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ABSTRAKT

Ptedlozend dizertacni prace se zabyva vlivem amfifilnich struktur na hydrogelové vlastnosti.
Ptidavky rtiznych amfifilnich latek spojené s tvorbou vysoce usporadanych struktur ovliviuji
mechanické, transportni a strukturni vlastnosti hydrogeli. Hlavni inspiraci pro tento typ prace
byla ziva tkan, ptresnéji extracelularni matrice, kterd se hydrokoloidy velmi ¢asto mimikuje,
a prave jeji vysoka uspotradanost miize za jeji unikatni vlastnosti. Poznatky ziskané z této tkané
byly aplikovany do hydrogelovych systémi studovanych v této praci. Vhodnymi zastupci pro
tuto praci byly razn¢ sitované hydrogelové matrice (fyzikalné sitovand agaroza a Zelatina,
iontov¢ sitovany alginat a chemicky sitovana smés polyvinylalkoholu s chitosanem). Tyto
hydrogelové systémy byly modifikovany ptidavky ruznych amfifilnich latek. Lidskému télu
vlastnim fosfolipidem, lecitinem, anebo riizn€ nabitymi klasi¢téjsimi tenzidy (CTAB, SDS
a Triton X-100). Experimentalné je tato prace rozdélena do tii oblasti, studium mechanickych
vlastnosti pomoci reologie, popis transportnich vlastnosti pomoci uvolilovacich
a prostupovacich experimentli s vyuzitim riiznych modelovych 1é¢iv (rhodamin 6G, eosin B,
amidova ¢ern 10B, methylenova modf a riboflavin) a morfologicka charakterizace pomoci
SEM. Charakterizace hydrogelovych systému byla podpofena dalsimi technikami, které byly
V této praci vyuzity, jako jsou napf. susici a botnaci experimenty nebo sorpce plynt.

KLICOVA SLOVA

Hydrogel, amfifily, reologie, viskoelasticita, mechanické vlastnosti, transportni vlastnosti,
SEM



ABSTRACT

The submitted dissertation deals with the influence of amphiphilic structures on hydrogel
properties. Additions of various amphiphilic substances associated with the formation of highly
ordered structures affect the mechanical, transport and structural properties of hydrogels. The
main inspiration for this type of work was living tissue, more precisely the extracellular matrix,
which is often mimicked by hydrocolloids, and its high orderliness is responsible for its unique
properties. The knowledge obtained from this tissue was applied to the hydrogel systems
studied in this work. Various cross-linked hydrogel matrices (physically cross-linked agarose
and gelatin, ionically cross-linked alginate and chemically cross-linked mixture of polyvinyl
alcohol and chitosan) were suitable representatives for this work. These hydrogel systems were
modified by the addition of various amphiphilic substances. The human body’s own
phospholipid, lecithin, or variously charged more classic surfactants (CTAB, SDS and Triton
X-100). Experimentally, this work is divided into three areas, the study of mechanical properties
using rheology, the description of transport properties via release and flow experiments using
various model drugs (rhodamine 6G, eosin B, amido black 10B, methylene blue and riboflavin),
and morphological characterization using SEM. The characterization of hydrogel systems was
supported by other techniques used in this work, such as drying and swelling experiments or
gas sorption.

KEYWORDS

Hydrogel, amphiphiles, rheology, viscoelasticity, mechanical properties, transport properties,
SEM
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»Progress is made by trial and failure; the failures are generally a hundred times more
numerous than the successes; yet they are usually left unchronicled.
William Ramsay

1 UVOD

Hydrogely jsou jiz celou fadu let velmi aktualnim tématem, a to zejména diky jejich Sirokému
aplikaénimu potencidlu v medicing€, zeméd¢lstvi, potravinaistvi ¢i v chemickém primyslu.
Jejich viskoelastické vlastnosti, botnaci potencidl nebo hydrofilni charakter je déla velmi
zadanym materialem vhodnym zejména pro biomedicinské odvétvi, konkrétné jako nosice
1é¢iv, skafoldy nebo obvazovy materidl pro mokré hojeni. I pies jejich velmi zjevny a zadany
potencial, se fada vyzkumnych tymi setkdva s ¢etnymi vyzvami pfi jejich navrhu a piipravé.
Nejvetsim problémem pii medicinskych aplikacich je unikatnost jak lidského téla, tak
I samotnych hydrogelt. V zavislosti na materialu nebo zpusobu pfipravy nemusi vysledny
hydrogel vyhovovat konkrétnimu ukolu, pro ktery byl navrzen. Z tohoto duvodu stale roste
mnozstvi ptistupll a postupti pti navrhovani hydrogelovych systémi. Stale se hledaji doposud
neprozkoumané sméry a modifikace, které¢ by hydrogelovou piipravu mohly zjednodusit
a zdokonalit. Modifikace hydrogelt je obrovskym tématem a bohuzel i ztoho divodu je
pfipravovano spousta hydrogeld, které exceluji v jednom odvétvi, ale v dal$im sméru stradaji.

Inspiraci pro feSeni tohoto vyzkumného ukolu Ize nalézt v ptirod¢ u extraceluldrni matrice,
ktera ma na starost fadu pochodt, které se my v laboratornich podminkéch snaZime napodobit
a zdokonalit, co mozna nejjednodussi cestou. Extracelularni matrice ma charakter hydrokoloidu
a byva hydrogely ¢asto simulovdna. BohuZzel ma také pomémé slozité slozeni a n¢které slozky
»pouze® reguluji biochemické déje, a naopak jiné spoluvytvareji ¢i ovlivituji jeji vlastnosti.
Samotné pochopeni fyzikalné¢ chemickych vlastnosti extracelularni matrice je velmi slozité
a doposud ne dobie popsano. Hydrogely v této praci se snazi vyuzit poznatky ziskané ze
spravného fungovani Zivého organismu a nasledné je prevést do vyvijenych hydrogeli, nikoliv
samotnou extracelularni matrici napodobit.

Velka ¢ast unikatnich vlastnosti vychazi z uniformni a unikatni struktury této zive tkané.
Snaha o pfevedeni této uniformity do hydrogell je vedena pies ptidavky amfifilnich latek, které
Vv zavislosti na jejich koncentraci a podminkach béhem piipravy svym uspofadanim tuto
uniformitu zajistuji.

PredloZena prace predstavuje jak teoreticky zaklad do studia nejbéznéjsSich hydrogelovych
systému a v této praci pouzitych, hydrogelovych materiald, tak také experimentalné ziskané
zaveéry ze studia téchto systéml modifikovanych amfifilnimi strukturami. Zohlednény byly
rizné typy sitovani hydrogelové matrice i budouci aplika¢ni potieby hydrogelovych systémii.
Hydrogely byly modifikovany amfifilnimi strukturami, které byly pro mozné budouci aplikacni
potieby prednostné zaméfeny na bazi fosfolipidd, které na rozdil od klasickych tenzidi
zpravidla nebyvaji ve vétSich koncentracich Skodlivé lidskému télu. Prace je postavena na tfech
pilifich charakterizujicich mechanické vlastnosti pomoci reologie, transportni vlastnosti
pomoci fady diftiznich technik a na strukturni charakterizaci pomoci rastrovaci elektronové
mikroskopie.



2 CILE PRACE

Dizertaéni prace se zabyva studiem hydrogelovych systémi, jenz jsou modifikovany
amfifilnimi strukturami a snazi se odpovédét na otazku, zdali amfifilni latky, pouzité pfi
piipravé hydrogelovych systémii, jsou schopné ovlivnit hydrogelové vlastnosti a proptij€it jim
dostate¢nou uniformitu potiebnou pro vhodnou modifikaci vlastnosti potiebnych pro aplika¢ni
vyuziti hydrogelti. Dostupnd literatura piedstavuje rliznd feSeni tohoto problému pomoci
slozitych, ¢asové naro¢nych nebo komplikovanych uprav. Tomu se tato prace snazi zamezit
a pristoupit k problému s co nejjednodussim feSenim, kterym je modifikace pouhym piidavkem
amfifilnich latek, které svymi micelarnimi nebo kapalné krystalickymi strukturami vedou ke
zvyseni hierarchie a ovlivnéni celého systému. Jedna se o alternativni feSeni k lipozomtm, které
se zde nevyuzivaji. Amfifily timto modeluji ,,vliv samotnych bun¢k* na vlastnosti hydrogelu,
potazmo extracelularni matrice.

