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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva prozkoumanim fazové separace v systému hyaluronan-kationtovy tenzid
v modelu fyziologického roztoku 0,15 M NaCl vedouci ke vzniku gelu. K tvorbé gelu byly
pouzity nejCastéji vyuzivané koncentrace hyaluronanu a Siroké rozmezi koncentraci tenzidu
a bylo zkoumano, za jakych podminek vznikne nejvétsi mnozstvi kompaktniho gelu. Bylo
zjisténo, ze v celém rozmezi koncentraci dochazi k fazové separaci. Nejvétsi mnozstvi gelu se
tvotilo pii nejvyssi koncentraci jak hyaluronanu, tak tenzidu. Vysledky byly zaznamenany do
ptrehlednych grafii. K indikaci pfitomnosti micelarnich utvart bylo pouzito hydrofobni barvivo
a vysledky byly zaznamenany do schématického fazového diagramu.

ABSTRACT

This bachelor’s thesis deals with phase separation of the hyaluronan-cationic surfactant system
in a model physiological solution of 0,15 M NaCl resulting in gel formation. The most widely
used concentrations of hyaluronan and a wide range of surfactant concentrations was used to
form the gel. We have investigated under which conditions the greatest amount of compacted
gel was produced. It has been found that phase separation occurs over the entire concentration
range. The largest amount of gel was formed at the highest concentration of both hyaluronan
and surfactant. The results were plotted in well-arranged graphs. A hydrophobic colorant was
used to indicate the presence of micellar formations and the results were depicted in a schematic
phase diagram.
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1 UVvOoD

Puvodni inspirace ke zkoumani interakci hyaluronanu a kationtového tenzidu pochézi od
firmy Contipro, firemniho partnera Fakulty chemické VUT v Brné, ktery mél navrh na vyuziti
tenzida v oblasti nosici 1é¢iv. Tenzidy tvori micely, do kterych se da uzavtit 1é€ivo, vétSinou
hydrofobni, a toto 1é¢ivo tak dopravit az do postizené tkané. Ale kvuli svym neptiznivym
vliviim na buriky nemuze byt vyuzit samotny. Firma Contipro pii§la s mySlenkou obalit tenzid
hyaluronanem a snizit tak cytostatické uc¢inky lé¢iva na zdravou tkan. Systémy by bylo mozné
i zacilit na konkrétni oblast lidského téla nebo proti konkrétnimu typu bunék. Pravé pii plnéni
tohoto projektu bylo zjiSténo, ze interakci hyaluronanu a kationtového tenzidu vznikaji
hydrogely. Hydrogely maji Siroké vyuziti v medicinskych aplikacich v oblasti tkanového
inzenyrstvi, hojeni ran nebo jiz zmifované distribuce 1éCiv.

Tato bakalaiska prace se zabyva zkoumanim fazové separace v systému hyaluronan-
kationtovy tenzid Septonex a CTAB. Oba tenzidy jsou hojné pouzivany na pracovisti Fakulty
chemické VUT v Brng, ale Septonex jesté nebyl pouzit pro zkoumani fazového chovani. Hlavni
rozdil mezi Septonexem a CTAB je struktura polarni hlavi¢ky. Septonex se od CTAB odliSuje
pfitomnosti ethoxykarbonylové skupiny v blizkosti trimethylamoniové skupiny a ma
hydrofobni fetézec slozeny z 15 uhlikovych atomt. K tvorbé hydrogeld byly pouzity nejvice
vyuzivané koncentrace hyaluronanu a §iroké rozmezi koncentrace tenzidu a nds zajimd, za
jakych podminek vznikne nejvétsi mnozstvi kompaktniho gelu. Vysledkem je schématicky
fazovy diagram, ktery znazoriuje fazové chovani tohoto systému za konstantniho tlaku
a teploty. Fazové chovani je definovano pomoci hydrofobniho solubilizovaného barviva
a v grafu je zaznaceno pomoci barevnych znacek.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Gely

Jako gely oznaCujeme systémy tvoiené trojrozmérnou siti, kterd vytvaii souvislou strukturu,
prostupujici celym disperznim prostfedim. V dasledku uspotfadani ¢astic do trojrozmérné sité
maji gely mechanické vlastnosti charakteristické pro tuhy stav, i kdyz je disperzni prostiedi
kapalné. Gely s kapalnym disperznim prostfedim se oznacuji lyogely. Mezi gely mizeme také
zahrnovat xerogely, které vznikaji odstranénim disperzniho prosttedi lyogeld, tedy jejich
vysusenim [1].

Gely a gelace maji velky vyznam v lékaistvi (srazlivost krve zpusobena zvySenim jeji
viskozity v dusledku gelace), biologii i v primyslovych odvétvich (vyroba vlaken, aplikace
lepidel, zpracovani kuzi), ve farmaceutickém primyslu (gelové kapsle), ve sklarském
a keramickém pramyslu a také v potravinaistvi [1].

2.1.1 Rozdéleni gelu

Gely je mozné rozdelovat podle fady hledisek. Podle chemického slozeni disperzniho
prostfedi je délime na anorganické a organické, podle charakteru disperzniho prostiedi na
hydrogely (vodné prostiedi), organogely (organicka kapalina) a izogely (disperzni prostredi je
monomerem disperzniho podilu — polystyren ve styrenu). Nejcastéji ale byvaji klasifikovany
podle chovani ve vysuseném stavu [1].

Reverzibilni gely jsou gely, které po vysuSeni zmensi sviij objem, davaji kompaktni
xerogely a jsou schopny piechazet do ptivodniho stavu bobtnanim, tj. ptijimanim disperzniho
prostedi nebo jinych kapalin [1, 2].

Ireverzibilni gely jsou sice schopny stykem s disperznim prostiedim piijmout urcité
mnozstvi kapaliny, ale lyogel nevznikne. Ve vysuSeném stavu maji ptiblizné stejny objem jako
puvodni lyogely, ale jsou porézni [1, 2].

2.1.2 Vznik

Gely vznikaji vytvofenim sit¢ makromolekuldrnich fetézcl spojenych pisobenim sil
fyzikalné nebo chemické povahy v mistech, které se oznacuji uzly nebo uzlové body. Cely
proces vzniku gelu se nazyva gelace [1, 2].

Fyzikaln¢ sitované gely vznikaji spojovanim tisekl polymernich fetézcti do uzlovych oblasti
pusobenim fyzikalnich sil jako van der Waalsovy sily, polarni sily, vodikové vazby. Lze je
pfipravit zménou fyzikdlnich podminek ve vzorku. Zménou teploty mohou vznikat
termoreverzibilni hydrogely na bazi agar6zy, zménou pH hydrogely huminovych kyselin nebo
se vyuziva omezena rozpustnost nékterych latek v riznych rozpoustédlech [1, 3].

Kovalentné nebo-li chemicky sitované gely vznikaji chemickou reakei. Gel piedstavuje
nekonecnou trojrozmérnou sitovou strukturu, tvoienou chemickymi vazbami, kterd vznika
nelinearni kondenza¢ni nebo adi¢ni polymeraci monomerd nebo z linedrnich polymera
zesitovanim za pfitomnosti sitovaciho ¢inidla. Na rozdil od fyzikalné sitovanych gelt maji
pevnéjsi uzly, veétsi mechanickou odolnost a rigidnéjsi strukturu [1, 3].

Gely mizou také vzniknout procesem zvanym bobtndni, kdy gel ve vysuSeném stavu
(xerogel) je schopen piijmout velké mnozstvi disperzniho prostiedi. Objem i hmotnost se
ptitom zvétsuji. Tento proces jde realizovat pouze u reverzibilnich gelt [2, 3].



Gelace roztokt vysokomolekularnich latek mé rizny prabéh pii riznych podminek. ZvySeni
teploty obvykle brani vzniku gelu, pokud nedochazi k nevratnym chemickym zménam. Naopak
snizeni tvorbu gelu podporuje. Na teploté je umérné zavisla intenzita tepelnych pohybt
jednotlivych segmentl a to ma vliv na pocet 1 dobu trvani vazeb mezi makromolekulami. Se
zvySenim pocet 1 doba klesaji, Se snizenim stoupaji. Gelaci napoméaha vzrist koncentrace,
protoze se zvétsuje pocet vazeb kvili CastéjSim srazkam makromolekul. Zanedbatelny neni ani
vliv mechanickych podminek nebo vliv pH roztoku, gely vznikaji nejlépe pii pH
odpovidajicimu jejich izolektrickému bodu [1].

2.1.3 Vlastnosti

Gel se od urcité hodnoty tecného napéti chova jako elastické tuhé téleso. Tato hodnota zavisi
na koncentraci uzld a jejich pevnosti. Cim vice vazeb mezi fetézci, tim mensi moznost zmény
tvaru makromolekuly tim rigidnéjsi je prostorova sit. Reverzibilni gely s kovalentnimi spoji
jsou obvykle oznaCovany jako elastické. U nékterych gel je mozné protifepanim ho pfevést na
sol a po urcité dob¢ stani v klidu opét na gel. Tento jev se nazyva tixotropie, mechanickymi
ucinky se rusi slabé vazby a odpoc¢inkem se opét obnovuji [1, 2].

Obsahuje-1i disperzni prostfedi disociované nizkomolekularni elektrolyty, jsou gely
elektricky vodivé. Malé molekuly a ionty se pohybuji disperznim prostiedi stejné rychle jako
v solu. Elektrickd vodivost zistava stejné vysoka, také difuzivita nizkomolekularnich latek
Vv gelu je jen o néco mensi, i pfes prudky vzrist viskozity soustavy [2].

Cerstvé gely nejsou v termodynamické rovnovaze, proto dochazi k fadé samovolnych
pochodl. Zdokonaluje se struktura preskupovanim fetézcl, coz mad za nasledek sniZeni
Gibbsovy energie. Tento d¢j se nazyva starnuti gelu. Mze dojit ke smrsténi sitové struktury,
pokud se zvysi pocet uzli. Nastava synerze, tedy vytlacovani kapaliny, pro kterou uz neni
v gelu misto. Tento jev je podporovan zvysenim teploty nebo piidavkem elektrolytu [1].

2.1.4 Hydrogely

Hydrogely jsou trojrozmérné sit¢ hydrofilnich polymeri a vody, ktera vypliuje mista mezi
makromolekulami [4]. Mohou absorbovat velké mnozstvi vody od 10% az do tisicinasobku
jejich hmotnosti ve vysuseném stavu, aniz by se rozpoustély [5]. Jako prvni jsou hydratovany
polarni skupiny (hydroxylové, karboxylové, amidické, sulfinické) i ptes vodikové mistky nebo
iontové interakce. Takto se absorbuje primarné vazana voda. Po hydrataci polarnich skupin se
zvet§i prostorova sit’ a tim se odhali hydrofobni skupiny. Ty interaguji s vodou a dojde
k navazani sekundarni vody [5, 6].

Ptirozené se vyskytuji jako polymerni sité zelatiny nebo kolagenu, ale mizou byt i uméle
syntetizovany chemicky i fyzikalné [7]. Chemicky sitované gely, oznacuji se jako permanentni
hydrogely, maji pevnéjsi vazby, ale jejich pfiprava ¢asto vyzaduje ptfitomnost toxickych latek
a tedy nejsou vhodné pro pouziti v medicinskych aplikacich. Fyzikaln¢ sitované gely jsou pro
tyto aplikace vhodnéjsi [5].

2.1.4.1 Vyuiiti hydrogelii

Hydrogely jsou velice slibné biomateridly, protoze vykazuji dobrou biokompatibilitu
a biodegradabilitu pfi kontaktu stkadni a télnimi tekutinami. Nejvétsi vyuziti nachazi



v biomediciné jako nosice 1éCiv, biosenzory a jako scaffoldy v tkanovém inzenyrstvi. Bézné
jsou pouzivany pro vyrobu kontaktnich ¢ocek, obvazu a superabsorbenti [7].

V tkanovém inzenyrstvi se klade zvlastni diiraz na biodegradabilitu hydrogelu. U materialt
aplikovanych jako kloubni ndhrady je potieba, aby material vydrzel co nejdelsi dobu a po tu
dobu si uchoval stejné vlastnosti. Na druhou stranu u materidlli aplikovanych napi. jako
vstiebatelné stehy je doba degradace stanovena tak, aby se material odboural az po sriistu ktize.
Hydrogely v tkanovém inzenyrstvi vyuzivame nejcastéji jako scaffoldy pro rdst kmenovych
bunék na stanoveném misté. Slouzi jako vhodné prostiedi s optimalnim pH, vihkosti a vhodnou
stavbou pro rust bunék [3].

Hydrogely nemusi byt jen pasivnim scaffoldem, ale mohou aktivné ptispivat k 1e¢bé jako
matrice pro kontrolované uvoliiovani léc¢iv. Principem kontrolovaného uvoliiovani 1é¢iv je
postupné uvolilovani 1é¢iva tak, aby se prodlouZzila doba u€inku 1é¢iva a snizily jeho potencidlni
negativni U¢inky. Je mozZné systémy zacilit na konkrétni oblast lidského té€la nebo proti
konkrétnimu typu bun€k. Ze struktury hydrogelu se 1é¢ivo miize uvolnit dvéma zplisoby.
Prostou difuzi biologicky aktivni latky z hydrogelu do pacientovy tkané nebo degradaci
struktury hydrogelu, coz v disledku vede k uvolnéni biologicky aktivni molekuly ze struktury
nosice. Prvni zplisob je uplatiiovan Castéji, ale vytvaii to problém odstranéni prazdnych systémut
z téla pacienta, proto je zadouci jista mira biodegradability nosice [3].

2.2 Tenzidy

Tenzidy jsou povrchové aktivni organické 1atky (PAL), které jsou schopné se hromadit pfi
nizké koncentraci na fazovém rozhrani a tim snizuji mezifazovou energii soustavy [8].
V nizkych koncentracich se tenzidy chovaji jako pravé roztoky, nachazi se jako volné molekuly
vroztoku, se vzrustajici koncentraci se za¢inaji hromadit na mezifazovém rozhrani a pti iplném
nasyceni povrchu dochézi k dosazeni kritické micelarni koncentrace [9].

Vlastnosti tenzidii jsou dany existenci micel. Schopnosti snizovat povrchové napéti
rozpoustédel je usnadnéno smaceni povrchu a odstranovani necistot. V jejich ptitomnosti je
mozné rozpousténi latek nerozpustnych nebo malo rozpustnych ve vode (solubilizace). Tenzidy
maji vyrazné pénici a emulgacni schopnosti. Stabilizuji disperzni systémy a celkové ovliviji
fyzikalné-chemické vlastnosti materiala [10].

2.2.1 Struktura

Tenzidy maji amfifilni strukturu. Jedna se o bipolarni strukturu, tzn. obsahuje dvé ¢asti.
Jedna z nich je rozpustna v daném prostiedi (lyofilni) a druhd je nerozpustna, tvoiena
uhlovodikovym fetézcem (lyofobni). Pokud se jedn& o PAL ve vodnim prostiedi, je molekula
slozend z hydrofilni, polarni €asti — hlavicky a z hydrofobni, nepolarni Casti — ocasu.
Schématické znazornéni struktury tenzidu je na Obr. 1 [9].

