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ABSTRAKT

Predlozena bakalarska prace si kladla za cil pripravu hydrogeld s difuznim gradientem a prokazani
gradientové struktury hydrogelti z hlediska viskoelastickych a transportnich vlastnosti. S ohledem
na mozné biomedicinské aplikace byl pro pfipravu vybran kationicky polysacharid chitosan, a to
zejména pro své antimikrobialni a biokompatibilni vlastnosti. Vysledné gradientové hydrogely byly
nasledné charakterizovdny pomoci oscilacnich testil, pfi kterych byly sledovany rozdily pti pouziti
ruznych koncentraci a molekulovych hmotnosti chitosanu, koncentraci sitovaciho ¢inidla, disperznich
prostfedi pro rozpusténi chitosanu a rtizné doby sitovani gelu. Pro potvrzeni vytvofené gradientové
struktury byly vzorky podrobeny také susicim experimentim. Schopnost transportu aktivnich latek byla
u hydrogelii potvrzena vizualnim hodnocenim prostupu anionického barviva (bromthymolova modf) pii
procesu gelace. Z vysledka ziskanych béhem experimentalni ¢asti bakalaiské prace lze dojit k zavéru,
ze viskoelastické vlastnosti hydrogeld Ize modifikovat zménou vybranych parametri pfi samotné
ptipravé. Potvrzen byl také pfedpoklad, ze s lepSimi mechanickymi vlastnostmi hydrogelti dochazi ke
zhorSeni vlastnosti transportnich. Metodou tizené difuze bylo mozné pfipravit hydrogel s postupnym

gradientem hustoty sitovani, ¢imz bylo mozné modifikovat viskoelastické a transportni vlastnosti.

KLICOVA SLOVA

Hydrogely, difuzni gradient, reologie, suSina, transportni vlastnosti, viskoelastické vlastnosti



ABSTRACT

The aim of the presented bachelor thesis was to prepare hydrogels with diffusion gradient and to
demonstrate the gradient structure of hydrogels in terms of viscoelastic and transport properties. With
regard to potential biomedical applications, the cationic polysaccharide chitosan was selected for the
preparation, especially for its antimicrobial and biocompatible properties. The resulting gradient
hydrogels were subsequently characterized by oscillation tests to observe the differences using different
concentrations and molecular weights of chitosan, crosslinking agent concentrations, dispersion
environments for chitosan dissolution, and different gel crosslinking times. The samples were also
subjected to drying experiments to confirm the gradient structure formed. The ability of the hydrogels
to transport the active species was confirmed by visually evaluating the permeation of the anionic dye
(bromothymol blue) during the gelation process. From the results obtained during the experimental part
of the bachelor thesis it can be concluded that the viscoelastic properties of hydrogels can be modified
by changing selected parameters during the preparation itself. It was also confirmed the assumption that
with better mechanical properties of hydrogels there is a deterioration of transport properties. By
controlled diffusion method, it was possible to prepare a hydrogel with a gradual gradient of crosslinking
density, thus modifying the viscoelastic and transport properties.

KEY WORDS

Hydrogels, diffusion gradient, rheology, dry matter, transport properties, viscoelastic properties



SCOTKOVA, Romana. Korelace transportnich a viskoelastickych viastnosti hydrogelii s difiiznim
gradientem. Brno, 2022. Dostupné také z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/138855.

Bakalaiska prace. Vysoké udeni technické v Brné, Fakulta chemickd, Ustav fyzikalni a spotiebni

chemie. Vedouci prace Jifi Smilek.

PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem bakalafskou praci vypracovala samostatné a ze vSechny pouzité literarni zdroje jsem
spravné a upln¢ citovala. Bakalarska prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty chemické VUT v
Brné a miize byt vyuzita ke komercnim uceltim jen se souhlasem vedouciho bakalarské prace a dékana
FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANI

Na tomto misté bych nejprve rada pod€kovala vedoucimu své bakalaiské prace Ing. Jifimu Smilkovi,
Ph.D. za odborné vedeni, cenné rady a vSudypfitomny optimismus. Podékovani patii také Ing. Natalii
Zinkovske, Ph.D. za jeji ochotu a velkou pomoc pii experimentalni Casti i zpracovani vysledku.
V neposledni fad¢€ bych chtéla podékovat své rodin€ a pftiteli za trpélivost a podporu béhem celého

studia.


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/138855

OBSAH

R UV 0 ] ) O SR P VPR URTUPPTROTN 8
2 TEORETICKA CAST .....ccoovtviiiiiiiiiitinies it 9
2.1 HYAIOGEIY ... 9
2.1 1 VIASENOSHE ... s 9

N O AN o] 136 o= SRS P 11

2.2 Hydrogely s difaznim gradientem ..................ccccooviiiiiiinininineece s 12
2.2.1 VIASENOSEE ... 12

2.2.2 PEIPIAVA.cctiiitieiiie ettt ettt sttt et et b e r e nr e 13

2.2.3 APHKACE ...t 14

2.3 CRHTOSAN ... 15
2.3.1 VIBSENOSTE .t 16

2.3.2 VIYUZIH coviiiiiiiiiiiste ettt bbbttt 16

2.4 Transportni VIastmOSti............occooiiiiiiiiiii e 17
2.5 REOIOGIE ...t e p e reere e benre s 18
2.5.1  TOKOVE LESTY ..eeuriiitieitietieit ettt ettt sttt bbbttt et et sae e b s 18

2.5.2 Newtonovské a nenewtonovské kapaliny ..........cccoceeeniiniiiiiniiiiienie e 19

2.5.3  OSCIACH tESTY ..vvvveuriirieeiirise et 20

3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY .......ccooooomimiiimmiiiinnnrisnnesiseseeeseneee 22
3.1 Priprava gradientovych hydrogelii................ccccoooiiiiiiiiii s 22
3.2 Reologické vlastnosti gradientovych hydrogelil ................ccccoooniniininiiiiics 27

3.3 Transportni vlastnosti gradientovych hydrogelii .................cccoooiiinininiiiicns 29

4 EXPERIMENTALNI CAST ......cooiiiiiiiiiiiiiniisesiss s 31
4.1  PouZité chemiKalie.............ccooviiiiiii 31
4.2 POUZItE PRSI0 ......ooviveee e s 31
4.3 PHPrava VZOrKU ..o s 31
4.3.1 Piiprava homogenniho hydrogelu.........c.cooiiiiiiiiiniinic e 31

4.3.2 Ptiprava hydrogelu s difuznim gradientem..........cccoccvvrvirvenieenieennnsnese e 31

4.4 Prokazani gradientoveé StruKtuTY...........cccoviiiiiiiiiiieie e 32



4.4.1 Charakterizace hydrogeli pomoci oscilacnich testli.......ccoccovvvrieriiiieieninienee 32

4.4.2 SusSici charakteriStiKa .........ccoovviiiiiiiiii e 33

4.5 Piiprava vzorku pro transportni experimenty..............cccccooiiiiiiniininennese e 34

5 VYSLEDKY A DISKUZE ........ooooviuiiiimiimeeesesnsssesssassssassssssssssssssasssssssssssssssssssssssassens 35
5.1 Charakterizace pripravy gradientovych hydrogelu...............c...ccooornininiiinnnns 35

5.2  Prokazani gradientové struktury pomoci oscila¢nich testii na reometru ............... 37
5.2.1 Vliv koncentrace ChItOSANU.........cccciiiiiiiiiiciier e 38

5.2.2 Vliv koncentrace sitovaciho €inidla ...........coocviiiiiiiiicin s 41

5.2.3 Vliv molekulové hmotnosti chitosSanu ...........c.ccvvviieiiiiiinic e 42

5.2.4 Vliv disperzniho prostfedi, ve kterém byl chitosan rozpusStén.............cccecevnennne. 44

5.2.5 VIV dObY SIEOVANL ...cvviiiiiiiiiiiiiii e 46

5.3  Stanoveni pevného podilu..................ooooiiiiiiiiii s 48

5.4  Transportni eXPerimenty..............ccooeriiiiieiirierinenie e eresreas 50

B ZAVER ......ooiiioiiieiieiiee et 53



1 UvVOD

Hydrogelové materialy jsou diky svym unikatnim vlastnostem a $iroké moznosti vyuziti jiz nékolik let
predmétem rozsahlych studii. Jejich jedine¢nou schopnosti je vykazovat chovani podobné pevnym
latkam, a to i pfes to, ze pevny disperzni podil tvofi pouze zlomek jejich celkové hmotnosti.
S technologickym pokrokem jsou ale na vyuzivané materialy kladeny vyssi naroky, zejména v oblasti
pfesnosti a preciznosti jejich pusobeni. Presnéjsi zaméfeni a schopnost modifikovat své vlastnosti
Vv zavislosti na podminkach prostiedi nabizi tzv. gradientové hydrogely, které vykazuji zménu alespoii
u jedné vlastnosti ve své struktuie.

Rozdil mezi uniformnimi a gradientovymi hydrogely je v jejich ptipravé, ktera je u hydrogelt
s gradientem vzdy alespon dvoukrokova. Pfiprava zahrnuje generovani gradientu pomoci prekurzorniho
roztoku, ktery po piidani sitovaciho &inidla tvoii trojrozmérnou gelovitou strukturu. Radu vyhod, které
s sebou tyto inteligentni hydrogely nesou je mozné vyuzivat v §irokém spektru oblasti lidského pusobeni
od medicinskych (kontaktni cocky), farmaceutickych (nosice 1é¢iv) a kosmetickych aplikaci (pletové
krémy) aZ po potravinaisky prumysl a zemédélstvi. Setkat se s nimi muzeme u kontaktnich ¢ocek,
nosica 1é¢iv nebo u pletovych krémi. I piesto, Ze byly jiz publikovany studie zabyvajici se ptipravou
a charakterizaci gradientovych gelt, tato problematika ziistava jesté ne zcela probadana a nabizi mnohé
dal$i moznosti pro zkoumani.

Teoreticka Cast této bakalarské prace zahrnuje obecny piehled o hydrogelech jak suniformni,
tak gradientovou strukturou, jejich vlastnostech a vyuziti. Pozornost byla vénovana také chitosanu, jako
netoxickému kladné nabitému biopolymeru, ktery nachazi uplatnéni nejen jako slozka hydrogeld.
Prostor byl vénovan také reologii jako jedné z hlavnich metod charakterizace pifipravenych geld. Jako
struény piehled studie védeckych ¢lankd byla sepsana také literarni reSerSe pojednavajici o riznych
pristupech prti piipraveé gradientovych geltl a méteni jejich viskoelastickych a transportnich vlastnosti.

Literarni reSerSe nasledné slouZila jako inspirace pro experimentalni ¢ast predlozené bakalaiské prace.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Hydrogely

Hydrogely jsou sité tvofeny polymerni siti rozpustnou ve vodném prostiedi, kterd zménou vngjSich
podminek (napf. pfidavek gelacniho c¢inidla, zména fyzikalnich podminek solu) vyvolava gelaci
materidlu a vznik trojrozmérné sit¢ prostupujici celym disperznim prostfedim. Z fyzikalniho hlediska
muzeme hydrogely popsat jako disperzni systém s pevnou latkou tvofici spojity disperzni podil
Vv koloidnich rozmérech a vodou ptedstavujici disperzni prostfedi. Diky schopnosti pohltit velké
mnozstvi vody mimo jiné za fyziologickych podminek jsou vyznacovany vysokym stupném flexibility
(pruznosti) [1], [2]. Hydrofilni charakter je zptsoben pfitomnosti hydrofilnich funkénich skupin jako je
-OH, -CONH, -CONHj; nebo -COOQOH [3]. Vyznacuji se pryzovitou strukturou, ktera je podobna Zivym
tkanim, a tim umoznuje jejich vyuziti proAplikace. Ve srovnani s jinymi typy biomaterialit maji
hydrogely vyhodu ve zvysené biokompatibilité a laditelné rozlozitelnosti (biodegradabilité) a nalezité
mechanické pevnosti [1], [4].

Voda v hydrogelovych materialech hraje velmi vyznamnou roli. Zpusobuje vlhkost prostiedi, které
je vyuzivano v medicinskych aplikaci (napt. mokré hojeni ran), ale slouzi také jako prostfedek
pro pienos aktivnich latek (napf. Zivin). Bobtnani, zadrZzovani vody ve struktufe hydrogelu bez rozpadu
struktury, je pomérn¢ komplikovany proces. Zacind prostupem molekul vody do sit¢ hydrogelt
a hydrataci polarnich skupin, které tvofi tzv. primarné vazanou vodu. Druhym krokem je interakce vody
s exponovanymi hydrofobnimi skupinami, se kterymi tvoii tzv. sekundarné vazanou vodu. Primarné
a sekunddrné vazana voda tvofi celkovou vazanou vodu. Objemova nebo volna voda je do vnitiniho
prostoru gelu absorbovana osmotickymi silami smérem k nekone¢nému zifedéni, kterému brani
kovalentni a fyzikalni pticné vazby [5]. V zavislosti na pouzitych polymerech a hustoté uzll
v hydrogelu jsou struktury schopny pojmout rizné mnozstvi vody, vzdy je ale hmotnostni podil vody
vyssi, nez hmotnostni podil polymeru [6].

Bobtnaci vlastnosti hydrogelt jsou dilezitym parametrem pfi pouziti v aplikacich, protoze rovnovazny
bobtnavy pomér (tzn. hmotnostni pomér nabobtnalého gelu k suchému xerogelu) ovliviiuje diftzi

rozpusSténych latek, smacivost povrchu a optické a mechanické vlastnosti [7].

2.1.1 Vlastnosti
Fyzikalni vlastnosti hydrogeld jsou regulovany molekulovou hmotnosti polymeru, naboji na téchto
polymerech, hustotou zesiténi a fyzikalnimi asociacemi, kazda z téchto podminek napomaha definovat
relativni mnozstvi vazeb mezi fetézci polymert. Naptiklad vysokomolekularni hydrogely maji typicky
nasobné vice zesiténi a produkuji robustnéjsi hydrogely, zatimco k vytvoreni gelu o dostate¢né tuhosti
jsou mensi polymery vyzadovany ve vétsich koncentracich [7].

Podle povahy zesitovani jsou gely klasifikovany jako fyzikdln¢ a kovalentné sitované gely.
Vysledkem kovalentnich vazeb a polymerace funkénich skupin na konci fetézcti jsou ,,chemické® neboli

Lireverzibilni® gely. Pevnost chemické kovalentni vazby mezi polymery je dtsledkem vynikajici



mechanické pevnosti. Kovalentni gely snizkou hustotou zesitovani byvaji znacné elasticke,
s pribyvajicimi poctem vazeb se stava gel vice rigidni. Chemicky zesitované gely mohou vznikat podle
ptitomnosti kapalného disperzniho prostfedi jako lyogely nebo xerogely. Struktura kovalentné
sitovaného hydrogelu mtze byt dosahnuta napt. pomoci sitovani linedrniho polymeru — vulkanizaci.

Opakem jsou reverzibilni fyzikalni hydrogely, u kterych se ve struktufe nachazi slabé vazebné interakce
(napt. vodikové mustky, hydrofobni vazby, van der Waalsovy sily). Oblasti vytvoienych uzli se nemusi
tvofit na koncich fetézcti jako u kovalentné sitovanych geld, ale mezi libovolnymi useky fetézct
makromolekul. Dané interakce mezi molekulami v gelech tohoto typu jsou vratné a rozrusitelné zménou
vnéjsich fyzikalnich podminek. Vratnost fyzikalnich hydrogelt je zptisobena konformaénimi zménami,

za trvalé chemické vazby je zodpovédné nevratné vnitini usporadani (konfiguraéni zmény) [8], [9].