Hlavnim typem sitovani gelotvorné hydrogelové matrice bylo, z divodt biodegradability
a bioaktivity, pracovano hlavné s fyzikalné sitovanymi hydrogely, avSak zna¢né mnozstvi
prace a experimentl bylo provedeno na iontové a chemicky sitovanych hydrogelech, aby bylo
mozné diskutovat rozdily mezi riznymi ptistupy piipravy a tvorby hydrogeld. Pro modifikaci
hydrogelovych vlastnosti byla vyuzita fada amfifilnich latek. Druhy amfifilnich latek dé€li tuto
praci na dvé ¢asti. Na prvni cast, ktera se zabyvala latkou, kteréd je na rozdil od fady tenzida
lidskému télu vlastni, a neni problém s jejim vyuzitim i pii vys$Sich koncentracich, a tedy
ponechéva §irsi prostor pro potencialni aplikacni vyuziti daného modifikatoru. Takovou latkou
byl lecitin, jehoz vliv byl studovan jak na fyzikalné sitovanych, tak také na iontové a chemicky
sitovanych hydrogelech. Druh4 &st se zabyvala klasickymi! tenzidy, vyuzivanymi v celé fadé
primyslovych odvétvich, ale zejména v Cisticich prostfedcich. Jednalo se o tii zastupce, ktefi
se lisili svym nabojem. Kladné nabit¢é CTAB, zaporné nabité SDS a neutralni Triton X-100.
Vliv téchto povrchove aktivnich latek byl studovan pouze na fyzikalné sitovanych hydrogelech.
a transportni vlastnosti. Mechanické vlastnosti jsou na hydrogelech nejbéznéji zkoumany za
vyuziti reologickych technik v rizném uspofddani a nastaveni. V této praci byla reologie
stéZejni technikou, ktera popisovala rozdily danych hydrogelovych matric, a také samotnych
amfifilnich latek, mezi sebou. Z tohoto divodu byla do vyzkumu aplikovana fada testd, a to
amplitudové deformacni, frekvenéni, tii intervalové tixotropni nebo creepové testy.

Transportni vlastnosti jsou rovnéz velmi dillezitymi vlastnostmi pii popisu hydrogelovych
systémi a také pfi zohlednéni jejich mozného aplika¢niho vyuziti, naptiklad jako nosic¢ovych
systému. K tomuto uc¢elu slouzily difizni experimenty, které se snazily mimikovat pohyb 1é¢iva
uvnitt hydrogelovych systémtl. V tomto sméru je opét velmi dilezity naboj. Z toho diivodu byly
transportni vlastnosti studovany pomoci fady barevnych sond, které napodobovaly 1é¢iva
s riznymi naboji. Ke kvantifikaci téchto vlastnosti slouzil zejména UV/Vis spektrofotometr
S riznymi Upravami.

! Klasickymi tenzidy jsou v této praci mysleny syntetické tenzidy neboli saponaty, které se hojné vyuzivaji
K rozpousténi a odstranovani necistot, ale své misto nasly i v medicinskych védach.



3 TEORETICKA CAST
3.1 Gely

Gelem se rozumi trojrozmérna makromolekularni sit’, kterd prostupuje celym disperznim
prostiedim. Gely jsou definovany jako objekty, skladajici se z polymeru a jeho nabotnalé hmoty
seskupujici se do tfidimenzionalnich nerozpustnych struktur [1].

Obecn¢ se da fict, ze se gel sklada z trojrozmérné strukturni sité a média, které ji vypliuje.
Gely Ize klasifikovat podle mnoha riznych kritérii. Jednou z moznosti je déleni podle druhu
sitovani, a tedy na gely sitované kovalentnimi vazbami, coulombickymi silami, vodikovymi
mustky, koordinaénimi vazbami ¢i zapletenim. Podle druhu sitovani je mozné se v literatuie
setkat s gely fyzikalng, iontové nebo chemicky sitovanymi [2]. Déle se déli podle latek, které
slouzi ke vzniku gelu, a lze je rozdélit na pfirodni, syntetické nebo hybridni gely. Moznosti
déleni je i jejich samotna konfigura¢ni velikost, tedy mikro— a makro—gely anebo podle
disperzniho prostiedi na aerogely (plyn), hydrogely (voda) nebo organogely (organicka latka)
[3]. Dale je také dilezité rozlisit, jaké disperzni prostiedi gel obsahuje. Ma-li gel kapalné
disperzni prostiedi, tak hovotime o lyogelu. Vysusenim lyogelu neboli odstranénim disperzniho
prostiedi, dostavame xerogel [4].

Schopnost tvorby gelu, tedy gelace, maji nékteré koloidni disperze pevnych latek
v kapalindch. V takovychto utvarech je spojité disperzni prostiedi i disperzni podil. Kviili
tomuto usporadani ztraceji disperzni Castice schopnost se volné pohybovat v disperznim
prostfedi. Diky tomuto uspofddani maji gely mechanické vlastnosti charakteristické pro tuhé
latky [4, 5].

3.1.1 Gelace

Proces gelace je konverze kapaliny na neuspofadanou pevnou latku tvorbou siti, které jsou
propleteny chemickymi nebo fyzikalnimi vazbami mezi molekulami nebo ¢asticemi sestavujici
kapalinu. Kapalny prekurzor se nazyva sol a z n¢j vznikajici pevna forma nesouci nazev gel
[4].

Vznik sitovité struktury lze popsat alespon tfemi obecnymi chemickymi reakcemi. Prvni je
kondenzac¢ni reakce, pii které molekula se tfemi nebo vice reaktivnimi skupinami, jako jsou
napiiklad OH skupiny, reaguje se sitovadlem. Druhou reakci je adi¢ni polymerizace. V tomto
ptipadé se dvojna vazba otevie vlivem reakce volného radikalu, coz zpisobi vznik dalsi vazby,
ktera spoji jednotlivé monomery dohromady. Tento typ reakce, v piipad¢ vyskytu pouze jedné
dvojné vazby na monomer, vede ke vzniku linearniho fetézce. Pokud se oviem na monomeru
vyskytuji dvé nebo i1 vice dvojnych vazeb, tak je vice nez pravdépodobny vyskyt vétveni
v fetézci. Tietim druhem reakce, kterd vede ke vzniku rozvétvené struktury, je chemicka reakce
zacinajici s linedrnim polymernim prekurzorem, ktery je nésledné sitovan nebo vulkanizovan
zavedenim chemické vazby, ktera je spojuje dohromady [6].

Fyzikalni gely vznikaji intermolekularni asociaci, ktera vede ke vzniku sitovité struktury.
Fyzikalni asociace se od chemickych vazeb li§i v druhu vazeb. K chemickym vazbam dochazi
mezi dvéma atomy a typicky jsou teplotné stalé. Naopak intermolekuldrni asociaci vznikaji
slabé a reverzibilni vazby nebo klastry, které jsou vytvotfeny van der Waalsovymi silami,
elektrostatickou pfitazlivosti nebo vodikovymi vazbami. Pokud fyzikalni asociace vede ke
gelaci, tak je velmi dilezité, aby uzly mezi molekulami nebyly pfilis velké. Proto je tieba riist
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téchto uzlt n&jak omezovat. Je mozné identifikovat tii rizné typy interakci, které vedou
k fyzikalni gelaci. Jsou to lokalni helikalni struktury, pfi kterych se jeden fetézec obtaci kolem
druhého; mikrokrystaly a noduldrni domény, u kterych je fetézec chemicky heterogenni
a asociace se objevuje pouze na vyhodnych mistech podél fetézce [4-6].

Dalsim typem sitovani je iontové sitovani, které svou podstatou spadd pod fyzikalni
sitovani, ale svou dulezitosti je tfeba se 0 ném zminit. lontové zesiténi obvykle nastdva mezi
opacn¢ nabitymi molekulami nebo polyelektrolyty. Vytvofeny systém je rozpoznan jako
polyelektrolyt nebo jako polyiontové komplexy a komplexni koacervaty. Po zavedeni
protiiont do systému zavisi tvorba gelu na riznych faktorech, jako jsou iontova sila, pH, typ
protiontu nebo hustota funkéniho naboje roztoku. Tento ptistup je Siroce vyuzivan pro gelovaci
systémy in situ. Jednim znejznaméjSich zastupcti tohoto sitovani je alginat, ptirodni
polysacharid, ktery tvofi iontové komplexy s dvojmocnymi kationty jako napi. Mg?*, Ca®* nebo
Ba®* (vice viz kapitola 3.1.5), nebo také chitosan, piirodni polykationt tvofici komplexy
s polyanionty (alginat, pektin, kyselina polyakrylova nebo kyselina polyfosforecna) [7].

3.1.2 Hydrogely

Hydrogely jsou vodou nabotnalé polymerni materidly, které zastavaji tfidimenzionalni
strukturu. Jedna se tedy o gely, ve kterych je kapalnou slozkou (prostfedim) voda. Diky
vysokému obsahu vody maji hydrogely skvélou biokompatibilitu. MnoZstvi vody v nabotnalém
stavu zavisi na rovnovaze mezi termodynamickou silou hydratace a retrak¢éni silou
trojrozmérnych siti. Hydrata¢ni sila zavisi zejména na hydrofilnosti hlavniho polymerniho
fetézce a retrakeni sile vSech fetézcli zapojenych do trojrozmérné sité. V diisledku toho existuje
Siroka §kala moznych zpisobu ptipravy hydrogell riiznych struktur a vlastnosti [8].

