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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace je zaméfena na studium vyuziti riznych metod strukturni analyzy pfi
studiu hydrogelta. Cilem bylo otestovat vybranou metodu pro studium struktury téchto geld.
Jako modelové systémy byly vybrany agar6zové hydrogely z ditvodu jejich snadné piipravy a
Siroké oblasti vyuziti. V této préci byla ke studiu struktury vyuzita metoda oscila¢ni reologie.
Byly provedeny tzv. strain-sweep a time-sweep testy. Tyto testy byly provedeny v linearni
viskoelastické oblasti, v oblasti cross-over a za oblasti cross-over. Bylo zjisténo, ze v oblasti
linearni viskoelasticity dojde puisobenim deformace K poruseni nekovalentnich vazeb a tim i
struktury gelu, nasledné vsak dojde k relaxaci a zvySeni elasticity. V oblasti cross-over a za
oblasti cross-over nedochazi k relaxaci a gel vykazuje chovani tekutiny.

ABSTRACT

This Bachelor’s thesis deals with study of use several methods for structural analysis of
hydrogels. The aim was testing selected method to study structure of these gels. Agarose
hydrogels were selected as model systems for their easy preparation and wide use. In this
work the oscillatory rheology method was used to study the structure. Strain-sweep and time-
sweep tests were performed. These tests were performed in a linear viscoelastic region, in the
cross-over area and beyond the cross-over area. It was found that in linear viscoelastic region,
the deformation causes the non-covalent bonds and the structure of the gel to break through.
Consequently there is relaxation of the polymeric site and increase in elasticity. In cross-over
area and beyond cross-over gels does not relax. The gels behave like a fluid.
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1 UVOD

Gely se vyskytuji vSude okolo nds. Mnoho ¢asti lidského téla je tvofeno hydrogely, naptiklad
rohovka, sklivec nebo pojivové tkdn¢ a vnitini povrchy travici a dychaci soustavy (zaludek a
plice). Diky vysokému podilu geli miize byt asi 70 % lidského téla tvofenou vodou, diky
které probihd mnoho biochemickych procest.

Agardza je polysacharid, ktery je spolu s agaropektinem soucasti agaru. Ten je ziskavéan
Z moftskych fas. V soucCasnosti agardza nachazi fadu praktickych uplatnéni v laboratorni praxi.
Vytvafi sitovity materidl, v némz mize byt realizovdna napiiklad elektroforéza, gelova
filtrace nebo afinitni chromatografie. Pro tuto praci byla agar6za zvolena kvuli jednoduché
piiprave a Siroké oblasti vyuziti.

Ke studiu struktury agarézovych hydrogelti byla v této praci pouzita metoda oscilacni
reologie. Tato metoda umoznuje sledovat reologické vlastnosti Sirokého spektra materiald,
kromé viskozity lze méfit vlastnosti v oscilaénim poli (viskoelasticcké moduly, komplexni
viskozita).



2 TEORETICKA CAST
2.1 Disperzni soustavy

Disperzni soustava (=disperze) je tvoiena disperznim podilem, rozptylenym ve formé ¢astic v
disperznim prostiedi. V micelarnich koloidnich soustavach, v lyosolech, nebo ve ziedénych
roztocich polymert existuji disperzni ¢astice samostatné a jsou schopny nezavislého pohybu.
Pisobenim fyzikalnich sil se za urcitych specifickych podminek shlukuji do agregatt, které se
pohybuji jako celky. Pokud je dostatecna koncentrace disperzniho podilu, dochazi k agregaci
v takové mife, Ze vznikd souvisla sitovita struktura prostupujici celym disperznim prosttedim.
K agregaci a vzniku sitovité struktury mitize dojit i pisobenim chemickych vazeb. Na zaklad¢
velikosti ¢astic Ize disperzni systémy rozd€lit na tii typy: analyticky disperzni systémy, hrub¢
disperzni systémy. Mezi témito dvéma skupinami jsou ¢astice koloidné disperznich systémd.
[1]

2.1.1 Klasifikace koloidnich soustav

2.1.1.1 Podle typu

Lyfobni koloidni disperze jsou heterogenni systémy, kde disperzni podil a disperzni prostiedi
zaujimaji dvé rizné faze. Disperzni podil a disperzni prostiedi jsou oddé€leny fazovym
rozhranim, coz ovlivituje vlastnosti koloidni disperze. Pfipravuji se bud z makrofazi
dispergaci nebo z pravych roztoki kondenzaci. Svou stavbou a vzhledem pfipominaji spiSe
hrubé disperze, ale velikosti ¢astic jsou fazeny mezi koloidni disperze. Jsou nestalé a mohou
samovolné zanikat.

Lyofilni koloidy (koloidni roztoky) jsou homogenni systémy — disperzni podil i disperzni
prosttedi jsou tvofeny jednou fazi.

Asociativni  (micelarni) koloidy vznikaji samovolnou reverzibilni asociaci latek
nizkomolekularnich a latek s amfifilni strukturou. [1],[2]

2.1.1.2 Podle pocétu molekul

Podle poctu molekul lze disperzni soustavy délit na monomolekularni systémy, kam patii
analytické disperze nebo roztoky makromolekul, a polymolekularni, mezi které lze zatadit
lyofobni soly, asociativni koloidy a hrubé disperze.

2.1.1.3 Podle poctu fazi

Podle poctu fazi 1ze disperzni soustavy klasifikovat jako homogenni, které jsou typické tim,
ze disperzni podil 1 disperzni prostiedi je tvotfeno pouze jednou fazi. Druhym typem jsou
heterogenni disperzni soustavy, jejichz disperzni podil a disperzni prostfedi jsou oddé€leny
fazovym rozhranim. Heterogenni systémy jsou dale rozdéleny podle skupenstvi disperzniho
podilu a prosttedi:



Tabulka 1: Déleni disperznich heterogennich soustav [3]

Disperzni Disperzni Disperze
prostiedi podil Koloidni Hrubé
plynny
aerosoly
kapalny dést’, mlh
plynné apainy (mlhy) est, iy
) aerosoly .
pevny , prach, dym
(dymy)
plynny pény bubliny, pény
kapalné kapalny emulze emulze
pevny lyosoly suspenze
plynny tuhé pény mineraly s uzavienymi plyny
erdl - .
pevné kapalny tuhé emulze lrzlal:)lizrljai’ni ° Hzavienymt
pevny tuhé soly tuhé smési (eutektika)

2.1.1.4 Podle velikosti éastic

Podle velikosti ¢astic disperzniho podilu je mozné disperzni soustavy d¢lit na hrubé disperze,
jejichz castice maji velikost vétsi nez 1 um, tyto ¢astice lze pozorovat okem. Druhym typem
jsou koloidni disperze, dolni hranice jejich velikosti je 1 nm, horni hranice je 1 pm.
Poslednim typem jsou analytické disperze, které maji Castice mensi nez 1 nm.

2.1.1.5 Podle struktury disperzniho podilu

Do této skupiny patii systémy s disperznim podilem ve formé& ¢astic a takové systémy, jejichz
Castice vytvari souvislou prostorovou sit’ prostupujici kapalné prostiedi (gely). [3]

2.2 Gelové disperzni soustavy

Gely jsou disperzni systémy, kde disperzni Céstice tvoii trojrozmérnou sit prostupujici
disperznim prostiedim. Spojité tedy neni pouze disperzni prostiedi, ale i disperzni podil. Diky
vzniku 3D struktury se disperzni ¢astice nemohou volné pohybovat prostfedim, mohou
vykonavat pouze vibra¢ni pohyby. Sily, diky kterym ke vzniku této trojrozmérné struktury
dojde, mohou byt fyzikalni i chemické povahy. RozliSujeme tedy gely fyzikalni a chemické.
VysuSenim gelu, tzn. odstranénim disperzniho prostfedi, vznikne systém obsahujici pouze
disperzni pevny podil, ktery se nazyvéa xerogel. Castice vytvatejici sitovitou strukturu byvaji
koloidni velikosti.

Gely pfirodnich polymerli, zejména polysacharidii, byvaji netoxické a biologicky
odbouratelné. Syntetické hydrogely naopak mivaji lepS§i mechanické vlastnosti a pevnéjsi
strukturu. Lze také ptipravit kompozitni gely sloZené z vice riiznych polymert, jak pfirodnich



tak syntetickych. Riznym procesem vyroby, druhem polymert nebo pfidanim raznych
elektrolytd je mozné ovliviiovat a kontrolovat vlastnosti takto pfipravenych gelt. [4]

2.2.1 Klasifikace gela
Podle chovani ve vysuseném stavu lze gely rozdélit na dveé skupiny:
2.2.1.1 Gely reverzibilni (elastické)

Trojrozmérna struktura téchto geli je tvofena siti makromolekularnich fetézcii. Ty jsou
v urcitych mistech spojeny. Tato mista se nazyvaji uzly. Pii vysouSeni dojde ke zmenSeni
objemu. Tyto gely mohou vznikat bud’ z roztokti makromolekularnich latek procesem zvanym
gelace, nebo pii opétovném kontaktu xerogelu s rozpoustédlem. Vysouseni téchto geli je tedy
vratny proces. Reverzibilni gely Ize déle délit podle typu adheznich sil, které poutaji disperzni
Castice na chemicky a fyzikalné sitované gely.

