu [44]. Pti kloubnich zanétech postupné
klesa molekulovd hmotnosti hyaluronanu ze 7 MDa na 3-5 MDa, coz omezuje schopnost
synovialni tekutiny plnit jeji funkce. Pro opétovné zlepseni funkénosti kloub, Ize aplikovat
injekce hyaluronanu piimo do kloubni oblasti [42]. Vpraveny hyaluronan poté nahrazuje
synovialni tekutinu, ¢ehoz se hojné pouziva v revmatologii a ortopedii [27] [41] pii 1écbé
osteoartrozy [44]. Hyaluronan je diky svym viskoelastickym vlastnostem [45] vyuzivan pfi
operaci oka jako nahrada o¢niho sklivce [31] Vv oftalmologické chirurgii, napifiklad béhem

implantace ¢ocek [42]. Hyaluronan funguje v o¢nich kapkach jako lubrikant a zvlhéovad
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oka [36]. Mezi jednu z nejvyznamnéjSich vlastnosti hyaluronanu patii zadrzovani velkého
mnozstvi vody [29] a pomaha jejimu transportu napfi¢ tkani [27] [41]. Jelikoz hyaluronan
v klizi zastava funkci humektantu, po jeho aplikaci do pokozky posiluje jeji pevnost, pruznost
a podporuje tvorbu novych kolagenovych a elastinovych vlaken [29]. V kosmetice je
hyaluronan pfidavan do kréma a geli proti vraskam a starnuti pleti [40]. V plastické chirurgii
se vyuziva hyaluronanu [27] [41] v injektovatelné podobé k vyplnéni, zvétseni tkanovych
prostort v kizi a svalech [29]. Plati, ze vysokomolekularni hyaluronan piispiva k celistvosti

tkani a pfi zranéni je schopen pfitomny zanét potlaovat [46].

Nizkomolekularni hyaluronan, nebo oligosacharidy 25-50 disacharidovych jednotek,
ucinkuje proti apoptéoze [31] a je nezbytné pii hojeni ran [46], jelikoz vyvolava imunitni
odpovéd’ [43] (zanét s otokem [31]) a regeneraci organismu [43], ¢emuz dopomaha
vysokomolekularni hyaluronan [46] vytvatejici hydratacni ,,cesty* privad&jici vyzivové hojivé
faktory pii obnové a rustu bunék [47] Kk mistu zranéni [46]. Nizkomolekularni hyaluronan
podporuje angiogenezi (tvorba novych kapilar a cév) [31] a stimuluje syntézu fibroblasta,
posléze kolagenu [46]. Vysokomolekularni hyaluronan snizuje kontrakci fibroblastt [29],
¢imZ podporuje bezjizvé hojeni [39], ¢ehoz se vyuziva pii 1é€bé popalenin a koznich
viedl [26]. Nicméné mensi fragmenty tohoto polymeru se podileji i na fadé patologickych
déju [48]. Piedpoklada se, Ze hraji roli jako endogenni vystrazné signaly a spoustéce riznych
signalnich drah [31], obzvlast pii bunétném déleni, mitdéze, vzniku tumord, metastdz a
zanétl [41]. Uvedené procesy jsou fizeny bunéfnymi povrchovymi receptory, napiiklad
receptorem CD44. Ten umoznuje mezibunéné interakce s hyaluronanem, jako jsou interakce
bunka—bunka, bunika—substrat, adheze, bunécnd migrace, proliferace, aktivace, vsttebavani
hyaluronanu a jeho degradace [36]. Vyssi koncentraci nizkomolekularniho hyaluronanu jsou
pti rakoviné nadorové bunky vice pohyblivé [48] a nefizené rostou. Hyalinni oligosacharidy
vyZzivuji naddorové tkan€ vznikem novych krevnich fecist’, chrani pfed imunitnim systémem
a zvySuji vytvaieni metastaz [37] [41]. Jelikoz plni hyaluronan v nadoru vyznamnou ulohu,
mohl by fungovat jako cileny distributor bioaktivnich 1é¢iv do postizenych tkani v lidském

téle, coz by zachranilo pacienty pfed chemoterapiemi, které zasahuji cely organismus[45].

20



2.5 Reologie

2.5.1 Uvod a princip metody

Reologie je védni obor zabyvajici se studiem chovanim pevnych a tekutych latek na
pusobeni vnéjsich sil [49]. Jedna se o nauku kombinujici mechaniku a fyzikalni chemii [50].
Termin ,,reologie" pochazi z fectiny: "rhein" a znamena feka, tok nebo proudit. V doslovném
prekladu tedy rheologie oznacuje védu o toku. Nicméné reologie se neomezuje pouze na
tokové chovani tekutin [51], avSak umoznuje také odhalit deformacni chovani pevnych latek.
Spojeni téchto vlastnosti spociva v tom, ze tok latky zptsobuje velké deformace pomoci
smykovych sil [50]. Miru deformace plynného, kapalného a pevného skupenstvi popisuji
modely jako ideélni plyn, nestlacitelna kapalina a pruzné téleso, kde idedlni pevna latka ma
nekonecné velky modul pruznosti a idedlni nestlacitelnd tekutina ma nulovou viskozitu
a objemovou roztaznost. Elastické chovéni, které popisuje zejména tuha télesa, se projevuje
znovuobnovenim tvaru latky po odstranéni vnéjsi sily zplsobujici deformaci. Naproti tomu
viskdzni chovani, jenz je charakteristické pro tekutiny (kapaliny), zptsobi, ze material
pusobenim vnéjsi sily tece a latka po odstranéni této sily definitivné zméni tvar [34]. Odpor
proti toku, nebo-li mira odporu materialu proti vné&jsi sile, charakterizuje viskozita. Podle
druhu zatiZeni ji lze rozliit na smykovou a elongaéni viskozitu. Cast&jsi byva rozdéleni dle
méfeni, a to na dynamickou a kinematickou viskozitu. Dynamicka viskozita byva definovana
newtonovskou rovnici jako viskozita kapaliny vystavené smyku mezi dvéma rovnobé&znymi
deskami, z nichZ jedna se vi¢i druhé pohybuje ve své rovin€ rovnomérnym piimocarym
pohybem [51]. Tato veli¢ina zavisi na teploté a tlaku, kdy u plyni se zvySujici se teplotou
roste a u kapalin klesa [52]. Kinematicka viskozita je vyjadiena jako podil dynamické
viskozity a hustoty meéfené kapaliny [51]. Lze ji vyuzit pii popisu hydrodynamiky
kapalin [49].

2.5.2 Vyuziti reologie

Reologické vlastnosti materiald, viskozity, meze toku a moduly pruZnosti, je tieba znat
nejen k charakterizovani samotné latky, ale napomaha také pii feSeni mnoha technickych
problematik [49]. VétSina pramyslové vhodnych materiald vykazuje komplexni reologické
chovani, které urCuje zpracovatelnost materialu. Reologicka méfeni nachazeji mnoha vyuziti
v riznych primyslovych oblastech, kuptikladu v letectvi, automobilovém primyslu,

elektronice, potravinaistvi, 1ékafstvi a jiné [53].
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2.5.3 Déleni latek podle Newtonova zakona v reologii

U newtonovské kapaliny (idealn¢ viskozni kapaliny) plati pfimé umérnost mezi smykovym
(tecnym) napétim a gradientem rychlosti podle Newtonova zakona a jejich viskozita je
fyzikalni konstantou pfi konstantni teploté a tlaku [34]. Tento zakon pro te¢né napéti z udava
sou¢in dynamické viskozity # a gradientu rychlosti D, ktery charakterizuje zmény tvaru

v proudici kapaling. Timto pravidlem se obvykle fidi nizkomolekularni latky [49].

Nenewtonovské kapaliny se nefidi danym zakonem [49] a nelze charakterizovat jejich
popis jedinou hodnotou dynamické viskozity. Takové latky popisuji tokové kiivky, jejichz
teCné napéti zavisi na smykové rychlosti. Pomér tecného napéti a smykové rychlosti udava
tzv. zdanlivou viskozitu [52], ktera neni latkovou konstantou. Takovy material mize byt
roztok nebo tavenina polymerti, suspenze nebo rizné pasty. Nenewtonovské kapaliny jsou
déleny dle zavislosti na Case, a to na Casoveé zavislé a nezavislé. U prvniho typu se zdanliva
viskozita méni s dobou ptisobeni deformace. Jejich tokové kiivky jsou hysterezni, tzn. prub¢h
pii zvySovani napéti je odlisSny od prubéhu pii jeho snizovani. Patii sem tixotropni
kapaliny [49], u nichz zdanliva viskozita s prodluzujicim se ¢asem pusobeni sily klesa [52]
(dochazi k jejich fidnuti) [34]. Tento typ vyhovuje napf. natérovym hmotam. Naopak u
reopektickych kapalin zdanliva viskozita béhem smykového namahani s ¢asem roste [49]
(dochazi k houstnuti) [34]. Tento typ se vyskytuje velmi ztidka [49]. Pro nenewtonovské
kapaliny casové nezavislé plati, ze zdanlivd viskozita zavisi na teploté. DéEli se na
pseudoplastické kapaliny, kdy zdéanliva viskozita klesa se zvySujicim se smykovym napé&tim
(fidnuti) [34]. Jedna se napt. o roztoky a taveniny polymerd, roztoky mydel a detergentt,
nékteré suspenze apod [49]. Dalsi typ, dilatantni kapaliny, se vyznacuji vzrustem zdanlivé
viskozity se zvysujicim se teCnym napétim (houstnou) [34]. Takové chovani se vyskytuje
pomérné malo, nicméné bylo pozorovano v nékterych vysoce koncentrovanych suspenzich.
Posledni skupinou [49], plastické kapaliny teCou az po piekroceni uréitého prahového
smykového napéti [34], tzv. meze toku [52]. Radi se sem napf. koncentrované primyslové
a odpadni kaly [50].

2.5.4 Viskoelastické materialy v reologii

Tlumeni mechanickych vibraci souvisi s viskoelasticitou materidld. U dynamického
namahani se napéti i pomérnd deformace méni s ¢asem a dochdzi k urcitému fazovému

zpozdéni vic¢i napéti, coZz je zplsobeno strukturdlnim tlumenim materidlu a Cast vloZené
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mechanické energie se zméni na teplo. Z hlediska mnozstvi disipované energie pfi

dynamickém namahani se materialy déli na elastické, viskozni a viskoelastické. [54]

U idedln¢ elastickych material se veskera energie nashromazdéna ptfi zatizeni, zpétné
vyuziva pii odlehceni dan¢ho vzorku a tim padem se mechanicka energie neméni v teplo.
Proto fazovy posun mezi napétim a pomérnou deformaci je nulovy. Chovani ideédlné
elastickych materialti popisuje Hooklv zékon, pfi némz zévislost mezi napétim a pomérnou
deformaci je linearni. Pfi harmonickém namahani se viskdzni materialy chovaji ipIln€ naopak
oproti Cisté elastickym vzorkiim. Pfi zatizeni vzorku materidlu se disipuje veskera vlozena
energie v teplo, tudiz nelze vyuzit zddnou mechanickou energii pfi odleh¢eni tohoto vzorku.

Napéti predbiha pomérnou deformaci s fazovym posunem 7 /2. [54]

Viskoelastické materialy patii mezi idealn¢ elastické [54] (podle Hookova zakona), idealné
viskozni (podle Newtona) latky a vykazuji tyto vlastnosti soucasné [34]. Mize se jednat témét
o kazdy redlny material, pfedev§im o ptirodni, technické materidly. Zde plati, Ze fazovy posun
mezi napétim a deformaci se nachazi v intervalu od nuly do z /2. Cast vloZzené mechanické
energie, vyuzité pii nasledném odlehéeni a zbytek disipujici vteplo [54], je mozné
kvantitativné vyjadtit viskoelastickymi parametry (moduly). Pamétovy (elasticky) modul
G’ popisuje miru energie uloZzené ve vzorku béhem namahani, kterd se po jejim odstranéni
castecné nebo zcela vyuzije na kompenzaci deformace. Miru disipované deformacni energie
na teplo pfi namahani, kdy dochdzi k nevratné deformaci, udava ztratovy (viskdézni) modul
G". Spoluptisobeni obou chovani u viskoelastickych materiald 1ze popsat komplexnim
modulem G* vyjadfen vektorovym soucinem pamétového a ztratového modulu. Pro popis
tohoto systému se vyuzivaji zejména oscilacni testy. Od nejvyssi po nejnizsi definovanou
frekvenci otaCeni, w, se otai senzor reometru, pficemz na méreny vzorek piisobi konstantni
smykové napéti. Kiivka deformace je posunuta ve fazi o uhel fdzového posunu. Pokud tento
posun nabyva hodnoty mensi neZ jedna, materidly se chovaji jako kapaliny, v opacném
piipadé (kdyz posun bude vétsi nez jedna) se jedna o materialy spiSe tuhé. Dale mtzou byt
viskoelastické parametry vyjadieny pomoci frekvence, ¢asu a teploty. Frekvenéni oscilacni
testy vypovidaji o zménéch v zavislosti na frekvenci, pfitom tvar a velikost kiivek zavisi na
molekularni struktufe. Méfeni oscilacnich teplotnich ramp s konstantni amplitudou napéti
probiha pfi linearni rychlosti ohfevu/ochlazovani. Je mozné sledovat odezvu materidlu pro
jednu nebo vice frekvenci. Takovym zpisobem se ziskdva pohled na dynamické zmény
viskoelastického chovani v zavislosti na teplote, naptiklad pii fazovych prechodech u gela,

kdy teplota bodu gelace nalezi priseciku moduli (G = G*) [34].
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2.5.5 Reometrie

Technologie vyuZzivana k zisku reologickych dat se nazyva reometrie [50]. Jejim tkolem je
experimentalni stanoveni zavislosti zdanlivé viskozity na te¢ném napéti nebo gradientu
rychlosti pro dany vzorek. V celém rozsahu méfeni musi byt laminarni proudéni a v pripadé
nenewtonovskych kapalin spravna geometrie toku. Podle principu méfeni viskozity, se

reometry/viskozimetry déli na padové, pritokové a rotacni [49].