Kovalentné zesitovany Fyzikalné zesitovany
hydrogel hydrogel
Obrazek 1: Schéma struktury zesitovani kovalentnich a fyzikdlnich hydrogelii [10]

Mohou se ale vyskytovat i nehomogenity nebo sitové defekty zptisobené piitomnosti volnych konci
fetézcl a volnych pord v siti struktury. Rozdéleni gelt na reverzibilni a ireverzibilni ma sviij vyznam
i pti popisu jejich chovani ve vysuseném stavu. Zatimco reverzibilni gely pfi vysuSeni zmensuji sviyj
objem odstranovanim disperzniho prostfedi ptechazet do pivodniho stavu pfijimanim disperzniho
prostiedi (bobtnanim), vysuSené ireverzibilni Xerogely si zachovavaji sviij objem a pii kontaktu
s disperznim prostiedim pfijimaji jen omezené mnozstvi kapaliny [9]. Hydrogely mizeme klasifikovat
také podle iontovych naboju pfitomnych v jejich struktufe na aniontové, kationtové a neutralni.
Aniontové hydrogely ke své polymerni siti pfipojuji zaporné nabité ionty, zatimco kationtové piipojuji
ty kladné. Neutralni hydrogel ma rovnomérné rozlozené zaporné i kladné naboje fixované v polymerni
matrici [11].

Zména teploty, koncentrace latek nebo pH ma zasadni vliv na mnozstvi pfijimané vody, mechanickou
pevnost a pribeh gelace. ZvySena teplota zabrafiuje gelaci materialu z diivodu zvySeného tepelného
pohybu castic, ¢imz dochézi k poklesu poctu i trvani makromolekularnich vazeb. SniZeni teploty naopak
tvorbu gelu podporuje. Zvysenim koncentrace makromolekul mohou byt ovlivnény cetnosti srazek
molekul nebo jejich ¢asti, které napomahaji tvorbé poctu vazeb, které¢ se mohou v objemu gelu tvofit.
Na schopnost gelace ma velky vliv také hodnota pH, tvorba gelti probiha nejlépe pfi hodnoté pH
odpovidajici pI (izoelektrickému bodu) [9]. Reakce hydrogelt je v pfipadé piechodu prostiedi rychla
aprincip této zmény a biokompatibilita geli dava moZnost je vyuzivat v biomedicinskych

a farmaceutickych systémech, napf. v biosenzorech a nosiéich 1é¢iv [3]. Disperzni podil tvofeny
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polymernimi fetézci v disperznim prostiedi vSak neni diky vytvofené trojrozmérné matrici polymert
volné pohyblivy, coz hydrogelim zajistuje odolnost vici deformaci. Gely mtizeme i pies velké
mnozstvi vody obsazené ve struktufe stile oznacit za tuhé latky v dtsledku nepohyblivosti disperznich
¢astic [9].

V poslednich nékolika letech je pozornost upindna pfedev§im na viskoelastické a transportni
vlastnosti, které jsou uréovany strukturou gelt a dale specificky vyuzivany [12]. Jejich reologické
vlastnosti tizce souvisi se sitovanou strukturou pritomnou v systému. Diky svému uspotfadani hydrogely
vykazuji podobné mechanické vlastnosti jako tuhé latky i ptesto, ze ve své struktuie obsahuji majoritni
podil vody coby disperzniho prostiedi. Gely s pevné spojenymi sitémi nazyvame jako silné gely
a vyznacuji se vysokou elasticitou. Opakem jsou gely slabé, u kterych je vysoka elasticita zptisobena
nepevnymi a malo trvanlivymi spoji (slabé nekovalentni interakce). Struktura a sité geltt mohou byt
rozru$eny pusobenim sily, ktera je deformuje pii pfesaZeni tzv. kritického napéti [9], [13].

2.1.2 Aplikace

Hydrogelové materialy diky svym jedine¢nym schopnostem pohlcovat velké mnozstvi vody,
reverzibilné bobtnat, odoldvat mechanickému napéti a zaroven plsobit vysoce citlivé vii€i zivotnému
prostfedi pfitahuji rostouci zajem o jejich zkoumani a uplatnéni v praktickém zivoté. Jsou slibnym
materidlem vyuzivanym pti dodavani 1éku, v zemédélstvi [14], [15], farmacii [16], biomedicing [17]
a tkanovém inzenyrstvi [18] , ale také v potravinaiském priamyslu a kosmetice. Velkym pfinosem gelt
je vedle biokompatibility, Setrnosti k zivotnimu prostiedi a rozlozitelnosti také jejich viskoelastické
chovani [11].

V poslednich letech se aplikace chytrych siti hydrogeld v medicinské a farmaceutické oblasti
stava nejaktivnéjsi oblasti vyzkumu. Hydrogely vykazuji schopnost bobtnat v zavislosti na zméné¢ pH
vnéjsiho prostredi, ¢imz se stavaji vhodnymi kandidaty jako nosie S fizenym uvoliovanim 1écCiv.
Duvodem je zména pH wvnitinich tekutin v gastrointestinalnim traktu, ktera pusobi jako stimul
pro hydrogel (1-3 v Zaludku, 5—8 v tenkém stievé) [2]. Piikladem mohou byt iontové hydrogely, které
byly navrzeny jako systém pro pfenos a uvoliiovani inzulinu citlivého na hladinu glukézy. Nosi¢
inzulinu byl potazen kationtovym hydrogelem S volnymi aminovymi skupinami a imobilizovanou
glukooxidazou najeho povrchu. V ptipadé kontaktu nosi¢e s glukézou dochazi k preméné
glukooxidazou na kyselinu glukonovou, ¢imz dojde ke sniZzeni pH vnitiniho prostfedi. Zména pH
zpusobi protonaci aminovych skupin, bobtnani hydrogelu a uvolnéni inzulinu [19]. Dal$i moznou
vyhodou vyuziti hydrogell je schopnost 1é¢iv volné difundovat ze struktury gelu. Rychlost uvoliiovani
1é¢iva lze tidit hustotou zesitovani, vyuziti monomeru s fizenou hydrofilitou nebo poméru hydrofilnich
a hydrofobnich monomert [20].

Jednim z dalSich vyuziti hydrogelt je vyroba kontaktnich ¢o¢ek. Mékké kontaktni co¢ky mohou byt
vyrabény z polyhydroxymethakrylatu (PHEMA), ¢imz ziskavaji vhodné fyzikalni vlastnosti jako

je propustnost svétla, index lomu, propustnost kysliku, smacivost nebo biokompatibilita. Moderni
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technologie umoziuji vyrobu také ze silikonovych hydrogeli, které jsou Casto zadané pro svou vyssi
propustnost kysliku a tim i pohodIngj$i noseni [11].

Vyzkum v oblasti hydrogelovych materidli se stale vice rozSifuje a zvySuje poptavku
po inteligentnich materidlech, které mohou najit uplatnéni zejména v biomediciné a biotechnologii.
Nejcastéji vyuzivanymi vlastnostmi hydrogeli je jejich schopnost pfizpisobovat a reagovat na riiznou
teplotu a pH prostiedi [11].

2.2 Hydrogely s difiznim gradientem

Hydrogely s homogenni strukturou jsou v poslednich letech vyuzivany v mnoha odvétvich. Uniformni
chemické struktura gelu a rovnomérné rozlozeni funkénich skupin zvySuji moznost univerzalnich
aplikaci jak v tkanovém inzenyrstvi [21], [22], tak ve farmaceutickém pramyslu [23], [24].
Srozvijejicim se vyuzivanim koloidnich material v primyslu se zvySuje i poptavka po latkach
S preciznéjSim rozlozenim skupin ve strukturdch se specifickymi vlastnostmi, ¢imz dava za vznik
novému typu hydrogell s kontinualné na sebe navazujicimi vrstvami. Gradientové vrstvy s postupné se
ménicimi chemickymi strukturami a vlastnostmi umoznuji preciznéj$i zameéteni na specifitu pozadavki
[25]. Prave témito gely, jejich ptipravou a charakterizaci se zabyva predlozena bakalaiska prace.

2.2.1 Vlastnosti

Hydrogely s difiznimi gradienty mtzeme definovat jako gely s kontinualnimi, nebo skokovymi
prostorovymi zménami v alespon jednom atributu (hustota sitovani, porozita struktury, velikost ok).
Jsou skv€lym prostiedkem pro pfesné napodobeni biologického prostiedi (napt. extracelularni matrix).
Gradienty hydrogelt mohou byt biochemické nebo fyzikalni, nejéastéji jsou ale kombinaci obou.
Vétsina dnes pripravovanych gradient ma staticky charakter, coz znamena, ze fyzikalné-chemické
vlastnosti jsou definovany jiz béhem doby vytvareni gradientu a dale se neméni. U nékterych aplikaci
jsou ale pripravovany gradienty s Casovou slozkou, coz znamena, Ze vlastnosti materialu se s ¢asem
meéni v disledku reakce na zménu vné&jsiho podnétu (pH, teplota). Mezi fyzikalni gradienty fadime
gradienty ve viskoelastickych vlastnostech, které se 1isi tuhosti, hustotou sitovani a typem a velikosti
poéru. Hydrogely s fyzikalnim typem gradientu naSly vyuziti diky své jedineéné struktuie zejména
v tkanovém inzenyrstvi, jelikoZ presnéji napodobuji 3D sité tkani. Prikladem mtize byt studia autord
Zhu a kol., ktefi navrhli hypotézu, Ze hydrogel s gradientem tuhosti mtize vyvolat specifickou odpovéd’
enkapsulovanych bun¢k a gradientové hydrogely tak napodobuji organizaci nativni kloubni chrupavky
[26]. Gradientovou slozkou fyzikalnich geli mohou byt také hodnoty Youngova modulu nebo
koncentrace bioaktivni molekuly. Biochemické gradienty obsahuji vice bioaktivnich molekul, coz mtize
byt pfinosem pfi prizpisobovani se kovalentnim vazbam peptidi a proteint [27].

Dle piipravy a vytvafeni gradientové struktury se mohou rozdélovat do dvou kategorii. Prvni
kategorie zahrnuje takové hydrogely, u kterych je gradient vytvaren zdola nahoru. Gradient je budovan
na povrchu matefského substratu s postupnym ukladdnim blokli gradientl tvofenych z monomert,

oligomerti nebo polymerd. Do druhé kategorie patfi gradienty vytvarené shora dolt. Pii piiprave
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je substrat chemicky nebo fyzikalné upravovan za vytvateni slozitych gradientovych siti, u kterych
dochazi ke zméné vlastnosti ve dvou nebo vice nezavislych smérech [28].

Gradientové hydrogely mohou byt vytvareny riznymi zptisoby. Vétsina zahrnuje vyvolavani sitovani
prekurzoru, napt. fotopolymerizace [27]. Pfi syntéze vicevrstevnych hydrogeli ma rozhrani mezi
vrstvami urcujici vliv na celkovou funkci. Pii nespravném propojeni vrstev hydrogelu mtze dochazet
k jejich rozpojovani. Pokud je ale oblast spoje danych vrstev naopak pfilis velka, mohou byt ovlivnény
biochemické a mechanické vlastnosti spojenych vrstev a nespliiovat funkéni pozadavky pfi aplikacich.

Pro dosazeni lepsich vlastnosti napti¢ gradientu vyzaduji takové hydrogely slozitéjsi ptipravu oproti

homogennim hydrogeltim s uniformni strukturou [29].

2.2.2 Priprava

S rychle postupujicimi studiemi v oblasti hydrogelovych materialu a jejich praktickych aplikaci p¥ichazi
také snaha posunout tyto homogenni struktury ke komplexn&j$im strukturam, u kterych bude mozné
fidit strukturu a vlastnosti v jeho objemu. Diky pokrokiim v oblasti chemie materiali bylo mozné
ptipravovat gradientové hydrogely Sirokou $kalou piistupti [30]. Ptipravu gradientovych hydrogelt
mizeme obecné shrnout do dvou zakladnich procedur. Nejprve je vytvoten gradient hydrogelu pomoci
prekurzorniho roztoku, ktery je nasledné stabilizovan vhodnou metodou sitovani [31].

Jednim z nejcastéji vyuzivanych piistupti pro generovani gradientu je metoda vrstveni. Vrstevnata
struktura hydrogelu tvofi prostorovy gradient a dochazi ke zmé€nam ve vlastnostech gelu napiic vrstvami
[30]. Hydrogely se obvykle vrstvi rotaénim nanaSenim, kapkovym litim nebo tiskovymi tryskami,
coz umoziuje kontrolovat tloustku jednotlivych vrstev sriznymi mechanickymi a bobtnacimi
vlastnostmi a Sschopnost transportu aktivni latky v pfedem uréenych parametrech [32]. Pfikladem
vrstveni pro dosaZzeni gradientového hydrogelu muze byt studie autord Radhakrishnan a kol. [33],
ve které se zaméfili na pfipravu hydrogelového skeletu za pomoci alginatu a poly(vinylalkoholu) (PVA),
do kterého byly zacélenény vrstvy bioaktivnich molekul nanohydroxyapatitu (nHA) a chondroitin
sulfatu. Takto vytvofena struktura méla napodobovat kalcifikované a povrchové vrstvy chrupavky.
Subchondralni vrstva gelu byla vytvofena smichanim nHA a 2% smési alginatu a 2% PVA
vV hmotnostnim poméru 1:4. Pro tvorbu chondralniho rozhrani byly pouzity nanoc¢astice chondroitin
sulfatu. Druhym krokem pfipravy bylo zesitovani na sebe navrstvenych ¢asti pomoci siranu vapenatého.
Uspé&snost vytvofeni gradientové struktury byla dokazana pomoci obarveni jednotlivych vrstev a snimky
vzorki pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu [33].

Mikrofluidika je oblast zpracovani materiald tykajici se fizeni tekutin a jejich manipulace v métitku
mikrometrt. Tato pokrokova technologie je vyuzivana i pii ptipravé gradientovych geld, které mohou
byt velmi pfesné smichany s jinymi prekurzory. Pro svou vyrobni naroc¢nost je tato metoda v souc¢asné
dobé& omezena pouze na laboratorni piipravu a do budoucna bude mozné ji vyuZit zejména pii vyrobé
specializovanych produkti [30], [32]. Koncept mikrofluidnich zafizeni pro piipravu hydrogelt
obsahujiciho vicevrstevnatého polymerniho gradientu vyuzili ve svém ¢lanku autofi Piraino a kol [34].

Nejprve oddélené pfipravily tii rizné polymerni prekurzory pomoci methakrylatu Zelatiny (GelMA),
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methakrylatu kyseliny hyaluronové (HAMA) a polyethylenglykol-diakrylatu (PEGDA). Vytvoieni
vrstevnaté struktury bylo dosazeno napipetovanim jednoho roztoku prekurzoru na druhy a jejich
nasledné fotozesit'ovani pomoci UV zafeni. Pro vytvoteni tieti vrstvy byl postup opakovanis poslednim
roztokem prekurzoru. Propojeni vrstev a vytvofeni gelu bylo nasledné potvrzeno pomoci
fluorescen¢nich barviv v jednotlivych vrstvach [34].

Mezi dalsi slibné pfistupy v piipravé gradientovych hydrogelti patii 3D tisk [35], kdy jsou
hydrogelové prekurzory dodavany z tizené pohyblivé tiskové hlavy, metoda fizeného michani tekutin
[36], které napodobuje mikrofluidni pfipravu v makroskopickém méfitku nebo metoda vyuzivajici
kontrolovaného gelovaténi [25], které je mozné dosdhnout fizenim koncentrace prekurzoru nebo
zménou vnéjsich podminek [30].

2.2.3 Aplikace

Vyuziti gradientovych hydrogelti jako biomateridlli s ¢asové proménlivym chovanim a vlastnostmi
ménicimi se na zakladé vn&jSich fyzikalnich a chemickych podminek je jeden z v budoucnu
aplikovatelnych pfistupti Vv tkanovém inzenyrstvi. Napfiklad biomimetické hydrogely naSly své
uplatnéni jako uméle vytvorené chrupavcité tkané [37]. Jejich hlavni vyhodou je mozZnost poskytnout
Casoprostorovy gradient v rizném stupni porozity a elasticité. Velmi dulezitym faktorem pro nahradu
chrupavky hydrogelem je fakt, ze jsme schopni ménit laditelné mechanické vlastnosti, které souvisi
se stupném sitovani a pfitomnym nabojem. U nabitych hydrogeld vystavenych elektromagnetickému
poli dochazi ke zménam v jejich tvaru a schopnosti bobtnani pti zméné pH [27]. V nedavné studii autora
Offeddu a spol. byl popsan rozdil kryogenné sitovanych hydrogelti (PVA a kyselina peroctova), jejich
morfologie a mechanické odezvy pii zméné pH. Autofi potvrdili teorii, ze modul pruznosti fyzikalnich
kryogelt se na rozdil od chemicky sitovanych zvySuje s aktivaci naboje v dusledku elektrostatického
tuhnuti polymernich fetézci pii vysoké hustoté naboje [38].