Chemicky sitované gely
Tyto gely mohou vznikat polymeraci monomerti nebo zesitovanim linearnich polymert za

pomoci vhodného sitovaciho ¢inidla. Struktura téchto geld je velmi pevna. Xerogely vzniklé
z chemicky sitovanych gell botnaji pouze omezeng.

makromolekularni
retézce

chemické vazby

Obr. 1: Chemicky sitovany gel [3]
Fyzikadlné sitované gely

Vznik prostorové struktury tohoto typu gelu zajist'uji fyzikalnich sily. Pisobi zde velmi slabé
nekovalentni interakce, naptiklad van der Vaalsovy sily nebo vodikové mustky, které zajistuji
spojeni polymernich vldken do uzli. Tento jev je zplsoben snizenim afinity polymerniho
fetézce k rozpoustédlu, napt. zvySenim koncentrace, snizenim teploty.

2.2.1.2 Ireverzibilni gely (neelastické)

Gelace lyofobnich soli dava vznik ireverzibilnim geltim. Prostorova struktura je formovana
v disledku poruseni ochranné vrstvy disperznich ¢astic. Na rychlost tvorby geli ma
vyznamny vliv teplota. Tyto gely po vysuSeni vykazuji porézni strukturu a po vysuseni si
udrzuji témét stejny objem jako piivodni gel. Pi1 opétovném kontaktu s rozpoustédlem nejsou
témet schopny absorbovat kapalnou fazi, a proto nedojde k navratu do ptivodniho stavu, coz
znamena, ze proces vysuseni je nevratny. [5]
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Na zaklad¢ jejich fyzikalnich a chemickych vlastnosti lze gely dé¢lit na amorfni
(nekrystalické), semikrystalické (smés amorfni a krystalické faze) a krystalické. Podle typu
naboje jejich fetézch rozliSujeme gely neutrdlni (bez naboje), iontové, amfoterni (obojaky) a
zwitterionové (obsahujici aniontové i kationtové skupiny v kazdé opakujici se jednotce).

2.2.2 Vlastnosti geli
2.2.2.1 Mechanické viastnosti

Do urcitych hodnot tecného napéti gely vykazuji elastické chovani. Toto napéti zavisi na
mnozstvi a pevnosti uzli polymerni sité, tedy na stupni zesitovani. Reverzibilni gely, které
maji uzly vazané kovalentnimi interakcemi, byvaji elastické. S rostoucim poctem uzla v siti
roste pevnost gelu a klesd jeho elasticita. Nékteré fyzikalné sitované gely vykazuji tzv.
toxitropii, coz je jev, kdy je mozno ptisobenim mechanické sily pievést gel zpét na sol, dojde
K poruseni slabych interakci mezi ¢asticemi. Mize dojit k obnoveni téchto vazeb a tim dojde
k nové gelaci.

2.2.2.2 Starnuti

Pti procesu starnuti gelu dochazi ke zméné jeho struktury. Polymerni sit’ se smrStuje a to
zpusobuje vytékani kapalné faze z gelu. Tento d¢€j je nazyvan synereze. Mize byt podpoten
zvySenim teploty nebo pifidavkem elektrolytu. Starnuti zpiisobuje zménu mechanickych
vlastnosti gelu. [1]

2.2.3 VyuZziti gela

Gely nachazeji Siroké spektrum vyuZziti napfi€¢ rOznymi odvétvimi. Lze je vyuZzit
V potravinafstvi, kde zaujimaji funkci zahust'ovadel, stabilizatorti nebo Zelatina¢nich ¢inidel.
Nemén¢ dilezité je i jejich vyuziti ve formé piidnich sorbenttl, jejichz funkci je zadrzovat
vodu u kofend rostlin. [6] Také se vyuzivaji pti vyrobé barev a lepidel.

Nejvyznamngjsi oblasti aplikaci geli je farmacie a biomedicina. Zde mohou byt vyuzivany
jako materialy pro kryti a hojeni ran [7], lze do nich inkorporovat biologicky aktivni latky,
napiiklad nanocastice nebo buiiky, a diky tomu je 1ze pouzit jako nosice téchto latek.

2.3 Agaroéza

Agardza je linearni polysacharid hojné vyuZzivany v biotechnologiich. Je ziskavana
z ¢ervenych motskych fas izolaci agaru zbunécné stény a naslednym odstranénim
agaropektinu. [8] Jeji struktura je tvofena stiidajicimi se galaktozovymi a 3,6-
anhydrogalaktézovymi podjednotkami. Jedna se o prakticky nenabity polysacharid, takze Ize
predpokladat nizké interakce s jinymi latkami. UZ pfi nizkych koncentracich agardzy dochazi
ke vzniku pevnych geli.
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Obr. 2: Struktura agarézy [9]

Proces gelace je spjat se zménou struktury agarézy. Ve stavu solu je vnitini struktura tvofena
Z nahodnych a neuspotfadanych spiral. Béhem procesu gelace dochdzi k formovani téchto
neuspotadanych vlaken. Nejprve dojde ke vzniku uzli, sila gelu je imérna jejich poctu. Ve
druhé fazi se zacnou vytvaret spirdly a struktura se formuje do podoby dvousSroubovic.
[10].[11]

Obr. 3: Schéma trojrozmérné struktury agarozy béhem gelace [11]
2.3.1 Vyuziti agarozy

Hojné vyuZivany jsou agar6zové hydrogely v medicing a tkanovém inZenyrstvi. Pouzivaji se
na vyrobu scaffoldll pro cileny transport 1é¢iv. Agar6za jako soucast agaru je také vyuzivana
V potravinafstvi jako Zelatinac¢ni ¢inidlo nebo zahustovadlo a v mikrobiologii jako zivna ptida
pro mikroorganismy. Vysoky potencidl vyuziti agar6zovych geli souvisi s jejimi
charakteristickymi vlastnostmi, jako naptiklad termoreverzibilita a iontova nezavislost. [12]

Vyznamnou roli zaujima agar6za také v biotechnologii. V dusledku toho, ze agardézové
hydrogely vykazuji nizkou afinitu k interakci s ostatnimi latkami je mozné je vyuzivat
médium v gelové elektroforéze pro separaci nukleovych kyselin. [13] V gelové permeacni
chromatografii jsou tyto hydrogely s definovanou velikosti port vyuzivané jako médium pro
déleni castic podle jejich molekulové hmotnosti. Dalsi velkou vyhodu pfi vyuZivani agardzy
je snadna piiprava téchto gelt.
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2.4 Metody charakterizace hydrogeli

Charakterizace struktury agardézovych geli je velmi dilezitd zejména kvili vySe zminénému
vyuziti. V dusledku jejich vyuziti v mediciné jako nosict pro bioaktivni latky, je nutné
zkoumat jejich mechanické vlastnosti kvuli biologické rozlozitelnosti. Neméné dulezitym
kritériem je velikost port téchto gelt, a to zejména diky vyuziti gelti v analytickych a
biochemickych technikach (gelova elektroforéza DNA, gelova permeacni chromatografie).

Metody, pomoci kterych miizeme stanovit strukturni vlastnosti hydrogell lze rozdé€lit na
piimé a neptfimé. Nepiimé jsou ty metody, U nichz je vystupem néjaka informace, na zakladé
které dale odvozujeme strukturni vlastnosti dané latky. Lze sem zafadit méfeni pomoci
reologie, rtutové porozimetrie, optické metody, jako jsou napiikad UV-VIS spektrometrie,
infraervena spektrometrie (FTIR), NMR spektrometrie nebo turbidimetrie a nefelometrie.

U piimych metod je vystupem piimo vizualizace struktury daného gelu. Do této skupiny lze
zatadit méfeni pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM) nebo skenovaci elektronové
mikroskopie (SEM).

2.4.1 Primé metody
2.4.1.1 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Skenovaci (rastrovaci) elektronovd mikroskopie je metoda umozZiujici studium
mikrostruktury pozorovanych vzorkd. Principem SEM je prichod svazku elektroni celym
vzorkem. Odrazeny (emitovany) paprsek je pfeveden na viditelny obraz. VInova délka
elektronil je vyrazné mensi, nez vinova délka svétla, diky tomu lze dosdhnout efektivniho
zvétSeni az milionkrat.