Hydrogely, jez jsou pfipraveny at’ uz ze syntetickych polymerti nebo biopolymert a jsou
podobné a kompatibilni biologickym tkanim, jsou velmi dilezitymi materialy pro nosice 1é¢iv
a tkanové inZenyrstvi. Jejich vysoky obsah vody umoziuje extrakci nezadoucich latek a takeé
snadnou penetraci malych molekul jako je voda, elektrolyty nebo metabolity. Hydrogely jako
takové se vyuzivaji jako kontaktni ¢ocky, implantaty, kryty na hojeni ran, membrany pro
dialyzu a dal$i. Specidlné navrzené a upravené hydrogely, které jsou schopné reagovat na
zménu pH, teploty, iontové sily, magnetického pole, elektrického pole, ultrafialového svétla,
a dalsi, jsou idealnimi kandidaty pro biomaterialové aplikace [9, 10].

V zavislosti na druhu ptipravy mohou byt hydrogely klasifikovany jako homopolymery,
kopolymery, semi-interpenetrované polymerni sité (SIPN) a interpenetrované polymerni sité
(IPN). Homopolymery ve své struktufe obsahuji pouze jeden typ monomeru a jsou zalozeny
pouze na monomeru a technice pouZité na jeho polymerizaci. Jeho struktura miiZze byt sitovana.
Jak 1 nazev napovida, tak kopolymery se sestavaji ze dvou riznych monomert, ze kterych
alespon jeden je hydrofilniho charakteru. Tietim druhem jsou sIPN, které se vytvafi, kdyz
linearni polymer penetruje jinou zesitovanou strukturu bez jakychkoliv chemickych vazeb.
Kombinaci dvou polymert muaze dojit ke vzniku IPN, a to za piedpokladu, ze jeden z polymerti
je jiz v roztoku pfitomen a ten druhy je nasyntetizovan nebo zesit'ovan in-situ (Obrazek 1) [11].
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sIPN IPN

Polymer1 /™~ -~ Polymer 2
Obrazek 1: Schématicka reprezentace sIPN a IPN

Vsechny polymerni fetézce v hydrogelech jsou vzajemné zesitovany, proto se hydrogel
chépe jako jedna molekula nezévisle na jeho velikosti. Z tohoto diivodu neexistuje molekulova
hmotnost hydrogelu, proto je moZné se setkat s pojmem nekonecné velkd molekula nebo super
makromolekula. Pouze i mald zména v podminkach prostiedi miize vést k rychlym, avSak
reverzibilnim, zménam v hydrogelu. Zména parametrti prostiedi, jako je pH, teplota, elektricky
signal, pfitomnost enzymu nebo jiné nabité latky mize vést ke zméné fyzické struktury gelu.
Tyto zmé&ny mohou nastat v makroskopickém meéfitku jako tvorba sraZeniny, zména velikosti
a obsahu vody. Zména koncentrace mobilnich iontl v hydrogelovém prostfedi zptisobi zménu
pH, coz vede k ovlivnéni objemu. Hydrogely s kyselymi nebo zasaditymi funkénimi skupinami
reaguji na vykyvy pH v okolnim prostfedi. Stupen ionizace funkénich skupin urcuje botnaci
profil hydrogelu, a tedy jeho samotny objem. Ptikladem muze byt kyselina polyakrylova, jejiz
hydrogel je velmi citlivy na pH. Jeji botnaci profil se velmi méni v zavislosti na ionizaci
karboxylovych skupin na polymernim fetézci [12].

Mechanické vlastnosti hydrogelt by mély byt takové, aby si hydrogel byl schopny zachovat
svou fyzickou strukturu po celou dobu potieby jeho aplikace. Jeho vlastnosti je mozné ovlivnit
stupném zesitovani. ZvySenim stupné sitovani je mozné docilit silngj$iho hydrogelu, avSak
timto zvySenim dojde k procentudlnimu sniZeni schopnosti elongace, coZ vede ke vzniku kieh¢i
struktury. Proto je potieba najit vhodny stupen zesiténi, ktery by dal dostatecné silny, ale
zaroven 1 elasticky hydrogel. Kopolymerace s ko-monomerem mutze zpusobit vznik
vodikovych vazeb uvnitf hydrogelu, které je mozné vyuzit k dalSimu ovlivnéni vlastnosti
hydrogelu. Mechanické vlastnosti hydrogelti jsou velmi dilezité zejména pro potieby
farmaceutického a biomedicinského primyslu. Riizné mechanické vlastnosti jsou potieba
v riznych aplikacich od opravy vazl a Slach, pies obvazovy materidl na rany az po tkanové
inzenyrstvi jako napf. nahrada chrupavek [12, 13].
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Aplikacné je velmi dulezité, aby hydrogely byly biokompatibilni a netoxické. Je tfeba, aby
proSly riznymi cytotoxickymi testy ¢i in-vivo testy toxicity. Biokompatibilita se v zakladu
skladéa ze dvou faktort, které ji popisuji. Prvnim je tzv. biologickd bezpecnost, tedy vhodna
odpovéd’ na specificky podnét, nejen systémovy, ale i lokalni, nepfitomnost cytotoxicity,
mutagenezi nebo karcinogent. Druhym faktorem je bio-funkce, tedy schopnost materialu
provadét takové tkony, které se od néj pozaduji. VéEtsSina problémd, které s biokompatibilitou
nastavaji, jsou nezreagované monomery, oligomery a inicidtory, které unikaji béhem aplikace
[12].

Jak je zfejmé a ¢astené i naznaceno v piedeslych odstavcich, tak hydrogely maji neskutec¢né
siroky aplikacni potencial. Je mozné je nalézt i v odvétvich, kterd by malokdo oc¢ekaval. Jednim
z takovych odvétvi, které vyuzivaji absorpénich schopnosti hydrogelt, je vyroba plen [14].
Dalsi ne zcela ziejmou aplikaci, kterd vyuziva jejich botnacich vlastnosti, je parfémovy pramysl
[15]. Dal$im uz znaméj$im a o¢ekavangjSim odvétvim je kosmeticky pramysl [16]. Hojné se
uplatiiuji i v medicing. Pfesnéji v plastické chirurgii [17]. Uplatnéni nalezly také v imunoterapii
[18]. Zcela bézné se také vyuzivaji v gelové elektroforéze [19]. Velké uplatnéni a potencial
nalézaji jako nosice 1é¢iv [20], v zeméd¢lstvi [21] nebo v elektronice [22].

3.1.3 Agaro6za

Agar6za je polysacharid, ktery je purifikovan z agaru, ktery je ziskdvan z rtznych druht
cervenych fas [23]. M. Duckwort a W. Yaphe ji ve své publikaci [24] definovali jako smés
frakciovanou z celého komplexu molekul agaru, které se vSechny lisi v rozsahu substituce
nabitymi skupinami.

Zajem o agardzu se zacal projevovat az od roku 1962 [25], kdy Hjertén hledal vhodny,
elektricky neutralni polysacharid pro elektroforézu a chromatografii. Pravé agar6za splnila jeho
pozadavky a své vysledky publikoval v praci Agarose as an anticonvection agent in zone
electrophoresis.

Agardza je schopna velmi jednoduse tvofit gely. Mechanismus gelace byl popsan Reesem
anasledné také demonstrovan Arnottem a jeho skupinou. Gelace za¢ind posunem fetézce
z ndhodné smycky do dvousroubovice, coZ je nasledné doprovazeno shlukem dvousroubovic
ke konci gelace. Velikost porti zavisi na koncentraci a typu agardzy, ale vétSinou se jedna
0 velikost 100 az 300 nm. Agar6za je schopna tvofit pomérné pevné gely 1 pfi nizké koncentraci
(<6 %). Pevnost gelu je definovana jako sila, kterd musi byt aplikovana, aby doslo k roztrzeni
gelu. Ke ztrat€¢ pevnosti gelu dochéazi se starnutim vzorku tim, Ze dochazi ke spontdnni
hydrolyze polysacharidového fetézce. K rozpusténi agardézového gelu je potiebna urcita
energie, kterd se zvySuje s rostouci koncentraci gelu. Teplota gelace je taktéz ovlivnéna
koncentraci [26].

3.1.3.1 Struktura agarozy

Agar6za je biokopolymer skladajici se ze stéidajicich se jednotek f-D-galaktozy a 3,6-anhydro-
a-L-galaktozy (Obrazek 2). Na hlavni fetézec jsou nepravidelné substituovany sulfatové estery,
methylové estery nebo pyruvatové zbytky. Molekuly linearni agardzy agreguji ve ziedénych
roztocich a v solové fazi vytvareji dlouha klubka vlaken. U mikrogelovych domén dochézi
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Kk tvorbé vodikovych mustkd, které drzi strukturu pohromad¢. Pii gelaci dochazi k agregaci
vlakennych klubek a mikrogelovych domén do stalych pevnych strukturnich jednotek [27].