Protoze se gradientové gely svou strukturou a chovanim podobaji pfirozené extraceluldrni matrix,
poskytuji buitkkdm vyhovujici prostiedi pro proliferaci a adhezi. Extraceluldrni matrix (ECM)
je dulezitym faktorem v biofyzikalnim prostfedi bunék, ma totiz schopnost pifimo a nepfetrzité
ovliviiovat chovani a funkci bunék a poskytuje misto pro pfipojeni adhezivniho receptoru nebo
samotnou adhezi bunék podporuje. Lidské tkan¢ a ECM se li§i svymi mechanickymi vlastnostmi.
RozliSujeme velmi mekkeé tkané (mozek, jatra), tkdné se stiedni tuhosti zahrnujici svaly a velmi ztuhlé
tkané jako kosti [39]. Existuji proto pfipady vyuziti téchto chytrych siti jako uc¢inného scaffoldu (leseni)
pro rist bunek a signalu pro obnovu tkan¢ [31]. Prikladem mize byt zaclenéni BMP-2 proteinu
do thiolové zelatiny a PEGDA (polyethylenglykol diakrylat) hydrogelové sité, ktery napomaha G¢inné
regeneraci lebecnich kosti u krys [40]. Hydrogely jsou jednim z nejbéznéji pouzivanych materialt
s laditelnou strukturou, které kombinuji schopnost absorbovat vodu, retenci a fizené uvoliiovani
pozadovanych latek a moznost je piipravit v odliSnych tvarech a velikostech. Jejich Siroka aplikace
zahrnuje biosenzory, 1é¢ivé obvazy, uvoliiovani 1é¢iv na makrourovni nebo interakci

burika-extracelularni matrix na mikrotrovni [39].
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2.3 Chitosan

Chitosan (poly-D-glukosamin) je deacetylovany derivat chitinu, coz je pfirodni polysacharid bézné
se vyskytujici v exoskeletech ¢lenovcl a nekterych hub. Chitin je druhym nejrozsifenéj$im ptirodnim
polysacharidem hned po celuloze. Chitin jako linearni polysacharid obsahuje kopolymery glukosaminu
a N-acetyl-D-glukosaminu, které spojuje p (1-4) glykosidicka vazba. Chitosan se ziskava alkalickou

deacetylaci chitinu, ptisobenim 50% hydroxidu sodného za nékolika hodinového varu nebo ptisobenim

enzymu N-deacetylasa (EC 3.5.1.41) [41], [42] .

Obrazek 2: Struktura chitosanu [43]

Hlavnim charakteristickym znakem je stupen deacetylace, podil acetylovanych jednotek existujicich
v kopolymeru  [44]. Stupei deacetylace se udava v procentech, obvykle Vv rozmezi
60-100 % [42]. Muko a bunééné adheze jsou ovliviiovany stupném deacetylace a typem bunky
prostfednictvim vytvafeni iontovych komplexii. Jako ptiklad mohou byt uvedeny fibroblasty, které maji
ve srovnani s Keratinocyty vétsi zaporny naboj a tim lépe pfilnou ke strukturam chitosanu, ktery
ve vodnych roztocich vystupuje jako polykation diky pfitomnosti aminoskupiny ve své struktute, ktera

je schopna se ve vhodnych podminkach protonizovat [45].
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Obrazek 3: Deacetylace chitinu [42]

Mimo stupeini deacetylace je molekulova hmotnost chitosanu dal$im vyznamnym parametrem, jelikoz
ovliviiuje jeho biologické vlastnosti. Bylo zjisténo, ze oligomery chitosanu s rozdilem 1 kDa vykazovaly

vyssi antimikrobialni aktivitu. V porovnani s chitinem je chitosan vice chemicky i biochemicky aktivni.
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Chitosan se lisi od ostatnich dostupnych polysacharidi pfitomnosti aminoskupiny ve svém fetézci
a schopnosti tvofit polykationtové komplexy. Kladné naboje polyelektrolytu ochotné interaguji s mnoha
zapornymi bufikami. Diky své elektrostatické povaze mohou byt chitosanové komplexy vyuzity
pro enkapsulaci 1é¢iv, pfendSeni gent nebo fixaci enzyma. Chitosan je jednim ze slibnych materidla
vyuzivanych pii pfipravé hydrogeli. Vynika svou biologickou rozlozitelnosti, biokompatibilitou
a dobrou sitovaci schopnosti [42], [45].

2.3.1 Vlastnosti

Chitosan je rozpustny ve ziedénych kyselinach (octova, mravenci, citronova). Od ostatnich komeréné
dostupnych polysacharidli se vyznacuje vysokym obsahem dusiku ve své struktute. Nejcastéji se dusik
vyskytuje ve form¢ primarnich alifatickych aminoskupin [46]. V molekulové struktufe chitosanu
muzeme najit tfi aktivni centra: primarni aminoskupinu, primarni a sekundarni hydroxyskupinu.
Primarni aminoskupina ¢asto podléha syntéze kvartérnich amoniovych kationtii, ktera zpiisobuje lepsi
rozpustnost ve vodé a vytvafeni komplexti s kovovymi ionty. Primdrni hydroxyskupina byva
nahrazovana ,,spacery*, které slouzi jako vazebné misto pro aktivni slozku. Modifikace sekundéarni
hydroxyskupiny podporuje rozpustnost ve vodé [42].

Chitosanové hydrogely miizeme rozdélovat na fyzikalni a chemické dle povahy jejich sit¢. Chemické
gely jsou spojeny pevnymi kovalentnimi vazbami pomoci protonovanych -NHs skupin. Jako sitovaci
¢inidlo muze slouzit glutaraldehyd nebo formaldehyd [44]. Tyto latky v8ak mohou zptisobovat toxicitu
a narusovat biokompatibilitu hydrogelu nezadouci pro biomedicinské aplikace. Piikladem kovalentniho
zesiténi maze byt Schiffova reakce, ve které dochazi k vazbé aminové skupiny a aldehydu. Chemické
sit¢ 1ze tvorit také interakci polymer-polymer mezi aktivovanymi funkénimi skupinami, pomoci
fotosenzitivnich ¢inidel nebo za pomoci katalytickych enzyma [44], [7].

Fyzikalni chitosanové gely jsou spojeny nekovalentnimi interakcemi — polyelektrolytove,
interpolymerni a hydrofobni. ProtoZze jsou vSechny zminéné vazby Cisté fyzikalni, maji reverzibilni
charakter, ktery je zaji$tén opétovnym piijimanim disperzniho prostiedi. lontové vazby vznikaji reakci
kladné nabitych aminoskupin chitosanu a zdporn¢ nabitych molekul a aniontt jinych polymeri. lontové
komplexy se smiSenym nabojem jsou vysledkem interakce chitosanu a malych aniontii (napf. sirany,
citraty, fosfaty). Zménu bobtnani gelu miizeme dosahnout zménou koncentrace druhé slozky pouzité
pfi procesu piipravy. Fyzikdlni hydrogely na bazi chitosanu lze pfipravit pouhym smichanim slozek
tvoricich gel za vhodnych fyzikalnich podminek. Kratkou Zivotnost ve fyziologickych médiich a slabou
mechanickou pevnost kompenzuje fakt, ze neni nutna piitomnost jiného ¢inidla. Proto jsou vhodnymi
kandidaty pro aplikaci kratkodobého uvoliovani 1é¢iva [7].

2.3.2 Vyuziti
Diky svym vynikajicim vlastnostem, jako je biokompatibilita, biodegradabilita a antimikrobialni uc¢inky
je chitosan Casto vyhleddvanym materidlem ve farmaceutickych a biomedicinskych odvétvich [42].

Roztoky pfipravené z chitosanu jsou popisovany jako antimikrobidlni proti Sirokému mnozstvi
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nezadoucich mikroorganismil — grampozitivni bakterie, gramnegativni bakterie, kvasinky, fasy, houby,
ale 1 lidské ordlni patogeny. Zda chitosan ptsobi jako baktericidni Cinidlo, tzn. schopné zabijet zivé
bakterie, nebo jako bakteriostatické ¢inidlo, tzn. schopné pouze zastavit bakterialni rust, je stale
diskutovano [47].

Zpocatku se chitosan vyuzival ve farmaceutickém primyslu jako pomocna latka pro pevné 1ékové
formy a jako Cinidlo zvySujici viskozitu. Uz v této dobé byly vniméany vyhody, které chitosan
nabizi — dobra dostupnost, nizka toxicita a kladn€ nabité aminoskupiny umoznujici fyzikalni a chemické
zesitovani [47]. Chitosan lze vyhodné vyuzit jako systém pro transport 1é¢iv s fizenym uvolfiovanim
léciva ¢i jinych aktivnich komponent. Velky vliv na polymerni nosic¢e léciva ma jejich velikost,
elektricky naboj, hydrofilni nebo lipofilni vlastnosti které mohou ménit farmakologické a imunologické
aktivity prenasenych latek. Prinik nosice do bunky probihd difuzi uvolnéného 1éciva do buiiky nebo
endocytozou, kdy je cely systém vpraven do buiiky a uvolfiuje 1é¢ivo postupné ptisobenim enzymu [42].
Bézné pouzivané 1ékové formy vedou k brzkému uvoliiovani 1é¢iva po podani, dochazi k prudkému
nartistu maximalni koncentrace aktivni latky v téle a naslednému rychlému poklesu. Predvidatelné
a reprodukovatelné uvolnovani 1éCivé latky piedstavuje velkou vyhodu, jelikoz vytvari pozadované
prostiedi, minimalizuje vedlejsi u€inky a prodluzuje G¢innost [46].

Antibakterialni aktivita chitosanu u¢inna vG¢i gramnegativnim i grampozitivnim bakteriim,
kvasinkam i houbam nachézi mnoha vyuziti. Kritickou podminkou je hodnota pH pod 6,5, kdy dochazi
K ionizaci pozitivné nabitych funkénich skupin. Pti pH vétsi nez 7 ztraci chitosan svou antibakterialni
ucinnost. Védci Tokura a spol [48] objevili schopnost nizkomolekularniho chitosanu inhibovat aktivitu

bakterie Escherichia Coli oproti jeho neaktivni vysokomolekularni formé [42], [48].

2.4 Transportni vlastnosti
Posunem castic dochéazi v systémech s koncentracnim gradientem k jejich samovolnému piesunu
a vyrovnavani koncentraci pomoci diftize. Proces vyrovnavani koncentraci probihd vzdy ve sméru
koncentra¢niho gradientu. Kinetika procesu klesa s velikosti difundujicich ¢astic — Vv analytickych
disperzich je difuze vyrazné rychlejsi nez v disperzich koloidnich [9], [49]. Rychlost difuznich procest
se lisi v zavislosti na prostfedi. V plynnych latkach jsou procesy rychlé, zatimco v kapalinach a pevnych
latkach dochazi ke zpomaleni. Pfechod Castic pomoci difuze pfimo imérné zavisi na velikosti ¢astic
rozpusténé latky [50].

Difuzni tok J; jako veli¢ina imérna koncentraénimu gradientu pfi jednorozmérné stacionarni diftzi
byl definovan pomoci 1. Fickova zakona: [9].
de; 1)
o

Veli¢ina D; vyjadiuje diftzni koeficient, ktery se ¢iselné rovna latkovému mnozstvi difundujici latky,

Ji= —D;-

které projde jednotkovou plochou za jednotku ¢asu pii jednotkovém koncentracnim gradientu. Jednotka

17



o, . . ; iy dc; v . “ s . . R _
diftizniho gradientu je m?-s! a veli¢ina d—i’ oznacuje koncentraéni gradient s jednotkou mol-dm=-m™,

w ¥ SIS . < . dc; ,
V ptipadé€ stacionarni difuze je koncentracni gradient d—il konstantni [9].

Vztah mezi difuznim koeficientem, koeficientem tieni a absolutni teplotou byl popsan Einsteinem

a dnes jej zname jako Einsteinovu rovnici [49]:
kp-T )

kde kp vyjadfuje Boltzmanovu konstantu, T termodynamickou teplotu a f tfeci (frik¢éni) koeficient.

Difuzni koeficient se také obecné vyjadiuje Stokesovou — Einsteinovou rovnici [9]:
_ kT ®)
~ emnr

kde 1 je dynamicka viskozita a r polomér ¢astic. Ze vztahu vyplyva, ze s rostouci teplotou a snizujici se
viskozitou kapalného prostiedi dochazi ke zvySovani diftizniho koeficientu [49].

Difuze v roztocich polymert a gelt je slozity proces, ktery zavisi na vlastnostech difundujicich ¢astic
a polymerni siti. Proces byl jiz detailné zkouman za pouziti nejriznéjSich technik od gravimetrie,
fluorescence az po dynamicky rozptyl svétla. Tyto studie nam pomohli pochopit jejich morfologii
a strukturu, transportni jevy a moznost vyuziti pii fizeném uvolnovani 1é¢iv. Vedly i k navrzeni

modelovych popist procest difuze, které jsou zalozeny na ménicich se fyzikalnich faktorech [50].

2.5 Reologie
Reologie je multidisciplinarni védecky obor zabyvajici se tokem a deformaci hmoty pisobenim vngjsi
mechanické sily. Chovani hmoty muzeme rozdé€lit na 3 kategorie [49]:
1) elastické chovani — hmota se po ukonéeni ptisobeni vnéj$i mechanické sily vraci do svého pivodniho
stavu (material relaxuje)
2) visk6zni chovani — na hmotu ptisobi nevratna deformace, ktera zptisobuje tok hmoty po dobu silového
pusobeni (material po ukonceni silového plisobeni nezrelaxuje do ptivodni podoby)
3) viskoelastické chovani — hmota se deformuje vratné ¢i nevratné v zavislosti na dobé a intenzité
silového pisobeni

Reologicka méfeni se neomezuji pouze na informace o toku kapalin, ale zabyvaji se i deforma¢nim
chovanim pevnych latek. Deformacni chovani Gizce souvisi s proudénim tekutiny, jakmile je deformacni

smykova sila dostatecné velka, zptisobuje tok materialu [49].

2.5.1 Tokové testy

Pfi proudéni kapalin, pohybu vlivem pusobeni sil, dochazi k preskupovani molekul kapaliny ve sméru
proudéni. Pti malych rychlostech pohybu ¢astic dochazi k tzv. laminarnimu proudéni, pti kterém se silné
uplatituji mezimolekularni pfitazlivé sily a smér pohybu ¢astic se neméni. Opakem je tok turbulentni,
pii kterém se pohybuji ¢astice s vysokou rychlosti, coz ma za nasledek oslabeni mezimolekularnich sil.
Pti turbulentnim proudéni dochazi ke zménam sméru pohybu ¢éstic a dochazi ke vzniku virt.. Viskozni

chovani kapalin popisuje Newtontiv zakon viskézniho toku [49]:
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dv (4)

F= —p:S-—
n dx’

kde # oznacuje dynamickou viskozitu [Pa-s], ktera je mirou vnitiniho odporu proti relativnimu pohybu
v riiznych ¢astech tekutiny, S je plocha vrstvy, na kterou pisobi sila F a % oznacuje gradient rychlosti
ve sméru osy x [9]. Dynamicka viskozita je veli¢ina popisujici miru brzdiciho G¢inku kapaliny proti
relativnimu pohybu, ktery vznika disledkem pireskupovani molekul a tepelného pohybu. Dynamickou

viskozitu mizeme méfit pomoci tokovych neboli viskozitnich testi. Kromé dynamické viskozity

se zavadi také tzv. kinematicka viskozita 7uin jako podil dynamické viskozity a hustoty kapaliny [51]:
n ()

Jednotkou kinematické viskozity je m? - s, Obracend hodnota dynamické viskozity se nazyva
fluidita. U koloidnich systému s polymernimi fetézci Ize uréit relativni molekulovou hmotnost polymeru
s Houwinkova-Markova-Kuhnova vztahu [9], [49]:

] =K - (Mye)*. (6)

Konstanty Ka a ve vztahu jsou specifické pro kazdy polymer a jsou urCovany experimentalné
[49], [51].