Odrazené elektrony Ize rozdélit do Ctyt skupin. Prvnim typem jsou zpétné odrazené elektrony,
které déavaji informace o povrchu vzorku a o materidlovém sloZeni. Sekundérni elektrony
poskytuji informace o povrchu. Pomoci augerovych elektroni Ize sledovat prvkovou
(kvantitativni) slozeni. Primarni elektrony interaguji se vzorkem. Maze dochézet k pruznému
a nepruznému rozptylu elektrontli, n€které elektrony mohou vzorkem projit, aniZ by doslo
k rozptylu. [14]

Vzorek musi byt ve vakuu, aby nedochazelo k interakcim elektronti s molekulami vzduchu.
Nevyhodou je slozita pifiprava vzorku. Nejprve dojde k fixaci preparatu, poté vymyti
fixacnich roztokidl a odvodnéni, nakonec je vzorek vysusen. Povrch vzorku se ¢asto pokryva
tenkou vrstvou kovu (zlato, palladium, platina). Poté se po ném piejizdi svazkem elektront,
zaostfenym pomoci elektromagnetického vinuti, které zde funguje jako Cocka. MnoZstvi
rozptylenych a vyrazenych elektronii ze vzorku je méfeno detektorem. Vystupem jsou
trojrozmérné obrazy s vysokym rozlisenim. [16]
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Obr. 4: Schéma skenovaciho elektronového mikroskopu [16]
2.4.1.2 Mikroskopie atomdarnich sil

Mikroskopie  atomarnich  sil  (AFM) je  technika, kterd je  vyuzivadna
K trojrozmérnému zobrazovani povrchli vodivych i nevodivych latek. Principem metody je
detekce pohybu hrotu (vyrobeny nejcastéji z kiemiku) v blizkosti povrchu vzorku. Tento hrot
je upevnén na pohyblivém raménku (tzv. cantileveru). Pti pfibliZzeni hrotu k povrchu vzorku
dochazi k pusobeni pfitazlivych nebo odpudivych sil, které zpusobi ohyb raménka s hrotem.
Tento proces je detekovan laserovou diodou a fotodetektorem. Pomoci tohoto mechanismu je
mozné ur¢it vychyleni raménka ve vertikdlnim i horizontdlnim sméru. Meéfeni probiha
v kontaktnim nebo bezkontaktnim rezimu. [17]

Interakce mezi hrotem a vzorkem jsou zprostiedkovany nej€asté€ji van der Vaalsovymi silami,
kapilarnimi a adheznimi. Analyzu lze provadét v kontaktnim a bezkontaktnim reZimu.
V kontaktnim reZimu je vzdalenost hrotu a povrchu mensi nez n¢kolik angstromii. Projevuji
se odpuzujici van der Vaalsovy sily, které se snazi vychylit raménko od povrchu vzorku.
V bezkontaktnim rezimu je hrot n€kolik desitek az stovek angstromii od povrchu vzorku,
pusobi zde pfitazlivé van der Vaalsovy sily. Vyhodou tohoto reZzimu je méfeni bez
mechanického kontaktu, proto je moZzné méfit i meékké a elastické vzorky. Tyto pfitazlivé a
odpudivé sily mezi raménkem s hrotem a povrchem vzorku generuji elektricky signal, ktery
vytvaii obraz povrchu. [18]

Piimé metody tedy mlZeme vyuZit zejména pro ziskani informaci o povrchové strukture
daného systému.
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Obr. 5: Schéma mikroskopie atomarnich sil [17]
2.4.2 Neprimé metody
2.4.2.1 UV-VIS spektrometrie

Metoda spektrometrie je obor, ktery studuje interakce mezi zafenim a vzorkem. V piipadé UV
VIS spektroskopie jsou tyto interakce pozorovany v UV-VIS oblasti, tj. pii vinovych délkach
zafeni v rozmezi 200-800 nm.

Pti absorpci zateni dochdzi k interakci elektrické slozky svétla s elektrickym polem molekuly,
toto pole je vytvareno pohybujicimi se elektrony jednotlivych atomi. Elektrony se pohybuji
v orbitalech, jejich energie jsou kvantovany. Elektrony v niz$ich energetickych stavech jsou
oznacovany jako elektrony v zédkladnim stavu. Mohou absorbovat urcita kvanta energie a tim
se dostat do energeticky bohatSich stavi, dojde ktzv. excitaci. Ptfi absorpci dochazi
k ptechodu molekuly do excitovaného stavu. Tento stav trva velmi kratkou dobu, ¢astice se
vraci zpét do zdkladniho stavu. Dojde k uvolnéni kvanta energie, které bylo pfijato pii
piechodu do excitovaného stavu. [19],[20]

1 2 3 4 5 6

% * Excitované
? l stavy
\ 4

Emise

Absorpce

+ L + Zakladni stav

Obr. 6: Prubéh absorpce a emise [19]

Cast zafeni je pohlcena, &ast vzorkem pouze projde a je detekovana piistrojem. Pomér intenzit
dopadajiciho a prosiého svétla vzorkem se nazyva transmitance (propustnost) T, kterd je dana
vztahem:
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T=— )

kde 1 je intenzita svétla dopadajiciho na vzorek a |l intenzita svétla, které vzorkem projde.
Pokud je hodnota transmitance nulova, znamena to, ze veskeré svétlo je pohlceno. Pokud je
hodnota rovna jedné, veskeré zareni proslo.

Absorbance A vyjadiuje schopnost molekul latky pohlcovat zatfeni o ur€ité vinové délce a je
definovéna vztahem:

I
A=—logT = —logl— )
0

Absorbance zavisi na koncentraci a vlastnostech absorbujicich Castic, tato zavislost je dana
Lambert-Beerovym zakonem:

A=¢"l-c 3

kde & je molarni absorpéni koeficient (I - mol™ - cm™), coz je konstanta specificka pro danou
vinovou délku a latku, | je tloust’ka absorbujici vrstvy (cm) a € je latkova koncentrace (mol/1).
Z tohoto vztahu vyplyva, zZe pti urcité vinové délce je absorbance pfimo iimérna koncentraci
stanovované latky. Toho lze vyuzit pfi stanovovani koncentrace vzorku o nezndmém slozeni.
Tu Ize stanovit dvéma zptsoby, bud’ metodou standardniho ptidavku, kdy se méfi absorbance
neznamého vzorku bez a s ptidavky urcitého mnozstvi standardu. Tato metoda se vyuziva
napiiklad pro stanoveni odpadnich vod. Metoda kalibra¢ni kiivky je zaloZzena na zméteni
absorbance nékolika vzorkli o zndmych koncentracich pii stejné vlnové délce, z téch je
sestavena kalibra¢ni kiivka (linedrni zavislost absorbance na koncentraci) a pomoci Lambert-
Beerova zakona lze stanovit koncentraci v neznamém vzorku. [19],[20],[21]

detektor

o

>

zdroj —

Obr. 7: Schéma UV-VIS spektrofotometru [20]

Zdrojem zéatfeni byvaji nejcastéji wolframové Zarovky. Paprsek ze zdroje prochéazi
monochromatorem, jehoZ funkci je odfiltrovat nezadouci vlnové délky, poté paprsek prochazi
vzorkem a dopadé na detektor. Velkou vyhodou této metody je rychlost a neinvazivnost.
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2.4.2.2 Turbidimetrie a nefelometrie

Tato metoda je zaloZzena na méteni stupné zakalu (turbidity). Pti priichodu paprsku vzorkem
dochazi k rozptylu a ¢aste¢né absorpci zareni. Pfi turbidimetrii je sledovan pokles intenzity
svétla prochéazejiciho timto vzorkem. Turbidimetrickd métfeni jsou hiife reprodukovatelna
z davodu soucasného rozptylu a sedimentace Castic, proto je nutné, aby vzorek byl dostatecné
staly. K tomuto ucelu 1ze pouzit ochranné polymery, napt. polyetylenglykol.

Nefelometrie je metoda, pfi niz se méfi intenzita sekundarniho svétla odrazené¢ho od Céstic
v ur¢itém uhlu ke sméru, ve kterém do vzorku vnika zareni. Rozptyl je zaloZzen na Tyndallové
jevu, coz znamena, ze rozptylené zaieni ma stejnou vlnovou délku jako zafeni na Céstice
dopadajici. Pomoci nefelometrie 1ze méfit vzorky s nizsi koncentraci rozptylenych ¢astic. Pro
nefelometrické méfeni se pouzivaji nastavce k fotometru nebo specidlni pfistroje, tzv.
nefelometry, napt. konvencni, kde je zdrojem zéafeni zarovka s halogenovou atmosférou nebo

xenonova vybojka, nebo laserové, u nichz je svételnym zdrojem helium-neonovy laser.
[20],[22]

Tyto rozptylové metody lze vyuzit napiiklad pro stanoveni velikosti pora hydrogelu.
Naptiklad ve studii [35] byla stanovovana velikost port agardézovych hydrogeli pomoci
vlnového exponentu, ktery lze ziskat ze zavislosti turbidity na vinové délce.

2.4.2.3 Spektroskopie nukledarni magnetické rezonance (NMR)

NMR spektroskopie je metoda, umoziujici studium struktury sloucenin s vyuzitim interakce
elektromagnetickych vin a atomovych jader s nenulovym jadernym spinem (naptiklad 'H, *C,
“F) v silném magnetickém poli. Bez pisobeni magnetického pole jsou spiny uspotfadany
nahodné a jejich energie je stejnd. Pokud na spiny zacne pusobit magnetické pole, dojde
Kk rozdéleni spinti na dv¢ hladiny s niZsi energii (nadbytek spint) a s vyssi energii. Pokud nyni
zacne pusobit radiofrekvenéni zatfeni, dojde k absorpci a excitaci spinti na vyssi hladinu. Po
ukonceni ptisobeni zafeni dojde k deexcitaci, ktera je nasledné méfena. Aby intenzita signala

byla co nejvyssi, je nutné pouZit co nejsilnéjsi magnetické pole.