OH OH o

O
WNOH
O 0
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Obrazek 2: Strukturni vzorec agarozy [28]

3.1.3.2 VyuZiti agarozy

Agardza je termoreverzibilni a miZze byt modifikovana, aby se rozpoustéla a gelovala
pfi riznych teplotach. To umoziluje jeji pouziti v celé tfadé aplikaci v mnoha riznych
pramyslovych a védeckych odvétvich, mezi které patii potravinatsky primysl, molekularni
biologie, bunécna biologie a tkanové inZenyrstvi. JelikoZ je agardza bez naboje a hydrofilni,
déla to z ni idealniho kandidata pro gelovou elektroforézu nebo rtizné bunééné testy, pti kterych
je bunééna adheze nezadouci. Prave jeji vyuziti pii gelové elektroforéze je naprosto zasadni
a Vv tomto sméru je ji vénovana obrovska pozornost (napt. [29-31]) [32].

Pro agar6zové gely je dulezitymi parametry koncentrace, velikost porGi a mechanické
vlastnosti. Velmi dulezitym poznatkem je to, ze tyto vlastnosti jdou kontrolovat a upravovat,
a to zejména pro potieby aplikace v tkanovém inzenyrstvi. UZ v roce 1997 Pernodet studoval
agardzové pory pomoci mikroskopu atomarnich sil (AFM). Zde zjistil, Ze velikost port velmi
zavisi na koncentraci hydrogelu [33]. Pravé této skutecnosti se hojn¢ vyuziva ke zdokonaleni
elektroforetické ucinnosti a regulaci transportnich vlastnosti. To je uZite¢né zejména pfi
skafoldové architektute, se kterou je dulezité pracovat tak, aby urCitym zplsobem
napodobovala extracelularni matrici (ECM) a dochazelo k dostatecnému ptisunu zivin. Vénuje
se tomu cela fada autort (pfikladem [34-36]) [32].

3.1.4 Zelatina

Zelatina je rozpustna proteinova slouenina ziskana &aste¢nou hydrolyzou kolagenu, coZ je
hlavni vldknita proteinova slozka v kostech, chrupavkach anebo kizich. Proto je ziejmé, Ze
vlastnosti zelatiny jsou vyrazné ovlivnény jeho zdrojem, a to zejména vékem zvifete a typem
kolagenu. K dnesnimu datu bylo identifikovano az 27 riznych typt kolagenu, kolagen typu I
je nejbéznéji se vyskytujicim kolagenem v pojivové tkani [37].

Zelatina vznika spojenim nékolika polypeptidovych Fetdzct, které tvofi trojitou helikalni
konformaci. Kazdy ze tii fetézct v trojité helikdlni Sroubovici vyZzaduje piiblizné 21 zbytka
k dokonceni jednoho vrutu. Sklada se ztad 50-1000 aminokyselin, které jsou vzajemné
spojeny. Kolagen typu I je produkovan z kiize a kosti skladajicich se ze dvou fetézct al (I)
a jednoho fetézce a2 (I). Kazdy z téchto dvou fetézcli mé molekulovou hmotnost 95 kDa o Sifce
okolo 1,5 nm a délce okolo 0,3 um [38].
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Pii teploté nad 40 °C a ve vodé& pii koncentraci az do 300 g-dm™ tvoii Zelatina nizko
viskozitni roztoky. Ty pii ochlazeni az na laboratorni teplotu za¢nou piechazet na transparentni,
gumovité, termoreverzibilni gely. Tvorba vnitfnich siti je zplsobena tvorbou segmenti
mezimolekularni trojité Sroubovice. Ty pak maji stejnou strukturu jako kolagen [39].

Chemickou strukturu zelatiny je mozné vidét nize (Obrazek 3). Na zakladné chemického
sloZeni se zelatina 1i8i od kolagenu. V kolagenu se struktura sklada ze tii a fetézct, na rozdil od
zelatiny, kde jsou ti fetézce razné. Tyto fetézce jsou o, P a v fetézce. Zelatina je strukturnd
slozena zftetézci tii opakujicich se aminokyselin slozenych zglycinu, prolinu
a hydroxyprolinu. Funk¢ni vlastnosti zelatiny a stabilita trojité Sroubovice je do zna¢né miry
urcena ucasti prolinu a hydroxyprolinu [40].
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Obrazek 3: Zelatina [41]

3.1.5 Alginat sodny

Jedna se o ptirodné vyskytujici se polysacharid z hnédych motskych tas. Je hydrofilni a pti
hydrataci vytvaii viskézni gumovy materidl. S kovy, jako jsou sodik ¢i vapnik, se jeho soli
oznacuji jako alginaty. Jeho barva se pohybuje od bilé az po Zlutohnédou. Po celém svéte se
sbira mnoho hnédych moiskych fas tiidy Phaeophyceae, které se zpracovavaji a prevadéji na
alginat sodny. Ten se pouziva v mnoha primyslovych odvétvich v¢etné potravin, krmiv pro
zvitata, hnojiv, textilniho tisku a farmacie. Potravinaisky algindt je schvalenou ptisadou
vyuzivanou pii zpracovani a vyrob& potravin [42]. Je vyznamnou slozkou biofilmu
produkovanych bakterii Pseudomonas aeruginosa, které¢ jsou hlavnim patogenem nachézejicim
se v plicich lidi, ktefi maji cystickou fibrozu [43].

Strukturné se jedna o linedrni kopolymer s homopolymernimi bloky (1—4) sitovanych -
D-manuronovych (M) a a-L-gulurondtovych (G) zbytkli kovalentné spojenych dohromady
v riznych sekvencich nebo blocich. Monomery se mohou vyskytovat v homopolymernich
blocich G-zbytki, M-zbytkt nebo stiidajicich se M a G zbytki (Obrazek 4).
divodem jeho obrovského aplikaéniho potencialu. Obecny gelacni mechanismus alginatu je
dobie znamy jako model ,,egg-box*, coz by se dalo voln¢ pielozit jako krabice na vejce, ktery
byl navrzen Grantem a spol. [44] v roce 1973 a popisuje gelaci alginatu pomoci Ca?* kationtt.
Alginat je také schopen vytvaret gely prostfednictvim iontové indukované gelace s jinymi
dvojmocnymi nebo vicemocnymi kationty, jako jsou Ba?*, Cu?*, Sr?*, Fe?*, Zn?", Mn?*, AI**,
Fe®" atd. [45]. Alginatové gely vytvofené pomoci téchto kationtl vykazuji podobnosti
a odlisnosti v jejich gelovém mechanismu, sile gelu, viskoelasticité a biokompatibilité [46].
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Obrazek 4: Chemicka struktura alginatu, ktera vykresluje spojeni manuronovych a gulurondatovych
zbytkii

Své vyuziti nalezly algindty pii obalovani ovoce a zeleniny, jako vedlejsi produkty
mikrobidlni a virové ochrany, a také jako gelujici, zahust'ujici, stabiliza¢ni nebo emulgaéni
¢inidlo v potravinafstvi. Uplatnéni nalezl také ve farmaceutickém primyslu, kde ma funkci pii
ustaleném uvoliovani 1é¢iv nebo pti hojeni ran, kde plni funkci obvazového materialu [47].

3.1.6 Polyvinylalkohol

Polyvinylalkohol (PVAI) je ve vodé rozpustny synteticky polymer. Jedna se o atakticky
material, ktery vykazuje krystalinitu. M4 vynikajici filmotvorné, emulgacni a adhezivni
vlastnosti. Je odolny vuéi olejum, tukim a rozpou$tédlim. Ma vysokou pevnost v tahu
a pruznost, a také dobré bariérové vlastnosti. Tyto vlastnosti jsou ovSem zavislé na vlhkosti,
kdy voda absorbovana pfi vySSich hodnotach vlhkosti, pisobi jako zmékcovadlo, které snizuje
pevnost polymeru v tahu, ale zvySuje jeho taznost a pevnost v roztrzeni. Jedna se 0 hojné
vyuzivany polymer, coz zpusobuje zvySeny zajem 0 jeho toxicitu a biodegradabilitu. Roztoky
s koncentraci vyssi nez 5 % PVAI jsou toxické pro ryby [48]. Je biodegradabilni, ale rozklada
se pomérn¢ pomalu [49].
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Obrazek 5: Polyvinylalkohol