Rotacni reometry predstavuji pristroje k charakterizaci reologického chovani mnohych
materiald, u nichz je mozné kromé viskozity stanovit i jiné vlastnosti ve smykovém (smykové
napéti, prahové napéti) nebo oscilacnim (viskoelastické moduly, komplexni viskozita)
testu [51]. Smykové testy se zakladaji na zisku otacivého momentu vzorku méfenim smykové
rychlosti s konstantnim to¢ivym momentem, kdy nedochézi k jeho deformaci. U oscila¢nich
testll se také nejdiive nastavi nedeformujici hodnota napéti a poté se méti odezva vzorku na
zvySovani oscilaéni rychlosti (frekvence). Podle skupenstvi vzorku, miry viskozity, pH
a dalsich vlastnosti se vybird méfici geometrie nebo senzor [34]. Pracovni ¢ast rota¢niho
reometru tvofi [51], bud’ staticka Cast a rotujici senzor, nebo dvé rotujici ¢asti [34], mezi néz
se vklada zkouSeny materidl. Obé Casti geometrie jsou souosé a dle konzistence materiali
a druhu méfeni se vyuzivaji tfi zakladni konfigurace: valec-valec, deska-deska a kuzel-deska
(Obr. 30br. 3). Rychlost smykové deformace se pocita z uhlové rychlosti rotujici Casti a
smykové napéti je uréeno krouticim momentem [51]. Nejbéznéjsi typ s dvéma valci
pfedstavuje uspofadani, z nichZ vnitini ¢ast rotuje, vnéjsi je staciondrni. Tato geometrie se
pouziva zejména pro nizkovisk6zni kapaliny. Nevyhoda spociva ve velkém mnozstvi vzorku
a slozitém c¢isténi. Pro méfici systém dvou desek s rovnym povrchem, se nejcastéji vyuziva
staciondrni spodni a horni rotujici desky. Takové uspotddani lze pouzit pfi méfeni tuhych
struktur (gell, elastomert, past) s malym mnozstvim vzorku. Nevyhoda geometrie spoc¢iva v

nekonstantnim napéti smérem k okrajum desky [34].

B

(@) () (©

Obr. 3. Schéma mériciho systéemu dvojitého vdlce (a), kuzel-deska (b) a deska-deska

(c) [55].
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2.6 Ultrazvukova spektrometrie s vysokym rozliSenim

2.6.1 Princip metody

Ultrazvukova spektrometrie s vysokym rozlisenim (HR-US z anglického high resolution
ultrasonic spectroscopy) [34] je relativné nova, nedestruktivni analytickd metoda pro popis
molekularnich a mikrostrukturnich procest [56] celé Skaly latek s mikro a makro
vlastnostmi [57]. Vétsina klasickych spektroskopickych metod vyuziva jako zdroj signalu
elektromagnetické viny neboli svételné zafeni (UV-VIS spektrometry, infradervena
spektroskopie, fluorescencni spektroskopie a jiné). Nevyhoda spoc¢iva v méteni signalu kazdé
vilnové délky zvlast, coz vyzaduje bud univerzalni méné citlivé, nebo specificky
konstruované optické prvky. AvSak u ultrazvukové spektroskopie se méfi elektronicky
syntetizovana rychlost ultrazvukové viny v Sirokém rozmezi frekvenci bez Sumu [34]. Uz
diive byla dobfe znama analyza ultrazvukem v I1ékafstvi, napiiklad u screeningu
nenarozenych déti. Pozdéji se ultrazvuk zacal vyuzivat pro rozbor dalSich materiala
a roztoku [58], nicméné bylo potieba eliminovat napi. velké objemy vzorki. OvSem vyvoj
elektroniky a digitalni zpracovani signalu umoznil tyto limity piekonat [56]. Dalsi vyhodou
oproti klasickym spektroskopickym metodam je univerzalnost, vysoka citlivost [34], rychlost
analyzy vzorku [57], schopnost mé&fit prusvitné a zcela neprasvitné vzorky [34]. Pfi méfeni

nedochazi ke kontaminaci, resorpci a biodegradaci vzorku [57].

Ultrazvukové mechanické vinéni dosahuje frekvence vyssi nez 20 000 Hz, coz je horni
frekvenéni mez slySitelnosti lidského ucha. Tyto vysokofrekvencni akustické viny, Sifici se
vzorkem a prostfedim, jsou charakterizovany né€kolika parametry, ultrazvukovou rychlosti,
coz je rychlost Sifeni zvuku danym prosttedim a ultrazvukovym zeslabenim, které udava
mnozstvi pohlceného zvuku vlivem prostiedi [34]. Obé veli¢iny jsou na sebe navzajem
fyzicky nezavislé [58]. Ultrazvukova spektrometrie s vysokym rozliSenim soucasné méfi
zménu rychlosti a zeslabeni ultrazvukové viny prochazejici prostfedim. Zeslabeni zavisi na

kmitoc¢tu ultrazvukovych kmitt a voli se podle n¢j vhodna frekvence zobrazeni [34].

Typicky ultrazvukovy spektrometr se skldda ze dvou piezotransduktori a méficich cel,
pfi¢emz prvni z pfevadéct vyslany elektricky signal pfeméni na ultrazvukovou vinu, druhy
zachytava vychazejici viny a méni je zpét na elektricky zaznam [57]. V méficich celach se
vyskytuje referenéni prostfedi a mérny vzorek a jejich méfeni se kona soucasné. Konecné
hodnoty ultrazvukové rychlosti a zeslabeni obou prostiedi 1ze seCist (paralerni rezim), nebo

odecist (diferencialni rezim) [34].
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Obr. 4: Schéma ultrazvukového spektrometru [58].

Me¢éieni ultrazvukové rychlosti znamena podrobovat vzorek opakované kompresi
a dekompresi. Pri stlacovani a wuvolnovani materialu jsou zaznamendvany pfitazlivé
a odpudivé sily, které specificky méni mikroelasticitu analytu. Rychl¢ zmény deformace
nemaji destruktivni dopad na meétfeny vzorek. Hlavni prispévek, jenz ovliviiuje rychlost
prachodu ultrazvukové viny, pfedstavuje pruznost/elasticitu média. Mezi dalsi vlivy patfi
molekulové uspofaddni, mezimolekuldrni interakce, hustota a reologické chovani, jez lze
pomoci této metody stanovovat [34]. Energetické ztraty zapii¢inéné absorpci a rozptylem
energie v ultrazvukovych vinach umoznuji uréit ultrazvukové zeslabeni. Pro jeho popis se
pouzivaji ¢asto terminy jako podélny ztratovy modul a viskozita média [57]. Typické méteni
zeslabeni zahrnuje sledovat kinetiku chemickych reakei, dynamiku molekulérnich procest,
mikrostrukturdlni uspofaddni materidlu, v€etné velikosti a tvari jejich ¢astic, zmény struktury

spojené s agregaci fetézci pii gelovaténi, krystalizaci (stanoveni teploty tani) a dalsi [34].

2.6.2 Vyuziti metody

Ultrazvukové spektrometry s vysokym rozliSenim jsou Siroce vyuzivany ve vyzkumu,
vyvoji produktu, kvalité, kontrole [56] a fizeni procesi Vv Dbiotechnologickych,
farmaceutickych [58], 1ékatskych [34], zemédélskych, potravinaiskych, chemickych,
petrochemickych a polymernich priamyslovych odvétvich [58]. Tato metoda nalezla své
uplatnéni v analyze chemickych a biochemickych reakci [56], v méfeni velikosti Castic,
pozorovani konformacnich piechodll v polymerech a biopolymerech [58]. Pomoci teplotnich
zavislosti 1ze popsat agregacni a gelacni jevy spojené s fazovymi piechody [34]. Dale se
mohou tyto spektrometry pouzit k hodnoceni stability a struktury emulzi a suspenzi, sledovani
tvorby micel a wuréeni kritické micelarni koncentrace [58], k detekci interakce
antigen-protilatka a v neposledni fad¢ také pro vizualizaci kazt ¢i defekti mikrostruktury

uvnitf i na povrchu pevnych vzorkd nebo stanoveni homogenity vzorku [34].
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2.7 Soucasny stav reSené problematiky

V dnes$ni dob¢ jsou predmétem studia latky, zejména biopolymery, nachdzejici uplatnéni
apouziti ve farmacii, potravinarstvi, kosmetice a hlavné v mediciné, nebo piipadné
v tkanovém inzenyrstvi. Agar6za, zelatina i hyaluronan patfi do skupiny téchto biomateriald,
které jsou samostatn¢ i v ur¢itych kombinacich v dne$ni dobé hojné zkoumany riznymi
metodami pro konkrétni aplikace. V ramci této prace byly reologii a ultrazvukovou
spektrometrii s vysokym rozliSenim méfeny viskoelastické vlastnosti geli vytvofenych

Z danych latek.

V ¢lanku od autort Ferndndeze, Lopeze a Mijangose byly studovany tok a viskozita
vodnych roztok agardzy a viskoelastické vlastnosti agarézovych hydrogeli stanovenim
viskéznich kiivek v zavislosti na teploté, vysvétlujici gelovaci mechanismus agarézy na
zaklad¢ dvoustupiiového modelu, kdy dochdzi k vytvoteni dvojitych helixovych agarézovych
fetézcl nasledovanych jejich agregaci za vzniku mikrokrystalickych spoja gelové struktury.
Dynamicka viskoelastickd méfeni byla provedena reometrem a zahrnovala méteni elastického
modulu G, modulu viskozity G “ pii ruznych teplotach od 38 do 68 °C, kde tvar témét vSech
viskdznich kiivek agarézovych roztoki, kromé nejkoncentrovangj$iho vzorku, vykazoval
charakteristiku pro pseudoplastické kapaliny. U ruznych koncentraci vodnych roztokid
agardzy pii zjiStovani zavislosti viskozity na teploté bylo patrné, Zze viskozita narostla
s koncentraci agardézovych roztoki. Také se poklesem teploty az na 38-40°C u nizké
koncentrace viskozita nezménila, 1 kdyZ bézné za této teploty je pozorovano prudké zvysSeni
viskozity, coz znaéi agregaci agardzovych fetézcti v oblasti gelovani. Pro vyssi koncentrace
nez 4 g/ml se snizujici se teplotou az do 60 °C zlstavala viskozita stejnd, avSak s dal$im

snizenim teploty viskozita stoupla a uz kolem 40 °C viskozita vykazovala ostry narust. [7]

Podobnou problematikou se zabyval vyzkum Nordqvista a Vilgise, kdy byly analyzovany
viskoelastické vlastnosti vodnych roztokli na bazi agardzy a hydrogeli pti fazovém piechodu
mezi kapalinou a pevnym stavem reologickymi metodami. Pro ucely v potravinaiském
prumyslu byla téz zkoumana kombinace agardzy s xanthanem. Jako v pifedchozim ¢lanku,
i zde byla provedena dynamicka viskoelastickd méteni vzorkli, méteni elastického modulu
(G"), viskozniho modulu (G") a oscilaéni experimenty ke studiu cyklu sol-gel-sol tj. 80—
20 °C, 20-95°C, 95-20°C a 20-95°C s rychlosti ochlazovani/ohfevu 1 °C/min. Tento
prechod probihal v rozmezi teplot od 55 do 30 °C. Téz byl zkouman vliv doby piedehievu
roztokt agar6zy/vody po dobu 30, 60 a 120 min, ovsem nebyl nalezen zadny vliv na G',

aproto doba piedehievu byla pro vSechny dalsi testy udrzovana po 30 min. Pfi
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ochlazeni/ohfevu by mélo byt brano v uvahu, ze pii rychlejsich rychlostech chlazeni molekuly
nemaji ¢as na usporadani v strukturach a mohou tak zptsobit rozdilny stupenn porozity. Tvar
viskéznich kiivek znovu znazornuje dvoustupiiovy gelovaci proces béhem ochlazovani. Prvni
je vytvoreni dvojitych Sroubli po ochlazeni pii ptiblizn¢ 45 °C. Teplotni rozmezi kolem 30 °C
patrn¢ odpovida agregaci nekolika fetézcli, coz zvySuje modul G'. Soucasné cilem tohoto
prispévku bylo zavedeni jednoduchého modelu zahustovani xanthanu, ktery méni vlastnosti
zelatinace agar6zy. Pii pridani xantanu byla potlacena agregace helixii tvofenych
agar6zovymi molekulami do spojenych micel, coz zpusobilo mék¢i elasticitu a silnou vazbu

vody. Diky tomu byla zaruéena elasticita geli po del$i dobu. [59]

Dalsi prace od Czernera, Fellaye, Sudreze a spol. popisuje stanoveni modulu pruznosti
zelatinového gelu pomoci jednoosého stlaceni a nizkého deformacéniho reologického méteni
s vyuzitim kulovych a plochych vélcovych raznikl. V tomto piipad€ byla oscilaéni méteni
provedena pomoci dvou paralelnich desek pii konstantni frekvenci 1 Hz k ovéfeni linearniho
viskoelastického rozmezi, pfiCemz byly poté méfeny elastické (G') a viskdzni (G") smykové
moduly pro Sirokou Skalu frekvenci az do 50 Hz pii 21 °C. Hydrogel se choval jako
hyperelastickd pevna latka odolna proti deformaci pii velkych kmitech a nevykazovala
zadnou zévislost na frekvenci v linedrnim viskoelastickém rozmezi. Vznikla adheze mezi
raznikem a hydrogelem ovliviiovala odrazovou odezvu a pfesnost stanoveni modulu pruznosti
ve veétsim rozsahu, nez bylo pfedpokladano tak, Zze pfilnavost vedla k vy$sim hodnotam
modulu pruznosti. Tim padem vliv adheze se zvySuje se snizovanim vzdalenosti méficich
desek. Ke stanoveni modulu pruznosti byl pouzit hybridni model na zéklad¢ elastického

kontaktu a modelu adheze. [60]