V blizkosti vzorku je umisténa civka, kterou protéka stiidavy proud s frekvenci v oblasti
MHz. Tato civka je vyrobena ze supravodivého materidlu a je ponofena v kapalném heliu
(nizka teplota). Dewarova nadoba scivkou je umisténa ve vnéjSi dewarové ndadobé
s kapalnym dusikem. Civka vytvaii magnetické pole o sile 4-18 T. Méni se frekvence proudu
V civce nebo intenzita magnetického pole. Dochézi k rezonanci (pfijimani a vysilani kvant
energie jadrem). Tyto energie jsou detekovany pfijimacem. Velikost této energie je
charakteristicka pro dané jadro a jeho umisténi v molekule.
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Obr. 8: Bruker Avance 600 MHz NMR-spektrometr [23]

Vystupem jsou NMR spektra. Ty Ize métit dvéma zptisoby. CW-NMR, tzv. postupné méteni
spektra bod po bodu, je ¢asové naro¢né a lze vyuzit pouze pro vzorky s vysokou koncentraci.
Proto se pouziva metoda FT-NMR, kdy jsou jednim radiofrekven¢nim pulzem, nebo sekvenci
téchto pulzl, excitovany vSechny jaderné spiny. Meéfenim nasledné deexcitace a pomoci
pouziti Fourierovy transformace je ziskdno NMR spektrum.

Nevyhodou této metody je jeji citlivost, pro analyzu je nutno pouzivat vétsi mnozstvi vzorku.
Velkou vyhodou je nedestruktivnost. [20],[24]

Pomoci NMR spektroskopie lze ziskat informaci 0 mobilit¢ molekul vody v gelu, Ize tedy
stanovit mnozstvi vody v gelu. [31] Podle studie [37] Ize ziskat i informaci o velikosti pora
gelu.

2.4.2.4 FTIR spektroskopie

Infracervend spektroskopie je technika pouzivanid pro studium struktury latek. MeEfi se
absorpce infraerveného zafeni o rtiznych vinovych délkach pti prichodu vzorkem. Za
infracervené zafeni je povazovano elektromagnetické zatreni o vinovych délkach v rozmezi od
760 nm do 1000 mm. Energie tohoto zafeni nesta¢i pro excitaci elektrond, ale dochazi ke
zméndm rotacné vibraCnich energetickych stavli molekul. Vystupem je zavislost intenzity
(transmitance nebo absorbance) na vinové délce zafeni. [26]

FTIR spektrometry pracuji na principu interference spektra, které méii intenzitu zéafeni po
prachodu vzorkem. U téchto pfistroji je nezbytné vyuzit metodu Fourierovy transformace,
coz je matematicky ndstroj pro zpracovani a analyzu signalii. Je to zobrazeni, kdy ke kazdému
signalu je pfifazena funkce, z jejichz vlastnosti l1ze vycCist informace o piivodnim signalu.

Zdrojem zéateni byva vysokotlaké rtutova vybojka nebo wolframovéa zarovka. Souc¢ésti zdroje
je zobrazovaci optika, kterd zajist'uje vytvoreni svazku rovnobéznych paprskii. Dalsi soucasti
je déli¢ svazku paprskl ve forme tenkého filmu (nejcastéji oxidu zelezitého), ktery je nanesen
na zbrouseném okénku (KBr, CaF;). DEli¢ svazku paprskit musi mit vysokou propustnost.
Dalsi soucasti jsou dvé zrcadla, kterd jsou k sobé vzajemné kolma. Jedno zrcadlo je
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nepohyblivé, druhé se pohybuje konstantni rychlosti. Intenzita zafeni je snimana detektorem.
[25]

i
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Obr. 9: Schéma FTIR spektrometru [27]

FTIR spektroskopii lze pouzit pii kvalitativnim i kvantitativnim stanoveni, pro tuhé vzorky
(ve formé¢ lisovanych tablet) i roztoky (nutno pouzit nepoldrni nebo malo polarni
rozpoustédla). [26]

Pfi studiu struktury geld lze tuto metodu vyuzit pro identifikaci chemické struktury gela.
Miize slouzit pro identifikaci riznych funkénich skupin (napt. -OH, N-H, CH3).

2.4.2.5 Rtut’ovd porozimetrie

Rtutovad porozimetrie je metoda zalozena na jevu kapilarni deprese. Pfi ponoieni tuhého
porézniho materidlu do tekutiny, kterd jej Spatné¢ smaci nebo nesmaci viibec (thel smaceni je
vét§i nez 90°), muze dojit pisobenim vnéjsiho tlaku ke vniknuti této kapaliny do port. Cim
mens$i pory maji byt zaplnény, tim musi byt tlak vétsi. Pii rtutové porozimetrii je touto
kapalinou rtut’. Tlak, potfebny k naplnéni port rtuti a polomér téchto pora spolu souvisi podle
Laplaceovy-Youngovy rovnice neptimou umeérnosti:

2-y-cosf

- o

p=h-p-g=-
kde p (Pa) je tlak, pod kterym rtut’ vnika do pérd, h (m) je vyska sloupce rtuti v péru, p (g/m®)
je hustota rtuti, g (m/s?) je zrychleni, y (N/m) je povrchové napéti rtuti, § je Ghel smaceni stén
port a R (m) je polomér péru. Kazdé zvyseni tlaku zplsobuje, Ze rtut’ vnikne do port o
mensim poloméru, diky této metod¢ tedy lze zjistit rozdéleni objemu pdri podle velikosti.
[28]

Toto plati pouze za ptfedpokladli, Zze pevnad latka méa pory s neelastickymi sténami a
pravidelnym tvarem (to je u redlnych materidli nepravdépodobné), je zndma hodnota
kontaktniho uhlu a povrchové napéti rtuti neni zavislé na velikosti poru ani tlaku.

ME¢ti se zavislost aplikovaného tlaku na Ubytku rtuti v nddobé, z niZ je vtlatovana do port
analyzovaného materidlu. Ten nesmi reagovat se rtuti, je vyhodné odstranit z materidlu
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vzduch a dalsi plyny. Tato metoda je pomérn¢ rychld a jednoduchd, jeji nevyhodou je
kontaminace vzorku rtuti. [29]

2.4.2.6 Reologie

Obecné je reologie nauka o deformaci a teceni latek. Zkouma vztah mezi napétim a deformaci
latek, nevytvaii vSak ostry pirehod mezi latkami pevnymi a kapalnymi. Reologické chovani
materidli je omezeno dvéma extrémy, idedlni newtonovskou viskézni kapalinou, coz je
reologicky model viskézni latky, ktery se fidi Newtonovym zdkonem. Druhym extrémem je
elastické (Hookovo) téleso. VétSina realnych materidlu vsak vykazuje mechanické chovani
s elastickymi 1 viskdznimi vlastnostmi. Tyto materidly jsou ozna¢ovany jako viskoelastické.

Pro vSechny newtonovské kapaliny plati Newtontv zékon:
o=n-y Q)

kde o je smykové napéti, 7 je dynamicka viskozita a y je smykova rychlost. Pro newtonovské
kapaliny je hodnota dynamické viskozity konstantni. Plati, Ze viskozita newtonovské kapaliny
nezavisi na smykové rychlosti. Typickymi newtonovskymi kapalinami jsou voda, glycerol
a mineralni oleje.

Pro elasticka télesa plati Hooktiv zédkon elasticity:
oc=Gy (6)

kde y je smykova deformace a G je smykovy modul pruznosti, charakterizujici tuhost
materialu. Smykovy modul idedlni elastické latky je nezavisly na smykovém napéti ani dobé
namahani.

Viskoelastické materialy vykazuji chovani viskdznich i elastickych latek. Lze mezi né zaradit
veétSinu redlnych latek, napiiklad polymery, kovy a nckteré biologické materialy (tkang).
Charakteristickou vlastnosti téchto materiali je to, Ze pii pusobeni sily na tyto latky dochézi
k deformaci, ale po ukonéeni puisobeni sily se material ¢astecné vrati do pivodniho stavu. Pti
dostatecné malém zatizeni mize dojit k uplnému navratu do puvodniho stavu, pokud je
pusobici sila dostate¢né velka, dojde k trvalému poskozeni materialu. U téchto materiala je
¢ast vloZzené mechanicke energie vyuzita k odlehéeni tohoto materialu, zbytek se disipuje.

Gely patii mezi viskoelastické pevné latky. Vlastnosti téchto materiald se vyadiuji pomoci
smykovych moduléi pruznosti. Komplexni smykovy modul pruznosti G  je sloZen
Z elastického (pamétového) modulu G’ (vysSi u pevnych latek) a viskézniho (ztratoveého)
modulu G”. Elasticky modul udava schopnost télesa uchovat elastickou energii, visko6zni
modul je vztaZen k nevratné zmeéné deformacni energie. Pokud je elasticky modul vyssi nez
viskozni, pievlada slozka elastickd. V opacné situaci prevlada slozka viskédzni.