Tento biokompatibilni, synteticky polymer, obsahuje velké mnoZstvi hydroxylovych
funkénich skupin (Obrazek 5), které mohou byt zesitovany za vzniku hydrogeli. Diky jeho
jedine¢né struktufe lze mechanické vlastnosti PVAI dale zlepsit na zakladé zajisténi dobré
biokompatibility [50]. PVAI hydrogely demonstruji vysokou pevnost a houZevnatost
s vynikajicimi zakladnimi vlastnostmi a funkcionalizaci, coZ tomuto materidlu pfedurcuje
vysoky aplikaéni potencial v mnoha oblastech [51, 52].
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3.1.7 Chitosan

Chitosan je linearni polysacharid, ktery se sklada z nahodné se stfidajicich jednotek B-(1—4)-
vazaného D-glukosaminu (deacetylovana cast) a N-acetyl-D-glukosaminu (acetylovana
jednotka) (Obrazek 6). Vyrabi se oSetfenim chitinovych schranek krevet a jinych korysu
alkalickou latkou (napf. hydroxidem sodnym). Chitosan ma fadu komerc¢nich
a biomedicinskych vyuziti, jako napt v zemedélstvi, kde se vyuziva jako prostiedek k osetfeni
semen a jako biopesticid, ktery pomaha rostlindm bojovat s houbovymi infekcemi. Pii vyrobé
vina mize byt pouzit jako Cefici prostiedek, ktery také pomaha predchazet kazeni. Vyuziva se
také v samoopravitelném polyuretanovém natéru. V 1€kaistvi se pouziva v obvazech ke snizeni
krvaceni a jako antibakterialni ¢inidlo, nebo také jako pomocné ¢inidlo pro nosice 1é¢iv skrze
kazi [53, 54].

HO O 9)

Obrdazek 6: Chitosan [55]

Chitosan je jedinym ptirodnim kationtovym polymerem, ktery naSel ¢etné aplikacni vyuZiti
diky svym jedine¢nym vlastnostem. Je rozpustny ve vodnych roztocich, takze Ize snadno
ptipravit jeho vodné roztoky nebo také hydrogely. Jeho antibakteridlni a antioxidacni vlastnosti
jej ¢ini vynikajicim kandidatem pro hydrogelové biomedicinské aplikace [56, 57].

3.2  Amfifily
Amfifily jsou slou€eniny, které maji jak hydrofilni, tak lipofilni (taktéZ hydrofobni) vlastnosti.
U konven¢nich amfifil skladajicich se z hlavové Casti a ocasové ¢asti, se lipofilni ¢ast obvykle
skladd z dlouhého uhlovodikového fetézce, a hydrofilni hlavova ¢ast obvykle byva bud’to
iontova nebo neiontova. Neiontové tenzidy se obvykle skladaji bud’to z polyetherovych nebo
polyhydroxylovych ¢&asti. Valnd vétSina konvencnich neiontovych tenzidi se sklada
Z hydrofilniho polyethylenoxidového fetézce, ktery je spojen pomoci hydrofobniho alkylového
fetézce. Aniontové tenzidy se bézné sklddaji ze zaporné nabité hlavové skupiny a kladné
(opacné¢) nabitych iontl (jako jsou sodné, draselné, nebo amoniové ionty). Jako polarni skupiny
se bézn¢ pouzivaji karboxylaty, sulfaty, sulfonaty a fosfaty. Kationtové tenzidy se skladaji
z kladné nabité hlavové skupiny, mezi které patii kvartérni amoniové soli, a halidové ionty
byvaji opacné nabitymi ionty. Dal§im druhem jsou zwiterionické amfifily, u kterych ma
hlavova skupina jak pozitivni, tak negativni naboj. Pfikladem je fosfolipidovy fosfatidylcholin
(PC) schopny tvorit vezikuly. Pokud zwitterionty obsahuji karboxylaty a protonovany amonny
iont, tak se mize chovat jako anion v ptipadé vysokého pH, a naopak jako kation pii nizkém
pH [58, 59].

Amfifilita, t€Z povrchova aktivita, zptisobuje, ze polarni hlavova skupina interaguje s vodou,
zatim co nepolarni lipofilni fetézec bude migrovat nad rozhrani (ve vzduchu nebo v nepolarni
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tekuting€). V tomto ptipad¢ naruSeni kohezivni energie na rozhrani upfednostituje separaci
mikrofaze mezi rozpoustédlem a dispergovanou fazi amfifilu a naslednou tvorbou mnoha
mensich uzavienych rozhrani nebo agregati podobnych micelam. Kvuli jejich schopnosti
snizovat amfifilni mezifdzové napéti se Casto nazyvaji surfaktanty, jako povrchové aktivni
latky. Tyto jejich vlastnosti je pfimo uzplsobuji k vyuziti jako emulgatory, detergenty,
dispergatory, smacedla nebo pénici ¢inidla [58, 59].

3.2.1 Amfifilni usporadavani

Samouspotfadavani je proces, ktery narusuje stavebni bloky fidici se specifickymi vzajemnymi
interblokovymi interakcemi, ¢imz dochéazi k tvorbé uspofddanych struktur spontanni
organizaci. Hlavnim pozadavkem na vhodnou spontanni organizaci vedouci k samouspotadané
struktufe je minimum energetické konfigurace v rovnovaze. Lépe feceno, samousporadana
struktura ma niz§i entropii nez izolované slozky, kdezto okoli obsahuje vice neuspotadanou
konfiguraci, kterd ma vyssi entropii. Z termodynamického pohledu je samousporadavani
atvorba micel amfifilnich molekul fizena konkurenci mezifazové energie jadra micely
s rozpoustédlem a konformacni deformacni energii rozpustnych fetézct vyzarovanych z jadra.
Amfifilni samouspofddani je mozné experimentadlné demonstrovat pomoci méteni
diskontinuity, ktera je spojovana s tvorbou micel pti dané¢ koncentraci CMC (kriticka micelarni
koncentrace) a teplot¢ CMT (kriticka micelarni teplota). Spolecné s teoretickym modelovanim
a simulacemi a také dalSimi experimentalné ziskanymi daty z méfeni konduktivity,
osmotického tlaku, povrchového napéti a fluorescence chromoforu je mozné odhadnout CMC,
jak je zfejmé i z obrazku nize (Obrazek 7) [59].
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Obrazek 1: Zména fyzikalnich viastnosti a jejich diskontinuita spojena s tvorbou micel pri CMC
amfifilii ve vybraném rozpoustédle (prevzato z [59])
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3.2.2 Micely

Micely jsou agregaty (nebo supramolekularni celky) molekul povrchové aktivnich latek (PAL)
dispergovanych v kapalin€ tvotici koloidni suspenzi (téz asociativni koloidy). Zastavaji maly
prumér, bézné v rozmezi od 5 do 100 nm [60], v zavislosti na typu hlavnich skupin a délce
alkylovych fetézcu. Jejich molekuly povrchové aktivnich latek mohou byt agregovany bud’
kationtovymi, aniontovymi, zwitteriontovymi nebo neiontovymi skupinami [61]. Ve vodném
roztoku miize byt nepolarni uhlovodikovy fetézec (,,ocas®) usporaddn do stfedu kulovité
struktury a polarni cast (,,hlava®) smérem ven, za uCelem vytvofeni micely, protoze ma
hydrofobni vlastnosti (Obrazek 8). Mohou byt vytvofeny z mastnych kyselin, fosfolipidii nebo
jinych podobnych molekul.

Pti tvorb€ micelarni struktury miize interakce mezi skupinami polarnich hlav a okolni vodou
zpisobit oddéleni mezi hydrofobnimi a hydrofilnimi slozkami. Vysledkem jsou flexibilni
a porézni micely. Tyto micely jsou povazovany za vhodny model pro biologické aplikace
anosice léCiv, protoze mohou zvysit rozpustnost léCiva, snizit toxicitu, prodlouzit dobu
cirkulace a zlepsit cileni nosi¢u [62, 63].