Pro méfeni tokovych testd u nenewtonovskych kapalin se vyuzivaji pratokové kapilarni viskozimetry
s nastavitelnym tlakovym spadem. Potfebny tlakovy spad mize byt vytvoten riznou vyskou sloupce
mefené kapaliny, tlakem inertniho plynu nebo zatézovanym pistem. Pratokovymi kapildrnimi
viskozimetry mizeme méfit bud’ tlakovy spad nebo objemovy prutok [51].
2.5.2 Newtonovské a nenewtonovské kapaliny
Viskozitu kapalin definujeme za piedpokladu laminarniho proudéni kapalin a je zavisla na druhu
kapaliny [51]:
1) Newtonovské kapaliny — pro tyto kapaliny plati Newtontv zakon a spliuji pfimou timéru mezi
smykovym napétim a gradientem rychlosti. Zaroven plati, Ze viskozita je nezavisla na ménici
se smykové rychlosti [51].
2) Ne-newtonovské kapaliny casové nezavislé — hodnota dynamické viskozity u casové
nezavislych ne-newtonovskych kapalin zavisi na rychlostnim gradientu a teploté.

U pseudoplastickych kapalin, které fadime mezi ne-newtonovské asove nezavislé kapaliny, dochazi
s rostouci hodnotou rychlostniho gradientu k poklesu dynamické viskozity. U vysoce koncentrovanych
stabilizovanych suspenzi dochazi k dilatanci, kterd se vyznacuje zvySovanim dynamické viskozity
srustem gradientu rychlosti. Poslednim typem casové zavislych ne-newtonovskych kapalin jsou
kapaliny plastické, takové kapaliny se chovaji pfi nizkych napétich jako tuha télesa a deformuji se pouze
elasticky az do hodnoty meze poddajnosti (staticka mez toku), pii které dochazi k trvalé deformaci

a rozruseni struktury [9], [51].
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3) Ne-newtonovské kapaliny ¢asové zavislé — pro kapaliny neplati Newtontuv zakon — dynamicka
viskozita je zavisla na Case.

Kapaliny, které méni hodnotu dynamické viskozity v ¢ase oznacujeme jako ne-newtonovské Casove

zavislé kapaliny a mizeme je rozdélit na kapaliny tixotropni, u kterych v Case klesa viskozita a fidnou,

nebo naopak reopektické, u kterych dochazi v ¢ase k rustu viskozity a houstnuti [9], [51].

A C

i -
Pseudoplasticka _ -~
kapalina .-~
4
+7 Newtonska
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P Dilatantni
/ kapaling

\ 4

Y

Obrazek 4: Viskozni charakteristiky kapalin, A - Pseudoplastickd, B - Newtonovska, C - Dilatantni [52]

2.5.3 Oscilacni testy

Oscilacni testy slouzi k popisu viskoelastického chovani latek. Jedna se o chovéani na pomezi idealné
viskéznich a idealné elastickych latek. Elastické latky zachovavaji rovnovazny energeticky stav
udrzovanim klidové mikrostruktury. Psobenim sily nebo deformace na tuto mikrostrukturu posouva
rovnovahu mimo minimalni energeticky stav a vznika elasticka sila se snahou strukturu latky uvést
do ptivodniho stavu. Jednim z modelt takového chovani byva uvadéna pruZzina, ktera se po natazeni
vraci do nedeformovaného stavu. Hookiiv zakon toto chovani charakterizuje jako zavislost te¢ného
napéti a miry deformace umérné napéti az do prekroCeni meze pruznosti, po které je mikrostruktura

latky nenavratné poskozena.
. (7)

Pomér te¢ného napéti 7 [Pa] a miry deformace Hooktiv zakon definuje jako tzv. komplexni modul G
[Pa], ktery vyjadfuje kvantitativni miru tuhosti materialu proti deformaci. Stejnym principem se fidi
i smykové deformace [53].

Zakladem oscilacnich testi je méfeni Casoveé zavislé smykové deformace. Vzorek je pfi méteni
umistén mezi dolni statickou a horni oscilujici desku, mohou byt pouzity také geometrie deska-kuzel
nebo valec-valec. U idealné viskoéznich latek bude napéti vzorku pfimo imémé deformaci a pfi
sinusoidni oscilaci maji ob¢ ktivky stejnou fazi, zatimco u idealné elastickych latek dochazi k fazovému

posunu téchto zavislosti o n/2. Viskoelastické latky vykazuji fazovy posun od 0 do n/2 [53].
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Obrazek 5: Zavislost napéti a miry deformace pro elastické, viskoelastické a viskézni latky [53]

Realna slozka komplexniho modulu G* se nazyva pamé&t'ovy modul G' [Pa] a charakterizuje elastické
chovani popisované latky. Hodnota pamétového modulu je mirou deformacni energie spotfebované
latkou, ktera po odstranéni deformace zajistuje ¢asteéné nebo uplné vraceni latky do pavodni struktury.
Imaginarni slozka komplexniho modulu se oznacuje jako ztratovy modul G" [Pa] a reprezentuje viskozni
chovani latky a predstavuje takovou energii, ktera je spotfebovana béhem procesu zmény struktury
materialu — toku [54]. Pii méteni definovanych viskoelastickych parametri se méteni provadi v linearni
viskoelastické oblasti (LVO), ve které jsou napéti a mira deformace timérné a aplikované napéti neni
dostate¢né velké pro rozpad struktury vzorku a mohou byt méfeny mikrostrukturni vlastnosti. Linearni
viskoelastickou oblast 1ze uréit provedenim zatéZzovych nebo deformacnich testa [53].

Mezi Casto provadéné oscilacni testy patii amplitudové a frekvenéni testy. Amplitudové testy jsou
méfeny s proménnymi amplitudami deformace, zatimco teplota a frekvence jsou udrzovany konstantni.
Amplitudové testy mohou byt jednim z néstroji pro urceni linearni viskoelastické oblasti. Frekven¢ni
testy slouzi k Gasové =zavislému popisu chovani vzorku v oblasti nedestruktivni deformace.
Pti frekvencnich testech zlistava se zvySovanim frekvence hodnota deformace neménna. Vysoké
hodnoty frekvence simuluji rychlé pohyby vzorku pii kratkém casovém tiseku, zatimco nizké frekvence
simuluji pohyb pomaly v dlouhych Easovych tsecich. V praxi jsou frekvenéni testy vyuzivany

pro ziskani informaci o chovani a vnitini struktute polymeri [55].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1 Priprava gradientovych hydrogeli

Ptipravou fyzikaln¢ sitovaného gradientového hydrogelu pomoci postupného ftizeného sitovani
se zabyval Yongxiang Xu a kol [56]. Gradientové chitosanové hydrogely pfipravovali za pomoci dvou
sitovacich ¢inidel, tripolyfosfatu sodného (TPP) a hydroxidu sodného (NaOH). Tripolyfosfat je ¢asto
vyuzivan jako iontové sitovaci ¢inidlo pfi ptiprave chitosanovych hydrogelovych kuli¢ek a nanocastic
diky svym netoxickym vlastnostem a stabilité v kyselém prostiedi. Pii procesu piipravy byl vyuzit také
chlorid sodny (NaCl), ktery ovliviioval iontovou silu roztoku. Hlavnim pozadavkem této prace byla
syntéza hydrogelového materialu schopného napodobit lidskou tkan (kost, chrupavku,...) [56].
Struktura a vlastnosti pfipravovanych gelti byly pfi piipravé modifikovany zménou doby gelovaténi,
pH a slozenim sit'ovaciho roztoku. Piipravé chitosanového hydrogelu predchazelo rozpusténi chitosanu
ve vodném roztoku kyseliny octové, tento roztok byl od tiplného rozpusténi ponechén stat 24 hodin pti
4 °C. Nasledovalo vstiiknuti do pfedem pfichystané valcové formy, ve které se chitosan nechal zmrazit
na teplotu —20 °C po dobu 24 hodin. Zmrazeny chitosan byl po riiznou dobu ponofen do prvniho
gelovaciho roztoku (TPP + NaCl) pfi 4 °C. Po primarni gelaci nésledovalo ponofeni do roztoku NaOH,
ktery slouzil jako druhy gelovaci roztok. V8echny pfipravené vzorky byly nakonec opakované promyty

deionizovanou vodou a pted testovanim uloZeny 24 hodin [56].

P TIPSy

Obrdzek 6: Hydrogelové vzorky po ponoreni do prvniho sitovaciho cinidla [56]

Na Obrazek 6 jsou vyfoceny chitosanové gely pripravené primarnim sitovadlem
(3 M NaCl + 0,5% TPP) v ruznych ¢asech (1, 2, 4, 8 a 24 hodin) (a). Nasledné byly tyto gely roziiznuty
(b) a promyty deionizovanou vodou pro odstranéni NaCl a ponechani pouze TPP vrstvy gelu [56].

Uspésné zgelovaténi hydrogelu pozorovali ptidavanim barevného indikatoru bromthymolové modie.
Bromthymolova modf indikuje v oblasti pH 6,0-7,6 zménou ze Zluté barvy na modrou. Ptidani barviva
probihalo v riiznych Casech sitovani k roziiznutému vzorku. Pro pochopeni morfologie a rychlosti
gelovaténi byla méfena tloustka modré zgelovaténé vrstvy, kterd byla pfedem néckolikrat promyta

deionizovanou vodou [56].
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Cas =0 1.0 2.5 5.0 10.0 min
Obrdazek 7: Hydrogelové vzorky po ponoreni do druhého sitovaciho cinidla [56]

Na Obrazek 7 jsou jiz pln€ zesitované gely, které byly ponofeny do druhého gelovaciho roztoku
(1 M NaOH) po ruznou dobu (0, 1, 2,5, 5 a 10 minut). Zména barvy gell byla zpisobena zménou pH.
Pokud byla hodnota pH vyssi nez 6,0-7,6, vzorek se zbarvil modie. Po roztiznuti geld bylo mozné urcit,
ze s rostouci dobou gelovaténi pevna vrstva gelu sili a zmensuje se tekuty podil. Po 10 minutach
gelovaténi vechen chitosan vyskytoval ve formé hydrogelu [56].

Metodou fizeného sitovani se autorim studie povedlo vytvofit gradientovou strukturu gelu za pouZiti
dvou typt sitovacich roztoku — NaCl + TPP a NaOH. Struktura a vlastnosti geld byly modifikovany
zménou doby gelovaténi a sloZzenim gelujicich ¢inidel. Vyznamnou roli v procesu gelace hrala iontova
sila CI~. T¢é bylo vyuzito k navazani NH3* skupin a zabranéni rozpous$téni chitosanu z divodu vysoké
rychlosti difuze ClI" do chitosanového roztoku. V ramci méfeni cytotoxicity pripravenych vzorkt byly
takto ptipravené gely doporuceny pro vyuziti jako scaffoldy v tkanovém inzenyrstvi. Experimenty
ukazaly bunéénou zivotaschopnost a kompatibilitu pro fibroblastové buriky [56].

V této studii se autor predeslého clanku Yongxiang Xu vénoval pfipravé vicevrstevnatého
chitosanového gelu pomoci fizeného zmrazovani, rozmrazovani a nasledné neutralizace. Hlavni
motivaci této studie byla pfiprava gradientového hydrogelu bez vyuziti toxickych kovalentnich
sitovacich ¢inidel, které mohou mit negativni vliv pii aplikaci v tkanovém inZenyrstvi. Vlastnosti
hydrogelu a morfologie byla upravovana zménou rychlosti tani a rychlosti neutralizace zmrazenych geld
at’ uz pomoci teploty tuhnuti, koncentrace chitosanu nebo teploty roztoku NaOH. Pro své vyhodné
vlastnosti byl vybran fyzikalni chitosanovy hydrogel, ktery byl syntetizovan na zaklad€ zavislosti
rozpustnosti chitosanu na pH roztoku. Dilezité bylo provadét proces zmrazovani a rozmrazovani
za neutralizace, ktera zajistovala deprotonaci NHs" skupin a navazani chitosanovych fetézcti tvorbou
slabych vazebnych interakci pro vytvofeni [57].

Prvnim krokem pfipravy fyzikalniho gelu bylo rozpusténi chitosanu ve vodném roztoku kyseliny
octové. Po uplném rozpusténi byl roztok ponechan stat pfes noc bez michani pii teplot¢ 4 °C. Tento
roztok byl vstiikovan do valcové formy (9,0 x 9,0 mm) a zmrazen pii riznych teplotach (—20 °C, —80 °C
a —196 °C) po dobu 24 hodin. Zmrazeny chitosanovy roztok byl poté ihned vlozen do 4 ml roztoku
NaOH v jeho riznych koncentracich (0,5; 1,0; 4,0 a 8,0 M) a teploté (4, 23, 37 a 70 °C) NaOH a lehce
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protiepan po 2 hodiny pro aktivaci aminovych skupin polymerniho fetézce. Nasledovalo promyti
20 ml PBS (fosfatovy pufr, pH 7,4) do dosazeni neutralni hodnoty pH. Pro pozorovani procesu gelace
byla do roztoku chitosanu piiddna bromothymolovd modf. Zmrazeny roztok chitosanu
s bromothymolovym indikatorem byl ponoten do alkalického roztoku v kiemenné kyvetée pti laboratorni

teploté [57].

a) b) ¢)
Obrazek 8: Pozorovadni procesu gelovaténi po pridani barevného indikatoru [57]

Obrazek 8 znazoriiuje proces pripravy gradientového gelu v riiznych casech gelace za pouziti
okyseleného roztoku chitosanu o koncentraci 20 mg/ml a teplot¢ —20 °C a 1,0 M roztoku NaOH
pti teploté 23 °C. Zabarveni bromthymolového indikatoru odpovida rozsahu vzniklého gelu. Modra
barva zna¢i vznikly pevny hydrogel, zatimco Zluté ¢asti gelu odpovidaji nezgelovanému zmraZzenému

roztoku [57].

=
a) »

Obrazek 9: Struktura vzorkii gelu pred a po lyofilizaci [57]

Pro lepsi charakterizaci struktury byly gely rozfezany horizontalné a vertikalné a vyfoceny pied a
po lyofilizaci. Nasledovalo pozorovani mikrostruktury roziezanych vzorkti pomoci rastrovaci

elektronové mikroskopie. Na Obrazek 9 jsou porovnavany struktury gelt pfed a po lyofilizaci pii zméné
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koncentrace a teploty pouzivanych roztoki pii pripravé. Cast a) znazorfuje vliv koncentrace chitosanu
na vyslednou strukturu (¢(CS) =5; 10; 15; 20; 25 mg/ml), ¢ast b) vliv teploty chitosanu (T(CS)=-20 °C,
—80 °C; —196 °C), cast c) vliv koncentrace hydroxidu sodného (c(NaOH) = 0,5; 1,0; 4,0; 8,0 M) a Cast
d) vliv teploty hydroxidu sodného T(NaOH) = 4 °C; 23 °C; 37 °C; 70 °C) [57].