Pomeér téchto modult vyjadiuje ztratovy thel:

»

tand = — 7
ané = ()

20



Fézovy thel nabyva hodnot v rozmezi 0° a 90°. Pro idedlni elastické materidly je velikost
uhlu 0°, zatimco pro idealni viskdzni kapaliny je fazovy posun roven 90°. [30]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Autofi prace [31] studovali vliv tepelné historie na strukturu a mechanické vlastnosti
agarozovych gelti. Charakterizace byla provedena za pomoci turbidimetrie. Bylo
zaznamenano zakalové spektrum jako funkce Casu. Pii vysokych teplotach jsou agardzové
gely pruhledné, hodnoty zakalu jsou proto nizké. Pfi ochlazeni hydrogelu na teplotu gelace
dojde k prudkému zvyseni zakalu diky agregaci helikalnich struktur.

s
00 - A

10— e

we g

—_—
paagl

Turbidity (cm'l}
Temperature (°C)

Time (min)

Obr. 10: Casovy priibéh zakalu p¥i 800 nm 2% agarézy [31]

Obr. 10 znazornuje casovou zavislost turbidity na teploté. Vzorky agar6zy byly ochlazovany
na teploty T; (znazornéno v grafu). Bylo zjisténo, Ze se zvySujici se teplotou Tt dochazi
K pozdéjsimu nastupu zakalu.

Déle byl méfen elasticky modul pomoci reologie. Byla zjiSténa neptima zavislost turbidity a
elastického modulu. Byly identifikovany dvé teplotni oblasti pti gelaci agardzy. Pod teplotou
35°C gely vykazuji vysoky modul pruZznosti a nizké hodnoty zakalu. Struktura gelu je
homogenni. Pro teploty vyssi nez 35°C dochazi ke zpomaleni vzniku gelové sité a postupny
vznik makrostruktury. Diisledkem toho je niZsi elasticita gelu a prudké zvySeni zakalu. Tyto
vysledky byly ovéfeny pomoci transmisni elektronové mikroskopie.

Ve studii [32] se autofi zabyvali syntézou fluorescenéniho agardza-tryptofanového hydrogelu
a zesitovanim tohoto hydrogelu genipinem. Systém agardza-tryptofan byl charakterizovan
pomoci FTIR a NMR spektroskopie, gel zesitovany pomoci genipinu ma vyrazn€¢ modrou
barvu a byl podroben méteni pomoci UV-VIS spektroskopie. Oba hydrogely vykazovaly
podobné gelujici charakteristiky jako agar6zovy hydrogel, byly vSak stabilnéjsi pfi vysokych
a nizkych hodnotach pH. Diky t€émto modifikacim mély gely lepsi vlastnosti nez samotna
agardza, napiiklad lepSi pH stabilitu a schopnost fluorescence, proto tyto hydrogelové
materidly mohou najit vyuziti v biomedicinském a farmaceutickém primyslu jako systémy
odstranujici radikaly a fluorescen¢ni sondy.

Cilem prace [33] bylo pomoci UV-VIS a fluorescenéni spektroskopie studovat
termoreverzibilni fazové prechody agar6zovych gell o rizné molekulové hmotnosti a stanovit
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teploty fazovych ptrechodt sol-gel a gel-sol. Pomoci UV-VIS spektroskopie byla méfena
absorbance pii vlnové délce 400 nm, fluorescence byla métena pii 511 nm s piidavkem
pyraninu, ktery excituje pti 421 nm. Gelova struktura je slozena z dvouSroubovic a vody. Tato
struktura brani prichodu fotonli gelem a hodnoty intenzity prichodu paprsku jsou nizké.
Totéz plati pro intenzitu fluorescence. Systém vykazuje heterogenitu. Pii zvysSeni teploty
dochdzi k molekuldrnim vibracim, coz vede k rozpadu struktury dvousroubovic v disledku
rozpadu slabych vodikovych vazeb, a naslednému fazovému prechodu gel-sol. Systém ve
stavu solu se stavd homogennim a dochazi ke zvySeni hodnot intenzit fluorescence a
pruchodu svétla. Pfi ndsledném ochlazeni dochéazi v disledku opétovného vzniku vodikovych
vazeb K vytvofeni dvousSroubovic. Toto chovani se nazyva hystereze a je typické pro
polysacharidy, které jsou schopny termoreverzibilnich fazovych piechodu.

V této studii bylo prokazano, ze 1ze sledovat vySe popsané fazové prechody sol-gel a gel-sol
pomoci UV-VIS a fluorescencni spektroskopie. Bylo zjisténo, ze obé metody mohou byt
pouzity pro stanoveni teploty fdzového pfechodu termoreverzibilnich geli a vysledky obou
metod se shoduji.

Cilem prace [34] bylo pfipravit kompozitni gely agarézy a kyseliny hyaluronové (HA)
s kontrolovanou degradaci a zkoumat vliv poméru obou slozek na strukturu, tepelnou stabilitu
a degradaci hydrogelli in vivo pomoci rtiznych metod, jako je naptiklad termogravimetricka
analyza, FTIR spektroskopie nebo SEM mikroskopie. Pomoci FTIR spektrometru Nicolet
Avatar 360 byla stanovena FTIR spektra agardzy, kyseliny hyaluronové a jejich kompozitt.
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Obr. 11: FTIR spektra pro agarozu (a), kompozity agarozy a HA (b,c,d) a HA (e) [34]

Obr. 11 znazornuje FTIR spektra pro jednotlivé hydrogely. Kompozitni gely agarézy a HA
byly pfipraveny v pomérech 10:1, 8:3 a 5:5. MiZeme pozorovat, Ze piky pro kompozity
agar6zy a HA jsou intenzivnéjSi nez pro samotnou agardézu, coz je zpusobeno vySSim
mnozstvim OH skupiny kyseliny hyaluronové. Bylo zjisténo, Ze pifidavek HA zvySuje
velikost port a tepelnou stabilitu gelu. Kompozity s vy$§im podilem HA vykazovaly vyssi
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rychlost degradace. Téchto poznatki bylo vyuzito pii hodnoceni vyuziti t€chto kompozitnich
hydrogeli v biomedicinském inzenyrstvi, naptiklad pii transportu 1€¢iv nebo hojeni ran.

V ¢lanku [35] je popisovana metoda stanoveni velikosti pori agarézového hydrogelu za
pomoci UV-VIS spektroskopie. Velikost port ovlivituje mechanické vlastnosti gelt.. Zavisi
naptiklad na typu a koncentraci agarézy. Pomoci meétfeni absorbance a turbidity byly
stanoveny tfi oblasti gelace agar6zy. Prvni oblast odpovidad stavu solu, kdy je absorbance
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Obr. 12: Zavislost velikosti péri na koncentraci [35]

Obr. 12 ukazuje zavislost velikosti pori na koncentraci gel. Lze pozorovat, ze velikost port
klesd s nartstajici koncentraci agar6zy. Nejvétsi vyhodou této metody je jeji rychlost a
neinvazivnost.

Autofi ¢lanku [36] studovali chitosanové hydrogely obsahujici inkorporované polymerni
nanokapsule v riznych koncentracich. Zjistili, ze diky regulaci mnozstvi nanokapsuli 1ze
ziskat riizné struktury gelu. Cilem této prace bylo zkoumat tyto struktury a vliv nanokapsuli
na vlastnosti hydrogelu. K charakterizaci hydrogeli byly mimo jiné pouzity metody FTIR
spektroskopie, oscilacni reologie a SEM mikroskopie. Bylo zjisténo, Ze vySsi koncentrace
nanocastic vedla k ¢astecnému naruSeni vzniku polymerni sité, pii nejvysSich koncentracich
pak dochazelo ke vzniku aglomeratl nanocéstic. Chitosan je biopolymer, ktery nachézi
uplatnéni ve farmacii diky jeho biodegradabilité, bioadhezi a bakteriostatickému efektu. Diky
inkorporaci nanokapsuli 1ze 1épe kontrolovat uvolfiovani 1éciv.

V praci [37] se autofi zabyvali stanovenim distribuce velikosti porti poréznich polymernich
mikrosfér s agar6zovou strukturou pomoci nizkopdélové nuklearni magnetické rezonance (LF
NMR). Velkou vyhodou této metody je fakt, Ze je neinvazivni a rychld oproti jinym metodam
(napriklad rtutové porosimetrii nebo mikroskopii atomarnich sil). Ve srovnani s hydrogely
Metoda je zaloZzena na LF NMR méfeni relaxaéni doby molekul vody T,. Realizovatelnost
této metody byla potvrzena vztahem mezi T, a stfedni velikosti pord polymerni sité
agarézového hydrogelu. Charakterizace byla provadéna bez a s piidavkem hovéziho
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albuminu. Autofi prokéazali G¢innost této metody porovnanim vysledkl s daty ziskanymi
pomoci inverzni vylu¢ovaci chromatografie (ISEC).