Hydrofilni cast

Hydrofobni cast

Amfifilni molekula

Micela

Obrazek 8: Struktura micely (prevzato z [64])

Micely jsou vétSinou sloZzeny z amfifilnich molekul ve vodném roztoku, které se skladaji do
struktury obsahujici jak hydrofobni, tak hydrofilni segmenty. V pfipad¢ snizeni koncentrace
jsou amfifily pfitomny jako malé jednotky (monomery) v pravém roztoku, zatimco pii vysoké
koncentraci dochéazi k agregaci a samousporddani, coz vede ke tvorbé micel. Kritickd
koncentrace potfebna k vytvotfeni micel se nazyva kritickd micelarni koncentrace (CMC).
Micely vytvofené nad jejich CMC jsou pohdnény dehydrataci hydrofobnich ocasl, ¢imz
dochazi k entropickému stavu. Kromé toho bude jadro micel tvofeno van der Waalsovymi
vazbami. V kone¢né struktuie je hydrofilni obal tvofen zesitovanymi vodikovymi mustky
s vodou obklopujici jeho vnéjsi povrch. Micely mohou byt sestaveny v riznych morfologiich,
jako jsou koule, ty¢inky, tubuly, lamely a vezikuly, v zavislosti na kvalité rozpoustédla, délce
fetézce a teploté [60, 65, 66].
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3.2.3 Amfifilni struktury

Prvné je tieba zminit, Ze mnozstvi amfifilnich molekul ovliviiuje morfologii samouspotfadanych
struktur. Pfi nizkych koncentracich jsou molekuly ndhodné rozptyleny. Se zvysujici
koncentraci amfifilu dochézi k samoseskupovani nanostruktur, které jsou velmi podobné
termotropickym kapalnym krystalim. Hlavnim pfedpokladem pro tvorbu fazi kapalnych
krystalt je anizotropie. Zatimco pro termotropické kapalné krystaly neni vyzadovano zadné
rozpoustédlo, tak pro lyotropni kapalné krystaly (LLC, z aj. lyotropic liquid crystal) vytvotené
z amfifilnich molekul ve vybraném rozpoustédle, je anizotropie zalozena hlavné na rtznych
rozpustnych vlastnostech riznych zakoncenich amfifili a na intermolekularnich interakcich

[59, 67].
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Obrdazek 9: Typicky LLC fazovy diagram amfifilu rozpusténych ve vybraném rozpoustédle (prevzato
z [59])

Rozdilné druhy lyotropnich krystalovych fazi surfaktantovych systémi je mozné pozorovat
po celém koncentratnim rozsahu. Obrazek 9 vykresluje typicky fazovy diagram LLC.
Surfaktanty rozpustné ve vode obvykle vykazuji Krafftovu teplotu, definovanou jako teplotu
(Tk), pod kterou jsou amfifilni krystaly nerozpustné ve vod¢. Rozebereme-li fazovy diagram
(Obrazek 9), tak pii extrémné vysokych koncentracich je mozné obvykle pozorovat obracenou
(nebo pievracenou) LLC fazi.

Kubickd LLC faze nese jméno podle kubicky uspofddanych molekularnich agregati
slozenych z ,,norméalnich* micel ve vod¢ (I1 faze). Kubickd LLC faze muze také obsahovat
obracenou micelarni fazi (I faze), ktera se obvykle vyskytuje mezi obracenou hexagonalni (Hz)
a obracenou micelarni fazi (Lz2). Kubické faze jsou viskdznéjsi nez prilehlé hexagonalni nebo
lamelarni faze.
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V hexagonalni LLC fazi tvoii amfifily nekone¢né dlouhé micelarni vélce, které se usporadaji
do hexagonalni mfize, jejichz rozestup je zavisly na relativnim mnozstvi vody a surfaktantu.
Stejné jako u kubické, tak i hexagonalni faze ma dva rizné druhy struktur. A to ,,pfimou*
hexagonalni fazi (H1) a obracenou hexagonalni fazi (H2), kde jsou micelarni vélce obracené
s hydrofobnimi fetézci vystupujici ven z valce. Hexagonalni LLC typicky obsahuji 30-60 %
vody, a i piesto jsou pomérné viskozni.

Neékteré systémy mohou obsahovat mezi hexagondlni a lameldrni fazi hustou, vysoce
viskozni izotropni fazi, ve které dochazi k tvorbé kouli. Tyto kulovité atvary se mizou na sebe
nabalovat, ¢imz dochazi ke vzniku bikontinualni kubické faze (V1 a V2).

Posledni ze struktur je lamelarni LLC faze (L.), kterd se skladd z vrstev uspotadanych
amfifili a obvykle byva mén¢ viskdzni nez hexagonalni LLC, jelikoz paralelni vrstvy jsou pro
kluz pres sebe privétivejsi (Obrazek 10). Pravé lamelarni struktury jsou velmi dilezité
konfigurace, protoze se jedna o struktury, které se vyskytuji i v biologickych membranach.
V bunéénych biomembranach, tvotfenych prevazné kapalnymi krystalickymi fosfolipidovymi
dvojvrstvami, nejsou uhlovodikové fetézce rigidni a k prfechodu na gelovou fazi dochézi pti
teploté gelace Tgel. Pod teplotou Tger se hlavova skupina orientuje usporadané tak, aby dochazelo
k piimé konformaci s uhlovodikovymi fetézci. Tekutost biomembran ovliviiuje pohyb
makromolekul, které jsou pfitomné uvniti fosfolipidové matrice (napf. membranové proteiny)

[59, 67].
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Obrazek 10: Schématické zndzornéni typické progrese fazi jako funkce koncentrace amfifilu
rozpusténého ve vybraném rozpoustédle (prevzato z [59])

3.2.4 Lecitin

Lecitin (fosfatidylcholin) je hlavni slozkou surového sdjového oleje. Avsak surové lecitiny jsou
komplexni  smési  lipidli, jmenovité¢  fosfatidylcholinu,  fosfatidylethanolaminu,
fosfatidylethanolaminu a fosfatidylinositolu jako hlavnich slozek. Jednd se o amfifilni latku,
jejiz hlavova skupina je hydrofilni a ve vodé rozpustna a jejiz ocasova nepolarni skupina je
hydrofobni a rozpustna v tucich (Obrazek 11). Lecitin hraje dulezitou roli v normalnim
metabolismu, tvoii napfiklad soucast membranovych fosfolipidii a nékteré metabolity jsou
nosi¢e informaci v buikach. Cholin odvozeny z lecitinu hraje roli v mozkovych buikach pfi

resyntéze novych molekul fosfatidylcholinu potifebnych pro buiiky, které obaluji axony neuronti
[68, 69].
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Lecitin se pouziva jako emulgator v potravinaiskych i1 farmaceutickych aplikacich.
Primarnim zdrojem lecitinu jsou s6jové boby, vejce, ryze, sluneCnicova seminka a fepkové
semeno. Navzdory jeho Sirokému pouziti jako potravinarské slozky, byly alergické reakce na
sojovy lecitin popsany pouze pii nékolika ptilezitostech. Z téchto informaci vyplyva, ze lecitin
je télu vlastni, a tudiz pii jeho konzumaci nebo jiném kontaktu s lidskym télem, i ve vétSich
koncentracich, nehrozi negativni reakce. To ¢ini lecitin skvélym aditivem pro piipravu
medicinskych materialti s ovlivnitelnymi vlastnostmi [70].
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Obrazek 11: Vzorec lecitinu (fosfatidylcholinu) [71]

Slozenim sdjového lecitinu se jiz zabyvala fada publikaci a nejbéznéji se uvadi, ze se sklada
z triglyceridl, mastnych kyselin, pigmentt, steroli, sterolovych glykosidu, estert, tokoferoli

a sacharidt. Procentualni zastoupeni riiznych latek I1ze shrnout do nasledujici tabulky (Tabulka
1) [72].

Tabulka 1: Procentudlni zastoupent latek v sojovém lecitinu [T2]

%
Fosfatidylcholin 19-21
Fosfatidylethanolamin 8-20
Inositol fosfatidy 20-21
Dalsi fosfatidy 5-11
Soéjovy olej 33-35
Steroly 2-5
Volné uhlovodiky 5
VIhkost 1

Ve stopovych mnozstvich se ve smési vyskytuji také tokoferol, biotin, kyselina listova, thiamin,
riboflavin, kyselina pantothenova, pyridoxin a niacin [72].

Lecitin je rozpustny nebo rozptylitelny v prakticky vSech rozpoustédlech, jako jsou alifatické
rozpoustédla, halogenové a aromatické uhlovodiky, alkoholy, estery, ethery, voda a vodné
roztoky. Jedinym rozdilem miZou byt acetony a nckteré ketony. Pravé aceton se vyuziva
K precipitaci lecitinu z roztokt a k separaci z latek rozpustitelnych v acetonu [73, 74]. Lecitin
se samouspoiadava do raznych koloidnich struktur a jejich roztokti. To velmi silné zavisi na
typu a druhu rozpoustédla. K tomu navic pfitomnost riznych necistot nebo dalSich fosfolipid
(PL) velmi vyrazné ovlivituje fazové chovani a vlastnosti vytvarejicich se struktur.