V této diplomové praci byly zminény alternativni zdroje zelatiny (kapitola 2.3.5).
V souvislosti s timto tématem lze uvést studii Huanga, Tua a Wanga, Vv niz byla zkoumana
tzv. ultrazvukova lécba (UWB) jako potenciondlni piistup k extrakci latek s lepSimi
vlastnostmi, naptiklad funkéni vlastnosti bilkovin, vytéZnost a silu gelu, konkrétné Zelatiny
z ryb. Bylo prokazano, Ze zelatinu lze hydrolyzovat za vysokych teplot, coz vede k nizkym
vlastnostem jejiho gelu, tudiZ je tfeba urcit vhodnou extrakéni teplotu pro funkéni vlastnosti
zelatiny. Cilem této prace bylo posoudit reologické chovani i strukturalni vlastnosti Zelatiny v
riznych stupnich extrakce pti pisobeni vlivu UWB na rybi Zelatinu. Klasicka ClearWaterBay
(CWB) i ultrazvukova UltrasonicWaterBay (UWB) extrakce byly provadény pii teploté 60,
70 a 80 °C, oznacené jako CWB60, CWB70 a CWB80, UWB60, UWB70, a UWBS80. Pro

reologickd méfeni byl pouzit reometr s geometrii kuzelu a desky. Teplotni zkousky byly od
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40do 10°C a nasledné¢ od 10 do 40 °C s rychlosti chlazeni/ohfevu 1 °C/min pii 1 Hz
S konstantnim napétim 0,5 %. V pribéhu chlazeni vykazovaly vSechny zelatinové roztoky
témét konstantni nizky modul elasticity a vysoky modul viskozity do teploty 10 °C, kde byl
pozorovan prudky vzestup obou moduld. Nejdiive gelovani projevil vzorek UWB60.
SniZzenim teploty se zvySovala schopnost zelatiny vytvaret trojité struktury. Béhem ohiivani
se Zelatinova gelova sit’ oslabila, mnoZzstvi trojitych struktur se snizilo, gely zacaly tat a modul
viskozity byl vy$$i nez modul elasticity, coz indikovalo pfechod gelu na kapalny stav
a zelatina se nakonec stala viskozni kapalinou. V této studii vykazovaly zelatiny ptipravené
UWB pii vSech teplotach vyssi hodnoty obou modult pii gelovani a tani nez ty pfipraveny
CWB. Daéle bylo uskute¢néno méfeni dynamického kmitani, ¢ili pevnost gelové sité, od
0,1do 100 Hz pii 10 °C a napéti 0,5 %. V této studii vykazoval vzorek UWB60 nejvyssi
hodnoty elastického modulu pfi rostouci frekvenci, coz naznacovalo, ze UWB60 ma
nejsilnéjsi gelovou strukturu a nejlepsi gelové vlastnosti oproti ostatnim vzorkim. Bylo
dokézano, ze UWB mize garantovat strukturu Zzelatiny, ktera vykazuje lep$i reologické
chovani nez CWB. UWB se projevila jako slibna technologie pfi extrakci vysoce kvalitni rybi

zelatiny. [61]

Nedestruktivni techniky, kam se fadi napfiklad metody vyuZivajici ultrazvukové vinéni,
charakterizuji mechanické vlastnosti bun¢k, tkani a biomateridlti, ¢imz poskytuji zakladni
metriky pro navrh tkanového inzenyrstvi. V tomto ¢lanku od autori Kohlese, Masona,
Adamse a spol. byla popsana metoda ultrazvuku pro analyzu agarézového hydrogelového
pfipraku jako substratu lepidla pro chrupavku v realném case. Vzhledem k homogenité
agarozovych kostek byly méteny podélné€ a pticné se Sifici viny ultrazvukové rychlosti, a tim
byla stanovena hustota agregovanych biomateriald vSech vzorkt. Podle ptedpokladi
Z literatury analyzované vzorky chrupavky potvrdily hustotu agregatu 1330 kg/m?, podélnou
na 1500-1720 m/s i pfi¢nou rychlost Sifeni na 350-950 m/s. [62]

Vyzkumem viskoelastického charakteru a struktury zelatinovych hydrogelti se zabyvala
prace vyuzivajici ultrazvukovou spektrometrii. Clanek od Parkera a Poveye obsahoval popis
zavislosti ultrazvukové rychlosti a zeslabeni na teploté a koncentraci u roztokil Zelatiny.
V prvnim piipadé byla métfena zavislost ultrazvukové rychlosti a zeslabeni na riznych
koncentracich danych roztoki pro tfi rizné teploty. Vysledkem bylo, Ze ultrazvukova rychlost
se zvysuje s koncentraci piiblizné linedrn¢ a také se zvySujici se teplotou. Tim padem,
nejvyssi ultrazvukova rychlost plati pro nejvyssi koncentraci pii nejvyssi teploté. V ptipadé

ultrazvukového zeslabeni jde o opacny ptipad z hlediska porovnani teplot, pfi¢emz ¢im vyssi
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gelovity stav zelatiny, zatimco pfi vysSich teplotach se vyskytuje ve formé solu. Nicméné
gelovity stav nelze predpokléddat pro koncentrace nizs$i nez 1 g/l ani pro nizké teploty. Za
druhé byla méfena zavislost ultrazvukové rychlosti a ultrazvukového zeslabeni na rostouci
teplot¢ od 5 do 80 °C pro kazdou koncentraci zelatiny. Vysledkem bylo, ze pro vSechny
koncentrace se ultrazvukova rychlost nejdiive s rostouci teplotou zvySovala do vrcholu mezi
50-75 °C, kde nastal zlom a nakonec s dal§im narGstem teploty ultrazvukova rychlost klesala.
Tvar kiivek byl pravdépodobné zpiisoben vodni slozkou ve vzorku. Ultrazvukové zeslabeni
bylo s nariistem teploty snizovano. Pii nizkych koncentracich roztokii byl pokles
ultrazvukového zeslabeni plynuly, nicméné s pfibyvajici koncentraci roztokii dochéazelo ke
znatelnéj§im zlomim kolem 30 °C, ktera byla oznacena teplotou piechodu gel-sol. Dale byl
proveden test termoreverzibility, kdy byla méfena kazda koncentrace roztoku Zelatiny
S postupnym sniZzovanim a naslednym zvySovanim teploty, tzn. od 80 do 5 °C a poté od 5 do
80 °C. Hysterezni smycka se nachdzela mezi 22—-30 °C. Byla znateln€jsi u ultrazvukového
zeslabeni nez u ultrazvukové rychlosti, jelikoz ultrazvukové zeslabeni souvisi s formaci
Sroubovice ve struktuie Zelatiny. Stejné vysledky byly ziskdny pro vSechny vzorky geld,
rozdil se objevil pouze v hodnotdch amplitud, které se liSily dle koncentrace Zelatiny.
Poslednim tkolem bylo popsat ptechod gel-sol pomoci ultrazvukové spektrometrie a reologie.
Pomoci obou technik bylo dosazeno podobnych vysledku, kdy teplota ptechodu gel-sol byla

stanovena na 24,4 °C pro gelovaténi a 30,5 °C pro tani. [63]

Reologické studie byly provedeny nejen pro samotné gely agardzy a Zelatiny, ale také pro
gely s jejich kombinaci. V jedné takové praci od Wataseho a Nishinariho byly ptipravovany
rizné koncentrace Cistych agar6zovych nebo Zelatinovych hydrogell a tyto riizné koncentrace
agardzového a Zelatinového roztoku byly kombinovany do smésnych hydrogelti uvedenych
latek a jejich reologické vlastnosti byly ziskany relaxometrem. Byly zaznamenany moduly
pruznosti u testu stresové relaxace, které se snizovaly az po 4 hodinach. Modul pruzZnosti (E),
ktery se nejdéle nemeénil (neklesal) byl pravdépodobné modul pruznosti hlavni sitové
struktury spojené slabymi sekundarnimi vazbami. Pii méfeni E v zavislosti na teploté
u vzorkil bylo znatelné snizeni E s nérGstem teploty, coz by se dalo pfisoudit tepelnému
rozpadu nekovalentnich ktizovych vazeb v gelech. Hodnoty E pro samostatné ¢isté gely obou
latek byly vyssi, nez E u gelovych smési téchto latek. Tento pokles E byl nejvice zaznamenan
u vzorki s vysokou koncentraci Zelatiny a soucasné s vy$$im obsahem agar6zy. Dale bylo

meétfeno chovani gelu s nejdelSim relaxatnim casem na teplot€ pro rtizné koncentrace
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jednotlivych slozek. Bylo zjisténo, ze s nartistem koncentrace dochazi ke zvyseni relaxac¢nich
Casu a snizeni aktivacni energie, diky vzniku hustsi sitové struktury, nicméné v piipad¢ smési
meétenych gelt mely krats$i dobu relaxac¢niho ¢asu oproti gelim, bud’ pouze z agardzy, nebo
jen ze zelatiny. Tato skutecnost byla zplisobena vzajemnou piekazkou agardzy a zelatiny
Z hlediska sit'ovani struktury, a proto ve smésnych gelech téchto dvou latek by nemély byt

ob¢ slozky ve vysokych koncentracich. [64]

Je znamo, ze hyaluronan je vyuzivan zejména v kosmetice, 1ékatstvi nebo v tkanovém
inZzenyrstvi, a proto je dulezity popis viskozity a viskoelasticity. Pfirozené se vyskytujici
hyaluronan se rozpada uz béhem tii dnti, takze prodlouzeni trvanlivosti polymeru je nezbytné
pro vyvoj ruznych kosmetickych ¢i medicinskych produktii. Nize popsana studie ukazuje
vyuziti reologie k charakterizaci fyzikalnich vlastnosti tfi hyalinnich koznich plnidel za
pouziti rota¢niho reometru s Peltierovou destickou a méficiho systému pro paralelni desky pfi
25 °C. Oscilaéni testy zahrnovaly stanoveni linedrni viskoelastické oblasti (LVO) pii
frekvenci 1 Hz a bylo zjisténo, ze vSechny vzorky mély podobny prubéh LVO s kritickym
elasticky modul vzorku A, prosttedni hodnota elastického modulu nélezela vzorku
B anejvyssi vzorku C. Poté byly méfeny testy kmitoctu od 0,1 do 10 Hz za pouziti
konstantniho napéti z LVO, kdy hodnoty elastického modulu u vzorki A, B a C v1Hz
korelovaly sdaty zptredchoziho méfeni. Z testovanych tii vzorkd hyaluronanu bylo
potvrzeno, ze vzorek gelu A mél opét nejnizsi elasticky modul, tudiz byl nejslabsi a vzorek
gelu C mél nejvyssi méfeny modul, a proto byl nejsilngjsi. Déale byla ovétena zavislost
viskozity na smykové rychlosti. Viskozita se zna¢n¢ sniZovala s rostouci smykovou rychlosti
a struktura plniv byla tak silna, ze pfi nizkych smykovych rychlostech byla viskozita velmi
vysoka a nadale stoupala s klesajici smykovou rychlosti, coZ naznacovalo pevné chovani gelu
V klidu. Tato skutecnost odpovidala vysledkim z oscilacniho testu vykazujici vysoce
elastickou gelovitou strukturu, kde nejslabsi vzorek byl A a nejpevnéjsi C. S pouzitim
axialniho testovani, které znamenalo rychle ménit mezery mezi deskami od 1 do 20 mm, byla
stanovena pfilnavost plniva zdznamem normalového profilu sily. Normalové sily v zavislosti
na case byly zdporné, protoze vzorek byl tahdn dolid horni deskou diky lepivym/kohéznim
silam a smérem k nule se rozpadal. Normalové sily pro vzorky byly opét ve shod¢ s poradim
predeslych méteni elastického modulu, kdy vzorek C mél nejvyssi a vzorek A nejnizsi stupen
soudrznosti. Zavérem lze ftici, ze reologické vlastnosti dermalnich plniv na zakladé

hyaluronanu jsou dilezité parametry pro aplikace téchto produktl, a to konkrétné, Ze gely
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S vyssi elasticitou jsou vice odolné proti deformacim a lze je vyuzit pro vypln hlubsich vrasek,

naproti tomu slabsi gely mohou byt aplikovany jako vypli do rtti nebo jemnéjsSich tkani. [65]

V dal$im c¢lanku se autofi Mondal, Haridas, Letha a spol. zaméfili na vyvoj hydrogela
hyaluronanu (Hya) pro obnovu chrupavky, kdy vznik extracelularni matrice je zavisla na
poméru botnani, rychlosti degradace, ¢i sily hydrogelu. Vzhledem Kk tomu, Ze hyaluronan
velmi rychle degraduje, a¢ je biokompatibilni, je omezeno jeho vyuziti pro regeneraci tkani,
a proto je potieba jej kovalentn¢ sitit sitovacim ¢inidlem, naptiklad divinylsulfonem (DVS),
jez by napomohlo k sitovani biokompatibilniho hydrogelu s lepsi viskoelasticitou. Byly
vyzkouSeny tii rizné koncentrace DVS, a to 40 ml, 60 ml a 80 ml v hydrogelu. Ihned po
jejich pripravé bylo mozné vidét, ze hydrogely ze 40 ml byly husté viskdzni kapaliny a dalsi
dva hydrogely vypadaly gelovité. Cilem reologického méfeni bylo charakterizovat modul
pruznosti a viskézni modul pro kazdy Hya-DVS hydrogel. Oscila¢ni experimenty hydrogela
Hya-DVS byly méfeny pomoci reometru s geometrii kuzel-deska pii 37 °C v linearni
viskoelastické oblasti. VSechny hydrogely vykazovaly rostouci viskoelasticitu se zvysujici se
koncentraci DVS. Moduly pruznosti hydrogeld s 60 ml a 80 ml DVS byly vyssi nez viskdzni
moduly, coz znamenalo elastickou povahu hydrogelu a vétsi podobnost s gely, avSak
v piipadé hydrogelti se 40 ml DVS mél viskozni modul vyssi hodnotu. To ukazuje, ze 40 ml
DVS hydrogely byly tekuté. Ztratovy thel, tan d, je uzite¢ny pii kvantifikaci pfitomnosti
a rozsahu elasticity v tekutiné a byva stanoven jako pomér viskdzniho a elastického modulu.
Kdyz tan d je mensi nez jedna, oznaCuje to elastické chovani a naopak hodnoty vétsi nez
jedna indikuji chovani viskozni. Zde hydrogely s 60 a 80 ml DVS vykazovaly hodnotu tan d
mensi nez jednu. U téchto dvou hydrogelli byla tvofena sit'ova struktura efektivnim zesiténim
po pridavku DVS, které snizovalo vnitini mobilitu polymernich fetézcti. Tim padem tyto
struktury nebyly schopny uvolnit napéti a gel se choval pruzné jako tfirozmérna sit’, pficemz
zpisob ukladani aplikovaného napéti byla tvorba sité. Uvedend studie se také zabyvala
proliferaci bun¢k a bylo zjisténo, Zze u vSech tii hydrogeli Hya-DVS k ni dochdzelo, coz

znacilo jeho potencial jako biomaterial pro aplikace tkafiového inzenyrstvi. [66]