Cilem prace autorti z Univerzity v Qingdau [38] byla analyza struktury a vlastnosti agarovych
acetati o rizném stupni substituce (DS) v porovnani se samotnym agarem. Gely byly
zkoumany pomoci FTIR spektroskopie, termogravimetrické analyzy, kryo-SEM mikroskopie
a reologickych méfeni. Za pouziti téchto metod zde byla stanovovana pevnost a tvrdost geld,
viskozita, velikost pora a tepelna stabilita.
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Obr. 13: Struktury gelu pozorované pomoci kryo-SEM mikroskopie [38]

Obr. 13 zachycuje struktury agaru (ai, az) a agarovych acetatti s riznym stupném substituce
(b1, by, €1, C2). Muzeme pozorovat, Ze velikost pori acetatii agaru byla mensi, nez U
agarového gelu. Se zvysujicim se stupném substituce doslo ke zmensSeni velikosti port a
zhusténi gelové struktury. Déle bylo dokdzano, ze s nartistem DS doslo ke snizeni teploty
gelace, sily a zdanlivé viskozity agar-acetatu.

Clanek [39] se zabyva piipravou a charakterizaci kompoziti agarézy a 3-aminopropyl-
triethoxysilanu (APTS), které mohou nalézt vyuziti jako scaffoldy pro adhezi a proliferaci
lidskych mezenchymalnich kmenovych bunék. Byly pfipraveny vzorky obsahujici 5, 10 a 20
% APTS. Jejich povrchova struktura byla zkoumana za pomoci mikroskopie atomarnich sil.
Z vysledkl bylo zjisténo, Ze piidavek APTS ovliviluje morfologii a povrchovou strukturu
gell. Tyto gely vykazuji oproti samotné agardze vlaknitou strukturu. VIdkna jsou 0zk4, coz
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ovéfena pomoci metody méteni kontaktniho thlu vody na hydrogelovou vrstvu. Autoii dosli
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k zavéru, ze u vzorkt obsahujicich APTS je adheze lidskych kmenovych bunék nizsi, naopak
mira proliferace na téchto povrsich je vyssi.

Obr. 14: Povrchova struktura agarozy a kompoziti s APTS pomoci AFM [39]

Obr. 14 znazornuje snimky povrchové struktury samotné agardzy (a), agarozy s piidavkem
APTS: 5% (b), 10 % (c) a 20 % (d).

Cilem prace [40] bylo studovat povrch a vnitini strukturu biologicky rozlozitelnych hydrogela
na bazi dextranu a methakrylatu. Pro tuto analyzu byly pouzity metody elektronové
mikroskopie SEM a rtutové porozimetrie. Z vysledk vyplyva, Ze mnozstvi methakrylatu
vyznamné ovliviluje povrch 1 vnitfni strukturu geld. Hydrogely sniz§im obsahem
methakrylatu vykazovaly relativné otevienou trojrozmérnou sitovou strukturu s vetsi velikosti
port. Po zvySeni mnozstvi methakrylatu doSlo ke zmenSeni velikosti pérG a hydrogel
vykazoval kompaktni a tuhou strukturu. Pomoci rtutové porozimetrie bylo zjisténo, ze se
zvySenim mnozstvi methakrylatu doslo ke zmenseni plochy a priméru port.

V ¢lanku [41] autofi studovali vliv celuléozovych nanovlaken na strukturni a reologické
vlastnosti agarézovych hydrogeli. Cilem bylo zaméfit se na posilujici Géinek téchto
nanovldken a navrhnout nové materidly s lepSimi mechanickymi vlastnostmi. Celul6zova
nanovlakna jsou velmi dilezita a perspektivni diky jejich vlastnostem, jako jsou naptiklad
biodegradabilita, obnovitelnost, vysoka pruznost a nejsou toxicka [42]. Ke dvouprocentni
agardze byla pfidana suspenze nanovldken o koncentracich v rozmezi 0,013 % do 0,2 %.
Oscilaéni testy byly provadény pomoci reometru s geometrii deska-deska. Bylo zjisténo, ze
pridavek celul6zovych nanovldken maji vyznamny zesilovaci efekt na strukturu gelu.
[lustrace struktur gelt s a bez celul6zovych nanovlaken je znazornéna na Obr. 15.
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Obr. 15: Tlustra¢ni schéma struktury agarézového hydrogelu (vlevo) a struktury s pridanymi
nanovlakny (vpravo) [41]

Ve studii [43] autofi zkoumali u¢inek pfirodnich polysacharidi, konkrétné xylanti z ovesné
Spaldy a bukového dfeva, na vlastnosti agar6zovych gell. Zaméfili se zejména na reologické
vlastnosti a morfologii. Byly pfipraveny gely o rtizném poméru agardézy a jednotlivych
xylanti. Ty byly podrobeny reologickym experimentim. Viskozita pfi riznych smykovych
rychlostech byla méfena pomoci geometrie kuzel-deska, reologické chovani prechodu sol-gel
bylo studovano pomoci geometrie deska-deska. Z vysledkl vyplyva, ze inkorporace téchto
polysacharidii zlepSuje nékteré¢ vlastnosti geld, napiiklad tuhost gelu a viskoelasticitu.
Hydrogely s nejvyssimi podily xylant vykazovaly vyssi schopnost zadrzovat vodu. Vysledky
tohoto experimentu mohou byt dilezité pti pfipravé novych potravinovych produktii, nebo
mohou slouzit jako kompozitni matrice pro dodavani bioaktivnich latek.

V praci [44] je zkouman ¢asovy vyvoj viskoelastického chovani hydrogelii na bazi dextrinu
modifikovanych 2-hydroxyethyl methakrylaitem (HEMA). Byly sledovany strukturni zmény,
ke kterym dochdzi béhem degradace. Reologické méteni bylo provedeno pomoci geometrie
deska-deska. Byly provedeny dvé sady experimenti. Tzv. stress sweep experimenty byly
provedeny pro stanoveni linearni viskoelastické oblasti a optimalizaci napéti, které bylo
pouzito pro oscilacni testy. Bylo potvrzeno, ze v piipadé modifikace dextrinu postrannimi
skupinami HEMA je fyzikalni strukturace méné. Lze tedy konstatovat, ze tato metoda mize
byt U¢innym zpisobem kontroly kinetiky rozkladu dextrinu tak, aby odpovidal Ucelu
kontrolovaného dodéavani bioaktivnich latek.

Autofi prace [45] zkoumali strukturni vlastnosti dextran-akrylatovych hydrogeld, které byly
pfipraveny chemoenzymaticky. Porézni struktura a povrchova i vnitini morfologie byly
sledovany pomoci rtutové porozimetrie, adsorpce dusiku a skenovaci elektronové
mikroskopie v zédvislosti na stupni substituce a pocatecniho obsahu vody pii piipravé gelu.
Vysledky téchto metod byly porovnany s vysledky ziskanymi teorii Flory-Rehner, coZ je
metoda pouzivand k odhadu velikosti port. Bylo zjisténo, Ze vysledky tii vySe zminénych
metod a metody Flory-Rehner se znaéné lisily, pro objasnéni tohoto jevu byly pouzity
reologické testy. Vysledky této prace ukazuji, ze je mozné kontrolovat primérnou velikost
port téchto gelit zmeénou stupné substituce. Toto zjisténi mé vyznam pro kone¢né uplatnéni
téchto geli jako systému s fizenym uvoliiovanim nebo jako scaffoldy pro tkanové inzenyrstvi.
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V C¢lanku [46] autofi popisuji novou metodu magnetické rotacni spektroskopie s pouzitim
magnetickych nanoty¢inek k vyhodnocovani reologickych vlastnosti kapalin. Tato metoda
mize byt pouzita pro in Situ nebo in vivo reologické méfeni biologickych tekutin a
polymernich systémt, kdy viskozita s ¢asem exponenciondlné roste. Metoda byla ovéfovana
pomoci casové zéavislosti reologie mikrokapek hydrogelu na bazi
polyhydroxyethylmethakrylatu. Autofi se domnivaji, Ze tato technika vyznamné ptisp&je k
analyze tekutin uvnitt zivych bun¢k a mikroorganismu.