Hydrofilni

hlavi¢ka Hydrofobni ocas

Obr. 1: Schématické znazornéni amfifilni struktury tenzidu [9].
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2.2.2 Typy tenzidi

Tenzidy je mozné d¢lit dle riznych kritérii, naptiklad podle ndzvoslovi organickych
sloucenin, hydrofilné-lipofilni rovnovahy nebo podle typu hydrofobni slozky. Mezi nejcastéjsi
patii déleni podle typu hydrofilni slozky [11]. Ta urcuje iontovy charakter dané latky (Obr. 2),
principem je schopnost hydrofilni skupiny ve vodnych roztocich disociovat na ionty. Podle
tohoto kritéria rozliSujeme nasledujici tenzidy [12]:

Aniontové tenzidy (ionické tenzidy) patii mezi historicky nejstarsi a nejpouzivanéjsi PAL.
Nositelem povrchové aktivity je anion a jako protionty se nejcastéji uplatiiuji sodné, draselné
nebo amonné kationty. Rozd€lujeme je podle charakteru polarni skupiny na PAL
s karboxylovou skupinou (mydla), sulfaty, sulfonaty a minoritni tenzidy s jinymi skupinami.
Nachazeji uplatnéni v hygienickych prostfedcich diky vybornym ¢isticim u¢inkiim a také jako
smacedla, emulgatory a detergenty [13].

Kationtové tenzidy (ionické tenzidy) jsou slouceniny s jednou nebo vice funkénimi
skupinami, které ve vodnych roztocich disociuji na kladné nabité organické ionty, které jsou
nositeli povrchové aktivity [12]. Je pro né v molekule typicka ptitomnost dusiku, nejcastéji se
vyuziva PAL na bazi amint a kvarterni amoniové soli [13]. S aniontovymi tenzidy tvoii ve
vodé nerozpustné komplexy [14]. Maji dezinfekéni ucinky, jsou hors$i detergenty nez jiné typy
PAL, vyuzivaji se jako antistatické ptipravky, inhibi¢ni prostfedky koroze, textilni
zmékéovadla a vlasové kondicionéry [13].

Amfoterni tenzidy (ionické tenzidy) se dale déli na klasické a zwitterionické tenzidy.
Klasické se chovaji jako amfolyty, tedy ndboj obou skupin je zavisly na pH prostiedi.
V alkalickém prostiedi dochazi ke ztraté naboje u bazické skupiny, v kyselém prostiedi
u skupiny kyselé. Zwitterionické tenzidy maji kladny naboj predstavovany kvartérni
amoniovou soli v celém rozmezi pH a po jeho odstranéni by nastala destrukce struktury
molekuly. Naboj kyselé karboxylové skupiny je zavisly na pH prostiedi [11]. Optimalni
povrchova aktivita amfoternich tenzidi je v oblasti neutrdlniho pH, vyuzivaji se proto spole¢né
ve spojeni s jinymi tenzidy v kosmetickych prostiedcich (Sampony, sprchové gely, pény do
koupele) [14].

Hydrofilni ¢ast neionickych tenzidi neni schopna disociace. Je tvofena vét§im mnozstvim
kyslikatych miistkdi, hydroxylovych skupin nebo jejich kombinaci. Od ionickych tenzidu se lisi
rozpustnosti a zavislosti na teploté. Vyhodou je, Ze jejich povrchové aktivita neni zavisla na
hodnoté pH [13].

Anionické (/;"'\) <:>\/\/\/\
Kationické <:\> (ll'/\/\/\/\
Neionické (6\//\/\/\/\
Amfoterni  ( " -4 )"(— ‘» \/\/\/\

Obr. 2: Schéma riznych typu tenzidit dle typu hydrofilni slozky [15].

11



2.2.3 Agregace a tvorba micel

Dalsi charakteristickou vlastnosti tenzidi, kromé jejich tendence adsorbovat na fazovém
rozhrani, je jejich agregace Vv roztoku. Je to dasledek toho, Ze po nasyceni fazového rozhrani se
tenzidy na ném dale nehromadi, ale vzhledem k jejich bipolarnimu charakteru se stale snazi
snizit energii systému a to napfiklad zrusenim kontaktu hydrofobnich skupin s vodou. VVzniklé
agregaty se oznacuji jako micely, jejich charakter zavisi na okolnim prostfedi. Micely vznikaji
Jiz pii nizkych koncentracich tenzidu ve vodé¢. Koncentrace, pti které ke vzniku micel dochdzi,
se nazyva kritick& micelarni koncentrace (CMC). Je to nejvyssi mozna koncentrace, pii které
se tenzidy vyskytuji v roztoku v molekulové formé [9, 1].

Micela je koloidni ¢astice, ktera zaujima takovou strukturu, aby interakce s okolnim
rozpoustédlem byla energeticky vyhodna. Aby bylo dosazeno minimalniho styku mezi
molekulami vody a hydrofobni ¢asti molekuly, je ve vodném prostiedi jadro micely tvofeno
propletenymi uhlovodikovymi fetézci tenzidu a hydrofilni Cast rozmisténa na povrchu.
V nepolarnim prostiedi je uspoifadani micely opa¢né, jadro je tvofeno hydrofilni ¢asti
a hydrofobni ¢ast je rozmisténa na povrchu. (Obr. 3). Zakladni pfi¢inou vzniku agregatt
z uhlovodikovych fetézci ve vodnych roztocich je velikost koheznich sil mezi molekulami
vody, které jsou vyssi nez vzajemna prtitazlivost uhlovodikovych fetézcl i ptitazlivost mezi
molekulami vody a uhlovodikovymi fetézci. S vyté€siiovanim uhlovodikovych fetézci
z roztoku molekulami vody je spojen pokles Gibbsovy energie soustavy [1].

’:)
S——_ e
uhlikaty nabita
retézec skupina

micela micela
s hydrofobni s hydrofilni
dutinou dutinou

Obr. 3: Struktura micely v odlisnych prostiedich [16].

2.2.4 Solubilizace

Solubilizace je schopnost rozpoustét latky v ¢istém disperznim prostiedi nerozpustné. Mize
k ni dochazet az po vzniku micel ve vodném roztoku, mechanismus miize byt rizny. Nepolarni
latky se rozpoustéji v jadru micely, polarné-nepolarni organické latky jsou umistény podobné
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jako molekuly tenzidu. Uhlovodikové fetézce sméfuji dovniti micel a polarni ¢ast ven z micel,
do vodne faze. Polarni latky se solubilizuji na povrchu nebo v tésné blizkosti povrchu micely.
V laminarnich micelach dochazi k oddaleni vrstev molekulovych fetézci, protoze organicka
latka se rozmist'uje mezi uhlovodikové konce molekuly (Obr. 4) [1].

Hmotnost micel pfi solubilizace roste v dusledku zabudovani molekul solubilizatu do
micely. Se solubilizaci se zvétsi objem hydrofobniho jadra, musi se tedy zvétsit 1 pocet molekul
tenzidu tvoricich micely [1]. Solubilizace stoupa se zvySujici se CMC, koncentraci tenzidu,
zvetSujici se velikosti micel, u anionickych tenzidi stoupa s délkou uhlovodikového fetézce.
Elektrolyty solubilizaci jak podporuji, tak omezuji [12].

Solubilizace se vyuziva ve farmaceutickém (nosice nepolarnich 1é¢iv pro narodovou terapii)
a kosmetickém pramyslu, pfi vyrob¢ herbicidl, insekticidi a fungicidl. V praxi se nejcastéji
setkdme s vyuzitim solubilizace pii detergenci, prani zne¢isténych povrchli pisobenim PAL,
U kosmetickych a pracich prosttedkii. Mastné necistoty jsou uzavieny uvniti micel detergenti
a smyty z povrchu ¢isténého materialu [1].

HHHY
T
| B EELY N
- o A

'W molekulz ionogenni PAL (protuonty nejsou nakresleny), molekuly vody
solubilizit: # nepolérni latka, W polérné-nepolirni litka, poldmi latka

Obr. 4: Solubilzace (a), (b), (c) malymi micelami, (d) laminarnimi micelami [1].

225 CTAB

Cetyltrimetylamonium bromid je kationaktivni tenzid s polarni hlavickou tvofenou kvarterni
amoniovou slou¢eninou a nepolarnim fetézcem slozenym z 16 uhlikd. Rozpousti se ve vodé
a Vv alkoholu [17]. Nazev dle IUPAC je hexadexyl(trimethyl)azanium bromid [18] a jeho
struktura je uvedena na Obr. 5 [19].

CTAB ma mikrobicidni u¢inky a je vyuzivan jako efektivni antiseptické Cinidlo proti
mikroorganizmlim. PouZiva se také k separaci a ¢isténi DNA.

Br

\'f\/WW
I
N\

Obr. 5: Struktura CTAB [19].
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2.2.6 Karbethopendecinium bromid

Karbethopendecinium bromid je kvarterni amoniova slou¢enina ve form¢ bilého az slabé
nazloutlého krystalického prasku. Snadno se rozpousti ve vodé, etanolu a chloroformu. Vodny
roztok pii protiepani silné peni. Nazev dle IUPAC je
(1-ethoxy-1-oxohexadekan-2-yl)-trimethylazanium bromid, mizeme ho nalézt i pod
obchodnim nazvem Septonex [20]. Chemicky vzorec je uveden na Obr. 6 [21].

Hlavni rozdil mezi Septonexem a CTAB je struktura polarni hlavic¢ky. Septonex se od CTAB
odlisuje pfitomnosti ethoxykarbonylovée skupiny v blizkosti trimethylamoniové skupiny a méa
hydrofobni fetézec slozeny z 15 uhlikovych atomu [22].

Vyuziva se jako antisepticka a dezinfekéni latka na kuzi v okoli ran a k ¢isténi a dezinfekci

povrchi a chirurgickych nastroja [23].

’ |

Obr. 6: Struktura Septonexu [21].

2.3 Polymery

Polymer je makromolekularni latka, pro kterou je charakteristické mnohonasobné opakovani
jednoho nebo vice druhli atomi nebo skupin atomil navzijem spojenych ve velkém poctu
chemickymi vazbami. Proces pfemény monomert na polymer se nazyva polymerizace [24].

2.3.1 Z&kladni pojmy

Polymery jsou makromolekulérni latky, jejichz molekuly se vyzna¢uji mnohonasobnym
opakovanim zdkladnich jednotek (merti) v jejich fetézové struktute. Poly- obecné oznacuje
mnohost, ¢etnost nebo ruznost [25].

Oligomer je latka tvorena molekulami, které obsahuji n¢kolik konstitu¢nich jednotek.
Fyzikalni vlastnosti se pfidanim nebo odstranénim jedné nebo nékolika jednotek zméni [24].

Konstitu¢ni jednotka je atom nebo skupina atomu, které jsou pFitomné v molekulach
polymeru nebo oligomeru [24].

Monomer je sloucenina tvorend molekulami z nichz kazdd miize poskytnout jednu nebo
vice konstitu¢nich jednotek [24].

Opakujici se konstitu¢ni jednotka je nejmensi konstitu¢ni jednotka, jejimz opakovanim je
popsan regularni polymer [24].

Monomerni jednotka je nejvétsi konstitu¢ni jednotka vznikajici v prabéhu polymerizace
Z jediné molekuly monomeru [24].

Polymerace je tetézova reakce velkého poctu molekul monomeru. Pfi této reakci se
nevytvaii vedlejsi produkty. Chemické slozeni polymeru odpovidd chemickému slozeni
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monomeru. Sklada se ze tfi Casti: iniciace, propagace, terminace. Mezi zakladni typy patfi
fetézové polymerace (radikdlové a iontové), polykondenzace, polyadice a koordinacni
polymerace [24, 26].

2.3.2 Konstituce makromolekul

Dle konstituce makromolekul rozliSujeme polymery linearni, rozvétvené a sitované viz.
Obr. 7 [27]. Makromolekuly linearniho polymeru jsou tvofeny prostymi fetézeci. V dusledku
otaCivosti atomti zaujimaji makromolekuly rizné konformace, energeticky nejvyhodnéjsi je
tvar klubka. Rozvétveny polymer ma k hlavnim fetézcim pfipojené postranni a sitovany
polymer ma fetézce spojené v prostorovou sit’ [24. 27].

a b c

Obr. 7: Polymery dle konstituce makromolekul: a — linearni, b - rozvétvené, ¢ — sitované [27].

2.3.3 Déleni polymeru

YV W w

Polymery lze délit na zakladé rtiznych kritérii, nejb€zné;jsi déleni polymert je dle ptivodu,
dle druhu meru a dle naboije.
Dle ptivodu rozliSujeme polymery ptirodni (biopolymery) a syntetické:

Biopolymery se nachazi v ptirodé vtéle rostlin a zivodichi. Tendence tvofit
makromolekuly se projevuje zejména u organickych sloucenin. Uhlik obsaZzeny v molekulach
ma schopnost vytvaret fetézové struktury sloZzené z velkého poctu atomli vzajemné spojené
chemickymi vazbami. Mezi nejbéznéjsi patii celulosa, skrob, bilkoviny, nukleové kyseliny
nebo ptirodni kaucuk [25].

Syntetické polymery vznikaji ¢innosti ¢lovéka — chemickou syntézou. Inspiraci pro
jejich vyrobu byla snaha o napodobeni dobrych vlastnosti biopolymeri. Historie syntetickych
polymerti zalina pfed prvni svétovou valkou, kdy Ameri¢an Baekeland ptipravil
fenolformaldehydové pryskytice [25].

De druhu meru rozliSujeme homopolymery a kopolymery:

Jako homopolymery se oznacuji polymery jen s jednim druhem monomernich
jednotek [24].

Kopolymery vznikaji soucasnou polymerizaci dvou nebo vice monomeri. Podle
rozmisténi jednotlivych druhti monomert v fetézci rozliSujeme kopolymery statické, blokové
a roubované [24, 27].
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Dle néaboje rozlisujeme neionogenni polymery a polyelektrolyty.
Retézce neionogennich polymerti nenesou zadné funkéni skupiny, které by byly
schopné elektrolytické disociace [28].
Naopak fetézce polyelektrolyti obsahuji disociovatelné funkéni skupiny.

2.4 Polyelektrolyty

Polyelektrolyty jsou polymery, které nesou pozitivné nebo negativné nabité ionizovatelné
skupiny. V polarnich rozpoustédlech dochazi k disociaci téchto skupin a vznika makroion
0 velkém poctu elementarnich naboji a ekvivalentni pocet protiiontii, malych iontl opa¢ného
naboje [29, 30].

Vlastnosti polyelektrolyti v roztoku zavisi na zlomcich disociovanych ionizovatelnych
skupin, rozpustnosti polymeru, dielektrické konstanté, koncentraci soli a interakci polymeru se
substratem. Diky elektrostatickym interakcim se polyelektrolytické roztoky chovaji jinym
zpusobem nez nenabité polymery. K sitovani dochazi pii niz§ich koncentracich, osmoticky tlak
je vyssi, viskozita je pfimo imérna odmocniné koncentrace polymeru [29].

Mezi polyelektrolyty patii napiiklad polyakrylova a polymetakrylova kyselina a jejich soli

a polystyrensulfonat sodny (Obr. 8) [29].
CH,
3
n |
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"H-CH,4

Obr. 8: Piiklady polyelektrolyti - ) polystyrensulfonat sodny, b) polymetakrylat [29].