V nésledujicich tfech ¢lancich byly struéné popsany vyzkumy zabyvajici se mechanickymi
vlastnostmi hydrogelti hyaluronanu a Zelatiny, nejcastéji vyuzivané pro aplikace v tkanovém
inzenyrstvi. V prvnim z nich od Koruera, Kenara, Dogera a Karaoze byla popsana vyroba
kompozitniho gelu krevni plazmy hyaluronanu-Zelatiny pro rekonstrukei tkané. Standardni
ptistupy obnovy mékkych tkani bézné zahrnuji autologni transplantaci tukového tkané,

nicméné vétSina této tkan€ po aplikovani je v kratkém cCase vstfebana, diky ¢emu je nutné
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vyrobit dlouhodob¢ implantovatelné hydrogelové materialy, které by podporovaly regeneraci
tkani. V tomto c¢lanku bylo zkouméno plsobeni 3D scafoldii z pfirodnich materiald,
jmenovité gely fibrinogenu (krevni plazma) s hyaluronanem a Zzelatinou (Hya-Gel plazmové
gely) ve srovnani s obycejnymi zesitovanymi plazmovymi gely pfipraveny bez hyaluronanu
a zelatiny, pouze svodou, na zivotaschopnost, proliferaci a adipogenni diferenciaci
mezenchymalnich kmenovych bun¢k (AD-MSC) pro rekonstrukéni aplikace. Test pevnosti
Vv tlaku mél urcit pruzné moduly obou skupin gelli pomoci mechanického testeru z kiivky
napéti a deformace. Plazmové gely Hya-Gel vykazovaly vyssi porovitost, zvysil se jejich
modul pruznosti, téz podporovaly fixaci a proliferaci MSC a jejich porézni struktura se
zachovala i po 21 dnech. Déle i pifi analyze adipogenniho diferenciaéniho potencidlu
AD-MSC byly lipidové vesikuly vyraznéji akumulovany na plazmovych gelech Hya-Gel nez
na prostych plazmovych gelech, kde Zadna tvorba této tkdn€ nebyla pozorovana, i kdyz mély
tyto gely bliz§i mechanické vlastnosti k nativni tukové tkdni. Vysledky ukézaly, ze
plazmaticky gel Hya-Gel s vhodnou porovitosti, mechanickymi vlastnostmi a vynikajicimi
vlastnostmi bunécného rustu a adipogeneze by smél slouzit jako adekvatni scafoldy pro

tkanové inzenyrstvi. [67]

V nasledujicim  ¢lanku byly s optimalnimi mechanickymi vlastnostmi vytvofeny
a studovany biomimetické hybridni hydrogely hyaluronanu (Hya) s zelatinou (Gel), jez
vyvolaly velky zajem v tkanovém inzenyrstvi a regenerativni medicing, protoze by tak bylo
mozné napodobit extracelularni matrix nativnich tkani. S vyuZitim riznych koncentraci
hyaluronanu a Zelatiny byly charakterizovany fyzikalni vlastnosti vyslednych hydrogeld
vcetné bobtnani a kompresnich moduld za pouziti mechanického testovaciho nastroje. Byla tu
objevena souvislost mezi bobtnanim hydrogelti a zménou hmotnostniho poméru jednotlivych
slozek v gelu. Naptiklad pfidani 1% hyaluronanu do 3% hydrogelu Zelatiny vyznamné snizilo
hmotnostni pomér bobtnani u pivodniho 3% zelatinového hydrogelu z 28,6 na 20,5.
Pfedpokladem pro tyto zavéry je, Ze zvySujici se koncentrace polymeru roste hustota
zesitovani, a proto vysledné hydrogely vykazuji mensi velikost porit a méné bobtnani oproti
niz§im koncentracim polymert. OvSem po dal§im zvySeni koncentrace hyaluronanu na 2%,
jiz nedoslo Kk tak vyrazné zmén¢ hmotnostniho poméru bobtnani hybridnich hydrogelt
hyaluronanu s Zzelatinou. Navic byl ur¢en vliv koncentrace polymeru na pomér bobtnani
hydrogeld s jednotlivymi slozkami. V tomto pokusu byl vylouc¢en hyaluronan z hydrogelt
zelatiny a bylo vidét, Ze se souCasnym zvySenim koncentrace zelatiny z 3 na 10% pomér

bobtnani vody klesl z 28,6 na 8,0. Stejn¢ tak, kdyz hydrogel zelatiny nebyl piitomen
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v hydrogelech hyaluronanu, zvySeni koncentrace hyaluronanu z1 na 2% snizilo pomér
bobtnani z 52,2 na 39,0. Byl také stanoven modul stlaéeni z méfeni linearni ¢asti kiivky
napéti-deformace v 5-10% deformacni oblasti. ZvySeni mechanickych vlastnosti hydrogela
jsou ovliviiovany hustotou zesiténi polymernich siti. Kompresni moduly pro 3, 5 a 10%
zelatinu-methakrylat (GelMA) byly stanoveny na 0,9; 3,4 a 33,6 kPa, tudiz doslo k jejich
zvySeni s rostouci koncentraci polymeru. Podobné zvyseni koncentrace 1% hyaluronanu na
2% zpisobilo nariist kompresniho modulu z 1,5 na 3,8 kPa. Také ptidanim druhého polymeru
(1 nebo 2% hyaluronanu) do 3% hydrogelu Zelatiny narostla hodnota kompresniho modulu.
Celkové byly hybridni hydrogely hyaluronanu s Zelatinou mechanicky optimalizovany
s vyslednymi moduly v rozsahu od 5 do 73 kPa, ¢ehoz by se mohlo uzit pro fadu riznych
aplikaci tkanového inZenyrstvi, jako jsou neuralni, srde¢ni, kardiovaskularni, ortopedické,

jelikoz se podobaly mechanickym hodnotam nativni tkané. [68]

V posledni zminéné praci byly do hydrogelti pfipravenych fyzikalné zesitovanym
hyaluronanem (Hya) a zelatiny (Gel) pfidavan anorganicky jil. Opét se tato prace zabyva
reologickymi vlastnostmi méfenymi rota¢nim reometrem za pouziti geometrie deska-deska,
pficemz byly provadény testy oscilaéniho smykového napéti a frekvence. Z dotyCnych
reologickych testi vyplyva, ze gely Hya-Gel zesitované s jilem tvofily nejstabilnéjsi sité,
zatimco hydrogely Hya-jilu byly pomémé mékké a hydrogely z Gel-jilu vysly jako
meziprodukty. Ukéazalo se, ze modul pruznosti se zvySoval s rostoucim pomérem polymeru
ajilu, kdy tento pomér 1 : 20 ve vSech hydrogelech projevoval maximalni tuhost, zatimco
vpoméru 1 : 5 byly gely nejméné tuhé, a proto koncentrace jilu hraje dulezitou roli
v mechanické stabilité téchto hydrogelt. Tyto vysledky byly potvrzeny také pti méfeni obou
moduli gelt v zavislosti na frekvenci. Poméry polymeru a jilu 1 : 5 ve vSech gelech
nedosdhly urovné nizkych frekvenci (0,1-10 Hz), coZ vypovida o Spatné stabilité¢ gelu
a naopak gel 1 : 20 mél nejvyssi tuhost. Nicméné pii vyssich frekvencich (10-100 Hz) stoupal
u vsech hydrogeli modul pruznosti, kde nejrychleji nartstal pro gely 1 : 20 a nejpomaleji
ugeld 1 : 5. Takova podrobna reologicka charakterizace hydrogeli Hya-Gel-jilu bez
chemickych pifisad by mohla dopomoci pii navrhovani biomateriald urcenych pro

biomedicinské nebo farmaceutické ucely.[69]
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Agar6za: Agarose E, CONDA pronadisa; CAT: 8100.11; sarze: D00133
Zelatina: Zelatina &ira; Labeta, a.s.; expirace: 9. 8. 2020

Hyaluronan: Hyaluronan sodny; Contipro Biotech s.r.o. (CR); Sarze: 120218-E1,
molekulova hmotnost 250-450 kDa, 600-800 kDa

Ultracista deionizovana voda z ptistroje PURELAB

3.2 Pr¥iprava vzorkl

3.2.1 Priprava a optimalizace agar6zo-zelatinovych gelt

Na zaklad¢ ¢lanku [64], kde byly méfeny reologické vlastnosti agardzo-Zelatinovych gelt,
byly pro ptipravu téchto gelt vybrany koncentrace 30 g/l Zelatiny a 3 g/l agardzy, objem
20 ml vyslednych geld a konecna teplota ohievu 80 °C. Z vysledkd vyplyvajici z dané studie

je jasné, ze je tieba mit jednu ze slozek s nizkou koncentraci oproti té druhé.

V prvé fadé bylo tfeba ovéfit, Ze zvolené koncentrace jsou dostate¢né pro tvorbu geli. Na
zaklad¢ nasledujiciho postupu byly pfipraveny referen¢ni gely agardzy a Zzelatiny. Do vialky
bylo na analytickych vahach navdzeno potfebné mnozstvi agardzy, kterd byla nésledné zalita
20 ml ultracisté deionizované vody tak, aby koncentrace agarézového gelu odpovidala 3 g/l.
Do roztoku bylo vhozeno michadélko, vialka byla uzaviena a v kadince s vodou dana na
magnetickou michacku s ohfevem a teplotnim senzorem, ktery byl ponofen do vody ve
zhruba 1/3 vysky vialky. Agar6za byla postupné rozpousténa michanim pii rychlosti 300 rpm
a zahtivanim do teploty 80 °C. Poté byla vialka vyjmuta z kadinky, nasledn¢ byl cely horky
roztok agarozy prelit do mensi misky, prekryt parafilmem a dan vychladnout pii laboratorni
teplot¢ do nasledujiciho dne. Tentyz postup byl proveden i1 se Zelatinou o vysledné
koncentraci 30 g/l. Ve vysledku oba gely vypadaly pevné a také po oto¢eni dnem vzhiru

zlistala hmota gelti na svém miste.

Jelikoz se vtéto praci pripravuji gely kombinace agardzy s zelatinou, bylo nutné

optimalizovat pfipravu této smési. Byly vyzkousSeny dvé ,,cesty*.
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1) Piiprava agarézo-zelatinovych gela ,,suchou cestou

Plati zde stejny postup, jaky je uveden vyse, jenom s tim rozdilem, ze do jedné vialky byly
navazeny agar6za o vysledné koncentraci 3 g/l a zelatina o kone¢né koncentraci 30 g/l. Objem

piidané ultracisté deionizované vody byl 20 ml.
2) Priprava agarézo-zelatinovych geli ,,mokrou cestou*

V tomto postupu bylo do jedné vialky navazeno potfebné mnozstvi agardézy a do druhé
zelatiny tak, aby po pfidani 10 ml roztoku zelatiny k roztoku agarézy, jez bylo téz 10 ml ve
vialce, byly vysledné koncentrace v gelu stejné, jako v piipad¢ piipravy suchou cestou. Obé
vialky po pfidani ultracist¢ deionizované vody byly podrobeny nasledujicimu procesu
michani a zahiivani, jako tomu bylo pfi piipravé referencnich gelt agardzy a zelatiny. Po
dosazeni kone¢né teploty byly obé vialky vyjmuty z kaddinky. Potom byl co mozna nejrychleji
napipetovan potfebny objem z roztoku Zelatiny a pfidan k roztoku agardzy. Nasledné byla tato
vysledna smés roztokti po dobu 10 s protfepana na vortexové tiepacce. Nakonec byl tento
smichany roztok pfelit do mensi misky, pfekryt parafilmem a ponechan vychlazeni pfi

laboratorni teplot¢.

Z obou postupti vysly gely okometricky pevné, a proto pifiprava této smési mize byt suchou
i mokrou cestou. Pro dalsi pfipravu geli byla zvolena varianta suché cesty, jelikoZz
navazovanim jsou zptusobeny mensi chybné odchylky, nez tomu byva pfi pipetovani a fedéni

roztokd.

3.2.2 Priprava a optimalizace agarézo-zelatinovych gelt s pridavkem

hyaluronanu

Vzhledem k tomu, Ze nebyl nalezen zadny konkrétni postup ptipravy takové smési latek
v gelu, bylo dilezité najit vhodnou ,,cestu®. Bylo vyzkouSeno nékolik moZnosti, kde ve vSech
vzorcich gell byla zachovéana koncentrace 3 g/l agarozy, 30 g/l Zelatiny a dale byly zvoleny
pfidavky hyaluronanu o vyslednych koncentracich 0,1; 0,5; 1; 3 a 5 g/l pro molekulové

hmotnosti (MW) 250-450 kDa a 600800 kDa. Celkovy objem kazdého vzorku byl 20 ml.
1) Priprava agaro6zo-Zelatinovych geli s pfidavkem hyaluronanu ,,suchou cestou*

Prvni pokus spocival vtom, ze do deseti vialek byly navazeny agardza, zelatina
i hyaluronan o danych molekulovych hmotnostech podle vybranych vySe zminénych
koncentraci. Kazda vialka byla zalita 20 ml ultracisté deionizované vody. Proces michani

a ohfivani probihal naprosto totozné, jako pfi pfipravé gelli bez hyaluronanu. Nakonec byly
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vzniklé roztoky prelity do malych misek, zakryty parafilmem a ponechany pii laboratorni

teploté do dalsiho dne.

Okometricky byly gely ztuhlé, nicmén¢ hyaluronan vytvofil u dna kazdé¢ vialky prtthlednou
cast a nad ni byla zakalend vrstva agardzy se zelatinou. Bylo usouzeno, Ze tento zpusob

piipravy pro takové gely neni vhodny.
2) Priprava agarozo-Zelatinovych gelii s pfidavkem hyaluronanu ,,mokrou cestou*

Dalsi postupy vyzadovaly dostate¢né rozpusténi hyaluronanu, coz bylo mozné zajistit
24hodinovym michdnim jejich roztoku pfed piidanim do vyslednych roztokt/geli. Bylo také
dohodnuto, Ze stejny objemovy podil v gelu mély mit agardza se zelatinou a hyaluronan byl
pouze pridavek, tudiZz objemovy pomér agaroza : Zelatina : hyaluronan byl 2 : 2 : 1

Vv celkovém objemu vzorku.