Gradientova struktura hydrogelu byla dokdzana pomoci méfeni na rastrovacim elektronovém
mikroskopu, pii které byly zaznamenany 3 ¢asti: povrch, ktery byl slozen z t€sné propojenych pora
0 priméru 20-50 pm, stiedova ¢ast, ktera meéla vrstevnatou strukturu z nanovlaken s radialné
orientovanymi mikropory a spodni ¢ast, kterd méla pory v jednotkach nanometra. Pro Giplné porozumeéni
piipravenych vzorkl byla provedena reologicka a transportni meteni, ktera potvrdila vhodnost piipravy.
Pro reologicka méfeni byly vyuzity oscilaéni amplitudové testy S geometrii deska-deska pro zjisténi
linearni viskoelastické oblasti a potvrzeni nezavislosti viskoelastickych moduld na amplitudé
deformace. Vysledky méfeni naznacuji, ze se zvySujici se koncentraci chitosanu a NaOH se navysuji
i hodnoty pamétového a ztratového modulu. Zmény v mechanickych vlastnostech ovliviiuje obsah

pevného podilu polymeru a hustoté zesiténi [57].
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Obrazek 10: Reologicka méreni pro vzorky s riiznou koncentraci a teplotou chitosanu a NaOH. a) ccs = 10,
15, 20, 25 mg/ml; b) Tes = -196 °C, -80 °C, -20 °C; ¢) cnaon = 10, 15, 20, 25 mg/ml; Tnaon = 4, 23,37 a 70 °C
[57]

Hydrogel s gradientem tuhosti z fotoaktivnich materialt jako je Zelatina a metakrylat (GelMA)
pripravovali autofi Lavrentieva a Fleischhammer [58] pomoci injekéni pumpy a 3D tisténého
mikrofluidniho zafizeni za pouziti né€kolika koncentraci sitovacich ¢inidel. Soucasti pfipravenych

gradientovych geld byly kultury lidskych tkani hAD-MSC a HUVEC, kterymi lokalizovali gradientovy
rozsah [58].
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Hlavnim tukolem pii této studii byla vyroba pasivniho mikromixéru s vysokou ucinnosti
a konstantnim proudénim tekutin pro dosazeni dokonalého smichani materidlii. Autofi kombinovali
dynamické michani a mikrofluidiku pro zajisténi specifického koncentra¢niho gradientu, uplného
promichani a laminarniho proudéni. Vyzkumné skupiny vyuzivaji fizené dynamické michani pomoci
injekénich pump bez popisu postupu michani. Tato informace je vSak zasadni pro findlni zpracovani
a zajiSténi homogenniho smichani roztokli. Proto byl pifi zpracovavani této studie kladen diraz
na detailni popis postupu michani s dokumentovanym vykonem michani, ktery zajistuje potfebnou
reprodukovatelnost experimentt [58].

Mikromixér zaroven s lici formou byly pfipraveny pomoci 3D tiskarny MultiJet 2500 Plus.
Pro odstranéni zbytku nosného materialu byla pouzita voda a parafinovy olej. Pro ptipravu byl pouzit
5% roztok GelMA rozpustény ve fosfatovém pufru (PBS) pfi teploté 37 °C az do uplného rozpusténi.
Nasledné byl jako fotoiniciator ptidan 0,1% Igracure2959 [58].

Pti samotné ptiprave byly vyuzity 2 injekéni pumpy. Prvni pumpa méla pocatecni pritok 200 pl/min
obsahujici GelMA s nizkym stupném volnosti, pratok linearné klesal az do hodnoty 0 pl/min. Po¢ate¢ni
prutok druhé pumpy, ktera Cerpala GelMA s vysokym stupném volnosti, byl 0 pl/min s linearné
vzristajicim pratokem do hodnoty 200 pl/min. Tteti instalovand pumpa byla pfipevnéna k lici forme
S kontinualnim pratokem 120 pl/min. Gradientové frakce byly sbirany do zkumavek o objemu
1,5 ml po 45 sekundach [58].

GelMA s nizkym
stupném volnosti

i

pumpa 2
GelMA s vysokym
stupném volnosti

Mikrofluidni
michaci zarizeni

pumpa 1 pumpa 3

Obrazek 11: Schéma systému 3 pump pro pripravu gelu [58]

Uspésné dosazeni gradientového rozlozeni v hydrogelu bylo zkoumano pomoci systému obarvenych
bungk k jejich detekci v daném materialu. Ke sledovani byly vyuzity modie zna¢ené endotelové bunky
lidské pupecni $niary HUVEC suspendovany do oblasti GelIMA s nizkym stupném volnosti a zelené
znac¢ené hAD-MSC mezenchymalni kmenové bunky lidské tukové tkané do oblasti GeIMA s vysokym
stupném volnosti. Gel byl po odliti polymerizovan UV zafenim po dobu 5 minut a skenovan pfistrojem
Cytation 5-cell imaging multi-mode reader, ktery zaznamenal pfechodnou distribuci bunék [58].

Popsana priprava pfedstavuje inovativni metodu piipravy gradientovych geli s pouzitim
mikromixérti, které mohou byt dale pouzity i pro jiné fotoaktivni hydrogelové materialy. Vyhodou této

metody je zejména nizka spotfeba materialu z divodu malého objemu samotného mixéru [58].
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3.2 Reologické vlastnosti gradientovych hydrogeli

Autorka ¢lanku Fuentes Caparrds se ve své praci [59] zaméfuje mimo jiné na piipravu a reologickou
charakterizaci heterogennich tfivrstvych gelii pfipravenych pomoci nizkomolekularnich latek metodou
3D tisku. Jako hlavni metoda charakterizace mechanickych vlastnosti geld a jednotlivych vrstev
hydrogelu byla vyuzita oscilaéni reologie s geometrii deska-deska a lopatkovou geometrii [59].

Pro pripravu gradientovych geli byl vyuzit fluorenylmethyloxykarbonyl-fenylalanin (FmocFF)
jakozto nejvice prostudované dipeptidové gelacni ¢inidlo, jehoZ ptednosti pii vyuziti v medicinskych
aplikacich je schopnost gelovatét pifi fyziologickém pH. Heterogenni struktura gelu byla dosazena
pfipravou  jednotlivych  vrstev  samostatné rozpuSténim daného mnozstvi FFmocFF
v 30% dimethylsulfoxidu (DMSO) a vodg¢, nasledné byly pipetovany jednotlivé vrstvy gelu na sebe.
Jako spojujici vrstva byla vyuzita deionizovana vodu. Pro studovani struktury a reologickych vlastnosti
byl ptipraven gely o tloustce 8 mm. Pfi pfipravé gelu byly spojovany jednotlivé vrstvy FmocFF
Vv koncentracich 5 mg/ml a 15 mg/ml v riizném potadi [59].

Reometricka méfeni byla provedena s vyuzitim jak geometrie lopatkové, tak geometrie deska-deska
s primérem 12,5 mm. Pfi pouziti lopatkové geometrie byly zaznamendny méfeni ve 3 polohach lopatek
v riiznych vyskach gelu, které¢ odpovidaly jednotlivym vrstvam s riznymi mechanickymi vlastnostmi.
Pfi pouziti geometrie deska-deska byl pocatecnim bodem meéfeni stav, kdy se horni méfici deska
dotykala nejspodnéjsi vrstvy gelu, coz odpovida normalové sile 0,05 N. Pro meéteni byly vyuzity
hodnoty deformace v rozsahu 0,01 % az 1000 % pii ahlové frekvenci 10 rad/s [59].
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Obrazek 12: Schéma rozlozeni vrstev jednotlivych vzorkii gelu a vysledky reometrickych méreni 8 mm gelu
pomoci lopatkové geometrie a geometrie PP12,5 [59]
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specifickou distribuci pouzitych koncentraci. Méteni vzorkd 2—4, které jsou tvofeny dvéma vrstvami
5mg/ml a jednou vrstvou 15 mg/ml potvrdilo, Ze mechanické vlastnosti gradientovych gelti jsou
ovlivnény také polohou nejtuzsi vrstvy. Pro gel s nejtuzsi fazi u dna dochazi ke zvyseni viskoelastickych
modultl. Tuto teorii potvrzuji také méfeni vzorkd 5—7, kde byly pfi pfipravé pouzity 2 vrstvy
s koncentraci FmocFF 15mg/ml a jedna vrstva skoncentraci 5 mg/ml. Pfi porovnani méfeni
na reometru za pouziti lopatkové geometrie a geometrie deska-deska v poloze A odpovidajici nejnizsi
vrstvé gelu dochazi k mirnému odliseni vysledki, které autorka clanku ptisuzuje proklouzavani desek
[59].

Vysledkem této prace je zhodnoceni vyuziti reologickych testl pro méfeni jednotlivych vrstev
vicevrstevnatého gelu a informace, jak tuhost jednotlivych vrstev ovlivituje celkové mechanické
vlastnosti hydrogelu. Pro méfeni vicevrstevnatych gelti bylo doporuceno vyuziti lopatkové geometrie,
ktera eliminuje chyby v méfeni a prechazi proklouzavani a delaminaci gelu [59].

Reologickym méfenim pro charakterizaci gradientového hydrogelu se také zabyvali autoii Leone
a Volpato [60], ktefi ptipravili avaskularni material napodobujici lidskou tkan chrupavky. Heterogenni
struktura byla vytvorena pomoci nékolika krokového spojovani vrstev polyvinylalkoholu (PVA) a nano-
hydroxyapatitu (nHA). 5% roztok PVA byl pfipraven ve vodném roztoku, jehoz pH bylo upraveno
pfidanim 2M NaOH. Nasledovalo ptidéani dispergované fdze nHA. Pro vytvofeni prvni vrstvy gelu byl
vybran hmotnostni pomér nHa/PVA 0,015. Trimethafosfore¢nan sodny (STMP) slouzil jako sitovaci
¢inidlo v poméru 1:1 (PS11HA). Druha i tfeti vrstva byla ziskéna sitovanim PVA na povrchu prvni
vrstvy pro zajisténi navazani gradientu za vyuziti volnych funk¢nich skupin na povrchu polymerniho
fetézce [60].

Prvnim krokem bylo naneseni sitovaciho ¢inidla po kapkach a nésledné ptidani roztoku polymeru.
Pro druhou vrstvu byly vyuzit pomér 0,020 nHA/PVA, pomér PVA/STMP byl zachovén (PS11).
Pro naneseni tieti vrstvy byl aplikovan stejny postup jako u vrstev piedeslych, bylo vyuzito poméru
nHA/PVA 0,02 a pomér PVA/STMP byl 2:1 (PS21) [60].

K charakterizaci vytvotené struktury byla vyuzita kromé metody SEM mikroskopie a ATR-IR
spektroskopie i reologie. Pro demonstraci charakteru gelu a ovéfeni odolnosti proti zatiZeni pii pouZiti
jako nahrady kloubni chrupavky byly provedeny frekvencni testy. Frekvenéni testy potvrdily chemické
zesitovani gelovité struktury s vysledkem vys$iho pamétového modulu nad ztratovy o jeden fad.
Obrazek 13 shrnuje vysledky komplexnich modulti pro v§echny vzorky. Hodnoty pro PS21 se vyrazné
lisi od vysledkd PS11, zatimco u vzorku PS11HA byl naméfen zanedbatelny rozdil. Tento fakt

naznacuje, Ze pritomnost hydroxyapatitu nevyvolava mechanické zmény materialu [60].
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Obrazek 13: Komplexni moduly jednotlivych vrstev gelu mérené frekvencnim testem v rozsahu 0,01—15 Hz

[60]

Viditelné nizkd hodnota komplexniho modulu pro mékkou vrstvu PS21 naznacuje vyrazny vliv
pfitomnosti nano-hydroxyapatitu na reologické vlastnosti materidlu. Ziskany materidl vykazuje
dle reologickych vysledki stejného reologického chovani jako chrupavkova tkan. S témito vysledky
a schvalenym postupem pii vyuziti povolenych koncentraci PVA a STMP je pfipravena latka vhodna
pro aplikaci v tkanovém inzenyrstvi [60].

3.3 Transportni vlastnosti gradientovych hydrogela

Gradientové hydrogely s vicetiroviiovou strukturou pfitahuji vyznamnou pozornost pro své cenné
vlastnosti v nejriznéjsich oblastech, nevyhodou se ale stavaji komplikované vyrobni procesy s nutnosti
specifického modelovani materialu. Tyto postupy nejsou efektivni pro pripravu vétSiho mnozstvi
hydrogelu a omezuji tim jejich praktické aplikace. Problematiku ptipravy gelovych povrcha
s gradientnimi strukturami prostfednictvim zavadéni teplotniho gradientu se zabyvaji autofi ¢lanku Lei
a kol [61]. Jednoduchost piipravy doplnili o vytvofeni takové gradientové systémy, ktera obsahuje
mikro/nanostrukturované povrchy, které mohou fungovat jako kapilary pro pienos kapalin. Strategie
piipravy vyuziva vytvoreni rozhrani dvou misitelnych polymert, z nichz jeden musi piedem zgelovatét.
Pro ptipravu je vyuzit pfistup fizeného michani pomoci difuze, po kterém nasleduje gelovaténi vyvolané

zmrazenim a separaci mikrofazi — prvni polymer tvofi difuzni vrstvu, zatimco druhy vytvari dalsi

strukturu uvniti (Obrazek 14) [61].
Gelovaténi
Ré) pomoci
Zzmrazeni -
N -

Oddéleni V(5

mikrofiz £

Obrazek 14: Postup pripravy gradientové struktury hydrogelu pomoci difiizni vrstvy a zmrazeni [61]
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Pro piipravu bylo uréité mnozstvi (5; 7,5 a 10 hmot. %) prasku poly(vinylchloridu) (PVA) rozpusténo
v N-methylypyrrolidonu (NMP) pii 90 °C. Po tUplném rozpusténi byl homogenni roztok odlit
do polystyrenové formy. Béhem procesu michani byly fetézce PS rozpustény v roztoku PVA/NMP.
Po sniZeni teploty smési doslo k separaci mikrofaze v diftzni vrstvé. Spolu s fazovou separaci se roztok
PVA/NMP zacal sit'ovat, zatimco polystyrenova vrstva zustala kapalna, coZ umoznilo pohyb fetézce
PVA v diftzni vrstvé a vytvofeni vicetroviiové struktury. Takto vytvofena mikrostruktura muze
nasledné pusobit jako komplexni otevieny kapilarni systém pro absorpci a transport kapaliny kapilarni
silou ve vertikdlnim sméru. Pfi zkoumani procesu byla vybrana Siroka s$kala kapalin
N,N-dimethylformamid (DMF), hexadekan, Rhodamin B, Coumarin 6 nebo Lumogen Red.
Pro dokazani diftze byly vybrany vzorky obsahujici DMF obarveny kumarinem a hexadekan obarveny

pomoci Lumogenua osviceny UV zafenim pii 365 nm [61].

Hexadekan DMF
E (=

-

gi

Obrazek 15: Fluorescencni méreni jako ditkaz transportu kapalin ve strukturdach hydrogelii pomoci
obarvenych roztoku Hexadekanu a DMF [61]

Autofi ¢lanku dospéli k ndzoru, Ze pouzitd strategie pro ptipravu viceuroviiovych strukturovanych
hydrogeli se potvrdila byt svou jednoduchosti vhodnou pro velkoplosnou aplikaci napiiklad jako

antidehydrata¢ni hydrogely [61].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie
e Chitosan (My = 250 kDa), Sigma Aldrich, ¢. Sarze: SLBF6034V
e Chitosan (Mw = 168 kDa), Sigma Aldrich, ¢. Sarze: MKBH7256V
e Kiyselina citronova, Penta s.r.o., €. Sarze: 2002160215
e Kyselina octova, Lach-Ner s.r.0., ¢. sarze: 607-002-00-6
e Hydroxid sodny, Penta s.r.0., ¢. Sarze: 2204030417
e Bromthymolova modi (sodna sul), Sigma Aldrich, ¢. sarze: BCCG4427
4.2 Pouzité pristroje
o Reometr — Discovery HR-2, TA Instruments
e Susarna — Durocel BMT
e Analytické vahy — Denver 224A Instrument
e Magneticka michac¢ka — Thermo Scientific Poly 15

4.3 Priprava vzorki

Néplni experimentalni ¢asti této bakalaiské prace byla pfiprava fyzikalné sitovanych gradientovych
hydrogelt za vyuziti chitosanu, organickych kyselin a hydroxidu sodného jako sitovaciho Cinidla.
4.3.1 Priprava homogenniho hydrogelu

Nejprve bylo nutné provést optimalizaci postupu pfipravy a zvoleni vhodnych koncentraci vyuzivanych
latek pii ptipravé homogennich hydrogeli. Prvnim krokem bylo navazeni 1, 2 nebo 3 g chitosanu, ktery
byl nasledné rozpustén v 100 ml vodného roztoku 5% kyseliny octové/citronové. 30 ml okyseleného
roztoku bylo poté postupné piikapavano do 15 ml roztoku hydroxidu sodného o koncentracich
1,5; 2 a 3 mol-dm™ az do vytvoteni celistvé gelovité struktury. Takto pfipravené homogenni hydrogely
byly méteny pomoci oscila¢nich testi na reometru HR-2 Discovery (TA Instruments). Po zhodnoceni
byly pro dalsi ptipravu vyfazeny vzorky s vyuzitim 1% roztoku chitosanu, které vykazovaly nejhorsi

mechanické vlastnosti a nejdelsi dobu gelovaténi.