2.4.1 Interakce polyelektrolyta s tenzidy

Dulezitym faktorem interakci polyelektrolytu s tenzidem jsou vlastnosti polyelektrolytu,
patii mezi né chemické slozeni, linearni hustota a pozice ndboje a dynamika kostry
polymeru [31]. Dominantni jsou elektrostatické interakce mezi ndbojem polyelektrolytu
a opacné nabitou hlavickou tenzidu. V pozadi se uplatiiuji hydrofobni sily mezi alkyly tenzidu
a hydrofobni ¢asti polyelektrolytového fetézce [31, 32]. Diky jasné definovanym vazebnim
mistim polyelektrolytu je formace komplexu polymer-tenzid jednodus$i nez u nenabitého
polymeru [31]. Tyto  komplexy jsou rdzného  tvaru,  velikosti,  stability,
S pfitomnosti/nepfitomnosti  uspofadanych  struktur, sriznymi fyzikalné-chemickym
vlastnostmi a moznosti aplikace, jsou vysoce stabilni, stechiometrické a nerozpustné
ve vodeé [32].

Tenzidy interaguji s polymery ve formé mensich agregatti po dosazeni kritické agrega¢ni
koncentrace (CAC), kterd je nizsi nez kriticka micelarni koncentrace (CMC). Pti dostate¢ném
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mnozstvi tenzidu vznikaji micely navazané na polyelektrolytovém fetézci. Pti pfili§ vysoké
koncentraci dochazi k tvorbé piebytku volnych micel [33]. Nejvice vyuzivanym modelem,
ktery zjednoduSené popisuje interakce polymer-tenzid, je model perlového nahrdelniku
(Obr. 9) [9]. Vyuziva se jako obecny pohled na vazebné procesy v ruznych stadiich [34].
Komplexy maji Siroké vyuziti v biologickych materidlech, dodavani 1é¢iv, povrchovych
modifikacich, koloidni stabilizaci a ve spoust¢ spotiebitelskych zdravotnich produkta [32].

Obr. 9: Model perlového nahrdelniku komplexu polyelektrolyt-tenzid [9].

2.4.2 Interakce hyaluronan-kationtovy tenzid

Hyaluronan se pfirozené nachazi v téle obratlovct a to je jednim z divoda, pro¢ je vhodnym
kandidatem pro medicinské aplikace. Spliuje také pozadavky na biokompatibilitu
a biodegradabilitu, je netoxicky a stejné tak jeho degradacni produkty [35].

Interakce hyaluronanu s kationtovymi tenzidy probiha obdobné, jako bylo popsano
v kapitole 2.4.1. Pti dosazeni kritické agrega¢ni koncentrace (CAC) se molekuly tenzidu
zatnou vazat na fetézce a tvofi zde minimicely. Upifednostnéni tenzidového kationtu
hyaluronanem je dano hydrofobicitou iontu s dlouhym uhlovodikovym fetézcem, protoze se
pak redukuje jeho styk s vodou. Tenzidovy iont se z elektrostatického hlediska chova jako jeho
hyaluronovy protiiont. Diky tomu koncentrace tenzida v okoli polyelektrolytu lokalné vzrista,
niz$i nez CMC. Ale z divodu niz$i hustoty naboje na fetézci hyaluronanu jsou sily mezi nim
a tenzidy slab$i. Po dosaZeni ur¢ité koncentrace hyaluronanu a tenzidu dochazi k fazové
separaci a tvorbé€ gelu. Tyto gely je mozné znovu rozpustit ptidanim velkého nadbytku tenzidu
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¢i zvySenim iontové sily roztoku. Koncentrace elektrolytu potfebna pro zabranéni vzniku
fazové separace se nazyva kriticka koncentrace elektrolytu (CEC) [36, 37, 38, 39].

2.4.3 Hyaluronan

Kyselina hyaluronova (HyA), neboli sodna stl kyseliny hyaluronové (hyaluronan, NaHy) je
ptirozené se vyskytujici vysokomolekularni polysacharid, ktery se skladd z opakujicich
disacharidovych jednotek N-acetyl-D-glukosamin a D-glukoronoveé kyseliny [40]. Primarné se
vyskytuje v extracelularni matrici [35] a hraje dileZitou roli pfi lubrikaci, sorpci a zadrzovani
vody a také u fady buné¢nych funkci [22]. Je jednou z nejvice hydrofilnich molekul a mize byt
popsana jako pfirodni hydrata¢ni latka [35]. V lidském téle se hlavné vyskytuje v pojivovych
tkanich, jako je o¢ni sklovina, pupecni Siiira a synovialni tekutina. Proto je hyaluronan
atraktivnim stavebnim materidlem pro pfipravu biokompatibilnich a biodegradabilnich
materialii, které by mohly byt uplatnény v tkanovém inzenyrstvi, davkovani 1€kt nebo
kosmetice [22].

2.4.3.1 Historie

V roce 1934 Karl Meyer a jeho kolega John Palmer izolovali dfive nezndmou chemickou
latku ze skloviny kravského oka. Zjistili, ze latka obsahuje dvé molekuly cukru, z nichz jedna
byla kyselina uronova. Navrhli pro ni nazev kyselina hyaluronova (z feckého ,,hyalos* pro sklo
+ kyselina uronova) [35].

Komerc¢né byla kyselina hyaluronova poprvé vyuzita v roce 1942, kdy Endre Balazs pozadal
o patent na pouziti hyaluronan jako nahrazku vajecnych bilkt v pekaiskych vyrobcich. Prvni
medicinskou aplikaci u ¢loveéka byla ndhrada o¢ni skloviny koncem padesatych let 20. stoleti
Pouzity hyaluronan byl izolovan z lidské pupecni $ilry, kratce poté uz ve vysoce Cisté
a vysokomolekularni formé z kohoutich hiebinkt [35].

Termin ,,hyaluronan“ byl zaveden v roce 1986 v souladu s mezinarodni nomenklaturou
polysacharidi a je pfipisovan Endre Balazsovi, ktery poprvé vytvoril vSechny formy, které
molekula mize zaujmout — Kyselina hyaluronova a jeji soli, jako je hyaluronan sodny, ktery se
zformuje pti fyziologickém pH [35].

2.4.3.2 Struktura

Struktura hyaluronanu byla popsana Karlem Meyerem v 50. letech minulého stoleti. Jedna
se 0zaporné¢ nabity, linedrni nerozvétveny glykosaminoglykan tvofeny opakujicimi se
disacharidovymi jednotkami N-acetyl-D-glukosamin a D-glukoronova kyselina vzajemné
spojenymi stiidavymi B-1,4 a B-1,3 glykosidickymi vazbami (Obr. 10). Polarnéjsi postranni
fetézce tvorené objemnymi skupinami (hydroxylovymi, karboxylovymi) jsou ve sféricky
vyhodnéjsi ekvatoridlni pozici, zatimco nepolarni vodikové atomy zaujimaji sféricky méné
piiznivé axialni polohy. Toto uspofadani prispiva k vysoké energetické stabilit¢ [35], ktera
ovlivituje chovani kyseliny hyaluronové ve vodnych roztocich a k hydrofobné-hydrofilnimu
charakteru [41].
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Obr. 10: Chemicka struktura kyseliny hyaluronové [42].

Primérni struktura, jak jiz bylo popsdno, je tvofena stfidajicimi se disacharidovymi
jednotkami s az péti vodikovymi vazbami mezi dvéma sousednimi disacharidy. Sekundarni
strukturu tvoti pasova dvojita Sroubovice tvofena sto¢enymi disacharidovymi jednotkami, které
jsou vuci sobé pootoceny o thel 180° [43]. Toto uspotadani se nazyva ,,two-fold helix* neboli
dvakrat stoCena Sroubovice [44]. Terciarni struktura je stabilizovana interakcemi hydrofobni
Casti a pritomnosti intramolekularnich vodikovych vazeb [43].

K rostoucimu fetézci jsou pomoci enzymu syntézy hyaluronanu stiidavé pridavany
disacharidové jednotky N-Acetyl-D-glukosamin a D-glukoronova kyselina za pouziti
aktivovanych nukleotidovych cukri (UDP-glukuronat a UDP-N-acetlyglukosamin) jako
substrati. V dokoncené molekule hyaluronanu mtize pocet opakujicich se disacharidovych
jednotek dosahnout 10 000 a vice s molekulovou hmotnosti ptiblizné 4 miliony daltont (kazdy
disacharid ptiblizné 400 daltond). Praimérna délka disacharidu je 1 nm, tedy molekula
hyaluronanu o 10 000 jednotek by mohla po natazeni dosahnout délky 10 um, délky piiblizné
stejné jako primér lidského erytrocytu [35].

2.4.3.3 Sitovani

Hyaluronan méa schopnost agregovat sam se sebou a to diky vazbdam mezi hydrofobnimi
oblastmi. Sekundarni struktura ma tvar ploché rovinné stuhy a agregaty mohou rast z obou
stran. Je to zplisobené zajimavymi vlastnostmi sekundédrni struktury, ob¢ strany stuhy jsou
identické, ale jedna strana bézi v protisméru druhé, jsou antiparalelni. Silna elektrostaticka
repulze, kterd vznikd mezi fetézci — poylaniony, je vyvaZena hydrofobnimi interakcemi
i vodikovymi mustky mezi karboxylovymi a acetamidovymi skupinami (Obr. 11) a diky tomu
nedochdzi k disociaci agregati [45].
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Obr. 11: A a B predstavuji molekulu hyaluronanu. Hydrofobni oblasti jsou oznaceny cervené, étverce
predstavuji kyarboxylové skupiny a kruhy acetamidové skupiny. C zndzoriiuje moznost dvojndsobného

antiparalelniho retézce hyaluronanu. Sacharidovd jednotka je ohranic¢ena teckovanou carou [45].

2.4.3.4 Chovani v roztoku

V roztocich molekula hyaluronanu obsahuje disociované karboxylové skupiny, které davaji
kazdé opakujici se jednotce negativni naboj, coz je divodem proc je hyaluronan pospan jako
negativné nabity elektrolyt [22]. Ve fyziologickém roztoku se fetézce polymeru vzajemné
proplétaji do nahodné uspoiadaného, tuhého, statického klubka jiz za nizkych koncentraci.
Vznikla klubka jsou schopna na sebe vazat az tisicinasobn¢ vice vody, nez je jejich hmotnost.
Chovani fetézce molekuly hyaluronanu v roztoku je ovlivnéno nékolika faktory, chemickou
strukturou vychoziho disacharidu, plisobenim vnitinich vodikovych vazeb a jeho interakcemi
S rozpoustédlem.

Axidlni vodikové atomy vytvéieji nepolarni, relativné hydrofobni ¢ast molekuly, zatimco
bocni fetézce tvori polarni, hydrofilni ¢ast. To ma za nasledek zformovani struktury tzv. sto¢ené
stuhy, ktera je znazornéna na Obr. 12 [46].

Roztoky hyaluronanu vykazuji neobvyklé reologické vlastnosti, jsou velmi hydrofilni
a dobrymi lubrikanty. Hyaluronan se chova jako pseudoplasticky material vykazujici
viskoelastické vlastnosti, viskozita roztokd zavisi na pasobicim smykovém napéti [35].
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Obr. 12: Struktura hyaluronanu v roztoku — struktura stocené stuhy. Modra barva predstavuje
hydrofilni a ¢ervenad hydrofobni ¢dst [46].

2.4.3.5 Syntéza

Existuji dva hlavni zplisoby vyroby hyaluronanu, mikrobialni a extrakce z zivocisnych
zdrojii. NejpouzivanéjS§imi zivo€iSnymi zdroji byly pro laboratorni ucely praseci kuze,
osrde¢nikova tekutina kraliki a zraloc¢i chrupavka, pro primysl kohouti hiebinky, pupecni
snura a oéni sklivec hovéziho dobytka [47]. Od zpisobu ptipravy z biologickych zdroja se ale
upustilo kviili jeho naro¢nosti a riziku kontaminace vychozi surovinou zZivocisného ptivodu
(bakterialni endotoxiny, chondroitin sulfat, nukleové kyseliny, NaCl, tézké kovy) [43, 47].
V poslednich dobé je kyselina hyaluronovd ziskavana piedev§im modernimi
biotechnologickymi postupy [43].

Prvni pramyslové pouzivanou metodou piipravy hyaluronanu pro farmaceutické ucely byla
extrakéni metoda. Postup spocival ve zmrazeni suroviny, tedy pupecni $fiitiry nebo kohoutich
hiebinkt, aby doslo k rozruseni bunééné membrany. Dale byla surovina rozfezana na malé
kousky, kyselina hyaluronova extrahovana vodou a vysrazena organickymi rozpoustédly
(chloroform, ethanol, cetylpyridinium chlorid). Vysledny produkt byl pecistén a bylo upraveno
jeho pH, zbytkové necistoty byly 0,5% proteiny, vytéznost koneéného produktu byla az 0,9
g-kg ptivodniho materialu [43].

V soucasnosti jsou vyuzivany biotechnologické postupy vyroby hyaluronanu. Hyaluronan
je syntetizovan jako extracelularni kapsule patogennich streptokoki skupiny A a C
(Streptococcus equi, Streptococcus zoopidemicus, Streptococcus pneumonie) [43, 47]. Pod
mikroskopem se tyto nepohyblivé bakterie jevi jako kulaté nebo ovalné bunky, které jsou
typicky usporddané ve dvojicich nebo fetézcich obklopenych rozlehlou extracelularni kapsuli.
Kapsule brani rozpoznani bakterii imunitnim systémem, chrani je pied reaktivnimi oxidy
uvolnénymi bilymi krvinkami a napomaha migraci skrz epitelové vrstvy [47]. Kultivace
bakterii se provadi v roztoku glukézy s obsahem kvasinek a soli pfi teploté 33 °C a pH 8.5 [43].
Po fermentaci je hyaluronat sodny z kultivaéniho roztoku ziskdn z média filtraci po zahfati,
nasledné se precipituje pridanim ethanolu. Precipitat se opét rozpusti a precipitace pomoci
cetylpyridinu a ethanolu se opakuje az do upIného vycisténi. Pfed kone€nou precipitaci se
provede vyrobni krok, zahrnujici pisobeni aktivniho uhli pro snizeni obsahu bilkovin. Kone¢ny
produkt je ususen [47].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Doposud byla problematika fazové separace systému hyaluronan-kationtovy tenzid feSena
z teoretického hlediska. Tato prace ma spiSe praktické zaméieni. Zamétuje se na nejcastéji
pouzivané koncentrace hyaluronanu a Siroké rozmezi koncentraci tenzidu a zkouma, za jakych
podminek vznikne nejvice kompaktniho gelu. Jako tenzid byly vybrany CTAB a Septonex.
Zatimco CTAB se jiz objevilo v nékterych studiich [48], se Septonexem z fdzového hlediska
nebyly provedeny Zadné studie.

K. Fukada a spol. [48] ve své praci zkouma interakce mezi hyaluronanem sodnym a CTAB,
zamétuje se na fazové chovani, viskozitu a na dynamicky modul pruznosti ve smyku. Fdzovy
diagram tiislozkového systému NaHy-CTAB-voda pti 25 °C (Obr. 13) byl vytvofen vizualnim
pozorovanim. Bylo zjisténo, ze k fazové separaci na dvé faze, jednu s nizkou viskozitou
a druhou s vysokou koncentraci hyaluronanu, dochazi, pokud je koncentrace CTAB mezi
0,03 a 0,35 M a koncentrace polymeru je vyssi nez 0,05 geI. Pii koncentracich tenzidu vyssich
nez 0,35 M dochézelo k ,,znovu rozpusténi srazeniny [48].
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Obr. 13: Fazovy diagram systému NaHy-CTAB-voda p#i 25 °C. Prdzdné krouzky znaci systém pouze
S jednou fazi, vyplnéné krouzky ukazuji dvoufizové systémy [48].