Nejprve byl vyzkouSen postup piipravy geli fedénim jednotlivych roztokli agardzy

s zelatinou ptidavkem hyaluronanu ze zasobniho roztoku.

Na analytickych vahach byl do uzaviratelné odmérné sklenice navazen hyaluronan s MW
250-450 kDa o vychozi koncentraci 25 g/l, do néhoz bylo ptfidino 30 ml ultracisté
deionizované vody. Do sklenice bylo vloZzeno michadélko a sklenice byla po uzavieni dana
michat pfi rychlosti 250 rpm na magnetickou michacku pii laboratorni teploté¢ po dobu
24 hodin. Identickym zpGsobem byl nachystan roztok hyaluronanu s MW 600-800 kDa

0 totozné pocatecni koncentraci.

Nasledujici den byla do desiti vialek navazena potiebna mnozstvi agardzy i zelatiny tak,
aby byly ziskany vySe zvolené koncentrace obou latek. Do vSech téchto vialek bylo pfidano
16 ml ultracisté deionizované vody. DalSim krokem bylo michani a zahfivani téchto roztoki
podle jiz znamého postupu. Po dosazeni pozadované teploty 85 °C byly vialky s roztoky
vyjmuty z vodni lazné. Nasledovalo pipetovani potiebného objemu =z jiz nachystanych
zasobnich roztokli hyaluronanu, aby vznikly koncentra¢ni fady pro obé MW s vyslednymi
koncentracemi hyaluronanu. Kazda vialka byla poté podle nutnosti doplnéna ultracistou
deionizovanou vodou na objem 20 ml. Hotové roztoky byly zvortexovany a nasledné pielity
do malych misek, kde byly piekryté parafilmem dany vychladnout pfi laboratorni teploté do
dal$iho dne.

Vysledek tohoto postupu také nebyl shleddn jako vhodny, jelikoz tak vysoké koncentrace

zéasobnich roztokli hyaluronanu byly pii pipetovani zachytavany v pipeté, coz zapfticinilo

37



mozné nepiesnosti a tim padem 1 kdyz gely vypadaly okometricky tuhé, nebylo jisté, zda byly

koncentrace roztokl spravné.

Na zékladé vySe posledné¢ uvedeného poznatku byla piiprava trochu pozménéna tak, ze
byly jednotlivé roztoky hyaluronanu fedény roztokem agardzy s zelatinou ze zasobniho
roztoku. Na analytickych vahach byla do péti vialek navaZzena potfebna mnozstvi hyaluronanu
0 MW 250450 kDa, ktera byla zalita 4 ml ultracisté deionizované vody. Do vialek byla dana
michadélka a vialky byly po uzavieni michéna pii rychlosti 250 rpm na magnetické michacce
pii laboratorni teplot¢ po dobu 24 hodin. Obdobnym zplisobem byly pfipraveny roztoky
hyaluronanu s MW 600-800 kDa.

Nasledujici den bylo do uzaviratelné¢ sklenice navazeno potiebné mnozstvi agardzy
s zelatinou, k cemuz bylo pfilito 160 ml ultracist¢ deionizované¢ vody. Opét nasledovalo
michéni a zahfivani této smési podle zaveden¢ho pribéhu. Po dosazeni pozadované teploty
byla sklenice s roztokem vyndana z kadinky s vodou. Poté bylo postupné ke kazdému roztoku
hyaluronanu napipetovano 16 ml roztoku agardzy s Zelatinou. Vysledné roztoky byly
protiepany na vortexu, nality do misek, zakryty parafilmem a nakonec ponechany pii

laboratorni teploté do druhého dne.

Diky tomu, Ze vytvoiené gely vypadaly na pohled ztuhlé a homogenni v celém objemu, byl

tento postup vyhodnocen jako nejlepsi, a proto byl nadale pouzivan pro ptipravu téchto gelt.

3.3 Méreni viskoelastickych viastnosti reometrem AR-G2

Reometrem lze pomoci n€kolika rliznych reziml (napf. oscilacni, relaxaéni, tokové testy)
pozorovat chovani vzorku, pfi¢emz proménnou miiZze byt napéti, frekvence, teplota, smykova
rychlost nebo ¢as. Pfistrojem jsou najednou pii oscilacnich testech zaznamenavany naptiklad
pamétovy G [Pa], ztratovy G [Pa] a komplexni G* [Pa] modul, ztratovy uhel ¢ [°], Ghlovy
posun @ [Hz] [34]. Pomoci magnetického loziska reometr umoziiuje ménit velmi nizké
hodnoty ot4¢ivého momentu od 3-102 do 2-10° uPa, s rozlisenim 1 puPa [70]. P¥istrojem jsou
také méfeny smykové napéti v zavislosti na pouZzité geometrii od 8.10™ do 508 Pa, dale
méfitelna frekvence v mezich 1,19-107-100 Hz a teplota od -40 az do 200 °C, kdy rychlost
ohfevu muze byt az 50 °C/min s ptesnosti 0,1 °C [71]. M¢éfici systém Ize temperovat
Peltierovou deskou ¢i Peltierovym systémem dvojitého valce [72]. Podle tuhosti vzorku se
hodnota normalové sily pohybovala od 4 do 10 N. Jelikoz se pti méteni teplotnich zavislosti
meéni teplota celého méficiho systému, je dilezité geometrii diikladné kalibrovat, diky ¢emuz

piistroj samostatné dokaze zohlednit tepelnou roztaznost materialu dané geometrie. Expanze
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¢i kontrakce materialu je automaticky vynahrazena zménou pozice horni pohyblivé ¢asti
geometrie (0,6 um/°C), a proto hodnoty nastavené méfici mezery jsou v prubéhu méfeni

stejné [34].

Obr. 5: Reometr AR-G2 od firmy TA Instruments [73].

Veskeré gely smési agarozy-zelatiny a také jejich kombinaci s vybranymi koncentracemi
hyaluronanu o uvedenych molekulovych hmotnostech byly proméfovany na reometru AR-G2
od firmy TA Instruments pomoci ocelové desky typu ,,solvent trap” s lapacem rozpoustédel
0 priméru 40 mm. Podle ndvodu od vyrobce byla pfed méfenim vzorkd vybrand geometrie
vytemperovana a kalibrovana. Dale bylo provedeno rotaéni mapovani pohyblivé casti
geometrie v celém rozsahu smykové rychlosti, byly nastaveny nulova poloha geometrie a poté
také zvolené experimenty, popsany nize. Na stacionarni (spodni) ¢ast méfici geometrie
deska-deska bylo nadavkovano mnozstvi cca 2 ml vzorku. Po dosazeni méfici polohy
(500 pm) bylo odstranéno piebytecné mnozstvi vzorku. Méfici systém byl potom piekryt
kovovou krytkou, jezZ se nedotykala senzoru, aby se zamezilo odpafovani vzorku. Testy byly
spustény po zadani vSech parametri a po jejich dokonceni byly obé desky ocistény

destilovanou vodou a etanolem.

Vsechny vzorky byly méfeny tfemi testy v oscilaénim rezimu. Pfed kazdym testem bylo
potieba provést relaxaci a temperaci vzorku za dané teploty méteni, tzv. conditioning step, po
dobu 2 min. Prvni z nich, Strain sweep test, byly zméfeny viskoelastické vlastnosti gela
v zavislosti na amplitudé napéti od 0,01-1000 % pfti konstantni frekvenci 1 Hz a konstantni
teploté 25 °C se 6 body za dekadu. Z tzv. linedrni oblasti viskoelasticity (LVO) byla zvolena
jako vhodna amplituda napéti (deformace) hodnota 1 % pro kazdy meteny vzorek, ktera byla
vyuzita pro méfeni dal$ich oscilacnich testi. Druhym testem, Frequency sweep test, byly

zjistovany viskoelastické povahy vzorkti v rozmezi uhlové frekvence 0,001-20 Hz pii
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konstantni amplitudé napéti (urcené z LVO) a teploté 25 °C, 6 bodl na dekadu. Posledni test,
Temperature sweep step, sledoval =zavislost viskoelastického chovani na teploté
ohtivani/ochlazeni s krokem 2 °C, kdy vzorek byl ekvilibrovan pro zajis§téni rovnomeérnosti
teploty v materialu po vybranou dobu, 30 s, pti konstantnim napéti 1 % a frekvenci 1 Hz.

Teplotni zavislost zahrnovala ohtivani z 25-85 °C a ochlazeni z 85-25 °C.

3.4 Méreni ultrazvukovym spektrometrem s vysokym rozliSenim
HR-US 102 a HR-EX-SSC

Ultrazvukovy spektrometr (HR-US 102 a HR-EX-SSC) disponuje titracnim, kinetickym
meéficim reZimem nebo rezimem teplotnich ramp. Pfistroj zaznamendva s vysokym rozliSenim
a reprodukovatelnosti soucasné ultrazvukovou rychlost (+ 0,2 mm/s) i zeslabeni (0,2 %).
Zatizeni ma v sobé zabudované dvé cely pro paralelni ¢i diferencidlni analyzu vzork.
Mg¢titelna frekvence se nachazi v intervalu 2—18 MHz a teplotu 1ze méfit od -20 do 120 °C s
rozlisenim 0,01 °C [34]. Temperace piistroje je umoznéna externim termostatem firmy
Thermo Haake s programovatelnou rychlosti ohfevu/ochlazeni s nastavitelnymi hodnotami
teploty jednotlivych cykli a celkového Casu temperace [74]. Do piistroje HR-US 102 lze
davkovat pouze vzorky v kapalném stavu, na rozdil od piistroje HR-EX-SSC (high-resolution
external solid state cells), kterym je mozné métit vzorky v tuhém/gelovém stavu. Nicméné
tento HR-EX-SSC musi byt pfi méfeni pfipojen k HR-US 102, ¢ili by se dalo fici, Ze
HR-EX-SSC slouzi jako pfidavny modul umoznujici analyzu tuhych/gelovych soustav [75].

Obr. 6: Ultrazvukovy spektrometr s vysokym rozlisenim (HR-US 102 uprostied a HR-EX-
SSC vlevo) s termostatem Thermo Haake C25P (vpravo). Foto: autor prdace
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Ultrazvukova rychlost byla méfena na pfistroji HR-US 102 a HR-EX-SSC. Méfeni bylo
provedeno pro vzorky samotné smeési agarézy s zelatinou, a také jejich kombinaci
s vybranymi koncentracemi hyaluronanu o uvedenych molekulovych hmotnostech. U obou
piistrojii probihalo méteni ultrazvukové rychlosti diferencialni analyzou, coz znamena, ze je
zaznamenavan rozdil ultrazvukové rychlosti prochéazejici mérnou (nachazi se vzorek)

a referen¢ni (obsahuje referencni prostiedi — ultracistou deionizovanou vodu) celou.

Pomoci pristroje HR-US 102 byla konkrétné sledovana zavislost ultrazvukové rychlosti na
teploté, s vyuzitim termostatu Thermo Haake C25-P. Samotné meéieni probihalo pii Sesti
frekvencich v rozpéti 2,9—-15,1 MHz tzv. rezonan¢niho nastaveni, kdy kazdé frekvenci ptipada

harmonické ¢islo piku n, jez nalezi pro frekvenci méteného vzorku a srovnavaciho prostiedi.

Ptred méfenim vzorkd bylo nutné provést dostate¢né promyti obou cel a kalibraci pfistroje
na referencni prostfedi. Jelikoz nebyly vzorky pti laboratorni teploté v kapalném stavu,
nebylo by mozné je nadavkovat do piistroje, a proto jako pocate¢ni teplota byla stanovena
hodnota 85 °C, tudiz v prvnim kroku probihalo ochlazovani a teprve ve druhém ohtivani. Tim

padem byla provedena kalibrace pfistroje pro tyto vstupni podminky.

Nejdtive byl nastaven termostat na teplotu 85 °C. Dale byla do dvou eppendorfovych vialek
nalita ultracista deionizované voda, ktera v nich byla odplynéna centrifugaci pti 3000 rpm po
dobu 5 min. Poté, co doslo k vytemperovani ultrazvukového spektrometru na 85 °C, byla tato
voda napipetovana do kazdé cely o objemu 1 ml. Nastaveni nékterého piku (napiiklad
prvniho, pik 1) pii 85°C probéhlo pies frekvenéni skenovani obou cel v reZimu
amplitude/frequency scan. V softwaru HR-US byla vykreslena zavislost amplitudy
vystupniho signalu (m V) na frekvenci akustického signalu pomoci vstupnich hodnot pro
pik 1 z méfeni pti 25 °C (uvedeny v Tabulka 1) (vstupni napéti, Cislo piku, doporucena
frekvence a variacni rozpéti 0,07-0,15 MHz) a vysledna poloha piku 1 pii 85 °C je shodna
s pozadovanou frekvenci. Poté byl podrobnéji analyzovan profil piku 1 zadanim pfislusné
polohy (frekvence) srozsahem 20 Hz pii dané teploté, ¢imz byla ziskana jeho pifesna
frekvence a odpovidajici harmonické Cislo. Soucasné stejnym postupem béZelo skenovani
druhé cely. Jelikoz se vyskytovalo v obou celach shodné prostfedi, hodnoty leZely na sobé.
Vysledné frekvence obou cel byly ulozeny jako referen¢ni frekvence pro pik 1. Obdobn¢ byly
zjiStovany 1 ostatni piky. Spravné kalibrované referencni hodnoty frekvenci a cCisel piki pro
ultraistou deionizovanou vodu byly zkontrolovany v rezimu velocity/attenuation scan, kde
bylo nastaveno méfeni zavislosti relativni ultrazvukové rychlosti pii 85 °C s amplitudou

vstupniho signalu 1V po dobu 10 min. Vysledné rozdily hodnot ultrazvukovych rychlosti
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byly zaznamenany okolo 0 m/s, protoze se v celach nachazelo stejné prostedi, voda. AvSak
vys$si odchylky, fadové v desetinach, by mohly znamenat Spatné nastaveni frekvenci a ¢isel

pikti, nebo nedostate¢né vycisténi cel.

Tabulka 1: Hodnoty frekvenci jednotlivych pikit a jejich odpovidajici harmonicka cisla

a amplitudy vstupniho signalu referencniho prostredi pri 25 °C.