Binarni fazovy diagram kombinujici lecitin ze sdjovych bobu a vajecného zloutku s vodou,
je prezentovan v nasledujicim obrazku (Obrazek 12). Lecitin vytvaii pravé roztoky pti velmi
malych koncentracich, protoze ma silnou nachylnost k samouspofadavani do agregati.
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Micelarni agregéty se bézné nevyskytuji ve vodnych roztocich. Obvykle se samousporadava do
kapalno-krystalovych struktur.
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Obrdzek 12: Binarni fazovy diagram pro lecitin z vajecného Zloutku a séjovych bobui. Lecitin ze
sojovych bobii je vyznacen v obrazku prerusovanou carou. Jak je ziejmé z obrazku, tak se fazové chovani
obou lecitinit mezi sebou vyrazné nelisi [73]

Lecitin je velmi zajimavy pro svou schopnost tvofit riizné kapalno-krystalové struktury pii
piijatelné koncentraci a laboratorni teploté. Toho by bylo mozné vyuzit i aplika¢né, ¢ehoz se
tato prace snazi priblizit. V roce 1967 Donald M. Small publikoval své vysledky chovani
hydratovaného i suchého lecitinu v zavislosti na mnoZstvi ptitomné vody a teploty. Dokazal, Ze
suchy lecitin se do teploty okolo 40 °C vyskytuje v alespon ¢astené krystalické formé. Nad
touto teplotou (do 88 °C) se uspotadava do jakési faze, ktera je podobna vosku. Pfi teploté 88—
109 °C tvofti viskozni izotropickou fazi, ktera se usporadava do kubickych utvari. Poté az do
své teploty tani (231 °C) tvofi lamelarni Gtvary [75, 76].

Hydratovany lecitin vesmes tvoii lamelarni struktury (vyjimkou je malé zona kubické faze
pfi nizké koncentraci vody a vysoké teploté). Tato faze pfi teploté 20 °C obsahuje az 45 %
vody. Smési obsahujici vétsi mnozstvi vody se rozd€luji na dvé faze, na lamelarni krystalickou
fazi a vodu [75].

Ma emulgacni a lubrika¢ni vlastnosti a zaroven je povrchove aktivni latkou. U lidi miize byt
uplné€ metabolizovan, tudizZ je lidmi dobfe tolerovan a neni toxickym pfi poZziti. Uplatnéni naléza
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V potravinafstvi, ve farmaceutickém pramyslu, v primyslu barev nebo v krmivech pro zvirata
[77].

3.2.5 Klasické tenzidy
Pod pojmem ,klasicky* tenzid si Cloveék predstavi latky, obyCejné nalezitelné v Cisticich
prostredcich. Povrchové aktivni latky jsou chemické slouceniny, které snizuji povrchové napéti
mezi dvéma kapalinami, mezi plynem a kapalinou nebo mezipovrchové napéti mezi kapalinou
a pevnou latkou. Povrchové aktivni latky mohou piisobit jako detergenty, smacedla,
emulgatory, pénidla nebo dispergatory. Snizeni povrchového napéti je zptsobeno jejich
amfifilnimi vlastnostmi, protoze se skladaji jak z hydrofilnich, tak i hydrofobnich ¢asti.
Pouzivaji se v Siroké $kale pramyslovych aplikaci [78]. V zemédélstvi se napiiklad
fytosanitarni prostfedky aplikuji ve formé aerosolu, ktery nékdy obsahuje dispergovanou
organickou fazi k rozpousténi herbicidi a insekticidi [79]. V potravinaiskych vyrobcich
ptispivaji ke kondicionovani krému, suspenzi, emulzi a rozpustnych nebo dispergovatelnych
prasku [80]. V tézebnich procesech hraji dulezitou roli pfi flotaci a vyluhovani kovu, jako je
zelezo, zinek neb uran [81]. Také v textilnim priamyslu se vyuzivaji ke zlepSeni vykonosti
riznych operaci a zdokonaleni vlastnosti riznych vyrobku [82]. I pies tyto informace muze byt
jejich vyuziti v medicinskych aplikacich, kdy by prichazely do kontaktu s lidskym télem ve
vetSim mnozstvi, problémova, a to zejména kvili jejich toxicite [83]. Proto je vhodné upozornit,
ze jejich pouziti ve vétsin¢ pripadi slouzi spise jako modelové nezli ptimo aplikacni.

3.25.1 CTAB

Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) je kvartérni amoniovy, kladné nabity, tenzid
(Obrazek 13). Jako vétsina surfaktantd, tak také on tvofi ve vodném roztoku micely. Kriticka
micelarni koncentrace CTAB je 0,9-1,0 mM [84]. Své uplatnéni naléza v fad¢ riznych odvétvi
od kosmetiky az po syntézu nanocastic. Konkrétné se Snim miiZeme setkat naptiklad
v medicinskych aplikacich pfi izolaci DNA z tkdn€ obsahujici velké mnozstvi polysacharidi
[85], nebo pii syntéze nanocastic, kde tenzidy maji kliCovou roli tim, Zze se adsorbuji na povrch
tvofici se nanocastice, ¢imz snizuji jeji povrchovou energii [86].

Vzhledem K jeho ¢astému pouziti v humannich produktech spolu s dal§imi aplikacemi je
nezbytné uvést informace o jeho toxicité. Testy na zvifatech prokazaly, ze poziti méné nez
150 g latky mutize vést K nepfiznivym zdravotnim G¢inkim nebo dokonce az ke smrti tim, Ze
CTAB zptsobi chemické popaleniny v jicnu a gastrointestindlnim traktu. CTAB je taktéz
Spatn¢ absorbovatelné. Stejné jako i dalsi kvartérni amoniové soli se CTAB vyuziva
v kosmetice v koncentracich az 10 %. Kosmetika s takto vysokou koncentraci smi byt pouze
splachovaciho typu, jelikoz jako bezpecné se povazuji pouze do koncentrace 0,25 % [87].
Studie toxicity probéhly také na vlivu nanocastic ptipravenych pomoci tenzidii na lidské kozni
buiiky. Tyto testy dokazaly, ze CTAB zlstava toxické jiz pii koncentraci 10 uM a netoxické
pii koncentracich mensich nez 1 uM [88].

\+/
SN S S SSSN

Br

Obrazek 13: Strukturni vzorec CTAB
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3.25.2 SDS

Dodecylsiran sodny (SDS) je zaporné nabita povrchové aktivni latka (Obrazek 14) velmi Casto
se vyskytujici v Cisticich nebo hygienickych vyrobcich. Stejné jako ostatni amfifilni latky, tak
1 SDS ma uhlovodikovy ocas a polarni hlavu, kterd z n&j déla uzite¢ny Cistici prostiedek. SDS
je schopné tvorby micel po prekrocCeni kritické micelarni koncentrace, ktera je pro tento tenzid
8,0-8,2 mM [84].

Jak bylo naznaceno vyse, tak se SDS vyuziva hlavné v pracich prosttedcich na pradlo. Je
také soucasti mydel na ruce, zubnich past, Sampont, krémi na holeni a ptipravkl do koupele,
a to zejména diky své schopnosti pénit, pro své povrchové aktivni vlastnosti a ¢astecné také pro
svij zahu$tujici ucinek [48]. Kromé toho naSel své uplatnéni také v potravinaistvi jako
emulgator a pomocny prostfedek pro $lehani [89], pii laboratornich aplikacich v Cisticich
procesech pro extrakci RNA a DNA nebo pii denaturaci proteinid pii elektroforéze v SDS-
PAGE [90].

Stejné jako vSechny detergenty je SDS schopné odstraiiovat olej z pokozky, a mize tedy
zpusobit podrazdéni oci a ktize [91]. Pti pozieni SDS (napt. v zubni pasté) mize dojit ke vzniku
afta [92].

Obrazek 14: Strukturni vzorec SDS

3.2.5.3 Triton X-100

Jedna se 0 povrchove aktivni latku bez naboje, ktera ma hydrofilni polyethylenoxidovy fetézec
a aromatickou uhlovodikovou hydrofobni skupinu (Obrazek 15). Stejné jako téméi vSechny
povrchové aktivni latky, tak i Triton X-100 se pouziva jako Cistici prostiedek v laboratotich
[93], ale také pfi lyze bunék k extrakci proteinu nebo organel, nebo k permeabilizaci membran

zivych bunék [94]. Tvorba micel u tohoto neionogenniho tenzidu nastava pii jeho koncentraci
0,24-0,27 mM [84].

O H
O

Obrazek 15: Strukturni vzorec Tritonu X-100

3.3 Reologie
Autorem pojmu ,reologie” je profesor Eugene C. Bingham, ktery také tuto védu definoval.
Jednd se o studium deformace a toku hmoty. Tuto definici pfijala Americkd reologicka
spolec¢nost (American Society of Rheology) v roce 1929 pii svém vzniku [95].

Latky se pii plisobeni vnéjsi sily mizou chovat rizn€. Pro popis latek existuji dva mezni

v

typy chovani. Prvnim z nich je elasticke chovani. To nastava, pokud u¢inkem vnéjsi sily nastane
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deformace, ktera vratné vymizi po jejim odstranéni. Elastické chovani vykazuji pevné latky,
u kterych se tedy vynalozena energie na deformaci uklada, a nasledné po relaxaci latky se opét
uvolni. Naopak pokud ptisobenim sily hmota tece a tok se zastavi po odstranéni vnéjsi sily, tak
mluvime o viskoznim chovani. Toto chovani je typické pro kapaliny, u kterych je vynalozena
energie disipovana jako teplo. AvSak existuji i1 latky, které existuji mezi témito typy chovani.
Jedna se o latky viskoelastické a u téchto latek je odezva na aplikovanou zatéz zavisla na dobé
pasobeni vngjsi sily [4].