P. Buchold a spol. [42] ve své praci fesi problematiku fazového chovani komplexu
hyaluronan-TTAB (tetradecyltrimethylammonium bromid). Obecné k formovani komplext
u systému polyelektrolyt - opaéné nabity tenzid dochazi v disledku uvoliovani protiontt
a elektrostatickych interakci. Z tohoto divodu jsou komplexy hyaluronan-TTAB citlivé na
iontovou silu roztoku a je potfeba tyto systémy studovat za piesné definovanych podminek. Pro
udrzeni iontové sily na stejné rovni jako je iontova sila v extracelularni matrici byla jako
rozpoustédlo zvolena sl NaBr o koncentraci 160 mM [42].

Pro sestaveni fazového diagramu (Obr. 14) bylo pouzito rozmezi koncentraci hyaluronanu
od 1 mM do 25 mM a TTAB o koncentraci 125; 245 a 496 mM. U jednofazovych roztoka
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(¢tverecky) bylo dosazeno homogenniho roztoku po nékolika dnech extenzivnich michani.
Roztoky byly ¢iré¢ s vyjimkou roztokt s koncentraci hyaluronanu mezi te¢kovanou ¢arou pro
iontovou rovnovahu a spojitou ¢arou oddélujici dvoufazové roztoky, které byly mirné zakalné
(trojiihelnicky). Roztoky lezici ve dvoufazové oblasti (kolecko) byly oddélené do dvou jasné
odliSitelnych fazi pti pozorovani po 48 hodinach po vytvoreni. Jedna faze byla husty zakaleny
gel, ktery m¢l vysokou koncentraci hyaluronanu a druhd faze byla kapalné faze o stejné
viskozité jako Cisté rozpoustédlo. V komplexech, kde rozpoustédlem byla ¢ista voda bez
pfidavku soli, se tvofila pevnd bild srazenina. Tyto poznatky vedly k zavéru, ze
vysokomolekuldrni hyaluronan s TTAB tvoifi pevnou srazeninu, ktera v pfitomnosti soli
nabobtna na hydrogel. VSechny precipitaty/gely mohou byt rozpustény v nadbytku tenzidu
i soli [42].
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Obr. 14: Fazovy diagram systému hyaluronan-7TAB v 160 mM NaBr pii 25 °C [42].

Oba ptedchozi ¢lanky navazovaly na praci K. Thalberga a spol. [9, 36, 37], ktery se zabyval
studiem komplext polyelektrolyt hyaluronat sodny a kationtovy tenzid TTAB ve vodném
prostiedi. Bylo zji§téno, Ze polyelektrolyt a opa¢né nabity tenzid silné asociuji a ve vodném
roztoku se déli do dvou fazi, jedné s nizkou viskozitou a druhé s vysokou viskozitou
a koncentraci polymeru i tenzidu. Mira fazové separace se zvySuje s délkou alkylového fetézce
tenzidu a molekulovou hmotnosti polymeru. Po pfidavku elektrolytu (250 mM NaBr) je fazova
separace narusena, ale pii vyssich koncentracich elektrolytu k fazové separaci opét dochazi [9].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialy
Hyaluronan HyA (hyaluronan o molekulové hmotnosti 600-800 kDa), Mw = 750 kDa,
CPN spol. st. 0., 8. 241214-2-D2
Tenzid CTAB, hexadecyltrimethylammonium bromide, Sigma-Aldrich,
CAS 57-09-0, 8. 117K0730
CTAB, hexadecyltrimethylammonium bromide, Sigma-Aldrich
CAS 57-09-0, 8. SLBT7256
Septonex, karbethopendecinium bromid, GNB chem, CAS 10567-02-9,
S. ST1SEP003
Rozpoustédlo Cista voda, deionizovana voda Milliphore: Purelab: ELGA
NaCl, chlorid sodny, Pentas. r. 0., CAS 7647-14-5, §. 2106210616
Barvivo Sudan Red G, Sigma-Aldrich, CAS 1229-55-6, s. BCBN5381V

4.2 Priprava zasobnich roztoki a vzorki

Byl nachystan zasobni roztok 0,15 M roztoku NaCl, ktery piedstavuje fyziologicky roztok.
Dale byly pfipraveny zasobni roztoky hyaluronanu o koncentracich 2; 1; 0,5; 0,2; 0,1 hm. %
rozpu$ténim navazky vroztoku NaCl a zasobni roztoky CTAB a Septonexu v NaCl
0 koncentraci 0,3 M obarvené barvivem Sudan Red. Dal§im rozied’ovanim byly ptipraveny
roztoky o koncentracich 0,25; 0,2; 0,15; 0,1; 0,075; 0,05; 0,025; 0,015; 0,01 M. Roztoky
hyaluronanu byly skladovany v lednici a ostatni zasobni roztoky pti laboratorni teploté.

Pii ptipravé vzorkli byl smichan hyaluronan s pfisluSnym tenzidem v poméru 1:1
(3ml:3ml) dle tabulky 1. Smés byla 1 min vortexovana a ponechana 24 hodin stat pti
laboratorni teploté bez ptistupu svétla. Pro kazdy tenzid byly vytvoieny dvé sady vzorki, jenom
hyaluronan o koncentraci 0,1 hm. % byla u Septonexu pfidana az pro druhou sadu vzorkd, pro
CTAB byly nachystany kompletni sady.

4.3 Vyhodnoceni vzorki

Pii ptipravé vzorkl byla zvazena prazdna vialka bez vicka, mnozstvi hyaluronanu a cely
roztok. Hmotnost tenzidu byla zjisténa odectenim hmotnosti hyaluronanu od hmotnosti
roztoku. Vzorky byly ponechany stat 24 hodin pii laboratorni teploté a bez ptistupu svétla. Po
té bylo vizudln¢ zhodnoceno, zda se vytvofil gel a jeho barva, stejné tak byl popsan
i supernatant (barva, zékal, viskozita). Vzorky byly ponechany 1 tyden stat za stejnych
podminek.

Po 1 tydnu byly zaznamendny zmény ve vzorcich (barva, zakal) a byl zvaZen cely roztok,
supernatant a gel. Gely ve vialkach byly umistény do susarny pii 50 °C, aby byl zjistén obsah

24



vody v gelu. Gel byl susen po dobu 1 tydne. Po vysuSeni byly gely znovu zvazeny a obsah vody

byl zjistén vypoctem.

Tabulka 1: Priprava vzorkii.

hyaluronan

T, 9] 2,0 1,0 05 0.2 0,1
0,300 0,300 0,300 0,300 0,300
0,250 0,250 0,250 0,250 0,250
0,200 0,200 0,200 0,200 0,200
0,150 0,150 0,150 0,150 0,150
ferzic [M] 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
0,075 0,075 0,075 0,075 0,075
0,050 0,050 0,050 0,050 0,050
0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
0,010 0,010 0,010 0,010 0,010

4.4 Rozpustnost Septonexu a CTAB

Byl namichan nasyceny roztok Septonexu ve dvou vialkach (59 g/100 ml 0,15 M NacCl)
a nasyceny roztok CTAB ve dvou vialkach (18 g/100 ml 0,15 NaCl a 19 g/100 ml 0,15 NaCl).
Vialky byly ponechany stat pfi laboratorni teploté 14 dni pro ustaleni rovnovahy. Po 14 dnech

byla zméfena rozpustnost termogravimetricky. Jako blank byl pouzit 0,15 M NaCl.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem experimentalni ¢asti prace je navrhnout jednoduchou vizudlni metodiku sledovani
separace hydrogelt v systému hyaluronan-kationtovy tenzid a vyuzit ji ke konstrukci
schématického fazového diagramu uvedeného systému. Fézovy diagram je zakladni
charakterizaci viceslozkovych systému. Jsou jim popisovany fazové rovnovahy pomoci tlaku,
objemu, teploty nebo slozeni. Fazovy diagram urcuje vztah mezi dvéma zvolenymi veli¢inami
pii konstantni hodnoté ostatnich veli¢in. Pojem fazovy diagram je v této praci pouzit pro graf,
ktery znazorfuje schéma fazového chovani systému hyaluronan-kationtovy tenzid za
konstantniho tlaku a teploty. Pomoci hydrofobniho solubilizovaného barviva bylo definovano
rizné fazové chovani, které je v grafu zaznaceno pomoci barevnych znacek. Fazovy diagram
se vztahuje k supernatantu.

Jak jiz bylo diskutovano v kapitole 3, z fazového hlediska byl zkoumén pouze CTAB,
Septonex zatim ne. Oproti provedenym studiim je tato prace zamétena vice prakticky, zabyva
se studiem fazového chovani a podminek, za jakych vznikne nejvétsi mnozstvi kompaktniho
gelu.

5.1 Septonex

Pro popis vysledku byla vybrana fada vzorku s hyaluronanem o koncentraci 0,5 % hm. Dalsi
grafy a obrazky byly vlozeny do ptilohy.

5.1.1 Vizualni charakterizace a fazovy diagram

Gely byly vyhodnocovany po 24 hodinach a pak po 1 tydnu stani za tmy pti laboratorni
teploté. Byl sledovan stav supernatantu a gelu (barva, zékal, struktura) a vizualné bylo
vyhodnoceno mnozstvi vytvoreného gelu. Pozorovani gelu i supernatantu je prehledné popsané
tabulkce 2 pro 1. opakovani, pro 2. opakovani byla tabulka vlozena do ptilohy.

Pro prvni i druhé opakovani experimentu bylo pozorovani stejné u vech koncentraci, kromé
2% roztoku hyaluronanu. Pti pozorovani po 24 hodinach byly pozorovany zmény pro
koncentrace tenzidu 10; 50 a 100 mM, jak je vidét pfi srovnani grafi na obrazku 15 a 16. Po
1 tydnu doslo k ustéleni rovnovahy a vysledny fazovy diagram (Obr. 17) je pro obé& opakovani
koncentraci tenzidu (10 a 15 mM) bylo pouze lehce pokryté dno bezbarvou zakalenou vrstvou
gelu, u koncentraci tenzidu, u 1% hyaluronanu pii koncentracich tenzidu 10 a 15 mM
a u 2% hyaluronanu pti koncentracich tenzidu 10; 15 a 25 mM nevznikal kompaktni gel, ale
bezbarva viskdzni kapalina, kterd se drzela na dné a po otoceni vialky se po Case prelila.

Pomoci hydrofobniho barviva Sudan Red byla zjiStovana pfitomnost micelarnich
utvart v roztoku. Pokud byl v supernatantu ptitomny tenzid, zbarvil se supernatant do Cervena.
V nékterych piipadech byl veskery tenzid spotiebovan na tvorbu gelu a supernatant nemél
zadné zbarveni. Pritomnost tenzidu v gelu byla téZz indikovand cCervenym zbarvenim.
U koncentraci, pfi kterych vznikal zakaleny supernatant, se jiz tvofily malé castice, které
rozptyluji svétlo a roztok se jevi zakaleny. Pocet téchto Castic je ale ptiliS maly, proto jesté
nevypadl tuhy gel.

Co se tyCe vizudlniho pozorovani mnozstvi vytvofeného gelu, s rostouci koncentraci
hyaluronanu i tenzidu rostlo mnozstvi gelu. U 300 mM tenzidu s 0,1% hyaluronanem vznikla
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vrstva vysoka piiblizné 1 mm, s 0,2% hyaluronanem 2 mm, s 0,5% hyaluronanem 3-4 mm,
s 1% hyaluronanem 5-6 mm a s 2% hyaluronanem vrstva vysoka ptiblizné 8-10 mm.
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Obr. 15: Fazovy diagram systému Septonex-hyaluronan v 0,15 M NaCl pri pozorovani po 24 hodinach,
1. opakovani, data se vztahuji k supernatantu.
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Obr. 16: Fazovy diagram systému Septonex-hayaluronan v 0,15 M NaCl pri pozorovani po 24 hodindch,
2. opakovani, data se vztahuji k supernatantu.
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Obr. 17: Fazovy diagram systému Septonex-hyaluronan v 0,15 M NaCl pii pozorovani po 1 tydnu,
1. a 2. opakovani, data se vztahuji k supernatantu.

Obr. 18: Gely 24 hodin po priprave, Septonex, 0,5% hyaluronan, 2. opakovani.

Obr. 19: Gely 1 tyden po pripravé, Septonex, 0,5% hyaluronan, 2. opakovani.

28



Tabulka 2: Septonex, 2. opakovani — vizualni charakteristika gelii a supernatantu.