4.3.2 Priprava hydrogelu s difuznim gradientem

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.2.2, pfiprava gradientovych hydrogelt probiha ve dvou fazich. Prvnim
krokem je piiprava prekurzorniho roztoku, ktera se v této bakalarské praci skladala z navazky 2 g nebo
3 g chitosanu rozpusténého ve 100 ml 5% vodného roztoku organickych kyselin (octova/citronova).
Vytvotena suspenze byla v kadince zakryta parafilmem a ponechéna nejméné 24 hodin na magnetické
michacce pri 300 ot./min za laboratorni teploty. Timto krokem bylo vlivem kyselého prostiedi zajisténo
uplné rozpusténi biopolymeru. Druhou ¢asti ptipravy je sitovani ptipraveného prekurzorniho roztoku
pomoci sitovaciho ¢inidla, kterym byl v této praci hydroxid sodny. Druhy krok zahrnoval pieneseni
okyselenych roztoki chitosanu do celkem 12 plastovych kyvet (1x1x4,5 ¢m) a jejich vloZeni do kadinek

s ptfedem pfipravenymi roztoky hydroxidu sodného (1,5M; 2M a 3M). Kazdy ze vzorki chitosanového
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roztoku byl v kadince se sitovacim c¢inidlem ponechan nejméné po dobu 48 hodin. Kyvety byly
vytazeny az po vizudlnim zhodnoceni zgelovaténi jednotlivych vzorka v celém objemu kyvety.

Kombinaci rozdilnych koncentraci hydroxidu sodného, chitosanu a typu kyseliny vzniklo celkové
12 vzorkli hydrogelt. Vliv jednotlivych ménénych parametri bude dale hodnocen v kapitole 5.2.
Pro prokazani gradientovych struktury hydrogelti zkoumanim jejich mechanickych a transportnich
vlastnosti byly vybrany vzorky 3% roztoku chitosanu ptipravené pomoci 1,5M a 3M NaOH.
Pro vysledné vyhodnoceni byly vzorky nadale ptipravovany s obéma typy kyselin.

DalSim ménénym parametrem ovlivitujicim tvorbu gradientu a mechanické vlastnosti vzniklého gelu
byla také molekulova hmotnost chitosanu. V ramci experimentalni ¢asti byl proto shodné piipraven
vzorek 3% roztoku chitosanu o niZ§i molekulové hmotnosti (168 kDa) s kyselinou citronovou
a zesitovany 3M hydroxidem sodnym. Celkové byl tedy testovan vliv koncentrace chitosanu
(1%, 2% a 3%), vliv koncentrace sitovaciho ¢inidla —hydroxid sodny (1,5M; 2M; 3M), vliv disperzniho
prostiedi, ve kterém byl chitosan rozpustén (kyseliny octova a kyselina citronova), molekulova

hmotnost chitosanu (168 kDa, 208 kDa) a doba sit'ovani (1/2 dny).

Obrdzek 16: Kyvety s roztoky béhem a po procesu sitovani

4.4 Prokazani gradientové struktury
Pro prokazani uspé$ného vytvofeni postupné gradientové struktury zménou pH v systému
chitosan—kyselina bylo vyuzito dvou pfistupti: méfeni viskoelastickych vlastnosti pomoci reometru

a metody zalozené na stanoveni ,,susiny* hydrogelovych ¢asti.

4.4.1 Charakterizace hydrogeli pomoci oscila¢nich testi

Pro méfeni viskoelastickych vlastnosti pripravenych hydrogelt s gradientovou strukturou byly vybrany
oscila¢ni testy métené pomoci reometru HR-2 Discovery (TA Instruments). Pro vSechna provadéna
méfeni byla vybrana geometrie deska-deska s hornim senzorem o praméru 20 mm. Pro zabranéni
prokluzovani vzorku pii méfeni byl vyuzit horni senzor se zdrsnénim 0,2 mm. Konstantnim parametrem
pii vSech méfenich byla nastavena teplota, Peltierovy desky byly temperovany na teplotu 25 °C.
Mechanické vlastnosti kazdého vzorku byly méfeny pomoci dvou typu oscilacnich
testi — amplitudového a frekvenéniho. Amplitudové testy (z anglického strain sweep) slouzily k méfeni

deformaéniho chovani hydrogelt a zjisténi linearni viskoelastické oblasti (LVO) pii konstantni
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frekvenci oscilace (1 Hz) a amplitudé deformace v rozmezi 0,01-1000 %. Aplikovana amplituda
deformace v logaritmickém modu méla rostouci charakter s 8 body na dekadu. Pied zacatkem méteni
byla v programu nastavena také doba relaxace vzorku na 180 sa zaroven temperace vzorku
na pozadovanou teplotu — 25 °C.

Zminované frekvencni testy (z anglického frequency sweep) byly méfeny pii vybrané konstantni
amplitudé¢ deformace (0,5 %), ktera spada do nedestruktivni oblasti LVO. Hodnoty frekvence
pro méfeni byly nastaveny od 0,01 Hz do 100 Hz s 6 body na dekadu. Stejné jako u amplitudovych testt,
pred métenim byl vzorek relaxovan po dobu 180 S a zaroven temperovan na 25 °C. Namérena data byla
zpracovana vV programu Trios (TA Instruments) a poté exportovana a upravena do grafii v MS Excel.
Pro dokazani vzniklého gradientu byly pfipravené hydrogely roztezany na 3 stejné velké ¢asti: vrchni
¢ast, stftedni ¢ast a spodni ¢ast, které byly nasledné jednotlivé umistény mezi dvé paralelni desky
pristroje a méfeny. Klicovymi parametry porovnavanymi u méfenych vzorkll byla: koncentrace

a molekulova hmotnost chitosanu, koncentrace hydroxidu sodného, typ pouzité kyseliny a doba
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Obrazek 17: Zavislost viskoelastickych modulii na mire deformace pro gradientovy hydrogel

4.4.2 SuSici charakteristika

Charakterizace pomoci suseni byla zalozena na vazeni ubytku hmotnosti hydrogelu a urceni kone¢ného

pevného podilu jednotlivych casti hydrogeli odstranénim jeho disperzniho prostiedi. Motivaci pro tuto

charakteristiku byla teorie postupného klesani hmotnosti pevného podilu s niz$imi ¢astmi gelu v kyvete.
Pripravené hydrogely byly rozfezany na 3 stejné velké ¢asti (vrchni ¢ast, stfedni ¢ast a spodni ¢ast),

umistény na pergamenovy papir na pfedem zvazené Petriho misky a vlozeny do suSarny vyhtaté

na 105 °C po dobu alespon 3 dny. Doba a teplota suseni byly zvoleny tak, aby doslo k odpateni volné
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vazané vody a méfena hmotnost byla na konci vazeni konstantni. Pro toto méteni byly pouzity hydrogely
pfipravené pro transportni méfeni, jejichz postup piipravy je uveden v nasledujici kapitole 4.5.

4.5 Priprava vzorku pro transportni experimenty

Pro sledovani kinetiky transportu bylo provedeno difizni stanoveni indika¢niho barviva
inkorporovaného do struktury hydrogelu. Pro zkoumani transportnich vlastnosti hydrogelt s difiznim
gradientem byla pfipravena nova sada vzorkd, jejichz pfiprava byla shodna s postupem v kapitole 4.3.
Jedinym rozdilem bylo vyuziti indikatoru bromthymolové modti 0 koncentraci 0,005 g/l, ktery nahradil
deionizovanou vodu v prvnim kroku pfipravy. Jako difundujici médium byla vybrana bromothymolova
modr na zakladé¢ literarni reSerSe proto, ze se jednd o aniontové barvivo, které je ochotné interaguje
s chitosanovym hydrogelem coby kationaktivnim biopolymerem. Kyvety s roztoky o rizné koncentraci
chitosanu a lisici se organickou kyselinou, ve které byl biopolymer rozpustén, byly ponofeny do roztoka
1,5M a 3M NaOH. Kadinky s kyvetami byly pfikryté vrstvou parafilmu a ponechany stat pii laboratorni

teploté. Difazni systém byl vizualné hodnocen a zaznamenavan kazdé 2 hodiny po dobu 48 hodin.

Obrazek 18: Kyvety s hydrogelem ihned po viozeni a po 48 hodindach
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Charakterizace pripravy gradientovych hydrogeli

Jak jiz bylo nastinéno v kapitole 4.3.2, pro piipravu hydrogelt s difuznim gradientem byl jako zastupce
bipolymeru vybran polykation chitosan, ktery byl rozpustén ve vhodném vodném prostiedi. Pro gelaci
chitosanu pomoci zmény pH byl zvolen hydroxid sodny. Jako vhodné prostifedi byly zvoleny slabé
organické kyseliny - kyselina octova a kyselina citronova, jejichz vliv na strukturu gelu byl pozdgji
testovan. Pro pfipravu byly vyuzity riizné koncentrace chitosanu (2 hm. % a 3 hm. %), dvé koncentrace
sitovaciho ¢inidla (1,5 M a 3 M), dvé molekulové hmotnosti chitosanu (168 kDa a 208 kDa) a takeé jiz
zminované rozdilné organické kyseliny — kyselina citronova a kyselina octova. Cilem prace byla kromé
pripravy gradientovych hydrogelt také jejich charakterizace — zejména jejich viskoelastickych
a transportnich vlastnosti. Po¢ate¢ni vizualni hodnoceni bylo vyuzito pfi piipravé hydrogell a vybéru
vhodnych koncentraci vyuzivanych latek. Pro kvalitativni charakterizaci byly hydrogely mé&feny pomoci
reologickych oscilaénich testd. V ramci experimentalni Casti byly také transportni experimenty
a stanoveni susiny, které zna¢né vypovidaly o struktufe chitosanovych hydrogeli a jejich schopnosti
tvofit fyzikalni gradient. VSechny vysledky téchto meéfeni a jejich srovnani budou popsany
Vv nésledujicich kapitolach.

Pro samotnou ptipravu, rychlost sitovani i nasledné vlastnosti gelu byl zna¢né dulezity vybér vhodné
koncentrace chitosanu. Pro experimentalni ¢ast byly vybrany koncentrace 20 g/l a 30 g/l. Jak naznacuje
Obrazek 19, pfi vybéru vyssi koncentrace dochazi k rychlej$imu sitovani hydrogelu. Zaroven mél
ptipraveny hydrogel s obsahem koncentrovangjsiho chitosanu pii vytazeni znaéné lepsi mechanické
vlastnosti, které umoznila lep$i manipulaci. Stabiln&jsi gel s vyssi hustotou sitovani zcela jisté ovlivni
zménu mechanickych vlastnosti, ktera bude dale popisovana v kapitole 5.2. Pro dalsi experimenty byla

koncentrace 2 hm. % chitosanu z divodu horsi manipulace a del$i doby sit'ovani vyfazena.

Obrazek 19: Sitovani hydrogelu s kyselinou citronovou v 1,5M NaOH po 20 hodindch: koncentrace 2 hm. %
chitosan (vlevo) a 3 hm. % chitosan (vpravo)

Na tvorbu gelu a jeho strukturu mél v sitovacim kroku velky vliv hydroxid sodny a jeho koncentrace.

Hydrogely sitované pomoci 3M NaOH vykazovaly rychlou dobu sitovani (1-2 dny) a také stabilnéjsi
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strukturu hydrogelu. Naopak pfi pouziti 1,5M NaOH byla doba pro vytvofeni kompaktniho gelu
v objemu celé kyvety az o 48 hodin delsi a pojily se s tim také mechanické vlastnosti hydrogelu. Stejné
jako u rozdilt pti vyuziti rozdilnych koncentraci chitosanu, i tady byly vlivem koncentrace hydroxidu
sodného predpokladany zmény ve viskoelastickych i transportnich vlastnostech.

Pro zhodnoceni zavislosti molekulové hmotnosti latky na sitovani a struktufe gradientovych
hydrogeld byly pro tuto bakalafskou praci ptipraveny také dva vzorky s chitosanem o molekulovych
hmotnostech 168 kDa a 208 kDa. Z vizualniho hodnoceni vyplyva, Ze se jedna o dalsi faktor, ktery
ovlivituje vysledné fyzikalni vlastnosti (pfedev§im mechanické vlastnosti). Vzorky s chitosanem o nizsi
molekulové hmotnosti (168 kDa) vytvati kompaktni gelovou strukturu za stejné dlouhou dobu
(48 hodin), jejich struktura je vsak mén¢ stabilni a nedrzi pevny tvar.

Pozornost byla pfi ptipraveé zaméfena také na vyuziti dvou riznych kyselin jako disperzniho prostiedi
pro rozpousténi chitosanu — kyselina octova a kyselina citronova. Pti ptipraveé vzorkt bylo pozorovano,
ze hydrogely s kyselinou octovou sit'uji pomaleji, nicméné maji poté vice rigidni strukturu. Na rozdil
od hydrogelu s obsahem kyseliny citronové, které mohou zcela zgelovatét jiz za 20 hodin, ale jejich

struktura byla podstatné slabsi a nedrzela svtij pevny tvar (Obrazek 20).

Obrazek 20: Vzorky obarvenych hydrogelii s rostouct hustotou sitovani (zleva) pri vyuziti: kyseliny citronové
(nahore) a kyseliny octové (dole)

Postup pfipravy hydrogeli ma velky vliv na jeho vyslednou podobu a moznost jeho vyuziti.
Ze zminénych pozorovani mize byt vyvozen zavér, ze vSechny zkoumané parametry ovliviiuji dobu
sitovani a vyslednou strukturu gradientovych hydrogeli. Stabilngjsi gely s rigidni strukturou vznikaji
pfi pouziti vyssi molekulové hmotnosti i koncentrace chitosanu, ale také s vyssi koncentraci sitovaciho
¢inidla. Pro pfipravu je smérodatny také typ kyseliny vyuzity pro rozpusténi chitosanu. Pro pfipravu
mechanicky pevnéjsiho hydrogelu je vice vyhovujici kyselina octova, zatimco kyselina citronova vynika
svou schopnosti rychlejsiho sitovani s niz§i mechanickou odolnosti. Tyto zavéry byly ovéfeny také

reometricky, coz bude diskutovano v nasledujici kapitole.
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5.2 Prokazani gradientové struktury pomoci oscila¢nich testii na reometru
Pomoci reologickych oscilacnich testli Snastavenim dle kapitoly 4.4.1 byly charakterizovany
viskoelastické vlastnosti ptipravenych chitosanovych gelt, které jsou nasledn¢ porovnavany
s vizualnim hodnocenim mechanickych vlastnosti pfi piiprave a také s jejich transportnimi vlastnostmi.
Metoda meéteni pomoci reometru si také kladla za cil zkoumat vliv vnéjSich deformacnich sil
na jednotlivé ¢asti gelu a potvrdit tak vytvoreni gradientové struktury hydrogelu. Jak jiz bylo zminéno,
pii experimentech byl sledovan vliv zmény koncentrace a molekulové hmotnosti chitosanu, koncentrace
sitovaciho ¢inidla (NaOH), vliv vyuzivané organické kyseliny a doba sit'ovani. Pro kazdé z méteni byly
vyhodnocovany viskoelastické moduly — elasticky (pamétovy) modul G' a viskézni (ztratovy)
modul G".

Hlavnim vystupem z reologickych méteni byly grafické zavislosti viskoelastickych moduli na mite
deformace nebo frekvenci oscilaci. Pro doplnéni byly ale také pro hydrogely a jejich postupné
zesitované Casti vypocteny hodnoty bodu prekiizeni. LiSici se viskoelastické vlastnosti jednotlivych

vzorkd a jejich vrstev byly porovnavany také pomoci vypoctenych hodnot komplexnich moduld.