Amplituda )
Portadi piku vstupniho Cislo piku Frekvence (MHz)

signalu (V)

1 1 22,4 2,9

2 0,4 42,6 5,2

3 0,16 65,1 8,1

4 0,4 93,4 11,3

5 0,4 98,9 12,2

6 4 120,0 14,8

Tabulka 2: Hodnoty frekvenci jednotlivych pikit a jejich odpovidajici harmonicka cisla

a amplitudy vstupniho signdlu pro referencni prostredi pri 85 °C.

Amplituda )
Potadi piku vstupniho signalu Cislo piku Frekvence (MHz)
V)
1 1 22,4 2,9
2 0,4 42,6 5,4
3 0,16 65,1 8,2
4 0,4 93,4 11,7
5 0,4 98,9 12,3
6 4 120,0 15,0

Meéteni samotnych vySe uvedenych vzorkl probihalo tak, Ze jejich pfipravené roztoky ve
vialkach, o teploté 80 °C, byly o0 objemu 1,5 ml nadavkovany do méfici cely, které byly jako
referenéni prosttedi vytemperovany na pozadovanou teplotu, 85 °C, pii niZ podle stejného
postupu jako u kalibrace byl v rezimu amplitude/frequency scan nastaven pik (naptiklad
pik 1) skenovanim frekvence mérné cely. Pro vykresleni frekvenc¢niho skenu roztoku vzorku
byla vyuzita data stanovena z Kalibrace piku 1 pfi teploté 85 °C (Tabulka 2) v rozmezi 0,07—
0,15 MHz, pti kterém byla piifazenim harmonického c¢isla piku srovnavaciho prostiedi
k méfenému vzorku zjisténa odpovidajici frekvence (poloha) piku 1 pii stejné teploté.
Analyzou profilu piku pii 85 °C byla urcena piesnd frekvence a harmonické ¢islo piku 1 pro
vzorek. Naslednym uloZenim téchto frekvenci byla zptisobena zména prednastavenych hodnot

pro mérnou celu z kalibrace. VSech 5 zbylych pikti a jejich ptislusné frekvence byly pfifazeny
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stejnym zplisobem. Méfeni ultrazvukové rychlosti v zavislosti na teploté probihalo v rezimu
velocity/attenuation scan, kdy byla opét zaznamenavana relativni ultrazvukova rychlost pfi
amplitud¢ vstupniho signalu 1V po dobu 1000 min. Na termostatu byl naprogramovan
teplotni sken se dvéma cykly, kdy kazdy z nich zahrnoval ochlazeni od 85 do 25 °C a ohfivani
od 25 do 85 °C. Po dokonceni nastaveni piistroje a termostatu bylo spusténo méfeni vzorka

po dobu 16 hod.

Ptistrojem HR-EX-SSC byla méfena ultrazvukova rychlost vzorkll v gelovém stavu pii
stal¢ teploté. AvsSak u daného piistroje bylo méfeni hodné zavislé na laboratorni teploté
a teplot¢ zaznamenané teplotnim senzorem uvniti cel, jelikoz tento pfistroj nebyl pfipojeny
k termostatu. Z toho divodu bylo méteni ultrazvukové rychlosti brano pouze za orientacni,
vzhledem k vysledktim ziskanych z HR-US 102. Pro toto méfeni byly vybrany dvé frekvence
S ptisluSnymi harmonickymi ¢isly pikt n, a to konkrétné pik 2 a pik 4.

Jako v pfedchozim piipad€, i zde byly obé cely dikladné promyty a pfistroj musel byt
kalibrovan na referen¢ni prostredi, ¢ili ultracistou deionizovanou vodu pfi teploté uvniti cel.
Nastaveni v rezimu amplitude/frekvency scan i kontrola v rezimu velocity/attenuation scan
zvolenych pikli byly provedeny naprosto totozné, jako u pfistroje HR-US 102, tentokrat pfi
teploté 27,0+0,5 °C (Tabulka 3).

Tabulka 3: Hodnoty frekvenci jednotlivych pikii a jejich odpovidajici harmonicka cisla

a amplitudy vstupniho signalu pro referencni prostredi pri teplote 27,0 + 0,5 °C.

Amplituda
Potadi piku vstupniho Cislo piku Frekvence (MHz)
signélu (V)
2 0,4 42,6 5,4
0,4 93,4 11,6

Do gelti v miskach u vSech vyse zminénych vzorkd byl specidlnim davkovacem vytvoien
obrys, pomoci n¢hoz byl opatrn€ Spachtlickou vyfezan pfisluSny vzorek a ten byl ithned
nadavkovan do méfici cely. Nasledujici kroky byly vedeny postupy s ohledem na kalibraci
doty¢ného pfistroje, jako tomu bylo u HR-US 102. Opét byly u vzorku nastaveny frekvence
S pfislusnymi harmonickymi ¢isly pikd v rezimu amplitude/frekvency scan a méfeni jeho
ultrazvukové rychlosti probihalo v rezimu velocity/attenuation scan pii amplitudé vstupniho

signalu 1 V po dobu 30 min pfi teploté 27,0+0,5 °C.

43



3.5 Vysledky a diskuze

3.5.1 Méreni oscilacnich testi u agarézo-zelatinovych geli s pridavkem

hyaluronanu reometrem AR-G2

Reometrem AR-G2 byly zjistovany viskoelastické vlastnosti agardzo-zelatinovych gelt
s ptidavkem hyaluronanu, kdy experimenty zahrnovaly Strain sweep test, Frequency sweep
test a Temperature sweep test. Pro lepsi reprodukovatelnost vysledki byl kazdy test proveden
vzdy s nové naddvkovanym vzorkem nejméné dvakrat. Namétena data byla vyhodnocovana

v programu TA Data Analysis a zpracovana v Microsoft Excelu 2010.
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Obr. 7: Priklad zavislosti elastického (G*) a viskézniho (G*) modulu na amplitude napéti
agarozo-zelatinového gelu s pridavkem koncentrace 1 g/l hyaluronanu o MW 250-450 kDa.

Na Obr. 7 je znazornén piiklad zavislosti elastického i viskozniho modulu na amplitudé
napéti u agar6zo-zelatinového gelu s ptidavkem hyaluronanu o koncentraci 1 g/l o MW 250—
450 kDa, kdy s rostoucim napétim postupné klesal elasticky modul a rostl modul viskozni,
coz dokazuje postupnou deformaci vzorku. Dale je zde vyznacena hrani¢ni amplituda napéti
(pterusovanou c¢arou), jez oddé€luje linearni viskoelastickou oblast, kde dochazi k vratné
deformaci, od oblasti nevratné deformace, ve které je struktura jiz nevratné¢ narusend a neni
schopna se obnovit. VSechny ostatni pfipravené gely sdalsimi koncentracemi

a molekulovymi hmotnostmi hyaluronanu vykazovaly stejny prubéh kiivek, ve smyslu toho,
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ze V linearni viskoelastické oblasti byl vyssi elasticky modul a pii napéti v oblasti nevratné

deformace viskdzni modul.

Tabulka 4: Hranicni amplitudy napéti linearni viskoelastické oblasti (LVO)
agarozo-zelatinovych gelit s koncentracemi 0; 0,1; 0,5; 1; 3 a 5 g/l hyaluronanu o MW 250—
450 a 600-800 kDa.

MV\[’k“Ly)a{';]m“a" 250450 600-800

¢ hfﬂg‘;ﬁ%ﬂ %o | G'[Pa] G [Pa] [ %uvo G*[Pa] G* [Pa]
0 101 | 53034122 | 37,9407 | 101 | 5303+122 | 37,9407
0,1 6,8 | 48394104 | 604453 | 68 | 48494137 | 87,1451
0,5 68 | 371,3+149 | 51,6429 | 68 | 41284102 | 533433
1 46 | 21194121 | 383488 | 4,6 | 341,8+160 | 57,2463
3 15 |1168,9+89,6 | 192,3+143| 15 |1469,941205 | 230,1+15,9
5 22 | 6222488 | 955471 | 22 | 87874248 | 1452424

Tabulka 4 zaznamenava hrani¢ni amplitudy napéti linearni viskoelastické oblasti (LVO)
a k nim nalezici elastické a viskozni moduly pro vSechny pfipravované vzorky, kde hodnoty
G“a G“ jsou vyssi u MW 600-800 kDa pro vSechny koncentrace hyaluronanu v gelech. Dale
bylo zfejmé, ze S pfibyvajici koncentraci hyaluronanu dochézi k diiv€jsi deformaci, coz
naznacuje postupné sniZzeni hodnoty hrani¢ni amplitudy napéti, ovSem nejprve byly struktury
poskozeny ve vzorcich s koncentracemi 3 g/l hyaluronanu a nejpozdé€ji vzorky samotné

agarozy s zelatinou bez pridavku hyaluronanu (0 g/l).
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Obr. 8: Zavislost elastického (G ‘) modulu na amplitudé napéti u agarozo-zelatinovych gelii

S koncentraci 0; 0,1, 0,5, 1; 3 a5 g/l hyaluronanu o MW 250-450 kDa.

Obr. 8 ukazuje zavislost elastického modulu na amplitudé napéti agar6zo-zelatinovych gelt

se vSemi vySe uvedenymi koncentracemi hyaluronanu o MW 250450 kDa, kde bylo mozné

sledovat, ze nejvyssi hodnoty G * mél vzorek s koncentraci 3 g/l hyaluronanu a naproti tomu

podobny graf zavislosti G* na amplitudé napéti danych geli s veskerymi naméfenymi

koncentracemi hyaluronanu o MW 600-800 kDa.
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Obr. 9: Porovnani zavislosti elastického (G°) a viskozniho (G*) modulu na amplitude
napéti agarozo-zelatinového gelu s pridavkem 1 g/l hyaluronanu o MW 250-450 kDa
S agardzo-zelatinovym gelem se stejnou koncentraci pridavku hyaluronanu o MW 600-
800 kDa.

Porovnani kiivek zavislosti elastického a viskézniho modulu na amplitudé napéti
agardzo-zelatinovych gelti s koncentraci 1 g/l hyaluronanu mezi MW 250-450 a 600—
800 kDa je zobrazeno na Obr. 9. Naméfené hodnoty obou modulti byly zvySené pro vyssi

MW u vsech koncentraci hyaluronanu v porovnani s niz§i MW hyaluronanu.

Na Obr. X2 v Piiloze byly pro ptiklad vykresleny kiivky G* a G* na amplitudé napéti
agardzo-Zelatinového gelu s ptidavkem 1 g/l hyaluronanu 0 MW 250-450 kDa pro dvé
samostatna méfeni, které mély za ukol znazornit reprodukovatelnost a opakovatelnost

vysledkd.
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Obr. 10: Priklad zavislosti elastického (G°) a viskézniho (G*) modulu na oscilacni
frekvenci agarézo-zelatinového gelu s pridavkem koncentrace 1 g/l hyaluronanu o MW 250-
450 kDa.

Obr. 10 vykresluje zavislost G* a G* na oscilacni frekvenci u agar6zo-zelatinového gelu
s koncentraci 1 g/l hyaluronanu 0 MW 250-450 kDa. V celém rozsahu frekvenci byly métené
gely viskoelastické a zesiténé, Cili by se mohlo téz uvést, Ze dané vzorky podléhaly pouze
elastické (vratné) deformaci. Jelikoz se pii zadné méfené frekvenci ani jednoho vzorku
nevyskytly moduly ptekiizeni (G = G*), mély tyto gely tuhou strukturu a nikoliv kapalnou.
Dale platilo, ze zvySovani frekvence neumoziiuje, aby vzorky dostatecné zrelaxovaly, coZ se
projevovalo rastem hodnot obou moduli. Tento spoleény nartist G a G* je dan jejich

vzajemnou komplementarnosti.
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Obr. 11: Zavislost komplexniho (G*) modulu na oscilacni frekvenci U agarézo-zelatinovych

gelii S koncentraci 0; 0,1, 0,5, 1; 3 a5 g/l hyaluronanu o molekulové hmotnosti 250—-450 kDa.

Na Obr. 11 je znazornén graf zavislosti G* na oscila¢ni frekvenci u agardzo-zelatinovych
geli se vSemi pouzivanymi koncentracemi piidavku hyaluronanu o MW 250-450 kDa.
Podobny graf je umistén na Obr. X3 v Pfiloze s MW hyaluronanu 600-800 kDa. Tato data
G* byla vypoctena z G a G* rovnici G* = \/W . Bylo mozZné pozorovat, Ze ¢im
prudsi narast G* byl, tim vice vzorky podléhaji deformaci své struktury. Nejvice tento narlst

byl patrny u vzorkd s 3 a5 g/l a nejméné u 1 g/l hyaluronanu v danych gelech.
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Obr. 12: Porovndni zavislosti elastického (G°) a viskézniho (G*) modulu na oscilacni
frekvenci agarozo-zelatinového gelu s pridavkem 1 g/l hyaluronanu o MW 250-450 kDa

S agardzo-zelatinovym gelem se stejnou koncentraci pridavku hyaluronanu o MW 600-
800 kDa.

Obdobn¢ jako u Obr. 9 a Obr. 12 byly srovnavany prubéhy kiivek zavislosti G a G,
Vtomto pfipadé na oscilaéni frekvenci agardzo-zelatinovych geli s koncentraci 1 g/l
hyaluronanu 0 MW 250-450 a 600-800 kDa, kde opét byly hodnoty obou modultl vyssi pro

MW 600-800 kDa. Tytéz vysledky byly u vSech koncentraci hyaluronanu v porovnani s MW
250-450 kDa.

Na Obr. X4 v Priloze byly vykresleny zavislosti G° a G*“ na oscilaéni frekvenci
agar6zo-zelatinového gelu s ptidavkem 1 g/l hyaluronanu o MW 600-800 kDa dvou

samostatnych méfeni, které mély znazornit reprodukovatelnost a opakovatelnost vysledkd.
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Obr. 13: Priklad zavislosti elastického (G°) a viskézniho (G*) modulu na teplote 25-85 °C
s krokem 2 °C agarozo-zelatinového gelu s pridavkem koncentrace 1 g/l hyaluronanu o MW
250450 kDa.