2. opakovani

po 24 hodinach po 1 tydnu
Chyaluronan | Ctenzid ., ..
[% hm.] |[mM] vzhled vzhled mnozstvi vzhled vzhled mnozstvi
supernatantu gelu gelu supernatantu gelu gelu
. , | zakaleny, | tenka vrstva | .. , | zakaleny, | tenka vrstva
10 | ciry, bezbarvy ., 9 ¢iry, bezbarvy , 9
bezbarvy na dné bezbarvy na dné
15 | &irv. begbarvy | &ervent tenka vrstva Sirv. bezbarv zakaleny, | tenka vrstva
1y vy Y na dné r; vy bezbarvy na dné
25 | ¢iry, bezbarvy | Cerveny tenka vrstva éiry, bezbarvy | erveny tenka vrstva
1y vy Y na dné Y vy Y na dné
50 | ¢iry, bezbarvy | erveny tenka vrstva ¢iry, Cerveny éerveny tenka vrstva
Y vy y na dné 1y Y Y na dné
75 ¢iry, Cerveny cerveny tenka vrstva ¢iry, Cerveny éerveny tenka vrstva
01 1y, y y na dné Ty y Y na dné
| 100 | ¢iry, Cerveny | Cerveny tenka vrstva ¢iry, Cerveny derveny tenka vrstva
ik Y Y na dné r; Y Y na dné
150 | ¢iry, Cerveny | Cerveny tenka vrstva éiry, Cerveny derveny tenka vrstva
1y Y Y na dné 1y, Y Y na dné
200 | ciry, Cerveny cerveny tenka vrstva ¢iry, Cerveny cerveny tenka vrstva
1y, Y Y na dné 1y, Y Y na dné
250 | Ciry, Cerveny éerveny tenka vrstva ¢iry, Cerveny éerveny tenka vrstva
1y, y y na dné 1y y Y na dné
300 | &irv. Gervenv | dervent tenkd vrstva Cirv. dervend | Eerven tenka vrstva
1 Y Y na dné r; Y Y na dné
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kalenv. bl zakaleny, | tenka vrstva | .. , . | zakaleny, | tenka vrstva
10 | zakaleny, bily . . ¢iry, bezbarvy . .
bezbarvy na dné bezbarvy na dné
. . | Cerveny, | tenkavrstva | .., . | Cerveny, | tenka vrstva
15 | ¢iry, bezbarvy Y 9 ¢iry, bezbarvy Y .
pevny na dné pevny na dné
. , | Cerveny, | tenkd vrstva | .. , | Cerveny, | tenka vrstva
25 | Ciry, bezbarvy Y 9 ¢iry, bezbarvy Yy .
pevny na dné pevny na dné
50 | &irg , | Cerveny, | tenkawvrstva | .., . . | Cerveny, | tenka vrstva
¢iry, bezbarvy b . ¢iry, Cerveny b .
pevny na dné pevny na dné
75 | iy & , | Cerveny, | tenkavrstva | .., . , | Cerveny, | tenka vrstva
crry, cerveny ; v crry, cerveny , v
02 pevny na dné pevny na dné
NPT , | Gerveny, | tenkawvrstva | .., . , | Cerveny, | tenka vrstva
100 | ciry, Cerveny ; . ciry, Cerveny ; .
pevny na dn¢ pevny na dné
v , | Cerveny, | tenkdwvrstva | .., . , | Cerveny, | tenka vrstva
150 | ¢ciry, Cerveny b 9 ¢iry, cerveny b 9
pevny na dné pevny na dné
5 NPT , | Cerveny, | tenkawvrstva | .., . , | Cerveny, | tenka vrstva
00 | ciry, Cerveny b 9 ¢iry, Cerveny b 9
pevny na dné pevny na dné
250 | &irv. & , | Cerveny, | tenkd vrstva | .., . ., | Cerveny, | tenka vrstva
ciry, cerveny ; v cIry, cerveny ; v
pevny na dné pevny na dné
300 | &irv. & , | Cerveny, | tenkdvrstva | .., . , | Cerveny, | tenka vrstva
ciry, cerveny ; “ ciry, cerveny k “
pevny na dné pevny na dné
. . | zakaleny, | tenka vrstva . . | zakaleny nka vrstv
10 | zakaleny, bily y V3 | Zakaleny, bily | 22<aleny. | tenka vrstva
bezbarvy na dné bezbarvy na dné
. . | zakaleny, | tenkd vrstva . o | Cerveny, | tenka vrstv
15 | zakaleny, bily y 9 zakaleny, bily cerveny, | tenxa S a
bezbarvy na dné pevny na dné
. | Cerveny, | tenkd vrstva . e | Cerveny y
25 | zakaleny, bily oevn ;’ ’ na dné zakaleny, bily C;even ;’ ’ na dné
v , | Cerveny, | tenkdvrstva | .., , | Cerveny y
50 | ¢iry, bezbarvy pevn ;, na dné ¢iry, bezbarvy pevn ;, ’ na dné
. , | Gerveny, | tenkavrstva | .., , | Cerveny, y
75 | ¢iry, bezbarvy Y . ¢iry, bezbarvy Y na dné
05 pevny dno, stény pevny
100 | &irv. & , | Cerveny, | tenkd vrstva | .., . , | Cerveny, .
ciry, cerveny ; v ciry, cerveny ; na dné
pevny dno, stény pevny
150 | &irv. & , | Cerveny, | tenkd vrstva | .., . ., | Cerveny, na dné
ciry, cerveny ; v ciry, cerveny ; v
pevny dno, stény pevny a sténach
200 | &irv. & , | Cerveny, | tenkd vrstva | .. . . ., | Cerveny, na dné
¢iry, cerveny ; o ¢iry, cerveny ; <
pevny dno, stény pevny a sténach
o5 . , | Cerveny, | tenkdvrstva | .., . , | Cerveny, na dné
0 | ciry, Cerveny ; N Ciry, cerveny ; .,
pevny dno, stény pevny a sténach
N , | Gerveny, | tenkawvrstva | .., . , | Cerveny, na dné
300 | ciry, Cerveny ; < Ciry, Cerveny ; .
pevny dno, stény pevny a sténach
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zakaleny, bily, | zakaleny, . zakaleny, bily, | zakaleny, .
10 Jeny, bily Y | asi 1 ml gelu weny, bily Y lasi 1 ml gelu
viskozni bezbarvy viskozni bezbarvy
zakaleny, bily, | zakaleny, . zakaleny, bily, | zakaleny, .
15 L eny, Dily y na dné Leny, Dily Y: | asi 1 ml gelu
viskozni bezbarvy viskozni bezbarvy
. e | Zakaleny, y zakaleny, bily, | zakaleny, | _ .
25 | zakaleny, bily | ~, y na dné JeNYy, DIy, | & Y lasi 1 ml gelu
cerveny viskozni cerveny
. . | Cerveny . . e | Cerveny .
50 | zakaleny, bily Y na dné zakaleny, bily Y na dné
pevny pevny
. , | Cerveny, na dné . , | Cerveny, na dné
75 | ¢iry, bezbar ; . ¢iry, bezbar ; .
s vy pevny a sténach y vy pevny a sténach
. , | Cerveny, na dné . , | Cerveny, na dné
100 | ciry, bezbar b . ¢iry, bezbar s “ s
s vy pevny a sténach s vy pevny a sténach
vy , | Cerveny, na dné vy , | Cerveny, na dné
150 | ¢iry, Cerveny ; ., ¢iry, Cerveny ; .,
pevny a sténach pevny a sténach
200 | &irv. Servens cerveny, na dné Sirv. Serveny cerveny, na dné
iy Y pevny a sténach iy Y pevny a sténach
250 | &irv. Gervens cerveny, na dné &irv. Serveny cerveny, na dné
iy Y pevny a sténach iy Y pevny a sténach
300 | &irv. gervens cerveny, na dné Sir0. Eerveny cerveny, na dné
iy, Y pevny a sténach iy, Y pevny a sténach
Ciry, bezbarvy, | bezbarvy, : ¢iry, bezbarvy, | bezbarvy, :
10 |© ry’.be, vy Wil asiz-4ml |© ry’.be, vy VYol asi3-4ml
viskozni tekuty viskozni tekuty
zakaleny, bily, | bezbarvy, : zakaleny, bily, | bezbarvy, .
15 eny, bily VYo | asi3-4ml eny, bily VYol asi3-4ml
viskozni tekuty viskozni tekuty
zakaleny, bily, | bezbarvy, : zakaleny, bily, | bezbarvy, :
25 ieny, bily YWo | asi3-4ml ieny, bily VYol asi 3-4 ml
viskozni tekuty viskozni tekuty
50 zakaleny, bily, | bezbarvy, na dné zakaleny, bily, | Cerveny, na dné
viskozni zakaleny | asténach viskozni zakaleny | asténach
.. | Cerveny na dn¢ . - | Cerveny na dn¢
75 | zakaleny, bily cerveny, Vd,e zakaleny, bily eerveny, Vd,e
pevny a sténach zakaleny | asténach
. e | Cerveny na dné . . | Cerveny na dné
100 | zakaleny, bily Y s ¢iry, bezbarvy o s
pevny a sténach pevny a sténach
e . | Cerveny, na dné v s . | Cerveny, na dné
150 | ¢iry, bezbar ; ., ¢iry, bezbar ; .,
s vy pevny a sténach s vy pevny a sténach
.o . | Cerveny, na dné .o . | Cerveny, na dné
200 | ¢iry, bezbar ; . . ¢iry, bezbar ; . .
s vy pevny a sténach y vy pevny a sténach
s . | Cerveny, na dné v sy ., | Cerveny, na dné
250 | ¢iry, bezbar ; . éiry, Cerven ; L,
Yy vy pevny a sténach 'y Y pevny a sténach
“ . | Cerveny, na dné v o ., | Cerveny, na dné
300 | ¢iry, bezbar b ., ¢iry, Cerven b .
Yy vy pevny a sténach iy Y pevny a sténach
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5.1.2 Hmotnost gelu

Hmotnost gelu pied vysusenim byla zjist'ovana odlitim supernatantu z vialky a naslednym
vazenim. Jak je patrné z grafu na obrazku 20, mnozstvi gelu ve vialce roste se vzrastajici
koncentraci tenzidu. Bylo tak potvrzeno vizualni pozorovani. Srovnaji-li se vSechny naméfené
hodnoty (Obr. 21), je vidét, ze mnozstvi gelu roste nejen s koncentraci tenzidu, ale
koncentraci tenzidu pro koncentrace hyaluronanu 0,1; 0,2; 0,5 % hm. se tvotil gel v tenké
bezbarvé zakalené vrstvé. U prvnich dvou hodnot 1% hyaluronanu (koncentrace tenzidu
10 a 15 mM) a prvnich ¢étyi hodnot 2% hyaluronanu (koncentrace tenzidu 10; 15; 25; 50 mM)
doslo k vysoké chybé méfeni, proto byly hodnoty vynechany z grafu na obrazku 21. Cely
systém puisobil spise jako viskozni kapalina a nebylo mozné piesné rozlisit fazové rozhrani. Pii
separaci gelu od supernatanu pravdépodobné doslo k odliti ¢asti gelu.

1 X
0.6 +
] X
X
05 +
E ]
>
©
=Y | X
é 04 + X 9 X 1. pokus
= 1 2. pokus
=
03 + X
X
0,2>;K:::::::::::::::::::::::::::::
0 50 100 150 200 250 300

koncentrace tenzidu [mM]

Obr. 20: Zavislost hmotnosti gelu na koncentraci Septonexu pro 0,5% hyaluronan.
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Obr. 21: Zavislost hmotnosti gelu na koncentraci Septonexu pro vsechny koncentrace hyaluronanu,

2. opakovani.

5.1.3 Obsah vody

Vialky s gelem byly vlozeny do susarny a suseny pii 50 °C 7 dn. Po té byl obsah vialky
zvazen a vypoctem zjistén obsah vody. V grafu na obrazku 22je vidét, Ze po odstranéni vody je
zavislost hmotnosti gelu na koncentraci tenzidu ptesnéj$i. Hodnoty pro prvni a druhé opakovani
se témé&f nelisi a pro 1% a 2% hyaluronan se chyba vznikla odlitim ¢asti gelu castecné
eliminovala. Pfi srovnani hmotnosti vysuseného gelu pro vSechny koncentrace hyaluronanu
v zavislosti na koncentraci tenzidu (Obr. 23) se zméni koncentrace, pro které se tvoii nejvice
gelu. Pii koncentracich Septonexu 10-75 mM se tvoti nejvice gelu s 0,5% hyaluronanem, pfi
koncentracich 100-200 mM s 1% hyaluronanem a pii 250-300 mM s 2% hyaluronanem. Graf
na obrazku 24 ukazuje, Ze obsah vody klesa s rostouci koncentraci tenzidu. Tedy obsah suSiny
Vv gelu byl nejvyssi u 300 mM tenzidu.
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Obr. 22: Hmotnost vysuSeného gelu v zavislosti na koncentraci Septonexu pro hyaluronan 0,5%.
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Obr. 23: Hmotnost vysuseného gelu v zavislosti na koncentraci Septonexu pro vsechny koncentrace

hyaluronanu, 2. opakovani.
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Obr. 24: Zavislost obsahu vody v gelu na koncentraci Septonexu, 0,5% hyaluronan.

5.1.4 Rozpustnost

Stanoveni rozpustnosti bylo provedeno jako orientacni zkouska. Pivodné bylo navazeno
16 g/100 ml 0,15 M NacCl, ale v této koncentraci se Septonex rozpustil, proto byla koncentrace
zvySena az na 59 g/100 ml 0,15 M NacCl. Pti této koncentraci se Septonex také rozpustil, ale
kapalina byla velmi viskozni. Byla provedena termogravimetricka analyza a vyhodnocenim
vysledkl bylo zjisténo, Ze rozpustnost Septonexu je minimalné 39 mgseptonex/200 Mgo,15 M Nacl.
Je mozné, ze Septonex tvoril hydratované krystaly a tedy se z n¢j stal hydrat.

V préci byla pouzita nejvyssi koncentrace 300 mM, protoZe s vySsi koncentraci by se hif
pracovalo kviili viskozité a vyssi koncentrace se jiz nedaji vyuzit v medicinskych aplikacich
kvili vysokym dezinfekénim a antiseptickym G¢inkim.

52 CTAB

Pro popis vysledkii byla vybrana fada vzorkd s hyaluronanem o koncentraci 0,5 % hm. Dalsi
grafy a obrazky byly vlozeny do piilohy.

5.2.1 Vizualni charakterizace a fazovy diagram

Podobné jako u Septonexu bylo pozorovani pro 1. a 2. opakovani stejné, aZ na nckteré
koncentrace tenzidu u 0,2%, 1% a 2% hyaluronanu. Pfi pozorovani po 24 hodinach od vytvofeni
byly pozorovany zmény u 150 mM CTAB, 0,2% hyaluronan; 200 mM CTAB, 1% hyaluronan
a 75 mM a 100 mM, 2% hyaluronan. Zmény jsou patrné pii srovnani grafii na obrazku 25 a 26.
Po 1 tydnu doslo k ustdleni rovnovahy a vysledny fazovy diagram (Obr. 27) je pro obé
opakovani stejny, stejné¢ jako u Septonexu. K fazové separaci dochazi v celém koncentra¢nim
rozmezi, pevny gel se ale nevytvofil vzdy. Pro tenzid 10 mM nevznikala kompaktni hmota, ale
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tekuty gel a to od koncentrace hyaluronanu 0,2 % hm., pro 2% hyaluronan byl gel ¢iry, pii
ostatnich koncentracich zakaleny. U 1% hyaluronanu vznikal tekuty gel do 25 mM, v ptipadé
2% hyaluronanu az do 50 mM. Gel se drzel u dna vialky a po Case se prelil.

Ptitomnost micelarnich utvarti v roztoku byla zjiStovana pomoci hydrofobniho barviva
Sudan Red. Pokud tenzid ziistal pfitomny v supernatantu, zbarvil se do ¢ervena, byl-li pfitomny
v gelu, gel mél také Cervené zbarveni. V nékterych ptipadech byl supernatant ¢iry a bezbarvy,
Vv jinych ¢iry, Cerveny nebo zakaleny, ¢erveny. Vznikal-li zakaleny supernatant, byly v roztoku
pfitomny malé castice rozptylujici svétlo, ale nebyly v dostate¢né koncentraci potifebné
k zformovani gelu.

Vizualnim pozorovanim mnozstvi gelu bylo zjisténo, ze s rostouci koncentraci hyaluronanu
i tenzidu roste mnozstvi gelu. Gel vznikal na dné€ i na sténach a obcas jako prstenec kolem
vnitini stény vialky. ProtoZe byl gel rozptyleny po celé vialce, Spatn€ se odhadovala vyska
geloveé vrstvy.

20 T [ ] [ [ (@)
15 +
—_ 1 @ zakaleny, Cerveny
E O ¢iry, bezbarvy
=, @ iry, Serveny
< 4
E‘ 10 ¢ e © © © i i ¢iry, prihledny, pomalu tece
© zakaleny, ¢erveny, pomalu tece
zakaleny, bily, pomalu tece
05 +re®e® O O e ° ° ° e  ®zakaleny, bily
+ @O [ ] [ [ [ [ [ [
[eoXe) [ ] [ [ [ [ [ [
0.0 t +—+— ——————t—
0 50 100 150 200 250 300

¢ tenzid [mM]

Obr. 25: Fazovy diagram systému CTAB-hyaluronan v 0,15 M NaCl pFi pozorovani po 24 hodindch,
1. opakovéni, data se vztahuji k supernatantu.
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Obr. 26: Fazovy diagram systému CTAB-hyaluronan v 0,15 M NaCl p#i pozorovani po 24 hodinach,

2. opakovani, data se vztahuji k supernatantu.
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Obr. 27: Fazovy diagram systému CTAB-hyaluronanu v 0,15 M NaCl pri pozorovani po 1 tydnu,

1. a 2. opakovani, data se vztahuji k supernatantu.
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Obr. 28: Gely 24 hodin po pripravé, CTAB, 0,5% hyaluronan, 2. opakovani.

Obr. 29: Gely 1 tyden po priprave, CTAB, 0,5% hyaluronan, 2. opakovani.
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Tabulka 3: Septonex, 2. opakovani — vizualni charakteristika gelii a supernatantu.