¢ = Va7 T o7 ®

Z Obrazek 21, ktery znazoriiuje obecnou grafickou zavislost viskoelastickych modul na amplitudé
deformace, je patrné, Ze piipravené hydrogely i pies vysoky obsah vody ve své struktufe vykazuji
viskoelasticky charakter chovani, ktery se projevuje az o fad vyssi hodnotou elastického modulu nad
modulem viskoznim. Za linearni viskoelastickou oblasti dochazi ke vzniku mikrotrhlin ve struktuie
gelu, které maji za nasledek pokles elastického modulu a rist viskézniho modulu az do jejich prekiizeni

v bodé¢ toku, ve kterém se viskoelastické moduly sob¢€ rovnaji a hydrogel pii této hodnoté deformace

tece.
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Obrazek 21: Amplitudovy test s definovanou linedrni viskoelastickou oblasti a bodu prekiizeni
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Pro vSechny pfipravené vzorky gradientovych hydrogelt byly naméfeny jednoduché oscilacni testy,
kterymi se gradientova struktura potvrdila. Pro potvrzeni gradientu byl kazdy gel roziiznut na 3 ¢asti
akazda c¢ast byla individualné zmétfena. Vysledné vyhodnoceni reologickych testi u vSech
gradientovych vzorki ukazuje, Ze horni vrstva hydrogelu, ktera méla nejintenzivnéj$i kontakt
se sitovacim ¢inidlem je zesitovana nejvice, coz dokazuji nejvyssi hodnoty elastickych modulii. Naopak
obecn¢ fict, Ze pfi mensi interakci solu se sitovacim ¢inidlem dochazi ke snizovani hustoty zesiténi
a mensi mechanické odolnosti, coz se projevi nizsi hodnotou elastického modulu. Z grafu také vyplyva,
7e rozsah LVO zustava pro jednotlivé vrstvy hydrogelu neménny, coz znaci, Ze se neméni pevnost uzla,

ale pouze jejich Cetnost.
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Obrazek 22: Charakteristicky amplitudovy graf gradientového hydrogelu

5.2.1 Vliv koncentrace chitosanu

Jako prvni byla sledovana koncentrace chitosanu a jeji vliv na vysledné mechanické vlastnosti
hydrogelu. Pro vzorky obsahujici 2 hm. % a 3 hm. % chitosanu byly vysledky amplitudovych
a frekvencnich testll zpracovavany do grafii a nasledn€ mezi sebou srovnavany pomoci komplexnich
modult vrchnich ¢asti gelu. Jak napovida Obrazek 23, vliv koncentrace biopolymeru se vyznamné podili
na vyslednych hodnotach komplexnich moduli. Hodnoty chitosanového hydrogelu obsahujiciho

3 hm. % chitosan prevySuji hodnoty komplexniho modulu vzorku s chitosanem o nizsi koncentraci, coz
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dokazuje pevngjsi strukturu a vys$si Cetnost uzlt. Z vysledkd lze usoudit, Ze S rostouci koncentraci
chitosanu pfimo tmérné roste také hodnota viskoelastickych modulti a mechanicka pevnost gelt.
Pro ptehlednost byly porovnavdny pouze vrchni Casti gell, trend zvySujicich se modult s vyssi

koncentraci se vSak opakuje Vv celém rozsahu gelu.
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Obrazek 23: Srovndani komplexnich modulit hydrogelit s koncentraci 2 hm. % a 3 hm. % chitosanu a kyselinou
octovou u amplitudového testu

Vliv koncentrace chitosanu na vyslednou pevnost a mechanické vlastnosti hydrogelti potvrzuje
frekvencni test (Obrazek 24) méfeny vrozsahu 0,01 az 100 Hz. Komplexni modul hydrogelu
s koncentrovangj$im chitosanem ma taktéz vyssi hodnotu, coz potvrzuje vyssi pocet vytvorenych uzli
v siti hydrogeld. U obou méteni i ptes rozdilné hodnoty komplexnich modulti vykazuji vzorky podobny
charakter a kiivky se navzajem kopiruji, coz svéd¢i o podobnosti jejich chovani a mechanismu vzniku
gelu. Se zvysujici se frekvenci dochazi k prokluzu senzoru a strmému nartstu u hydrogelu s vyssi
koncentraci chitosanu, u vzorku s niz$i koncentraci dochézi k prokluzu a vzniku chyby jiz pfi nizsi

frekvenci.
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Obrazek 24: Srovndani komplexnich modulit hydrogelii s koncentraci 2 hm. % a 3 hm. % chitosanu a kyselinou
octovou u frekvencniho testu

Pevnost fetézel ve vnitini struktuie hydrogeld miize byt ovéfena pomoci vypoctenych komplexnich
moduld a bodu toku. Cim vice byla struktura zesitovana, tim difve dochazi k piekiizeni téchto moduli

z divodu vétsi pravdépodobnosti tvorby mikrotrhlin ve vétsim poc¢tu vazebnych interakci.

Tabulka 1: Vypoctend data pro hydrogely obsahujici 2 hm. % a 3 hm. % chitosanu, kyselinu octovou a 2M
NaOH

Komplexni modul [Pa] Bod piek¥iZeni [%]
g Vrchni &ast 2841 241,0
(@)
< Stredni &ast 2179 1113
S
(X Spodni &ast 1415 92,6
g Vrchni &ast 5790 339,9
o
£ Stiredni ¢ast 4060 3224
S
™ Spodni &ast 1480 316,7

Z Tabulka 1 vyplyva, ze hodnoty komplexnich moduld vzorku s koncentraci 3 hm. % chitosanu jsou
az dvakrat vétsi, coz potvrzuje experimentalni data grafickych zavislosti, ze hydrogely s vyssi
koncentraci chitosanu maji lep§i mechanické vlastnosti z divodu vyS$sitho poctu uzll.
U 3% chitosanového hydrogelu dochazi také k pozdéjsimu protnuti viskoelastickych modulii a k bodu,
kdy se hydrogel stava tekutym. Vyssi hodnoty bodu piekiizeni tedy potvrzuji hiie rozrusitelnou

strukturu gelu a vétsi odolnost mechanické deformaci.
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5.2.2 Vliv koncentrace sit'ovaciho ¢inidla

Odlisnosti jednotlivych chitosanovych hydrogelt a jejich mechanickych vlastnosti byly reometricky
zkoumany také pfi vyuziti dvou riznych koncentraci hydroxidu sodného jako sitovaciho ¢inidla
(1,5Ma 3 M). Nejprve byly hydrogely podrobeny amplitudovému testu S nastavenim uvedenym
v kapitole 4.4.1. Stejné jako u piedeslych vzorkt dochazi k pievaze elastického modulu nad viskéznim
Vv celé oblasti LVO, coz znaci charakteristické chovani gelll. Zaroven je z grafu patmé, Ze komplexni
modul vrchni ¢asti hydrogelu sitovaného v 3M NaOH je skoro dvakrat vyssi neZz komplexni modul
vrchni ¢asti gelu s 1,5M NaOH. Tento trend naznacuje pozitivni korelaci koncentrace sitovaciho ¢inidla

a vysledné schopnosti gelu odolavat mechanickym deformacim.
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Obrazek 25: Porovndni komplexnich modelii pro 3% chitosanovy hydrogel s kyselinou citronovou u
amplitudového testu za vyuziti dvou koncentraci sitovaciho cinidla

U vybrané amplitudy deformace byly proméfeny také frekvenéni testy, které potvrzuji vysledky
amplitudovych testd. Ze ziskanych naméfenych dat vyplyva, ze se zvySujici se frekvenci oscilace
dochazi k nartstu komplexniho modulu u obou hydrogelii. Dale je viditelny pokles komplexniho modul
chitosanového hydrogelu s nizsi koncentraci hydroxidu sodného oproti hydrogelu s koncentraci NaOH
vys§i. Viditelna podobnost kiivek piipravenych vzorkd znaci jejich mechanickou podobnost.

Pti nejvyssi frekvenci oscilace dochazelo k prokluzu senzoru a poklesu hodnot komplexnich modulti.
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Obrazek 26: Porovnani komplexnich modulu 3% chitosanového hydrogelu s kyselinou citronovou u
frekvencniho testu za vyuziti dvou koncentraci sitovaciho cinidla

Odlisnosti ve vyslednych mechanickych vlastnostech jsou jesté vice patrné z vypoéitanych hodnot
komplexnich modult a boda pirektizeni. Lepsi mechanické vlastnosti a odolnost potvrzuji vy$si hodnoty
komplexniho modulu pfi vyuZiti vice koncentrovaného sit'ovaciho ¢inidla. K bodu piekiizeni dochazi
u hydrogelu obsahujici 3M NaOH dfive, jelikoz u vice propletenych fetézcu dochazi k diivejsi tvorbé
mikrotrhlin a moznému podlehnuti ptisobici deformaci.

Tabulka 2: Vypocitané hodnoty komplexnich modulit a bodii prekiizeni pro hydrogely s proménnou koncentraci
sitovaciho cinidla

Komplexni modul [Pa] Bod pi‘ekFiZeni [%6]
T Vrchni ¢ast 3525 435,5
2 5
3 Stiedni éast 2998 4299
— Z
Spodni ¢ast 2179 316,7
. Vrchni ¢ast 6054 252,6
2 § Stiredni Cast 2144 2411
Spodni ¢ast 596 167,3

Z vypocitanych hodnot z Tabulka 2 byl potvrzen piedpoklad, Ze stejné jako koncentrace vyuZivaného
biopolymeru, také koncentrace sitovaciho ¢inidla vyrazné prispiva k ovlivnéni vyslednych
viskoelastickych vlastnosti a tim nabizi jednoduché feSeni pro modifikaci hydrogeli pro potiebné

aplikace.

5.2.3 Vliv molekulové hmotnosti chitosanu
Proméieny byly také hydrogely s rozdilnou molekulovou hmotnosti chitosanu — nizka molekulova

hmotnost (168 kDa) a stiedni molekulova hmotnost (208 kDa). Jako prvni byla opét linearni
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viskoelasticka oblast a hodnoty bodt toku proméfeny pomoci amplitudovych testi. Jak je z vysledného
grafu patrné, opét dochazi k pievaze elastického chovani nad viskdéznim prevahou pamét'ového modulu
nad ztratovym. Na Obrazek 27 mizeme vidét zavislost miry deformace komplexnich moduld hydrogelu
s riznou molekulovou hmotnosti chitosanu. Graf naznacuje trend zvySujiciho se komplexniho modulu
se zvySujici se molekulovou hmotnosti. O hydrogelu s molekulovou hmotnosti chitosanu tedy mtzeme

fict, ze ma ve své struktute vyssi hustotu sitovani a je rigidnéjsi.
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Obrazek 27: Porovnani komplexnich modulu 3% chitosanového hydrogelu s kyselinou citronovou u
amplitudového testu pri vyuziti dvou riiznych molekulovych hmotnosti chitosanu

Po uréeni hodnoty amplitudy deformace byl vliv zmény molekulové hmotnosti chitosanu promeéten
také frekvenénimi testy (Obrazek 28). Stejné jako u amplitudového testu, u testt s proménnou frekvenci
oscilace mizeme pozorovat vy$si hodnoty komplexniho modulu se zvySujici se molekulovou hmotnosti
vyuzitého chitosanu. S rostouci frekvenci oscilace dochazi také k naristu obou komplexnich modult,
coz svédci o plné zesitované strukture takto pfipravenych hydrogelt. Hydrogely jakozto viskoelastické
materialy jsou schopné po urcitou dobu pIné odolavat oscilaéni deformaci pti vysSich frekvencich tim,

ze se budou chovat vice elasticky.
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Obrdazek 28: Porovndni komplexnich modulu 3% chitosanového hydrogelu s kyselinou citronovou u
frekvencniho testu pri vyuziti dvou riiznych molekulovych hmotnosti chitosanu

Na zaklad¢ amplitudovych méfeni byl pro tyto vzorky vypocitan komplexni modul v porovnani
s bodem toku, coz znazoriiuje Tabulka 3. Vysledné vypoéty potvrzuji lep$i mechanické vlastnosti
hydrogelu ptipraveného s chitosanem o stfedni molekulové hmotnosti, coz dokazuji vyssi hodnoty
komplexnich modulti. Podobné hodnoty mezi toku naznacuji schopnost odolavat mechanické deformaci
po ptiblizné stejnou dobu.

Tabulka 3: Vypocitané hodnoty komplexnich modulii a bodu piekiizeni pro hydrogely s proménnou
molekulovou hmotnosti biopolymeru

Komplexni modul [Pa] Bod piekFiZeni [%0]
§ g Vrchni ¢ast 3785 306,8
‘3| Stiredni st 1107 221,1
22| Spodni est 990 2233
E TD@ Vrchni &ast 6054 252,6
E X | Stredni st 2144 241,1
=& | Spodni st 596 167,3

Pro shrnuti lze tedy fict, Ze vy$si molekulova hmotnost vyuzitého chitosanu vede k vyss§im hodnotam
komplexnich modulti, které znaci lepsi viskoelastické vlastnosti.
5.2.4 Vliv disperzniho prostredi, ve kterém byl chitosan rozpustén
Pfi optimalizaci ptipravy popisované v kapitole 4.3.2 byly vyuzivany dvé organické kyseliny — kyselina
octova a kyselina citronova. Jak naznacovalo vizualni hodnoceni, hydrogely obsahujici rozdilné typy

kyselin vykazovaly jiné strukturni vlastnosti vysledného vzorku. At uz to byla pevnost materialu nebo
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minimalni doba potiebna pro sitovani. Pro potvrzeni ptedpokladi o rozdilnych mechanickych

vlastnostech byly tyto vzorky také podrobeny amplitudovym a frekvenénim métenim.
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Obrazek 29: Porovnani komplexnich modulu 3% chitosanového hydrogelu sitovaného 3M NaOH u
amplitudového testu pri pouziti dvou typii organickych kyselin

Jak je z grafické zavislosti patrné (Obrazek 29), vyhodnocena data potvrzuji vysledky vizualniho
hodnoceni hydrogelti. Pouziti kyseliny octové jako disperzniho prostiedi pro rozpusténi chitosanu vede

Kk vétsi hustoté uzlu a rigidnéjsi struktuie. Naopak je tomu u hydrogeli s kyselinou citronovou, které se

vyznacuji niz$i stabilitou a pevnosti struktury.
Rozdil v mechanické pevnosti hydrogeli znaci také grafy zavislosti komplexniho modulu

na frekvenci oscilace, u kterych pozorujeme vy$si hodnoty komplexniho modulu pii vyuziti kyseliny

octové pfi piiprave.
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Obrazek 30: Porovnani komplexnich modulu 3% chitosanového hydrogelu sitovaného 3M NaOH
U frekvencniho testu pri pouziti dvou typii organickych kyselin

Vypoctend data komplexnich modulli a mezi toku taktéz potvrzuji vyssi rigiditu struktury hydrogelu
s kyselinou octovou, a to jak vy$§imi hodnotami komplexnich moduld, tak hodnotou, ve kterém

prevazuje viskozni slozka nad elastickou a gel zacina téct.

Tabulka 4: Vypocitané hodnoty komplexnich modulii a bodii prekrizeni pro hydrogely s vyuZitim riiznych kyselin
pri pripravé

Komplexni modul [Pa] Bod piekFiZeni [%0]
.g s Vrchni ¢ast 9507 336,1
K g Stiredni cast 3031 333,8
< ° Spodni &ast 1956 2415
© “g Vrchni éast 6054 252,6
g S Stiedni &ast 2144 2411
x5 Spodni &ast 596 167,3

5.2.5 Vliv doby sitovani

Pti pripravé gradietovych hydrogeld v experimentalni ¢asti této bakalaiské prace byly vSechny vzorky
sitovany po dobu 48 hodin. Pro zjisténi vlivu tohoto parametru na vysledné viskoelastické vlastnosti
hydrogelu byly v této kapitole diskutovany také rozdily viskoelastickych modult u hydrogelu, ktery byl
v kadince se sitovacim Cinidlem ponechdn pouze jeden den. Stejn¢ jako u pfedchozich vzorktu byly
mechanické vlastnosti hydrogel posuzovany pomoci oscilacnich testli. Vystupy z amplitudového testu
(Obrazek 31) ukazuji, ze komplexni modul hydrogelu sitovaného 1 den vyrazné pievysuje hodnoty
komplexniho modulu sitovaného 2 dny. Lze tedy tvrdit, Ze s niz§i dobou sitovani lze vytvofit pevnéjsi

a mechanicky odolnégjsi hydrogel. Tento vysledek je mozné vysvétlit degradaci chitosanu z divodu
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vysokého pH sitovaciho ¢inidla, jelikoz vybrany 3% chitosanovy hydrogel byl sitovan v 3M roztoku

hydroxidu sodného, coz odpovida hodnoté pH 13.