Polyakrylamidové gely jsou jedny z nejslibnéjSich materiali pro biomedicinské aplikace
(fizeny transport 1ékt, scaffoldii pro tkanové inzenyrstvi, senzory). Nevyhodou je jejich
nedostate¢na pevnost omezujici jejich vyuziti. Cilem studie [47] bylo pfipravit zesitované
gely pomoci mikrosfér na bazi polyakrylamidu s vysokou mechanickou pevnosti. Velikost
¢astic a morfologie byly zjistovany pomoci metody dynamického rozptylu svétla, skenovaci
elektronové mikroskopie a turbidimetrie. Poté byly pomoci reologie méfeny mechanické
vlastnosti. Ptipravené hydrogely maji vysokou mechanickou pevnost a rychlou odezvu na
teplotu. Bylo prokazano, ze tyto gely mohou byt stlaceny témét na 99 %, aniz by se rozlomily
a po odstranéni napéti se zcela zotavily do svého ptivodniho tvaru.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie

e Agardza, Sigma aldrich
e Deionizovana voda

4.2 Pouzité pristroje
e ARG2 Rheometer TA Instruments

e Ultrazvukova lazen UCC 1 Ultrasonic Compaq Cleaner Powersonic
e Analytické vahy

4.3 Priprava vzorki
4.3.1 Agarézové hydrogely

Byly pfiraveny gely o koncentracich agarozy 0,5; 1; 2 a 4 hm. %. Potfebné mnozstvi agardzy
bylo odvazeno na analytickych vahach a smichano s 15 ml deionizované vody. Tento roztok
byl na vafi¢i zahifivan na 80°C za stdlého michdni. Zahtivani probihalo do té doby, dokud
nedoslo k rozpusténi veskeré agardzy, coz bylo signalizovano vycefenim roztoku. Poté byl
roztok umistén do ultrazvukové lazné vyhtaté na teplotu 80°C. Takto pfipraveny roztok byl
uchovéavan v uzaviené nadob& nad hladinou vody (pro zachovani 100% relativni vlhkosti
okolni atmosféry) pti pokojové teploté. Gel byl prelity vrstvou deionizované vody, aby se
zabranilo vysychani.

Vsechny gely byly pfipravovany 24 hodin pfed danym méfenim a po celou dobu
byly ponechany v nadobé¢ pii pokojové teploté.

4.4 Reologické testy

Méfeni viskoelastickych oscilacnich testd probihalo na piistroji ARG2 Rheometer TA
Instruments. Byla pouZita geometrie typu deska-deska se senzorem o praméru 40 mm (40 mm
steel plate). Jednotlivé vzorky geli byly nadavkovany na stacionarni desku reometru a poté
stlaceny na pozadovanou tloustku 1000 pm. VSechna méteni byla provadéna pfi teploté 25°C.

Nejprve byly provedeny amplitudové testy (tzv. strain-sweep), Vv rozsahu deformace
0,01-1000 % pfi konstantni frekvenci oscilace 1 Hz. Poté byl tentyz vzorek podroben tzv.
time-sweep testu po dobu 60 minut za pouziti vybranych hodnot deformace,
charakteristickych pro dané oblasti viskoelasticity a konstantni frekvenci 1 Hz. Time-sweep
testy byly provedeny s dalsi sadou vzorki, avSak bez predchoziho namahani za pouziti
stejnych hodnot deformace.
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Obr. 16: ARG2 rheometer TA instruments
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Strain-sweep a time-sweep

5.1.1 Strain-sweep

Jak je jiz popsano vyse, nejprve byly jednotlivé vzorky podrobeny strain-sweep testim, coz je
zavislost viskoelastickych moduli na amplitudé deformace pii konstantni hodnoté frekvence.
Pomoci této metody byla zjiSténa linedrni viskoelasticka oblast (LVO), coz je oblast nizkych
deformaci, ve které jsou viskoelastické moduly s ménici se amplitudou deformace konstantni.
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Obr. 17: Graf zavislosti viskoelastickych moduli na deformaci pro 0,5 hm. % agarézy
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Obr. 18: Graf zavislosti viskoelastickych moduli na deformaci pro 1 hm. % agarézy
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Obr. 19: Graf zavislosti viskoelastickych moduli na deformaci pro 2 hm. % agarézy
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Obr. 20: Graf zavislosti viskoelastickych moduli na deformaci pro 4 hm. % agarézy

Pomoci téchto zavislosti jsme urcili, Ze linearni viskoelasticka oblast odpovida pro vSechny
koncentrace agardzy oblasti amplitud deformace maximalné¢ cca 0,3 %. Tato hodnota
deformace byla pouzita pro méfeni time-sweep testl (¢asova zavislost modult pti konstantni
amplitud¢ deformace) v linearni viskoelastické oblasti pro vSechny koncentrace agarozy.

Dale byly z téchto zavislosti stanoveny hodnoty deformace v oblasti tzv. cross-over (CO), coz
je bod, kde se oba moduly protinaji. Tyto hodnoty byly charakteristické pro kazdou
koncentraci agarozy. Pii této hodnoté deformace byly nasledné pro kazdou testovanou
koncentraci zopakovany time-sweep testy.

Za bodem cross-over byla zvolena hodnota deformace na 20 % (pro vSechny testované gely
odpovida cca desetinasobku deformace v bodé¢ CO), tato hodnota byla pouzita pro vSechny
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koncentrace agardzy. Nasledné byly opét sledovany casové zavislosti modulli time-sweep
testem. Pichled hodnot pouzitych deformaci uvadi Tabulka 2.

Tabulka 2: Ptehled pouzitych hodnot deformace pro time sweep v linearni viskoelastické oblasti,
Vv bodé cross-over a za bodem cross-over.

Koncentrace agarozy Deformace (%)
(hm %) LVO co ZaCo
0,5 0,3 3,56375 20
1 0,3 1,6708 20
2 0,3 2,5511 20
4 0,3 2,5501 20

5.1.2 Linearni viskoelasticka oblast (LVO)

V linearni viskoelastické oblasti byly time-sweepy méfeny pro deformaci 0,3 %. Z hodnot G’
a G” naméfenych pomoci strain-sweepu byly spocteny hodnoty velikosti komplexniho
modulu G~ pomoci vztahu:

G*=G?+G" (®)

Komplexni modul udava celkovou tuhost gelu. Obr. 21 znazornuje zavislost tohto modulu na
case. Muzeme vidét, ze ve viskoelastické oblasti komplexni modul s ¢asem mirné roste. Lze
tedy predpokladat, ze pii aplikaci deformace 0,3 % dochazi k roztazeni polymerni sité gelu,
dojde k zaniku nekovalentnich interakci, ty se pfi tak nizké deformaci pfetvoii a vznikaji nové
vazby a tim roste tuhost gelu. Dochazi k relaxaci fyzikalni sité tvotici zaklad vnitini struktury
gelu.
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Obr. 21: Graf zavislosti komplexniho modulu na ¢ase pro 0,5; 1; 2 a 4 hm. % agarézu v LVO
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Obr. 22 znazoriuje zavislost fazového uhlu na case. V prubéhu casu dochézi k poklesu
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usoudit, ze dochéazi k obnoveni polymerniho fetézce atim k opétovnému zvySeni rigidity
struktury.
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Obr. 22: Graf zavislosti fazového tihlu na ¢ase pro 0,5; 1; 2 a 4 hm. % agarézu v LVO

Na Obr. 23 muzeme pozorovat zavislost relativni hodnoty komplexniho modulu, vyjadiené
jako pomér dané hodnoty a hodnoty komplexniho modulu ve findlnim ¢ase méteni. Tato
zavislost je prakticky linearni. Relativni hodnoty jsou vyneseny pro porovnani jednotlivych
gelid, které se v absolutni hodnoté velikosti komplexniho modulu tadové lisi, coz ztéZzuje
jejich grafické porovnani. Jak je patrné z grafu na Obr. 23, je tato zavislost v logaritmické
Casové Skale prakticky linedrné rostouci.
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Obr. 23: Graf logaritmické zavislosti komplexniho modulu v % na ¢ase pro 0,5; 1; 2 a 4 hm. %
agarozu v LVO
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5.1.3 Oblast cross-over

Na Obr. 24 je zavislost komplexniho modulu na ¢ase pro bod cross-over. V tomto bod¢ je
material ve stavu hrani¢niho chovani mezi kapalinou a elastickou pevnou latkou. Oproti
piedchozimu ptipadu dochazi k poklesu komplexniho modulu s ¢asem, z ¢ehoz Ize usoudit, ze
pii aplikaci vys$§i deformace je polymerni sit’ porusena natolik, Ze nedojde k relaxaci
a obnoveni vazeb, naopak, postupné¢ dochazi pravdépodobné k porusovani vazeb s rostouci
pevnosti, vazby zistavaji porusené a v dusledku toho se gel chova spis jako tekutina.
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Obr. 24: Graf zavislosti komplexniho modulu na ¢ase pro 0,5; 1; 2 a 4 hm. % agarézu v CO

Totéz potvrzuje i Obr. 25, mizeme pozorovat, ze fazovy uhel s Casem roste, coz dokazuje

stale visk6znéjsi chovani gelu v pribéhu namahani.
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Obr. 25: Graf zavislosti fazového tihlu na ¢ase pro 0,5; 1; 2 a 4 hm. % agaréozu v CO

Na Obr. 26 je zavislost relativniho komplexniho modulu (viz kap. 5.1.2) v procentech na Case
Vv logaritmickém méftitku. Tato zavislost ma klesajici charakter a je prakticky linearni.
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Obr. 26: Graf logaritmické zavislosti komplexniho modulu v % na ¢ase pro 0,5; 1; 2 a4 hm. %
agarozu v CO