2. opakovani
po 24 hodinach po 1 tydnu
100 b | | vzhled vzhled | mnoZstvi |  vzhled vzhled | mno¥stvi
supernatantu gelu gelu supernatantu gelu gelu
tenka
10 |¢iry, bezbarvy | Cerveny plave ¢iry, bezbarvy | cerveny | vrstva dno,
stény
tenka
15 |¢iry, bezbarvy | cCerveny plave ¢iry, bezbarvy | Cerveny | vrstva dno,
stény
tenka
25 |ciry, bezbarvy | cCerveny stény ¢iry, bezbarvy | Cerveny | vrstva dno,
stény
tenka tenka
50 | ¢iry, Cerveny | Cerveny | vrstvadno, | Ciry, Cerveny | Cerveny | vrstva dno,
stény stény
tenka tenka
75 | ¢iry, Cerveny | Cerveny | vrstvadno, | Ciry, Cerveny | Cerveny | vrstva dno,
01 stény stény
' tenka tenka
100 | ¢iry, Cerveny | cerveny | vrstvadno, | Ciry, Cerveny | cCerveny | vrstva dno,
stény stény
. tenka tenka
150 zakaleny, Cerveny | vrstvadno, | ¢iry, Cerveny Cerveny | vrstva dno
cerveny Y N ' Ty, Y Y N '
stény steny
zakaleny, ] , tenka o ’ ) ’ tenka
200 Serveny Cerveny | vrstvadno, | ¢iry, Cerveny | Cerveny | vrstva dno,
stény stény
. tenka tenka
250 zakaleny, Cerveny | vrstvadno, | ¢iry, Cerveny Cerveny | vrstva dno
cerveny Y N ’ Rt Y Y y '
steny steny
zakaleny, ] , tenka o ’ ) ’ tenka
300 Serveny Cerveny | vrstvadno, | ¢iry, Cerveny | Cerveny | vrstva dno,
stény stény
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zakaleny, |zakaleny, St zakaleny,
10 veny v <1lml zakaleny, bily aeny, <1ml
bily tekuty tekuty, Cerveny
¢iry, . . | tenkdvrstva | .., , < , tenka vrstva
15 .| Cerveny y ¢iry, bezbarvy cerveny .
bezbarvy dno, stény dno, stény
¢iry, y , tenka vrstva | .., , y , tenka vrstva
25 .| Cerveny y ciry, bezbarvy cerveny .
bezbarvy dno, stény dno, stény
¢iry, . , tenka vrstva | .., . , y , tenka vrstva
50 y , cerveny y ¢iry, cerveny cerveny o
cerveny dno, stény dno, stény
ciry, N , tenka vrstva | .., . , N , tenka vrstva
75 y , cerveny y ciry, cerveny cerveny »
0.2 cerveny dno, stény dno, stény
¢iry, y , | tenkawvrstva | .., . , . , tenka vrstva
100 " , cerveny y ciry, Cerveny cerveny y
cerveny dno, stény dno, stény
zakaleny, | . , | tenkawvrstva | .., . , . , tenka vrstva
150 N g cerveny y ciry, Cerveny cerveny .
cerveny dno, stény dno, stény
zakaleny, | . , | tenkawvrstva | .., . , « , tenka vrstva
200 y g cerveny y ¢iry, Cerveny cerveny »
cerveny dno, stény dno, stény
zakaleny, | . , | tenkawrstva | .., . , . , tenka vrstva
250 y , cerveny y ¢iry, Cerveny cerveny »
cerveny dno, stény dno, stény
zakaleny, | . , | tenkawvrstva | ..., . , . , tenka vrstva
300 N , cerveny y ¢iry, Cerveny cerveny y
cerveny dno, stény dno, stény
zakaleny, |zakaleny, . zakaleny, bily, zakaleny, .
10 Leny b4 asi 1 ml Jeny, Dily b4 asi 1 ml
bily tekuty viskozni tekuty
zakaleny, |zakaleny,| tenka vrstva Lt zakaleny, y
15 veny y y y zakaleny, bily y y na dné
bily cerveny dno, stény cerveny
zakaleny, |zakaleny,| tenka vrstva Lt zakaleny, y
25 Leny, | z8 y » zakaleny, bily y y na dné
bily cerveny dno, stény cerveny
ciry cerveny, y . . , , y
50 - b dno, stén ¢iry, bezbar cerveny, pevn dno, stén
bezbarvy pevny ) y ry, vy y, pevny ) y
ciry, cerveny, y e . , , y
75 . b dno, stén ¢iry, bezbar cerveny, pevn dno, stén
bezbarvy pevny , y ry, vy y, pevny ) y
0’5 w . 4 W 4
ciry, cerveny, y T | , , y
100 9 , ; dno, stén ¢iry, Gerveny | Cerveny, pevi dno, stén
cerveny pevny Y ry Y Y, peviy Y
ciry, cerveny, y N . , , “
150 M , ; dno, stén ¢iry, Cerveny | Cerveny, pevn dno, stén
cerveny pevny Y ry Y Y, peviy Y
¢iry, Cerveny, N v x . , , y
200 . , ; dno, stén ¢iry, Cerveny | ¢erveny, pevn dno, stén
Serveny pevny ) y ry, y y, pevny > y
¢iry, cerveny, < v« |« , , <
250 " , b dno, stén ¢iry, Cerveny | cerveny, pevn dno, stén
Serveny pevny ) y ry, y y, pevny ) y
¢iry, Cerveny, < v x . , , y
300 . , ; dno, stén éiry, Gerveny | Cerveny, pevi dno, stén
cerveny pevny y Y Y Y peviy Y
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zakaleny, bily,

zakaleny, bily,

10 viskozni zakaleny, tekuty | asi2 ml viskozni zakaleny, tekuty | asi 2 ml
zakaleny, bily, zakaleny, . zakaleny, bily, zakaleny, :
15 viskozni Cerveny, tekuty asi 2 ml viskozni ¢erveny, tekuty asi 2 m|
o5 zaka_leny, b,| ly, ) zak,aleny, L asioml zaka_leny, b,| ly, ) zaka}leny, asi2zml
viskozni Cerveny, tekutéjsi viskozni ¢erveny, tekuty
S zakaleny, dno, s | s , , dno,
50 | zakaleny, bily Serveny stény zakaleny, bily | ¢erveny, pevny stény
s | , , dno, |... |« , .| dno,
75 | zakaleny, bily | cerveny, pevny stény ¢iry, bezbarvy | Cerveny, pevny stény
100 | ¢iry, bezbarvy | Cerveny, pevny dno, ¢iry, bezbarvy | Cerveny, pevny dno,
’ ’ stény ’ ’ stény
150 | ¢iry, bezbarvy | Cerveny, pevny dno, ¢iry, Cerveny | Cerveny, pevny dno,
’ ’ stény ’ ’ stény
200 | ciry, Cerveny | Cerveny, pevny dno, ¢iry, Cerveny | Cerveny, pevny dno,
’ ’ stény ’ ’ stény
250 | ciry, Cerveny | Cerveny, pevny dno, ¢iry, Cerveny | Cerveny, pevny dno,
’ ’ stény ’ ’ stény
300 | ciry, Cerveny | cCerveny, pevny dno, ¢iry, Cerveny | Cerveny, pevny dno,
’ ’ stény ’ ’ stény
¢iry, bezbarvy, . | 4 ¢iry, bezbarvy, bezbarvy, i
10 viskozni bezbarvy, tekuty | 3-4 ml viskozni tekuty 3-4ml
zakaleny, bily, . . ¢iry, bezbarvy, bezbarvy,
15 viskozni bezbarvy, tekuty | 3-4 mi viskozni tekuty 3-4ml
zakaleny, bily, . . zakaleny, bily, bezbarvy,
25 viskozni bezbarvy, tekuty | 3-4 mi viskozni tekuty 3-4ml
. . S zakaleny,
50 | zak,alepy,, N zak’aleny, Azam zaka_leny, b/lly, Serveny, 3-4ml
cerveny, viskdzni | Cerveny, tekuté;si viskozni v
tekutéjsi
75 |, zalfalepy,, . zak’aleny, ... | 3-4 ml | zakaleny, bily cerveny. d[m,
cerveny, viskézni | Cerveny, tekutéjsi pevny stény
e . , , dno, . L cerveny, dno,
100 | zakaleny, bily cerveny, pevny stény zakaleny, bily pevny stény
P . , , dno, s L Cerveny, dno,
150 | zakaleny, bily cerveny, pevny stény zakaleny, bily pevny stény
S y , , | dno, | .., , Cerveny, dno,
200 | zakaleny, bily | cerveny, pevny stény ¢iry, bezbarvy pevny stény
P . , , dno, ., , Cerveny, dno,
250 | zakaleny, bily ¢erveny, pevny stény ¢iry, bezbarvy pevny stény
e, , . , , dno, . , cerveny, dno,
300 | ¢iry, bezbarvy | cerveny, pevny stény ¢iry, bezbarvy pevny stény
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5.2.2 Hmotnost gelu

Jak jiz bylo zminéno, mnoZstvi vytvoreného gelu ve vialce roste se vzriistajici koncentraci
tenzidu (Obr. 30). Srovnanim vSech namétenych hodnot v grafu na obrazku 31 se potvrzuje, ze
mnozstvi gelu roste také s koncentraci hyaluronanu. Nejvice gelu se tvotilo u 2% hyaluronanu,

gelem v tenké vrstve, obCas vznikly gel plaval v supernatantu. Pti pouziti 1% hyaluronanu
a10a 15 mM tenzidu a 2% hyaluronanu a 10; 15; 25; 50 mM tenzidu doslo k velké chybé
méfeni, proto byly hodnoty vynechany z grafu na obrazku 31. Stejné jako u Septonexu, systém
pusobil jako bezbarva viskézni kapalina a nebylo mozné piesné rozlisit fdzové rozhrani. Je
pravdépodobne, Ze pii separaci gelu od supernatantu doslo k odliti ¢asti gelu, a proto byla
hmotnost odli§né od ostatnich hodnot a pro 1. a 2. opakovéani.
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=
> X
©
= ] X
é 04 1 X 1. pokus
= ]
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g X
03 T
X
X
T %
92 +—-“++—"t+—t+—t—tt+t+t++t++t+—+—+—t—+—+—+—+t—+—t—+—+———+—++]
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Obr. 30: Zavislost hmotnosti gelu na koncentraci CTAB pro 0,5% hyaluronan.
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Obr. 31: Zavislost hmotnosti gelu na koncentraci CTAB pro vsechny koncentrace hyaluronanu,
2. opakovani.

5.2.3 Obsah vody

Po odstranéni vody z gelti doslo k ¢astecnému eliminovani chyb pii oddélovani supernatantu
od gelu. Z grafu na obrazku 32 je patrné, Ze zavislost hmotnosti na koncentraci tenzidu je
presnéjsi. Hodnoty pro prvni a druhé opakovani jsou téméf totozné. V grafu na obrazku 33 jsou
srovnané zavislosti hmotnosti vysuSeného gelu na koncentraci tenzidu pro vsechny koncentrace
hyaluronanu. Stejné jako u Septonexu, i u CTAB se zménily koncentrace, pro které se tvoii
nejvice gelu, ale méné vyrazné. Pii koncentracich CTAB 10-15 mM se tvofi nejvice gelu
S 2% hyaluronanem, pii 50 mM je stejné mnozstvi gelu pro 0,5% a 1% hyaluronan, pfi 75 mM
S 1% hyaluronanem, pti 100 mM vznikalo stejné mnozstvi gelu pro 1% a 2% hyaluronan a pro
koncentrace 150-300 mM bylo nejvétsi mnozstvi gelu opét s 2% hyaluronanem. Obsah vody
v gelech klesa s rostouci koncentraci tenzidu, jak je vidét v grafu na obrazku 34.
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Obr. 32: Hmotnost vysuSeného gelu v zavislosti na koncentraci CTAB pro hyaluronan 0,5%.
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Obr. 33: Hmotnost vysuseného gelu v zavislosti na koncentraci CTAB pro vSechny koncentrace
hyaluronanu, 2. opakovani.
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Obr. 34: Zavislost obsahu vody v gelu na koncentraci CTAB, 0,5% hyaluronan.

5.2.4 Rozpustnost

Stanovit rozpustnost CTAB bylo jednodussi nez u Septonexu. Nasyceny roztok byl
namichan jiz prvnim pokusem. Pii koncentraci 18 g/100 ml 0,15 NaCl a 19 g/100 ml 0,15 NaCl
se na dné¢ vialky tvofila vrstva nerozpusténého tenzidu. Vyhodnocenim vysledki
z termogravimetrie byla rozpustnost CTAB stanovena na 13 mgctas/100 mgo,15 M Nacl.

5.3 Zpétna hydratace vysuSenych geli

Ke gelliim vytvofenych z tenzidu 300 mM a hyaluronanu 2% byly pfidany 3 m10,15 M NaCl,
aby bylo prozkoumano, zda se ze susiny opét zformuje gel. Gel byl kontrolovan po tydnu a bylo
zjisténo, ze gel nabobtna do plivodniho stavu. Vzhled supernatantu zustal ¢iry, bezbarvy (zména
oproti gelu z 300 mM Septonexu pied vysuSenim) a vytvofil se Cerveny gel asi v 7 mm vrstve,
mnozstvi gelu se oproti gelu pred vysuSenim témét nezmenilo.
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Obr. 35: Porovndni vysuseného a hydratovaného gelu.

5.4 Srovnani Septonexu a CTAB

Interakce obou tenzidi s hyaluronem byly velmi podobné. V obou piipadech doslo
K ustaleni fazové rovnovahy az po 1 tydnu po vytvoreni gelti. Pro 1% a 2% hyaluronan vznikaly
tekuté gely, neboli bezbarvé viskézni kapaliny. U CTAB vznikaly castéji zakalené
supernatanty, tedy byly vroztoku pfitomny malé Castice rozptylujici svétlo, ale nebyly
v dostateéné koncentraci potiebné kzformovani gelu. V ptipadé Septonexu se <Castéji
vyskytovalo cervené zbarveni supernatantu, coz indikuje piitomnost micelarnich utvard
v roztoku. Z grafu na obrézku 36 pro 0,5% hylauronan, ktery byl vytvofeny z praméru
hmotnosti obou opakovani, Ize vy¢ist, ze v komplexech hyaluronan-CTAB se tvotilo vice gelu,
nez se Septonexem. Obsah vody se liSil pro rizné koncentrace hyaluronanu. Pro
0,1% a 0,2% hyaluronan byl obsah vody vyrovnany az do 150 mM, od 200 mM byl obsah vody
vyssi u Septonexu. Pro 0,5% hyaluronan v oblasti 10-25 mM byl obsah vody vy$si u CTAB,
v oblasti 50-150 mM vyrovnany a od 200 mM vyssi u Septonexu. U 1% hyaluronanu v oblasti
10-75 mM byl vétsi obsah vody u CTAB, v oblasti 100-150 mM obsah vody vyrovnany
a v oblasti 200-300 mM opét u Septonexu. U 2% hyaluronanu byl v oblasti 10-25 mM obsah
vody vyrovnany, v oblasti 50-150 mM obsah vody vétsi u CTAB a v oblasti 200-300 mM
u Septonexu. Obrdzek 37 zobrazuje prumérné hodnoty pro 0,5% hyaluronan. Dalsi grafy
srovnani jak hmotnosti, tak obsahu vody jsou vlozeny do ptiloh.
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Obr 36: Srovnani hmotnosti gelii pro oba tenzidy pro 0,5% hyaluronan, graf byl vytvoreny z primérnych
hodnot z obou opakovani.
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Obr. 37: Srovndni obsahu vody v gelech pro oba tenzidy pro 0,5% hyaluronan, graf byl vytvoreny
Z priumérnych hodnot z obou opakovani.
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6 ZAVER

Bakalaiska prace se zabyva zkoumanim interakci mezi polyelektrolyty a tenzidy, konkrétné
interakci hyaluronanu a CTAB a hyaluronanu a Septonexu, které spolu tvoii hydrogely.
Soucasti této prace bylo i zpracovani literarni reSerSe na dané téma.