Komplexni modul - 1 den
Komplexni modul - 2 dny

10000

1000

G* [Pa]

100

10
0,01 0,1 1 10 100 1000
Mira deformace [%]

Obrazek 31: Porovnani komplexnich modulu 3% chitosanového hydrogelu s kyselinou citronovou u
amplitudového testu pri riizné dobé sitovani

Ptedpoklad, Ze po dvou dnech sitovani ztraci hydrogely svoji pevnost, potvrzuje také frekvencni test
(Obrazek 32). Komplexni modul hydrogelu sitovaného pouze 1 den dosahuje vyssich hodnot a také

dochazi ke zvySovani modulu se zvySujici se frekvenci, coz odpovida lepsi mechanické odolnosti

ptevahou elastického chovani.

100000 Komplexni modul - 1 den

Komplexni modul - 2 dny

10000
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Obrazek 32: Porovnani komplexnich modulu 3% chitosanového hydrogelu s kyselinou citronovou u
frekvencniho testu pri riizné dobé sitovani
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Stejné jako v predchozich kapitolach, k zavére¢nému zhodnoceni viskoelastickych vlastnosti
a potvrzeni tvorby difuzniho gradientu slouzi Tabulka 5 s vypoéty komplexnich modulid a bodem
ptekiizeni. | pies velké rozdily hodnot komplexnich moduli pro oba hydrogely se jejich odezva na
deformaci neméni a hodnoty bodi toku jsou blizké. Gel sitovany dva dny ma i pies méné pevnou
strukturu, schopnost dlouho odolavat ptisobicimu napéti.

Tabulka 5:Vypocitané hodnoty komplexnich modulii a bodii prekiizeni pro hydrogely s proménnou dobou
sitovani

Komplexni modul [Pa] Bod prek¥iZeni [%0]
. Vrchni ¢ast 1651 236,5
5 Stiredni &ast 1559 169,5
o Spodni &st 1244 172,8
c Vrchni ¢ast 9507 336,1
S Stiedni st 3031 333,8
- Spodni st 1956 2415

Jak je z vyse uvedenych vysledka patrné, doba sitovani ma také vyznamny vliv na vysledné vlastnosti
hydrogeltl. Obecné je z vysledkd pozorovan trend snizujicich se viskoelastickych modula s delsi dobou
sitovani.

5.3 Stanoveni pevného podilu

V ramci experimentalni ¢asti byla pro diikaz gradientové struktury a materialovou analyzu vybrana také
metoda stanoveni pevného podilu, ktera slouzila ke stanoveni obsahu suSiny jednotlivych ¢&asti
ptipravenych geld. Pfipravené chitosanové gely byly skalpelem roziezany na 3 casti o velikosti
1,5 cm, umistény na Petriho misky a vloZeny do suSarny vytemperované na 105 °C. Zména hmotnosti
byla zaznamenavana v intervalech 24 hodin po dobu nejméné 3 dni. Nastavenou teplotou bylo zajisténo
odstranéni maximalniho mnozstvi disperzniho prostfedi a tim vzniku ireverzibilniho xerogelu. Hlavni
motivaci této charakteristiky byl predpoklad, ze pti vzniku xerogelu bude u nejvice zesitované casti
hydrogelu (ta s nejintenzivnéj$im kontaktem sit'ovaciho ¢inidla) také nejvyssi hmotnost pevného podilu.
Podil pevné slozky biopolymeru ve vzorku byl vyhodnocen pomoci poméru hmotnosti pfipraveného
hydrogelu (mg) a hmotnosti vysuseného xerogelu (m;). Jednotlivé hmotnosti nasledné porovnany mezi

sebou.

m
m=—2.100 % ©)

m;
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Tabulka 6: Vypocitané hodnoty hm. % pevného podilu pro hydrogely sitované pomoci 1,5M NaOH

Pevny podil 3% chitosan + kyselina citronova 3% chitosan + kyselina octova
Vrchni ¢ast | Sti‘edni ¢ast | Spodni ¢ast | Vrchni ¢ast | Stiedni ¢ast | Spodni ¢ast
Po 1 dni 56,21% 57,41% 65,93% 57,03% 43,19% 42,83%
Po 2 dnech 10,12% 10,72% 10,50% 9,78% 8,82% 9,41%
Po 3 dnech 10,00% 10,57% 10,39% 9,49% 8,69% 9,23%
Po 6 dnech 8,37% 8,73% 8,72% 8,36% 7,56% 8,07%

Tabulka 7: Vypocitané hodnoty hm. % pevného podilu pro hydrogely sitované pomoci 3M NaOH

Pevny podil 3% chitosan + kyselina citronova 3% chitosan + kyselina octova
Vrchni ¢ast | Sti‘edni ¢ast | Spodni ¢ast | Vrchni ¢ast | Stiedni ¢ast | Spodni ¢ast
Po 1 dni 15,50% 16,27% 14,94% 12,98% 12,40% 11,11%
Po 2 dnech 15,32% 16,16% 14,68% 12,68% 12,09% 10,88%
Po 5 dnech 15,00% 16,03% 14,35% 12,36% 11,85% 10,70%

Hmotnostni procenta obsahu pevného podilu shrnuji Tabulka 6 a Tabulka 7. Pfedpoklad nejvyssiho
zastoupeni pevného podilu a jeho postupné klesani potvrzuji susici experimenty pro hydrogely S
kyselinu octovou a sitované pomoci 3M hydroxidu sodného. Pro hydrogely sitované stejnym sitovacim
¢inidlem za pouziti kyseliny citronové dochazi k poklesu pevného podilu vrchni casti hydrogelu,
nejvyssi hmotnostni procenta pevného podilu nalezi sttedni ¢asti. Z vizualniho hodnoceni transportnich
experimentd mize byt vysvétlenim tohoto poklesu degradace chitosanu a gelové struktury horni ¢asti
hydrogelu z divodu vysokého pH sitovaciho ¢inidla. Odlisny trend vysledkti znazoriiuje Tabulka 7
shrnujici hmotnost pevného podilu za vyuziti méné koncentrovaného sitovaciho Cinidla. U takto
ptipravenych hydrogelti maji vSechny 3 ¢asti hydrogelu podobné hodnoty obsahu susiny bez ohledu na
vyuzitou kyselinu pfi piipravé. Moznymi divody pro tyto skute¢nosti miize byt del§i doba sitovani
potfebna pro tyto hydrogely, ktera minimalizuje rozdily poctu uzli v jednotlivych ¢astech hydrogelu.
s méné pevném hydrogelu. Gradientova struktura chitosanovych hydrogeli by pravdépodobné mohla
byt 1épe prokazana kinetikou suSeni hydrogelovych vzorkd v prvnich 24 hodinach. Predpokladem je
fakt, Ze struktura s vy$§i hustotou sitovani by lépe drzela disperzni prostiedi a hmotnost suseného

hydrogelu by klesala pomaleji nez u hydrogelu s niz§i hustotou sitovani.

49



5.4 Transportni experimenty

Druhou hlavni slozkou experimentalni ¢asti bakalarské prace bylo vizualni hodnoceni prostupu barviva
inkorporovaného do struktury solu jiz pfi piipravé. Konkrétné se jednalo o prostup bromothymolové
modfi do struktur hydrogelu jiz pii procesu sitovani. Protoze bromothymolova modt je pouzivana jako
indikator pH, prostup barviva bylo moZné sledovat barevnym piechodem z divodu zmény pH
pii samotném procesu gelace. Stejné jako u suSicich experimentd, pro sledovani byly pfipraveny vzorky
3% chitosanu s kyselinou octovou a citronovou a hydroxidem sodnym coby sitovacim ¢inidlem
v koncentracich 1,5M a 3 M. Konkrétni postup ptipravy takovych hydrogeli je detailné popsan
v kapitole 4.5. Transport barviva byl sledovan po dobu 2 dni a sledovana kinetika transportu
je znazornéna na priloZzenych fotografiich v ¢asech: a) ihned po vlozeni, b) 2 hodiny, c) 4 hodiny,
d) 22 hodin, e) 24 hodin, f) 26 hodin, g) 43 hodin, h) 48 hodin (Obrazek 33—Obrazek 36).

Obrdazek 33: Transportni experimenty pro 3% chitosanovy hydrogel s kyselinou octovou sitovany pomoci
1,5M NaOH
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1,5M NaOH

Obrazek 35: Transportni experimenty pro 3% chitosanovy hydrogel s kyselinou 0ctovou sitovany pomoci
3M NaOH
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Obrazek 36: Transportni experimenty pro 3% chitosanovy hydrogel s kyselinou citronovou sitovany pomoci
3M NaOH

Z vizualniho hodnoceni je patrny vyrazny vliv koncentrace sitovaciho ¢inidla i typ disperzniho
prostiedi, ve kterém byl chitosan rozpoustén, na schopnost transportu barviva u jednotlivych hydrogelti.
Z hodnoceni fotografii jednotlivych vzorkl v ¢ase 24 hodin po vlozeni kyvet do sitovaciho Cinidla
vyplyva, Ze s vyssi koncentraci sitovaciho ¢inidla je prostup barviva gelem rychlejsi. Rychlejsi transport
barviva umoziiuji také gely s chitosanem rozpousténym v kyseliné citronové oproti gelim obsahujicim
kyselinu octovou. Tyto skute¢nosti odpovidaji piedpokladim vychazejicim z oscilaénich test
a vizualniho hodnoceni pti ptiprave. Poddajna méné rigidni struktura hydrogelt s kyselinou citronovou
odpovidala niz§im hodnotam viskoelastickych modulii, ale schopnosti rychlejsi difuze na rozdil
od hydrogelti s kyselinou citronovou, ty dosahovaly vyssich hodnot komplexnich moduli, které
zpusobovaly pomalej$i uvoliovani barviva. Vysvétlenim muze byt vy$si pevnost a hustota uzla
Vv trojrozmérné siti hydrogeld s kyselinou octovou, které brani rychlému postupu barviva. Zajimavym
ukazem pfi transportnich experimentech bylo vyblednuti barviva v hornich ¢astech gelu a Céstecné
uvoliiovani barviva do sitovaciho roztoku, coz mohlo byt zpiisobeno degradaci chitosanu v horni ¢asti
hydrogelu z divodu intenzivniho kontaktu s roztokem o vysokém pH, ktery $té€pi dlouhé chitosanové
fetézce a uvolfiuje inkorporované barvivo. Zavery této kapitoly potvrzuji korelaci transportnich

a viskoelastickych vlastnosti gradientovych hydrogeli.
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6 ZAVER

Hlavnim cilem ptedlozené bakalatské prace byla piiprava hydrogelt s difiznim gradientem, potvrzeni
vzniku gradientu a nasledné vyhodnoceni korelace viskoelastickych a transportnich vlastnosti. Prvni
faze experimentalni ¢asti byla zaméfena na optimalizaci ptipravy gradientovych hydrogeli. JelikoZ jsou
pfipravované hydrogely uréené pro mozné biomedicinské vyuziti, byl pro pfipravu vyuzit fyzikaln¢
sitovany hydrogel na bazi polykationtu chitosanu (nabity polysacharid), pro jehoz ptiprava neni
vyzadovana piitomnost sitovaciho ¢inidla, které mize byt pro piipadné vyuziti z davodu toxicity
problematické. Pozadavkiim biokompatibility a biodegradability odpovidal také chitosan jako hlavni
slozka hydrogelu. Druhym dil¢im krokem prace byla charakterizace pfipravenych vzorkd pomoci
oscila¢nich testll, stanoveni susiny a realizace transportnich experimentu.

Pro potvrzeni gradientové struktury pfipravenych hydrogelti byla vybrana metoda oscilacnich méteni.
Hydrogely rozdélené na 3 ¢asti — horni s nejvyssi hustotou zesiténi az spodni ¢ast s hustotou zesiténi
nejmensi. Pfedpoklad snizovani mechanické pevnosti (vyjadiené pomoci viskoelastickych moduli)
s menSim zesiténim byly reometricky potvrzen pokles viskoelastickych moduli — ptedevsim
elastického.

Nasledn¢ byly amplitudové a frekvencni testy vyuzity také pro sledovani rozdilt mechanickych
vlastnosti pti zmén¢ vybranych parametrt (koncentrace a molekulova hmotnost chitosanu, koncentrace
sitovaciho ¢inidla, typ kyseliny, doba sitovani), které mohou zasadné ovliviiovat findlni aplikaéni
vlastnosti, at’ uz mechanické nebo transportni. Zvyseni koncentrace chitosanu i sitovaciho ¢inidla méla
za nasledek zvySeni kompaktnosti a pevnosti hydrogelt, coz potvrdily také vyS8i hodnoty
viskoelastickych modulii oproti méné koncentrovanym vzorkiim. Rozdilné chovani hydrogelt bylo
pozorovano také pii zméné molekulové hmotnosti chitosanu, kdy hydrogely se stiedni molekulovou
hmotnosti (208 kDa) odpovidaly vy$§im hodnotam pamétovych a ztratovych moduld. Znaény rozdil
viskoelastickych modulti vykazovaly i gely s obsahem riiznych typt kyselin, které byly pouZity jako
disperzni prostiedi pii rozpousténi chitosanu. Vzorky obsahujici kyselinu octovou dosahovaly vyssich
hodnot viskoelastickych moduld, coz odpovidalo delsi dobé& sitovani apevnéjsi struktufe jiz pfi
vizualnim hodnoceni. Snizovani viskoelastickych modultt bylo mozné sledovat u hydrogeld s delsi
dobou sitovani, to miiZze byt stejné jako u susicich experimentd vysvéetleno degradaci fetézcti chitosanu
pfi dlouhém plsobeni sitovaciho ¢inidla o vysoké koncentraci.

Schopnost transportovat aktivni latku byla sledovana pomoci zaclenéni barviva do struktury kyselého
solu chitosanu rozpusténého v pfislusném disperznim prostiedi pied procesem sit'ovani. U transportnich
experimenti dochazelo k potvrzeni vysledki reologickych méfeni. Se zvySujici se koncentraci
sitovaciho ¢inidla dochazelo k rychlejSimu sitovani a tim i1 krychlej§imu transportu barviva
ve struktuie. V1iv na transportni vlastnosti mél také vybér organické kyseliny. U geli s kyselinou
citronovou dochazelo k rychlej$§imu sitovani a snadnéj$imu transportu, zatimco pii vyuziti kyseliny

octové byl transport barviva znaéné pomalejsi. Toto chovani potvrzuje negativni korelaci mezi
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mechanickymi vlastnostmi, dobou sitovani a transportnimi vlastnostmi. Rychlejsi doba sitovani a lepsi
transportni vlastnosti souvisi se zhorSenim mechanickych vlastnosti a poklesem viskoelastickych
moduld.

Bakalafska prace nabidla dalsi pohled na problematiku gradientovych hydrogelt a charakterizace
jejich vlastnosti pfi zmén€ vybranych parametri. Metoda diftize, jako zptisob piipravy gradientovych
hydrogeltl, se osvédcila jako jednoduse vyuzitelna pro vytvoreni gradientu. Nevyhodou této metody
vsak mlze byt omezena schopnost ovliviiovat vytvoreni udrzitelného gradientu, jelikoz dochazi k jeho
degradaci vlivem vysokého pH. U piipadnych budoucich studii problematiky gradientovych hydrogeli
se jevi jako vhodné pokracovat ve studiu pfipravy a charakterizace struktur gradientovych hydrogelt.
Dalsi studium by mohlo byt zaméfeno na blizsi sledovani kinetiky gelovani a jeji vliv na vysledny
gradient. Vnitini struktura geld tohoto typu a rozdily v hustoté sitovani jednotlivych ¢asti by mohla byt
pozorovana napiiklad pomoci mikroskopie atomarnich sil. Pro porovnani vykazovanych chovani
a jejich struktur se nabizi také moznost pfipravy gradientovych hydrogell pii vyuZiti opa¢né nabitych

polysacharida.
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