5.1.4 Oblast za cross-over

Na Obr. 27 je zavislost komplexniho modulu na ¢ase pro vSechny pouzité koncentrace
agarozy za bodem cross-over. Charakter kiivek je klesajici, coz znamena, ze pfti aplikaci
vysoké deformace z oblasti za cross-over dochazi k trvalému poruseni vazeb polymerni sité
gelu a stejné jako v predchozim piipadé gel vykazuje spise chovani tekutiny. Na kiivkach pro
koncentrace 2 a 4 hm. % agardzy mizeme pozorovat zlomy, které by mohly naznacovat, ze
pfi vysokych hodnotich deformace nejprve dochazi k porusSeni nekovalentnich interakci
a poté také k poruseni pevnésich uzll polymerni sité gelu.
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Obr. 27: Graf zavislosti komplexniho modulu na ¢ase pro 0,5; 1; 2 a 4 hm. % agarézu za CO
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Hodnoty fazového uhlu pro vSechny koncentrace agardzy maji v zavislosti na ¢ase rostouci
charakter, coz znamena, Ze nedochazi k obnoveni porusenych vazeb a gel vykazuje viskozni
chovani. Tuto zavislost mizeme vidét na Obr. 28.
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Obr. 28: Graf zavislosti fazového tihlu na ¢ase pro 0,5; 1; 2 a 4 hm. % agaroézu za CO

Na Obr. 29 je znazornéna zavislost relativniho komplexniho modulu na ¢ase v logaritmickém
méfitku. Kiivky pro koncentraci 2 a4 hm. % agardzy maji schodovity tvar, jako v ptipadé

zavislosti komplexniho modulu na Case.
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Obr. 29: Graf logaritmické zavislosti komplexniho modulu v % na ¢ase pro 0,5; 1; 2 a 4 hm. %

agarézu za CO

5.2 Sledovani relaxace bez predchoziho namahani gelua

Druha sada vzorki byla podrobena pouze time-sweep testim pii konstantnich hodnotach
deformace bez ptedchozich amplitudovych testd. Byly pouzity stejné hodnoty deformace jako
pro prvni sadu (viz Tabulka 2).

37



5.2.1 Linearni viskoelasticka oblast (LVO)

Na Obr. 30 je znazornéna zavislost komplexniho modulu na ¢ase vSech koncentraci agardzy
pro linearni viskoelastickou oblast. Hodnoty komplexniho modulu v zavislosti na ¢ase mirné

rostou, coz dokazuje, ze v pribéhu ¢asu dochazi k opétovnému vytvoreni porusenych vazeb
a dojde k relaxaci polymerni sit¢.
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Obr. 30: Graf zavislosti komplexniho modulu na ¢ase pro 0,5; 1; 2 a 4 hm. % agarézu v LVO

Obr.

Fazovy uhel (°)

31 znazornuje zavislost fazového uhlu na Case. Tyto kiivky maji pro vSechny
koncentrace agar6ozy klesajici charakter. CoZz potvrzuje piedchozi zavér, ze dochazi
k obnoveni porusenych vazeb gelu a tim ke zvyseni tuhosti.
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Obr. 31: Graf zavislosti fazového tihlu na ¢ase pro 0,5; 1; 2 a 4 hm. % agarézu v LVO

Na Obr. 32 je zavislost komplexniho modulu v procentech na ¢ase v logaritmickém méfitku.
Tato zavislost by méla byt pro linearni viskoelastickou oblast linearni, ale kiivky pro
koncentrace 0,5 a 2 hm. % agar6zy linearnost nevykazuji, coz mize byt zpisobeno chybnym
méfenim, bohuZel z nedostatku ¢asu nebylo mozné tyto experimenty zopakovat.
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Obr. 32: Graf logaritmické zavislosti komplexniho modulu v % na ¢ase pro 0,5; 1; 2a 4 hm. %
agarézu v LVO

5.2.2 Oblast cross-over

Na Obr. 33 muzeme pozorovat zavislost komplexniho modulu na ¢ase pro oblast cross-over.
Komplexni modul s ¢asem klesa vyraznéji, oproti sadé¢ vzorku, které byly podrobeny i strain-
sweep testum. Z tohoto poklesu lze usuzovat, ze doslo k poskozeni polymerni sité, nedochazi
k relaxaci a vazby se neobnovi. V disledku toho gel ztraci elastické vlastnosti a vykazuje
chovani tekutiny.
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Obr. 33: Graf zavislosti komplexniho modulu na ¢ase pro 0,5; 1; 2 a 4 hm. % agarézu v CO

Zavislost fazového tihlu na Case ma rostouci charakter, coZz dokazuje pfedchozi pfedpoklad
a gel se chova v dasledku poruSeni polymerni sité viskoznéji. Tuto zavislost mizeme vidét na
Obr. 34. Na Obr. 35 je zavislost relativniho komplexniho modulu na ¢ase v logaritmickém
méfitku. Tato zavislost ma klesajici charakter a je prakticky linearni.
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Obr. 34: Graf zavislosti fazového thlu na ¢ase pro 0,5; 1; 2 a 4 hm. % agarézu v CO
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Obr. 35: Graf logaritmické zavislosti komplexniho modulu v % na ¢ase pro 0,5; 1; 2 a 4 hm. %
agarozu v CO

5.2.3 Oblast za cross-over

V oblasti za bodem cross-over dochazi k poklesu komplexniho modulu v ¢ase. Lze tedy
piedpokladat, ze pfi tak vysoké deformaci v gelu opét dojde k poruseni polymerni sité, vazby
se neobnovuji asystém vykazuje chovani tekutiny. Pro 2 a4 hm. % agarézy muizeme
pozorovat zlomy, stejné jako v piipadé, kdy byly provedeny i strain-sweep testy.

40



4001 -+

3501 -
L g V'S .’“
3001 -
2501 -
E W 0,50%
— 2001 -
?D Al1%
1501 -
X X XX X 2%
1001 - W 4%
501 -
1 L W,
10 100 1000 10000
Cas (s)

Obr. 36: Graf zavislosti komplexniho modulu na ¢ase pro 0,5; 1; 2 a 4 hm. % agarézu za CO

Tuto hypotézu potvrzuje i zavislost fazového uhlu na ¢ase (Obr. 37). Pro v§echny koncentrace
je tato zavislost rostouci, tudiZ lze pfedpokladat, Ze gel ma viskoznejsi charakter a chova se
tedy jako tekutina.
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Obr. 37: Graf zavislosti fazového tihlu na ¢ase pro 0,5; 1; 2 a 4 hm. % agarézu za CO

Na Obr. 38 je zavislost komplexniho modulu v procentech na ¢ase v logaritmickém mefitku.
Na této zavislosti miizeme pozorovat zlomy kiivek zietelné&ji.
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6 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo provést literarni reserSi na zadané téma a poté otestovat
vybranou techniku pro strukturni analyzu hydrogelu. Z literarni reserSe vyplyva, Ze je mozné
vyuzit velké mnozstvi instrumentalnich technik pro studium struktury hydrogelu. Jako
modelovy systém byl zvolen agardzovy hydrogel z diivodu jeho snadné piipravy a Sirokého
rozsahu vyuziti v riznych oblastech.

Pro strukturni analyzu byla zvolena technika oscila¢ni reologie. Struktura hydrogelu byla
charakterizovana pro dvé sady vzorkl o stejnych koncentracich. S prvni sadou vzorkii byly
provedeny strain-sweep testy, za kterymi ihned nasledovaly time-sweep. Druha sada byla
podrobena pouze testim time-sweep. Byly pouzity vzorky o koncentracich 0,5; 1;2 a 4 hm. %
agarézy. Testy byly provedeny v linearni viskoelastické oblasti, kdy je zavislost
viskoelastickych moduld na amplitud¢ pouzité deformace linearni, v bod¢ cross-over, kdy
dojde K protnuti viskoelastickych moduli aza bodem cross-over. Obé sady vzorka
vykazovaly ve vSech oblastech podobné chovani, takze lze predpokladat, ze piedchozi
deformace aplikovana na gely prakticky nema na jejich strukturu vliv.

Bylo zjisténo, Ze v oblasti linearni viskoelasticity dochéazi k roztaZzeni polymerni sité gelu.
Jsou poruseny nekovalentni interakce, které zajistuji strukturu Sroubovice. Pii nizkych
deformacich pravépodobné dojde k pretvofeni téchto interakci a vzniku novych vazeb.
Polymerni sit’ relaxuje a roste tuhost a elasticita gelu. V oblasti cross-over je aplikovana vyssi
amplituda deformace, aproto dochazi k poruseni vazeb polymerni sité, tyto vazby ale
zUstavaji poruSeny aV prubéhu ¢asu nedochazi k jejich opétovnému zformovani. Chovani
systtmu je na rozhrani gelu atekutiny. Za oblasti cross-over aplikujeme téméf
desetinasobnou hodnotu deformace nez V ptedchozim ptipadé. To zpusobi poruseni
nekovalentnich interakei a pravdépodobné dochdzi i1 k porusovani silnéjSich vazeb polymerni
sit¢. Tyto vazby nejsou obnoveny, takze gel vykazuje chovéani kapaliny a stava se
viskozngjsim. V zavislosti komplexniho modulu na ¢ase miizeme pozorovat zlomy, které jsou
pravdépodobné zpisobeny zanikem silnéjSich vazeb.
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