Prvni ¢asti experimentdlni prace byla zaméfena na vizualni charakteristiku vzniklych
hydrogelti a na sestrojeni fazového diagramu, tedy grafu, ktery znazoriuje schéma fazového
chovani systému hyaluronan-kationtovy tenzid za konstantniho tlaku a teploty. K tvorbé gelu
byly pouzity nejcastéji vyuzivané koncentrace hyaluronanu a Siroké rozmezi koncentraci
tenzidu v modelu fyziologického roztoku 0,15 M NaCl. Bylo zjiSténo, Ze v celém rozmezi
koncentraci dochazi k fazové separaci. V nejnizsich koncentracich tenzidu (10-15 mM)
nevznikal pevny gel, ale tekuty pfipominajici bezbarvou viskozni kapalinu, ktera se po Case
prelila. V ostatnich koncentracich (25-300 mM) vznikalo rizné mnozstvi pevného gelu bud’ na
dné, nebo na sténach vialky. Pomoci hydrofobniho solubilizovaného barviva bylo definovano
rizné fazové chovani. Jak je vidét ve vysledném fazovém diagramu, dochédzelo ke vzniku
5 typl supernatantu — Ciry, bezbarvy; Ciry, Cerveny; zakaleny, bily; pomalu se tdhnouci
zakaleny a pomalu se tdhnouci &iry. Cervené zbarveni indikovalo p¥itomnost hydrofobni
slozky - tenzidu, vroztoku, zakaleni pfitomnost ¢astic rozptylujicich svétlo, ale v nizké
koncentraci potfebné k tvorbé gelu.

Druhé ¢ast se zabyvala zjisténim, pfi jakych koncentracich dochédzi ke vzniku nejvétsiho
mnozstvi gelu. Se stoupajici koncentraci jak hyaluronanu, tak i tenzidu, vznikalo vétsi mnozstvi
gelu. Obsah vody klesal se stoupajici koncentraci tenzidu. Pro koncentrace 10-25 mM byl obsah
vody piiblizné stejny, od 50 mM byl nejvétsi obsah vody v gelech pro 2% hyaluronan.

Hlavnim cilem prace bylo sestrojit schématicky fazovy diagram pro uvedeny systém
a upfesnit podminky, za kterych vznikne nejvice gelu. Lze tedy konstatovat, Ze cil byl splnén.
Tato prace ukazala, ze k fazové separaci dochazi v celém rozmezi koncentraci, i kdyZz ne
vSechny gely maji potfebné vlastnosti k dalSimu pouziti. Z vysledki této prace jako
nejvhodnéjsi koncentrace tenzidu a hyaluronanu pro vyuziti v praxi vyplyvaji 0,5% hyaluronan
a tenzid 50-300 mM, 1% hyaluronan 75-300 mM a 2% hyaluronan a Septonex 100-300 mM
a CTAB 200-300 mM.
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Priloha 1: Septonex, 1. opakovani — vizualni charakteristika gelii a supernatantu.

1. opakovani
po 24 hodinach po 1 tydnu
CHyA Ctenzid ., .,
[% hm.]|[mM] vzhled vzhled mnozstvi vzhled vzhled mnozstvi
supernatantu gelu gelu supernatantu gelu gelu
. . | zakaleny, | tenkd vrstva | .. , . | zakaleny, | tenka vrstva
10 | zakaleny, bily y 9 ¢iry, bezbarvy y .
bezbarvy na dné bezbarvy | nadné
., . | Cerveny, |tenkavrstva | .., , | Cerveny, |tenka vrstva
15 | ¢iry, bezbarvy Y . ¢iry, bezbarvy Y <
pevny na dné pevny na dné
., . | Gerveny, |tenkavrstva | .., . | Gerveny, |tenka vrstva
25 | Ciry, bezbarvy Y . ¢iry, bezbarvy Y .
pevny na dné pevny na dné
y , | Cerveny, | tenkdvrstva | .., . , | Cerveny, |tenka vrstva
50 | ciry, bezbarvy ; 9 ciry, cerveny b 9
pevny na dné pevny na dné
vy , | Cerveny, |tenkdwvrstva | .., . , | Cerveny, |tenka vrstva
75 | ciry, Cerveny ; 9 ¢iry, erveny b 9
02 pevny na dné pevny na dné
’ NPT , | Cerveny, |tenkdwvrstva | .., . . | Cerveny, |tenka vrstva
100 | ciry, Cerveny ; . ciry, erveny b .
pevny na dné pevny na dné
N , | Cerveny, | tenkdvrstva | .., . , | Cerveny, |tenka vrstva
150 | ciry, Cerveny b < ciry, cerveny b <
pevny na dné pevny na dné
NPT , | Cerveny, |tenkdvrstva | .., . , | Cerveny, |tenkd vrstva
200 | ciry, ¢erveny b . ciry, cerveny b .
pevny na dné pevny na dné
. o , | Cerveny, |tenk&wvrstva | .., . , | Cerveny, |tenka vrstva
250 | ciry, Cerveny b 9 ¢iry, Cerveny b 9
pevny na dné pevny na dné
NPT , | Cerveny, |tenkawrstva| .., . . | Cerveny, |tenk& vrstva
300 | ciry, Cerveny b 9 ¢iry, Cerveny b 9
pevny na dné pevny na dné
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. .. | zakaleny, | tenka vrstva | zakaleny, | zakaleny, | tenka vrstva
10 | zakaleny, bily . . o . .
bezbarvy na dné bily bezbarvy na dné
. . | Cerveny, | tenkd vrstva | zakaleny, Cerveny, na dné
15 | zakaleny, bily Y 9 Leny Y .,
pevny na dné bily pevny a sténach
. . | Cerveny, |tenkavrstva | zakaleny, cerveny, na dné
25 | zakaleny, bily Y 9 Leny Y .
pevny na dné bily pevny a sténach
. ., | Cerveny, | tenka vrstva ¢iry, derveny, na dné
50 |¢iry, bezbarvy Y . s Y .
pevny na dné bezbarvy pevny a sténach
. , | Cerveny, | tenka vrstva ¢iry, derveny, na dné
75 | ¢iry, bezbarvy Y . Y Y <
05 pevny na dné bezbarvy pevny a sténach
’ v , | Cerveny, |tenkdwvrstva | .., . , | Cerveny, na dné
100 | ciry, Cerveny ; " ciry, erveny ; “ .
pevny na dné pevny a sténach
PN , | Cerveny, |tenkdwvrstva | .., . , | Cerveny, na dné
150 | ¢iry, Cerveny b 9 ¢iry, erveny : .
pevny na dné pevny a sténach
v . | Cerveny, e , | Cerveny, na dné
200 | ciry, Cerveny Y 2-3mm | Ciry, Cerveny 4 .
pevny pevny a sténach
e o , | Cerveny, ey , | Cerveny, na dné
250 | ciry, Cerveny Y 2-3mm | Ciry, Cerveny Yy .
pevny pevny a sténach
vy , | Cerveny, ey , | Cerveny, na dn¢é
300 | ciry, Cerveny Y 3-4 mm | Ciry, Cerveny Yy .
pevny pevny a sténach
zakaleny, bily, | bezbarvy, | __. zakaleny, | bezbarvy, | __.
10 ieny, bily vy asilmlgelu| ... . Y vy asi 1 ml gelu
viskdzni tekuty bily, viskozni | tekuty
zakaleny, bily, | bezbarvy, | __. zakaleny, cerveny y
15 eny, bily vy asilmigelu| ...~ . Y, Y na dné
viskdzni tekuty bily, viskozni | tekuty
. - | Cerveny, | tenk& vrstva zakaleny, cerveny y
25 | zakaleny, bily Y . caxaieny, Y na dné
pevny na dné bily, viskozni | pevny
. . | Cerveny, | tenkd vrstva . o | Gerveny na dné
50 | zakaleny, bily Y e | zakaleny, bily Y on
pevny na dné pevny a sténach
v . | Cerveny, e .| Cerveny, na dné
75 | ¢iry, bezbar ; 2mm ¢iry, bezbar b .
1 1y vy pevny 'y vy pevny a sténach
. , | Cerveny, . . | Cerveny, na dné
100 | ¢iry, bezbar ; 2-3 mm ¢iry, bezbar ; .,
iy vy pevny 'y vy pevny a sténach
wo % .| Cerveny s« ., | Cerveny na dné
150 | ¢iry, Cerveny Y 2-3 mm ¢iry, cerveny > .
pevny pevny a sténach
v , | Cerveny s x , | Cerveny, na dné
200 | ciry, Cerveny Y 4-5 mm ¢iry, Cerveny Y “ s
pevny pevny a sténach
v , | Cerveny, v , | Cerveny, na dné
250 | ciry, Cerveny Y 4-5mm ¢iry, Cerveny Y .
pevny pevny a sténach
sy , | Cerveny, vy , | Cerveny, na dné
300 | ciry, Cerveny Y 5-6 mm ciry, Cerveny Yy .
pevny pevny a sténach
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o [yt Tons ] iz | i, || iz
15 bilz)'?k\?ilsel?gz’nl’ beéﬁﬁgy asi 3-4 m| biﬁk\?ilsel?gz'ni beéﬁﬁi;y asi 3-4 m|
25 bi?k\?ils?l?gz’ni beéﬁii;y asi 3-4 m| biﬁk\?;:l?gz'ni °§§Eﬁi‘yy asi 3-4 m|
o gy gy | o | it o, | i3l
T zakaleny, bily C;rgfrf;y a0 | zakaleny, bily Cf)‘;/erf;y e
100 | &iry, bezbarvy C;‘;ergf 5mm | &iry, bezbarvy ngvverfyy | e
150 | &iry, bezbarvy CZZ‘\’/W 5-6mm | ¢&iry, bezbarvy Cg?very a‘;?éi‘;ih
200 | &iry, bezbarvy ";?Veg 7-8mm | giry, bezbarvy Cg‘évverfy aft‘éi‘;ih
250 | ciry, bezbarvy é;g/fg’ 7-8 mm | Ciry, Cerveny é;s\,/e;g” aziéigih
300 | giry, bezbarvy C;xfrf;y 8-10mm | &iry, derveny C;‘;/erf;y e

Priloha 2: Gely 24 hodin a 1 tyden po priprave, Septonex, 0,2% hyaluronan, 1. opakovani.

'I. -
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Priloha 3: Gely 24 hodin a I tyden po priprave, Septonex, 0,5% hyaluronan, 1. opakovani.

Priloha 4: Gely 24 hodin a 1 tyden po priprave, Septonex, 1% hyaluronan, 1. opakovani.

1. opakovani, po 24 h

1. opakovani, po 1 tydnu

Priloha 5: Gely 24 hodin a 1 tyden po pripravé, Septonex, 2% hyaluronan, 1. opakovani.

1. opakovani, po 1 tydnu
- - -

¥
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Priloha 6: Gely 24 hodin a I tyden po priprave, Septonex, 0,1% hyaluronan, 2. opakovani.

2. opakovéni po 1 tydnu -
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Priloha 9: Gely 24 hodin a 1 tyden po priprave, Septonex, 2% hyaluronan, 2. opakovani.

2. opakovani, po 24 h

2. opakovani, po 1 tydnu

Priloha 10: Z&vislost hmotnosti gelu na koncentraci Septonexu pro 0,1% hyaluronan.

0.22 +
X
0.18 +
= x
=]
= X
o))
g
= X
g X
c
014 X
X X
X
X
910 +—4—msm————— "+ttt
0 50 100 150 200 250 300

koncentrace tenzidu [mM]

X 2. pokus
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Priloha 11: Zavislost hmotnosti gelu na koncentraci Septonexu pro 0,2% hyaluronan.

0.36 T
X
0.30 +
X X
=
>
3 X
= 024 1
g X 1. pokus
o
2. pokus
E x X
X
018 + . X
1 R
1 x
012 +—+—F—+—+—+"4—+—+—"+—+—+—+—+—+F—+++—+F—+—+—+—+—F—+—+—+—+—1
0 50 100 150 200 250 300
koncentrace tenzidu [mM]
Priloha 12: Zavislost hmotnosti gelu na koncentraci Septonexu pro 1% hyaluronan.
11 +
09 1 %
— A X
=2
>
)
207 1 %
é % 1. pokus
o
2. pokus
E % P
X
05 +
X
X
T X
0,3>:<:::::::::::::::::::::::::::::
0 50 100 150 200 250 300

koncentrace tenzidu [mM]
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Priloha 13: Zavislost hmotnosti gelu na koncentraci Septonexu pro 2% hyaluronan.

24 T+
X

18 +
=)
— X
>
©
o))
= X
8 % 1. pokus
=]
= 2. pokus
=

1.2 +

X
X
X
x X
X
0,6::::>.K::::::::::::::::::::::::I
0 50 100 150 200 250 300

koncentrace tenzidu [mM]

Priloha 14: Zavislost hmotnosti gelu na koncentraci Septonexu pro vsechny koncentrace hyaluronanu,
1. opakovani.

20 T
15+
=
=
S 0,2 % hm.
+ 10 T
8 0,5 % hm.
=
= 1,0 % hm.
e
2,0 % hm.
05 +
00 +—+—"rur—+—"t+——4++++t+ 4

0 50 100 150 200 250 300
koncentrace tenzidu [mM]
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Priloha 15: Hmotnost vysuseného gelu v zavislosti na koncentraci Septonexu pro 0,1% hyaluronan.

0.03

0.02

0.01

hmotnost vysu$eného gelu [g]

0.00

2. pokus

50

100 150 200

koncentrace tenzidu [mM]

250

300

Priloha 16: Hmotnost vysuseného gelu v zdvislosti na koncentraci Septonexu pro 0,2% hyaluronan.

o o
5 al

hmotnost vysuSencho gelu [g]
© ¢ ¢
w

0.02

0.01

X 1. pokus
2. pokus

50

100 150 200

koncentrace tenzidu [mM]

250

300
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Priloha 17: Hmotnost vysuseného gelu v zdvislosti na koncentraci Septonexu pro 1% hyaluronan.

= = =
w o ©
1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
} } +——+—
X

hmotnost vysuSeného gelu [g]
S ¢ ¢ ¢
o

X 1. pokus
2. pokus

0.07 +

0.04 1

0.01 —+—+—+—"+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—t+—+—+—t+—+—t+—+—+—+—+—t+—+—+—+—+
0 50 100 150 200 250 300

koncentrace tenzidu [mM]

Priloha 18: Hmotnost vysuseného gelu v zdvislosti na koncentraci Septonexu pro 2% hyaluronan.
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Priloha 19: Hmotnost vysuseného gelu v zavislosti na koncentraci Septonexu pro vSechny koncentrace
hyaluronanu, 1. opakovani.
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Priloha 20: Obsah vody v zavislosti na koncentraci Septonexu pro 0,1% hyaluronan.
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Priloha 21: Obsah vody v zavislosti na koncentraci Septonexu pro 0,2% hyaluronan.
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Priloha 22:
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Priloha 23: Obsah vody v zavislosti na koncentraci Septonexu pro 2% hyaluronan.
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Priloha 24: CTAB, 1. opakovani — vizudlni charakteristika gelii a supernatantu.