Vyse vykresleny graf (Obr. 13) znazoriuje zavislost G a G* na teploté od 25 do 85 °C
u vybrané koncentrace (1 g/l) pfidavku hyaluronanu o MW 250-450 kDa ve studovanych
gelech, kde s rostouci teplotou klesaji hodnoty obou modult. Takovy prubéh kiivek byl
obdobny i pro vSechny ostatni méfené gely (tj. koncentrace a molekulové hmotnosti

hyaluronanu).
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Obr. 14: Zavislost elastického (G°) modulu teplote 25-85°C skrokem 2 °C
U agarozo-zelatinovych gelii s koncentraci 0; 0,1, 0,5, 1; 3 a 5 g/l hyaluronanu o molekulové
hmotnosti 250-450 kDa.

Na Obr. 14 je zobrazena zavislost G * na teploté od 25 do 85 °C agar6zo-Zelatinovych gelt
se vSemi vySe uvedenymi koncentracemi hyaluronanu o MW 250-450 kDa, kde platilo, Ze pfi

vSech teplotach nejvyssi hodnoty G* mél vzorek s koncentraci 3 g/l hyaluronanu a naproti

v

Cv v

hyaluronanu. V ptiloze na Obr. X5 jsou vidét stejné vysledky pro zavislost G * na teploté od
25 do 85 °C danych gelt s veskerymi namétenymi koncentracemi hyaluronanu o MW 600—
800 kDa.
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Obr. 15: Porovnani zavislosti elastického (G ‘)modulu na teploté 25-85 °C s krokem 2 °C
agarozo-zelatinového  gelu s pridavkem 19/l hyaluronanu o MW 250-450 kDa
S agardzo-zelatinovym gelem se stejnou koncentraci pridavku hyaluronanu o MW 600-
800 kDa.

Obr. 15 popisuje pribéhy kiivek =zavislosti G° na teplot¢ od 25 do 85°C
agar6zo-zelatinovych gelt s koncentraci 1 g/l hyaluronanu o MW 250-450 a 600800 kDa,
kdy hodnoty tohoto modulu byly vyssi u MW 600-800 kDa. Stejnych vysledkd bylo
dosazeno u vSech dal$ich koncentraci hyaluronanu v porovnani s nizsi MW, a to 250—

450 kDa.
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Obr. 16: Priklad vypoctu teploty tani (%) a teploty gel-sol prechodu (tys) ze zavislosti
elastického (G°) modulu na teplote 25-85 °C s krokem 2 °C z priisecikit rovnic linedrni

regrese U agarozo-zelatinového gelu s pridavkem koncentrace 1 g/l hyaluronanu o MW 250—
450 kDa.

Obr. 16 ukazuje priklad urceni teploty tani a teploty gel-sol pfechodu z kiivky zavislosti
G ‘na teploté¢ od 25 do 85 °C, kdy vypoctené priiseCiky rovnic linearni regrese by mély
odpovidat vySe uvedenym teplotnim prechodiim u danych gel. V tomto ptipadé, u vzorku
s koncentraci 1 g/l hyaluronanu 0 MW 250-450 kDa byla teplota tani 36,3 °C a teplota gel-sol
ptechodu 55,8 °C.
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Tabulka 5: Teploty tni (#;) a teploty gel-sol prechodii (t4.s) ze zavislosti elastického (G°)
modulu na teplote 25-85 °C s krokem 2 °C agarézo-zelatinovych gelii s pridavkem 0; 0,1;
0,5; 1; 3 a 5 g/l hyaluronanu 0 MW 250-450 a 600-800 kDa vypoctenych z priisecikii rovnic

linedrni regrese v MS Excel 2010.

MW yaturonan [KDa] 250-450 600-800
Chyaluronan [9/1] t [°C] ty-s [°C] ti [°C] tys [°C]
0 34,4 54,7 34,4 54,7
0,1 34,7 55,6 38,1 55,9
0,5 34,8 55,1 37,9 58,0
1 36,3 55,8 39,5 58,4
3 42,6 59,1 42,6 64,1
5 39,1 60,6 39,0 60,1

V Tabulka 5 jsou uvedeny vypocitané teploty tani a teploty gel-sol pifechodu pro vSechny
métené gelové vzorky. Bylo patrné, Ze u vy$§si MW hyaluronanu byly hodnoty teplot vyssi
nez u niz§i MW hyaluronanu a dale platilo, Ze u vSech vzorkd s rostoucim ptidavkem
hyaluronanu doslo k téméf linearnimu zvySeni teploty tani i teploty gel-sol piechodu, coz bylo
ziejm¢ zpusobeno tim, ze agardza i zelatina po piekroCeni teplot 30 az 34 °C zacinaji
rozplétat své fetézové struktury a dal$im zahiivanim nad kritickou teplotu kolem 50 °C jsou
poruseny i zbylé vazby (vodikové miistky), ¢imz vznikaji oddélené fetézce danych sloucenin,
diky ¢emuz zde hraly roli pouze fetézce hyaluronanu. Nejvyssi posun se objevil u koncentrace

3 g/l hyaluronanu pro ob¢ jeho molekulové hmotnosti.
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Obr. 17: Priklad porovnani zavislosti elastického (G°) a viskézniho (G *) modulu na teploté
85-25 °C s krokem 2 °C agarézo-zelatinového gelu s pridavkem 1 g/l hyaluronanu 0 MW
250450 kDa s agardézo-zelatinovym gelem se stejnou koncentraci pridavku hyaluronanu
0 MW 600-800 kDa.

Obr. 17 porovnava zavislosti G‘“a G “ na teploté od 85 do 25 °C agardzo-zelatinovych gelt
s koncentraci 1 g/l hyaluronanu o MW 250-450 a 600-800 kDa, kdy vyssi u MW 600-
800 kDa vykazovaly vys$§i hodnoty obou moduld oproti MW 250450 kDa. Stejnych
vysledkli bylo dosazeno u vSech dalSich koncentraci hyaluronanu v porovnani s niz§i MW
hyaluronanu. Pti tomto méteni nebylo u zadného vzorku dosazeno stejnych hodnot G*, ani G *
pro teplotu 25 °C, jako tomu bylo pfi teploté 25 °C u zavislosti G“a G na teploté 25-85 °C,

zifejmé diky nedostatku ¢asu pro obnoveni struktury.
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3.5.2 Méreni relativni ultrazvukové rychlosti v zavislosti na teploté
u agaroézo-zelatinovych roztokd s pridavkem hyaluronanu ultrazvukovym

spektrometrem s vysokym rozliSenim (HR-US 102)

Pomoci ultrazvukového spektrometru s vysokym rozliSenim byly naméfeny hodnoty
relativnich ultrazvukovych rychlosti v zavislosti na teploté. Jelikoz méfeni nezavisi na
frekvenci, interpretovand data, uvedena v grafech se tykaji pouze jedné ze Sesti frekvenci.
Byla vybréana frekvence 11,7 MHz, pro niz je hodnota ¢isla pik 93,4. Prestoze méteni bylo
nejméné dvakrat opakovéno, a zahrnovalo dva teplotni cykly pro kazdy vzorek, uvedena data
se tykaji pouze jediného méfeni a soucasné jen jednoho ze dvou cykli zvolenych vzorki,
jelikoz v prvnim ptipadé byla dalsi méfeni pouzita pro ovéfeni spravnosti vysledki, nicméné
vysledné hodnoty relativnich ultrazvukovych rychlosti nelze zprimérovat, diky nemoznosti
zajistit tytéZ teploty a Cas pfi méteni, a zadruhé, hodnoty relativnich ultrazvukovych rychlosti
V prvnim cyklu odpovidaly hodnotdm relativnich ultrazvukovych rychlosti v druhém cyklu
a struktura se neménila. Namé&fena data byla vyhodnocovana v programu HR-US software

a dale zpracovana v MS Excelu 2010.
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Obr. 18: Zavislost relativni ultrazvukové rychlosti (V) na teploté 85-25 °C a 25-85 °C pro
koncentrace 0; 0,1; 0,5; 1; 3 a 5g/l hyaluronanu 0 MW 250-450 kDa v pripravenych

agarozo-zelatinovych roztocich V ultracisté deionizované vode.
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Obr. 19: Zavislost relativni ultrazvukové rychlosti (V) na teploté 85-25 °C a 25-85 °C pro
koncentrace 0; 0,1; 0,5; 1; 3 a 5g/l hyaluronanu o0 MW 600-800 kDa v pripravenych

agarozo-zelatinovych roztocich.

Na Obr. 18 a Obr. 19 lze vidét zavislost relativni ultrazvukové rychlosti na klesajici (85—
25 °C) a rostouci (25-85 °C) teploté pro pfipravené agar6zo-zelatinové roztoky s pridavkem
hyaluronanu o danych koncentracich a vySe uvedenych MW, kde plati, ze s klesajici teplotou
vzrostly hodnoty relativnich ultrazvukovych rychlosti, jelikoz z métenych roztokd se ziejmé
stavaly gely/tuzsi latky a jak je zndmo, ultrazvukova rychlost se nejlépe $ifi v pevnych
soustavach, oproti kapalnym a tim padem ma vyssi hodnoty. Na obou obrazcich (Obr. 18
a Obr. 19) je mozné sledovat, jak od koncentrace 0 g/l do koncentrace 1 g/l hyaluronanu
klesaji hodnoty relativnich ultrazvukovych rychlosti, poté dochazi k jejich prudkému zvySeni
u koncentrace 3 g/l hyaluronanu a nakonec opét k poklesu hodnot relativnich ultrazvukovych

rychlosti u koncentrace 5 g/l.
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3.5.3 Méreni relativni ultrazvukové rychlosti u agarézo-zelatinovych gelt
s pfidavkem hyaluronanu ultrazvukovym spektrometrem s vysokym
rozliSenim (HR-EX-SSC)

Pomoci ultrazvukového spektrometru s vysokym rozliSenim HR-EX-SSC byly naméieny
hodnoty relativnich ultrazvukovych rychlosti v zavislosti na teploté zaznamenané teplotnim
senzorem uvnitf cel, které slouzily vyhradné pro srovnani s daty namétenymi pomoci ptistroje
HR-US 102. U ptistroje HR-US 102 byly vychozi méfené vzorky v kapalném stavu, zato
u modulu HR-EX-SSC bylo mozné tyto vzorky méfit v tuhém (gelovém) stavu. Tak jako
v piedchozim piipadé, i zde uvedena data pfislusi pouze jedné frekvenci, a to 11, 6 MHz
s ¢islem piku 93,4. Veskeré vysledné hodnoty relativnich ultrazvukovych rychlosti byly
ziskany jako pramér jejich deseti hodnot béhem 30 minutového méfeni kazdého vzorku. Opét
byla naméfena data vyhodnocovana v programu HR-US software a dale zpracovana v MS
Excelu 2010.

Tabulka 6: Vysledné relativni ultrazvukové rychlosti pri teplot¢ 27,0+0,5 °C pro
agarozo-zelatinové gely s koncentraci hyaluronanu 0; 0,1; 0,5; 1; 3 a 5 g/l o MW 250-450
a600-800 kDa z pristroje HR-EX-SSC a relativni ultrazvukové rychlosti jejich roztoki
Z HR-US 102 z daného teplotniho rozsahu.

HR-EX-SSC HR-US 102
MWhyaiuronan [KDa] 250-450 600-800 250-450 600-800
Chyaluronan [g/I] Vv [m/s]
0 09,9946 09,9946 9,3301 09,3301
0,1 90,6767 09,9745 8,9452 8,9778
0,5 9,5100 9,5120 7,9007 8,0747
1 7,3710 7,4571 7,2309 7,3694
3 13,5142 16,6919 12,8593 15,299
5 11,9149 11,9918 10,7621 10,7847

V Tabulka 6 byly porovnavany hodnoty relativnich ultrazvukovych rychlosti pro uvedené
vzorky zméfené pii teploté v piistroji (27,0+0,5 °C) HR-EX-SSC s hodnotami relativnich
ultrazvukovych rychlosti lezici v piislusném teplotnim rozsahu ziskané z méfeni teplotniho
skenu pomoci HR-US 102 (Obr. X6 v Piiloze vykresluje hodnoty ultrazvukovych rychlosti
(Tabulka 6) v zavislosti na koncentraci hyaluronanu), kdy bylo zjisténo, Ze hodnoty

relativnich ultrazvukovych rychlosti z HR-EX-SSC jsou o trochu vy$$i nez hodnoty
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relativnich ultrazvukovych rychlosti z HR-US 102, pravdépodobn¢ diky rychlé zméné teploty
pfi méfeni teplotni rampy nebylo mozné, aby doslo k dostatecnému ustaleni vnitini struktury
v méfeném vzorku.

Také zde bylo mozné pozorovat, Ze hodnoty relativnich ultrazvukovych rychlosti z pfistroje
HR-EX-SSC byly vys§si pro MW hyaluronanu 600-800 kDa, oproti 250-450 kDa
hyaluronanu a téz plati, ze od koncentrace 0 g/l do 1 g/l hyaluronanu se hodnoty relativnich
ultrazvukovych rychlosti snizovaly, tudiz ji patfily nejniz§i hodnoty relativnich

ultrazvukovych rychlosti, dale narostly u vzorka s obsahem 3 g/l hyaluronanu, jimz piislusi

jeji nejvyssi hodnoty a na zavér tyto hodnoty poklesly u koncentrace 5 g/l hyaluronanu.