1. opakovani
po 24 hodinach po 1 tydnu
CHyA Ctenzid Yoy ¥t
[% hm.] | [mM] vzhled vzhled mnozstvi vzhled vzhled mnozstvi
' supernatantu| gelu gelu supernatantu| gelu gelu
10 | ¢irv. bezbarve | ervens tenka vrstva Sirv. bezbarve | ervent tenka vrstva
s vy Y dno, stény e vy Y na dné
tenka vrstva tenka vrstva
15 |¢iry, bezbarvy | Cerveny y ¢iry, bezbarvy | Cerveny dno,
dno, stény
prstenec
. tenka vrstva
. o , | tenkavrstva | .. s ,
25 | ¢iry, bezbarvy | Cerveny o ¢iry, bezbarvy | Cerveny dno,
dno, stény
prstenec
. tenka vrstva
v x o , |tenkdwvrstva | .., . . ,
50 | ciry, Cerveny | cerveny y ¢iry, Cerveny | Cerveny dno,
dno, stény
prstenec
. tenka vrstva
v x . , | tenka vrstva | .. . . c | ,
75 | Ciry, Cerveny | cerveny y ¢iry, Cerveny | Cerveny dno,
dno, stény
prstenec
0,1 4
’ . nka vrstv
v x o , |tenkawvrstva | .., . | , tenka vrstva
100 | ciry, Cerveny | Cerveny . ¢iry, Cerveny | Cerveny dno,
dno, stény
prstenec
. . tenka vrstva
zakaleny, y . |tenkdwvrstva | .. . . . ,
150 y g cerveny " ¢iry, Cerveny | Cerveny dno,
cerveny dno, stény
prstenec
. . tenka vrstva
zakaleny, y , |tenkawvrstva | .., . | ,
200 Servent Cerveny |4 " ién ¢iry, Cerveny | Cerveny dno,
Y ’ Y prstenec
. . tenka vrstva
zakaleny, y , |tenkawvrstva | .., . | ,
250 y g cerveny » ¢iry, Cerveny | Cerveny dno,
cerveny dno, stény
prstenec
. . tenka vrstva
zakaleny, y , |tenkdwvrstva | .., . | ,
300 Servent Cerveny |4 " ién ¢iry, Cerveny | Cerveny dno,
Y ’ Y prstenec
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zakaleny, | zakaleny, zakaleny, zakaleny,
10 Leny b4 <1lml Leny <aeny, <1lml
bily tekuty bily tekuty, Cerveny
¢iry, . .| tenka vrstva ¢iry, . , tenka vrstva
15 . cerveny - . cerveny .
bezbarvy na dné bezbarvy na dn¢
¢iry, y , tenka vrstva giry, y , tenka vrstva
25 . cerveny y . cerveny 9
bezbarvy dno, stény bezbarvy na dné
50 |¢iry, Cerveny | Cerveny tenka vrstva ¢iry, cerveny cerveny tenka vrstva
s Y Y dno, stény s Y Y dno, stény
75 | &irv. Servent | gervent tenka vrstva Siro. erven erveny tenka vrstva
02 iy, Y Y dno, stény s Y Y dno, prstenec
100 | ¢iry, Cerveny | Cerveny tenka vrstva ¢iry, Cerveny cerveny tenka vrstva
r y Y dno, stény s Y Y dno, prstenec
150 | ¢iry, Cerveny | Cerveny tenka vrstva ¢iry, Cerveny cerveny tenka vrstva
ot Y Y dno, stény ts Y Y dno, prstenec
zakaleny, y .| tenkédwvrstva | .., . , « , tenka vrstva
200 y g cerveny y ¢iry, cerveny cerveny
cerveny dno, stény dno, prstenec
zakaleny, . , | tenkdwvrstva |.. ., . , . , tenka vrstva
250 y , Cerveny y ¢iry, Cerveny cerveny
cerveny dno, stény dno, prstenec
zakaleny, y .| tenkawvrstva | ..., . , « , tenka vrstva
300 N , cerveny y ciry, Cerveny cerveny
cerveny dno, stény dno, prstenec
zakaleny, | zakaleny, , zakaleny, bily, | zakaleny, :
10 Leny b4 asi 1 ml _eny, Dily b4 asi 1 ml
bily tekuty viskozni tekuty
zakaleny, | zakaleny, y AN zakaleny, y
15 veny N y na dné zakaleny, bily y y na dné
bily Cerveny cerveny
zakaleny, | Cerveny y I zakaleny, y
25 veny Y dno, stény zakaleny, bily y y na dné
bily pevny cerveny
éiry derveny, . ., , derveny, tenka vrstva
50 Y, Y dno, stény ¢iry, bezbarvy Y .
bezbarvy pevny pevny dné, prstenec
iry, derveny, . ., , derveny, tenka vrstva
75 s Y dno, stény ¢iry, bezbarvy Y .
05 bezbarvy pevny pevny dné, prstenec
v , | Cerveny, y N , Cerveny, y
1 1 rven ; n n I rven ; n n
00 | ¢iry, Cerveny pevny dno, stény ¢iry, Cerveny oevny dno, stény
P , | Cerveny, y P , cerveny, .

1 rven ; no, stén rven ; no, stén
50 | ¢iry, Cerveny pevny dno, stény ¢iry, Cerveny oevny dno, stény
vy , | Cerveny, ‘ vy , cerveny, ‘

200 | ¢iry, Cerven b dno, stén ¢iry, Cerven b dno, stén
ry, y pevny ) y ry, y pevny ) y
v o , | Cerveny, . e o , cerveny, .

250 | ¢iry, Cerven b dno, stén ¢iry, Cerven b dno, stén
v o , | Cerveny, . e o , cerveny, .

300 | ¢iry, Cerven b dno, stén ¢iry, cerven b dno, stén
ry, Y1 pevny , Stény ry, ¥y oevny , Stény
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zakaleny, bily, . . . zakaleny, zakaleny, .
10 . y . y zakaleny, tekuty |asi2ml | .~ . y . ,y asi 2 ml
viskozni bily, viskozni tekuty
zakaleny, bily, kaleny, ¢ 7, ) zakaleny, zakaleny, .
15 . y . Y, | rakaieny C(?rveny asizml | ., . y . , y .| asi2ml
viskozni tekuty bily, viskozni | cerveny, tekuty
zakaleny, bily, kaleny, ¢ v, . zakaleny, zakaleny, .
25 . y . Y, | zakaleny fir,veny asizml | . . y - , Y , | asi2ml
viskozni tekutéjsi bily, viskdzni | Cerveny, tekuty
50 | zakaleny, bily | zakaleny, ¢erveny dno, zakaleny, bily | ¢erveny, pevny dno,
Yy, DIly Yy, y stény y, DIly y, pevny stény
75 | zakaleny, bily | zakaleny, erveny dno, &iry, bezbarvy | Cerveny, pevny dno,
Yy, DIly Y, y stény ry, vy y, pevny prstenec
100 | ¢iry, bezbarvy Cerveny, pevny dno, giry, bezbarvy | Cerveny, pevny dno,
ry, vy y, pevny stény ry, vy y, pevny prstenec
150 | ¢iry, bezbarvy Cerveny, pevny dno, giry, Cerveny | erveny, pevny dno,
200 | ciry, bezbarvy cerveny, pevny dno, ¢iry, Cerveny | Cerveny, pevny dno,
, bez veny, pev. v 5 N4 veny, pev x
ry vy y, pevny stény ry y y, pevny stény
250 ¢iry, Cerveny cerveny, pevny dno, ¢iry, Cerveny | Cerveny, pevny dno,
Y, y y, pevny stény ry, y y, pevny stény
300 ¢iry, ¢erveny ¢erveny, pevny dno, ¢iry, Cerveny | cerveny, pevny dno,
Y, y y, pevny stény ry, y y, pevny stény
10 Ciry, bezbarvy, bezbarvy, tekuty | 3-4 ml Ciry, bezbarvy, bezbarvy, tekuty | 3-4 ml
viskozni ' viskozni ’
zakaleny, bily, . . ¢iry, bezbarvy, . .
15 viskozni bezbarvy, tekuty | 3-4 ml Viskozni bezbarvy, tekuty | 3-4 ml
zakaleny, bily, , , zakaleny, bily, , ,
25 viskézni bezbarvy, tekuty | 3-4 ml viskozni bezbarvy, tekuty | 3-4 ml
50 | . zalfalepy,, ’ zakaleny, Cerveny, | 5 4 m) zaka_leny, b,lly, ) zak,aleny, |3ami
cerveny, viskozni tekutéjsi viskozni cerveny, tekutéjsi
zakaleny, bily, |zakaleny, ¢erveny, | dno, P . , , dno,
75 viskézni pevny stény zakaleny, bily | cerveny, pevny stény
100 zaka_len}/, b,l ly, | zakaleny, cerveny, d[]O’ zakaleny, bily | cerveny, pevny d[]o’
viskozni pevny stény stény
S y , , dno, PN , , dno,
150 | zakaleny, bily Cerveny, pevny | tény zakaleny, bily | cerveny, pevny stény
200 | zakaleny, bily ¢erveny, pevny dno, ¢iry, bezbarvy | Cerveny, pevny dno,
y, bily ypevny | ey | CiY: vy V> PEVIY | sty
250 | zakaleny, bily ¢erveny, pevny dno, ¢iry, bezbarvy | Cerveny, pevny dno,
’ ’ stény ’ ’ stény
300 | Cciry, bezbarvy Cerveny, pevny dno, ¢iry, bezbarvy | Cerveny, pevny dno,
’ ’ stény ’ ’ stény
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Priloha 25: Gely 24 hodin a 1 tyden po pripravé, CTAB, 0,1% hyaluronan, 1. opakovani.
1. opakovani, po 24 hodinach

. - - -

Priloha 26: Gely 24 hodin a 1 tyden po pripravé, CTAB, 0,2% hyaluronan, 1. opakovani.
1. opakovani, po 24 hodinach

Priloha 27: Gely 24 hodin a 1 tyden po pripravé, CTAB, 0,5% hyaluronan, 1. opakovani.
1. opakovani, po 24 hodinach

! por
] 5

1. opakovani, po 1 tydnu
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Priloha 28: Gely 24 hodin a 1 tyden po pripravé CTAB, 1% hyaluronan, 1. opakovani.
1. opakovani, po 24 hodinach

|

. |

1. opakovani, po 1 tydnu

-

Priloha 29: Gely 24 hodin a 1 tyden po pripravé CTAB, 2% hyaluronan, 1. opakovani.
1. opakovani, po 24 hodinach

1. opakovani, po 1 tydnu

Priloha 30: Gely 24 hodin a 1 tyden po pripravé CTAB, 0,1% hyaluronan, 2. opakovani.
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Priloha 31: Gely 24 hodin a 1 tyden po pripravé CTAB, 0,2% hyaluronan, 2. opakovani.
2. opakovani, po 24 hodinach

2. opakovani, po 1 tydnu

Priloha 32: Gely 24 hodin a 1 tyden po pripravé CTAB, 1% hyaluronan, 2. opakovani.
2. opakovani, po 24 hodinach

2. opakovani, po 1 tydnu

Priloha 33: Gely 24 hodin a 1 tyden po pripravé CTAB, 2% hyaluronan, 2. opakovani.
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Priloha 34: Zavislost hmotnosti gelu na koncentraci CTAB pro 0,1% hyaluronan.

0.30 T
X
0.24 +
=
>
©
(@]
2 X
8 % 1. pokus
s
= o 2. pokus
=
0.18 + X
X X
X
X
X
X
012 —"4—"—tttt+—ttt+—tt+—t+t+—+—t—t+—+—+——t——+—+—
0 50 100 150 200 250 300
koncentrace tenzidu [mM]
Priloha 35: Zavislost hmotnosti gelu na koncentraci CTAB pro 0,2% hyaluronan.
0.36 T
X
0.30 + X
. X
= X
S X
S X
w2 024 1
@ X 1. pokus
= X
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X g4
N
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Priloha 36: Zavislost hmotnosti gelu na koncentraci CTAB pro 1% hyaluronan.

10 T+
09 4 X
| X
0.8 T
E -
>
ES
% 0.7 1 X
g 1 X 1. pokus
= 1 x 2. pokus
= |
06 1 X
05 +
-+ XX
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Priloha 37: Zavislost hmotnosti gelu na koncentraci CTAB pro 2% hyaluronan.
1.7 + v
15 + X X
=
= X
S
= 13 T X
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= X
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X
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Priloha 38: Zavislost hmotnosti gelu na koncentraci CTAB pro vSechny koncentrace hyaluronanu,

1. opakovani.

1.6 -

1.3 A
= |
% 1.0 A % 0,1 % hm.
o 1
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8
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0.4 1
5 X
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Priloha 39: Hmotnost vysuseného gelu v zavislosti na koncentraci CTAB pro 0,1% hyaluronan.
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Priloha 40: Hmotnost vysuseného gelu v zavislosti na koncentraci CTAB pro 0,2% hyaluronan.

o o
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Priloha 41: Hmotnost vysuseného gelu v zavislosti na koncentraci CTAB pro 1% hyaluronan.
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Priloha 42: Hmotnost vysuseného gelu v zavislosti na koncentraci CTAB pro 2% hyaluronan.

w w
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T 1
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Priloha 43: Hmotnost vysuseného gelu v zavislosti na koncentraci CTAB pro vSechny koncentrace

hyaluronanu, 1. opakovani.
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Priloha 44: Obsah vody v zavislosti na koncentraci CTAB pro 0,1% hyaluronan.
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Priloha 45: Obsah vody v zavislosti na koncentraci CTAB pro 0,2% hyaluronan.
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Priloha 46: Obsah vody v zavislosti na koncentraci CTAB pro 1% hyaluronan.
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Priloha 47: Obsah vody v zavislosti na koncentraci CTAB pro 2% hyaluronan.
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Priloha 48: Srovmani hmotnosti gelii pro oba tenzidy pro 0,1% hyaluronan, graf byl vytvoreny

Z prumeérnych hodnot z obou opakovani.
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Priloha 49: Srovndni hmotnosti gelii pro oba tenzidy pro 0,2% hyaluronan, graf byl vytvoreny

Z prumérnych hodnot z obou opakovani.
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Priloha 50: Srovndni hmotnosti gelii pro oba tenzidy pro 1% hyaluronan, graf byl vytvoreny

Z prumeérnych hodnot z obou opakovani.
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Priloha 51. Srovnani hmotnosti geli pro oba tenzidy pro 2% hyaluronan, graf byl vytvoreny

Z prumérnych hodnot z obou opakovani.
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Priloha 52: Srovnani obsahu vody v gelech pro oba tenzidy pro 0,1% hyaluronan, graf byl vytvoreny

Z prumeérnych hodnot z obou opakovani.

obsah vody [%]
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Priloha 53: Srovnani obsahu vody v gelech pro oba tenzidy pro 0,2% hyaluronan, graf byl vytvoreny

Z prumérnych hodnot z obou opakovani.
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Priloha 54: Srovnani obsahu vody v gelech pro oba tenzidy pro 1% hyaluronan, graf byl vytvoreny

Z prumeérnych hodnot z obou opakovani.
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Priloha 55: Srovnani obsahu vody v gelech pro oba tenzidy pro 2% hyaluronan, graf byl vytvoreny

Z prumérnych hodnot z obou opakovani.
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