3.5.4 Shrnuti vysledkli dosazenych pomoci reologie a ultrazvukové
spektrometrie s vysokym rozliSenim u agarézo-zelatinovych gelt/roztokt

s pfidavkem hyaluronanu

U vSech provedenych reologickych testii, at’ uz to bylo méteni elastickych, viskoznich,
komplexnich modull, ur€ovéni teploty tani, teploty gel-sol pfechodu, ale také pii méteni
relativni ultrazvukové rychlosti ultrazvukovou spektrometrii s vysokym rozliSenim bylo
zjisténo, ze vyssi hodnoty vySe jmenovanych veli¢in nalezely agar6zo-zelatinovym
gelim/roztokiim s pfidavkem hyaluronanu 0 MW 600-800 kDa ve srovnani s gely
s hyaluronanem o MW 250-450 kDa. V piipadé srovnani jednotlivych koncentraci nalezici
pouze jedné¢ MW, at’ uz 250-450, nebo 600-800 kDa platilo, Ze vySe uvedené veli¢iny mély
nejvyssi hodnoty u koncentrace 3 g/l hyaluronanu v gelech. Pravdépodobné zde dochazelo ke
srazeni hyaluronanu samotného se sebou, nybrz také k synerezi, kdy z vnitini struktury gelu
se trocha rozpoustédla dostava k povrchu, v tomto piipadé ultracista deionizovana voda, jez
byla zpozorovana na dn€ misky po naruSeni struktury pfi davkovani do pfistrojii, a tim byva
u koncentrace 1 g/l hyaluronanu, kdy ziejmé doslo Kurcitému ziedéni smési agarozy

s zelatinou.
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4 Zaver

Cilem této prace bylo seznamit se s reologii a ultrazvukovou spektrometrii s vysokym
rozliSenim pro charakteristiku gelovych soustav. V teoretické ¢asti byly sepsany obecné udaje
o gelech, agardze, zelatin€ a hyaluronanu. VSechny zminéné latky jsou vyuzivany piedevsim
v biochemickych aplikacich, zejména V potravinéistvi, kosmetice, farmacii, ale také
v Iékafstvi a tkanovém inzenyrstvi. Dale jsou zde uvedeny informace o reologii
a ultrazvukové spektrometrii s vysokym rozliSenim. V zdvéru této ¢asti prace jsou strucné
zreprodukovany c¢lanky o souCasném stavu feSené problematiky. Na zékladé clanku
Rheological properties of agarose-gelatin gels [64] z této kapitoly byly zvoleny koncentrace
agardozy a zelatiny pro veskeré pripravované vzorky. Experimentalni c¢ast zahrnuje
optimalizaci pfipravy a méfeni agardzo-zelatinovych geli s pfidavkem o raznych
koncentracich nizkomolekularniho a vysokomolekularniho hyaluronanu, konkrétné jejich
elastického a viskézniho modulu reologickymi oscilaénimi testy a téz jejich relativnich

ultrazvukovych rychlosti ultrazvukovou spektrometrii s vysokym rozliSenim pfistroji

HR-US 102 a HR-EX-SSC.

U prvni metody, reologie, bylo nejprve nutné stanovit linearni viskoelastickou oblast
kazdého vzorku, kdy bylo zjiSténo, Ze hrani¢ni amplituda napéti linearni viskoelastické oblasti
a oblasti deformace byla rtizna pro jednotlivé koncentrace piidavku hyaluronanu, kdy toto
téchto geli s koncentraci 3 g/l hyaluronanu, které soucasné vykazovaly nejvyssi hodnoty
elastickych a viskoznich modull, zc¢ehoz vyplyva, Ze nejrychleji podléhaji nevratnym
deformacim. Naproti tomu nejpozdéji byly zdeformovany vzorky bez ptidavku hyaluronanu,
¢ili vzorky o koncentraci 0 g/l hyaluronanu. Dale tyto hodnoty napéti byly shodné u stejnych

koncentraci vysokomolekularniho i nizkomolekuldrniho hyaluronanu.

Nasledovalo méteni elastickych a viskéznich moduld v zavislosti na oscilacni frekvenci,
kde bylo dokdzano, ze u vzorkl byla v celém rozsahu oscila¢ni frekvence zachovéana gelova
(viskoelastickd) povaha. Také z elastickych a viskoznich modulil byly stanoveny komplexni
moduly, které svym pribéhem mohou vyjadfovat miru deformace métenych vzorki.
Uvzorku 3 g/l obou molekulovych hmotnosti hyaluronanu byl vidét nejpruds$i nartst
komplexnich modulii s narGstem oscila¢ni frekvence, coz vyjadiuje nejveétsi tendenci tohoto
vzorku K rychlejsim deformacim. Vzorky o niz8ich koncentracich hyaluronanu (0; 0,1; 0,5

a1 g/l) nevykazovaly takovy nariist komplexnich modull, a proto by mély byt vice stabilni
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koncentraci 1 g/l taktéZ obéma molekulovym hmotnostem hyaluronanu.

V tretim reologickém testu byly méteny zavislosti elastickych a viskéznich modulti nejprve
na rostouci teploté, kde obé méfené veliCiny klesaly u vSech danych vzorkt. Z téchto kiivek
kazdého jednotlivého vzorku byly pozorovany dvé zietelné zlomové oblasti, kdy prvni
predstavovala teplotu tani a druhé teplotu gel-sol ptechodu. Pro obé& tato mista byly vypocteny
konkrétni hodnoty teploty tani a teploty gel-sol piechodl a z nich vyplyvalo, Ze ptfidavek
hyaluronanu zvysil obé zlomové teploty, kde nejvyssi hodnoty teplot nalezely koncentracim
3 g/l pro vysokomolekularni 1 nizkomolekuldrni hyaluronan. Pravdépodobné po piekroceni
34 °C doslo k tani agarozy 1 zelatiny, molekularni struktury obou latek byly zna¢né oslabeny
a pii dalsim zvySovani teploty byly ziejmé zcela rozpleteny a roztaveny, tudiz hlavni vliv
ptedstavovaly fetézce hyaluronanu a tim padem by bylo mozné tvrdit, Ze ¢im vyssi byla
koncentrace hyaluronanu, tim vice nardstaly obé¢ teploty. Pfi sniZovani teploty nebylo
U zddného vzorku dosdhnuto pivodnich vychozich hodnot ani jednoho 2z moduld,
pravdépodobné kvili nedostate¢nému ¢asu pro znovuobnoveni struktury. V ptfipadé, ze by
bylo poskytnuto vice ¢asu pro chlazeni vzorkl, gelova struktura by byla mozna opétovné

vytvorena, jelikoz agardza i zelatina jsou termoreverzibilni.

Druhou méfici metodou byla ultrazvukova spektrometrie s vysokym rozliSenim, pomoci niz
byly méteny hodnoty relativnich ultrazvukovych rychlosti veskerych vzorki. Touto metodou
byly v prvé fadé¢ méfeny relativni ultrazvukové rychlosti v zavislosti na teploté, kdy byly
vSechny doty¢né vzorky témétf okamzit€é po pfichystani (vzorky byly horké a v kapalném
stavu) podrobeny dvéma teplotnim cyklim, kdy jeden cyklus obsahoval snizovani (85-25 °C)
a nasledné zvySovani (25-85°C) teploty. Bylo zjisténo, Ze nejvyssi vysledné hodnoty
relativnich ultrazvukovych rychlosti u obou molekulovych hmotnosti ptidavku hyaluronanu

v

byly zaznamenany u koncentrace 3 g/l a nejnizsi u 1 g/l v celém rozsahu teplot.

Ptistrojem HR-EX-SSC byly u vSech vzorkii métfeny relativni ultrazvukové rychlosti pfi
teploté urCené teplotnim senzorem uvniti méficich cel, ktera byla v rozsahu 27,0+0,5 °C.
V zavislosti téchto méfenych hodnot na koncentraci hyaluronanu (pro kazdou MW
hyaluronanu zvlast) platilo, ze nejvyssi relativni ultrazvukové rychlosti nalezely vzorktum
tyto ziskané hodnoty srovnavany s hodnotami naméfenymi béhem teplotni rampy, ptipadajici
teplot¢ 27,0+0,5 °C, kde hodnoty z teplotni rampy byly niz$i nez hodnoty z méfeni za

uvedené teploty, coz mohlo byt zpusobeno, zaprvé, moznou chybou samotného pfistroje,
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ktery nebyl napojen na termostat, a proto jeho méteni nemuselo byt zcela presné, a také tim,
ze vzorky byly ve stabilizovangj$im stavu, jelikoz pfi méfeni teplotni rampy byl vzorek velmi
rychle podrobovan jinym teplotnim podminkam a diky tomu nemusela byt struktura

zrelaxovana a kompletné ustalena.

Celkové lze uvést, ze u vSech provedenych testii nalezely nejvyssi méfené hodnoty
vzorkim s pfidavkem vysokomolekularniho hyaluronanu ve srovnani se vzorky
s nizkomolekuldrnim hyaluronanem. Zaroven bylo vyzkoumdano, Ze nejvyssi vysledné
hodnoty patiily vysokomolekularnimu i nizkomolekularnimu hyaluronanu o koncentraci 3 g/l,
kdy s nejvétsi jistotou dochazelo ke srazeni fetézct hyaluronanu samotnych se sebou a také
bylo pifi davkovani gelti do pfistroji (AR-G2, HR-EX-SSC) pozorovano mens$i mnozstvi
rozpoustédla na dné¢ misky, ziejmé zplsobené synerezi, kterd napomaha k vyssi tuhosti gelu.
molekularnich hmotnosti hyaluronanu. Dalo by se fici, ze pfidavanim hyaluronanu do
koncentrace 1 g/l byly gelové struktury agardzy s Zelatinou do urc¢ité miry zfedény a staly se
vice viskoznimi.

DosaZzenych poznatkli by bylo mozné vyuzit napiiklad v tkanovém inZenyrstvi nebo
v l¢katstvi, kdy by dle pozadavkl bylo mozné vytvofit potiebnou aplikaci, at’ uz by se to

tykalo predevsim hojeni povrchovych ran, nebo také pripadnych implantati.

V této praci byly popsany viskoelastické vlastnosti agar6zo-zelatinovych gelt s ptidavkem
nizkomolekulérniho i vysokomolekuldrniho hyaluronanu reologickymi testy a ultrazvukovou
spektrometrii s vysokym rozliSenim. V budoucnu by toto téma mohlo byt zaméfeno na
schopnost rustu, proliferaci a migraci mezenchymalnich kmenovych bunék. Dale by bylo

zajimavé studovat sterilitu a porozitu u takovych gelovych struktur.
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three-dimensional, trojrozmérny

fecké pismeno alfa

fecké pismeno beta

adipose-derived, odvozené z tukové tkané

clusters of differentiation 44, specificky receptor

Clear Water Bay, technologie ¢isténi

enantiomer stacejici rovinu polarizovaného svétla vpravo
deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

divinylsulfoxid

Zelatina

hyaluronan synthase 1, lidsky enzym kodujici hyaluronan

hyaluronan synthase 2, lidsky enzym kodujici hyaluronan

hyaluronan synthase 3, lidsky enzym kodujici hyaluronan

high resolution external solid state cells, ultrazvukova spektrometrie
s vnéj§imi celami pro tuhé vzorky

high resolution ultrasonic spektroskopy, ultrazvukova spektrometrie S
vysokym rozliSenim

hyaluronan

enantiomer stacejici rovinu polarizovaného svétla vlevo

linearni viskoelastické oblast

methakrylat

mesenchymal stem cell, mezenchymalni kmenové bunky

molecular weight, molekulova hmotnost

potencial of hydrogen, zaporné vzaty dekadicky logaritmus aktivity
oxoniovych kationtli

dvojita spirala
ultraviolet-visible spectrometry, ultrafialova-viditelna spektrometrie
Ultrasonic Water Bay, technologie ¢i$téni pomoci ultrazvuku
amplituda napé&ti

ztratovy thel

dynamicka viskozita

fazovy posun

te€né napéti

uhlovy posun

koncentrace

gradient rychlosti

modul pruznosti

frekvence

elasticky modul

visk6zni modul

komplexni modul
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g/ml
g/mol
hod
Hz
kg/m®
min
mi
mm
m/s
mm/s

Pa
rpm

pm
um/°C

NSHS XL

v

2

mM-t4 hodnota amplitudy

poradi piku

teplota

teplota gel-sol ptechodu

teplota tani

relativni ultrazvukova rychlost

stupen

stupen Celsia, jednotka teploty

stupen Celsia za minutu, jednotka rychlosti
dalton, jednotka molekulové hmotnosti

gram, jednotka hmotnosti

gram na litr, jednotka hmotnostni koncentrace
gram na mililitr, jednotka hmotnostni koncentrace
gram na mol, jednotka moldrni koncentrace
hodin, jednotka ¢asu

Herz, jednotka frekvence

kilogram na metr krychlovy, jednotka hustoty
minut, jednotka Casu

mililitr, jednotka objemu

milimetr, jednotka délky

metr za sekundu, jednotka rychlosti

milimetr za sekundu, jednotka rychlosti
Newton, jednotka sily

Pascal, jednotka tlaku

regresni koeficient

revolutions per minute, otacky za minutu, vedlejsi jednotka frekvence
sekunda, jednotka ¢asu

mikrometr, jednotka délky

mikrometr za stupen Celsia, jednotka tepelné roztaznosti
Volt, jednotka napéti

hodnota na vodorovné ose v grafu

hodnota na svislé ose v grafu

znaménko plus-minus

procento

znaménko mensi nez

znaménko mnohem vétsi nez

znaménko rovnosti

odmocnina
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Obr. X1: Zavislost elastického (G°) modulu na amplitudé napéti u agarézo-zelatinovych

gelii s koncentraci 0; 0,1, 0,5; 1; 3 a5 g/l hyaluronanu o MW 600-800 kDa.
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Obr. X2: Priklad reprodukovatelnosti zadvislosti elastického (G°) a viskozniho (G*) modulu
na amplitudé napéti agarozo-zelatinového gelu s pridavkem 1 g/l hyaluronanu o MW
250-450 kDa z 1. a 2. méreni.
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Obr. X3: Zavislost komplexniho (G*) modulu na oscilacni frekvenci u agarozo-zelatinovych
gelii S koncentraci 0; 0,1, 0,5, 1; 3 a5 g/l hyaluronanu o MW 600-800 kDa.
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Obr. X4: Priklad reprodukovatelnosti zadvislosti elastického (G°) a viskozniho (G*) modulu
na oscilacni frekvenci agarozo-zelatinového gelu s pridavkem 1 g/l hyaluronanu o MW
600-800 kDa z 1. a 2. méreni.

75



1400 moir
©0gl 20,19/
1200 - X J J
X 00,59/ +1g/
1000 - g :
- Po0 X ¥3g/l  O5gll
T 1 o
= X
O 600 4 K XKXKK KKK x x
400 EQQQ% 5 X*xx
A X
1 gERatsanss
; Yo é@éggggggggg

2500 3500 4500 55,00 65,00
t[°C]

Obr. X5: Zavislost elastického (G*) modulu teplote 25-85 °C s krokem 2 °C u agarézo-
zelatinovych gelii S koncentraci 0; 0,1, 0,5; 1; 3 a5 g/l hyaluronanu o MW 600-800 kDa.
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Obr. X6: Srovnani zavislosti ultrazvukové rychlosti na koncentraci 0; 0,1; 0,5; 1; 3 a 5 g/l
pridavku hyaluronanu o MW 250-450 a 600-800 kDa pri 27,0£0,5 °C namérené pomoci
HR-US 102 a HR-EX-SSC.
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