Popis vyse zminéného je mozny diky pracim dvou muzi. Tim prvnim byl Robert Hooke,
ktery v roce 1678 publikoval praci s nazvem ,,True Theory of Elasticity”. V této praci
konstatoval, ze sila kazdé pruziny je ve stejném poméru k jejimu napéti. Z této prace vypliva
tzv. Hooktiv zékon, ktery popisuje deformaci idealn¢ elastickych pevnych latek. Tento zékon
tika, ze deformace je pfimo umérna napéti materialu a lze jej popsat pomoci vztahu:

E= 14 )
kde g, je normalové napéti, ¢ je relativni prodlouZeni, které Ize také zapsat jako ¢ = ATI (pticemz
Al je prodlouzeni a | je délka), a E je tzv. Youngtv modul pruznosti v tahu [95, 96].

Druhym muzem byl Isaac Newton, ktery se naopak od Hooka zabyval kapalinami a své
badani shrnul v publikaci ,,Principia”, ktera také vysla v roce 1687. Zde piedstavil svou
hypotézu, ze odpor, ktery vznikd z nedostatku klouzavosti stejnych ¢asti kapaliny, je umérny
rychlosti, s jakou jsou ¢asti kapaliny oddéleny. Nedostatkem klouzavosti se v jeho hypotéze,

V dnesni terminologii, mysli viskozita. Z tohoto textu také vznikl zédkon, ktery nese jméno po
autorovi a nazyva se Newtontv zakon a I1ze jej popsat nasledovné:

o=1n"7 )
kde o je smykové napéti, # je dynamicka viskozita a y smykova rychlost [96].

Newtonlv zékon plati pro idealné viskozni latky, kterym se proto také fikd newtonovské.
Latky jde tedy rozdélit podle zmén jejich viskozity pii rizné smykové rychlosti. Pravé viskozita
newtonovskych latek je nezavisla na smykové rychlosti a je po celou dobu konstantni. Latky,
jejichz viskozita je zavisla na smykové rychlosti, a tedy nefidi se newtonovym zakon, se tika
nenewtonovské latky. Je mozZné je dale délit na pseudoplastické, plastické a dilatantni.
Viskozita pseudoplastickych latek vykazuje newtonovské chovani pii nizkych smykovych
rychlostech, ale se zvySujicimi hodnotami se viskozita snizuje. Plastickym latkdm se viskozita

se zvySujici se smykovou rychlosti snizuje, a naopak dilatantnim latkdm se viskozita zvySuje
(Obrazek 16) [97].
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Obrazek 16: Viskozitni kiivky pro rizné latky (prekresleno z [97])

3.3.1 Viskoelasticita

V realném svété se vSechny materialy néjakym zpusobem odchyluji od Hookova zakona.
Naptiklad tim, Ze se chovaji zaroven jako viskozni, tak i elastické latky. Viskozni ¢ast dodrzuje
Newtoniv zadkon a elasticka ¢ast dodrzuje Hookliv zdkon. Ptikladem viskoelastického
materidlu mohou byt gely, které stejné¢ jako vétSina polymernich systémi vykazuji
viskoelastické chovani. Pro viskoelastické materidly plati, Ze vztah mezi amplitudou deformace
a nap&tim je zavisly na Case [98, 99].

Pro popis viskoelasticity se bézn¢ pouzivaji viskoelastické moduly. Elasticka cast je
popisovéna jako G, tedy pamétovy (elasticky) modul, a viskézni ¢ast jako G, téZ ztratovy
(visk6zni) modul. Spojenim t&chto modulfl je mozné definovat komplexni modul G, ktery
popisuje mechanickou odolnost vzorku. Lze jej popsat vztahem:

G =G +iG (3)
Pro vyjadfeni poméru mezi ztraitovym a pamétovym modulem se vyuziva veliina nazyvana
ztratovy uhel 0. Vztahové vyjadieni pro tuto veli¢inu [96, 99]:

"

G
tano = — (4)
G

3.3.2 Reologie gelua

Gely jsou obecné ,,mekké™ a ,,vlhké®, coz plati dvojndsob u hydrogeli. Z téchto divodii mize
byt pomérné obtizné s nimi pracovat. Déle jsou nachylné k velké a nelinearni deformaci nebo
uplnému rozpadu uz pii pomérné nizkych deformacich. Dal§im problémem miize byt i to, ze
nemusi byt stabilnimi a jejich vlastnosti se mohou vyraznéji ménit, dojde-li k jejich vysuseni
[100].

Chemické a také nekteré fyzikdlni gely vykazuji zavislost na mocninném modelu, tedy
frekvenéni zavislost linedrnich viskoelastickych modulit G a G na prechodu ze solu na gel.
Proto je mozné je zcela charakterizovat exponentem mocninného modulu n a relaxacni silou S.
Konstanty n a S se systematicky méni s molekulovou hmotnosti prepolymeru a s pomérem
prepolymeru k sitovadlu.
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Co se tyce reologickych vlastnosti fyzikalnich gelt, které maji své spojujici skupiny podél

vvvvvv

citlivosti na pfipravu a mnohdy pomérn¢ $patnou reprodukovatelnosti [6].

3.3.3 Amplitudovy deformacni test
Jedna se o zakladni test, ktery se v praxi vyuziva zejména k popisu chovani disperzi, past a gela.
Hojné se vyuziva v potravinarském, kosmetickém, farmaceutickém a l¢katském pramyslu.
Béhem tohoto testu dochazi pti kazdém bodu ke zvySeni amplitudy deformace zatim co je
frekvence oscilace udrzovana konstantni.

Vysledky méfeni jsou obvykle prezentovany v grafu zavislosti pamétového (G)
a ztratového (G ) modulu na amplitudé deformace (y), s obéma osami v logaritmickém méfitku.
Hlavnim vystupem je stanoveni linearni viskoelastické oblasti (LVO). Jedna se o oblast, ve
které nedochazi k deformaci vzorku. V této oblasti jsou kiivky pro pamétovy a ztratovy modul
rovnobézné a maji konstantni hodnotu, tzv. platé hodnotu. Gelové vzorky v tomto testu
vykazuji gelovy charakter, ktery je moZné rozpoznat tak, ze G > G . A tedy, Ze elastické
chovani dominuje nad viskéznim chovanim, a struktura vykazuje urcitou tuhost (Obrazek 17)
[99, 101].
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Obrazek 17: Typicky graf amplitudové deformace pro agardzové hydrogely

3.3.4 Frekvendni test

Obecné se jedna o testy, které popisuji casove zavislé chovani vzorku v nedestruktivni oblasti.
Vysoké frekvence se hojné vyuzivaji k simulaci rychlého pohybu v kratkych casovych
intervalech, zatimco nizké frekvence simuluji pomaly pohyb v dlouhych ¢asovych intervalech
nebo v klidu [102]. Z amplitudového deformaéniho testu je zvolena hodnota amplitudy
deformace, ktera spada do LVO. Pii této hodnoté je pak provadén cely frekvencni test (Obrazek
18).
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Obrazek 18: Typicky graf frekvencniho testu pro agarozové gely

Jelikoz je velikost sit¢ jednim z nejkritictéjSich parametrti pii charakterizaci hydrogelt, tak
za vyuziti relaxacnich spekter (relaxaéni modul Geg a relaxa¢niho ¢asu A) ziskanych
z oscilaénich frekvenénich test v souladu s Maxwellovym modelem [103], ji Ize popsat.
Frekvencéni test (zavislost viskoelastickych moduli na frekvenci oscilaci) je mozné interpolovat
kontinudlnimi relaxacnimi spektry pomoci vhodného reologického softwaru (zde TRIOS, TA
Instruments, New Castle, DE, USA).

Pomoci optimaliza¢nich experimentt dojde k vybéru vhodného poctu Maxwellovych prvk,
aby doslo k pfislusnému prolozeni frekvenénich testt hydrogelt. Podle poétu zvolenych prvki
dojde pomoci analyzy k ziskani relaxacnich modulii. Pro stanoveni hustoty zesiténi je tieba
vypoéitat sumu relaxa¢nich modult [104] podle rovnice (5), kde py (mol-m™) je hustota zesiténi
a poskytuje informaci o hustoté uzlt v nabotnalém hydrogelu, G (Pa) je suma prvk relaxa¢nich
modul, R (J-mol’t-K?1) pfedstavuje univerzalni plynovou konstantu a T je termodynamicka
teplota (K).

G
" RT

Pokud jsou splnéna vSechna kritéria (zejména méteni frekvencnich testli je provadéno

Py ®)

Vv linearni viskoelastické oblasti a mechanické vlastnosti hydrogela s riznym sitovanim jsou
v souladu s teorii elasticity pryze [105]), je mozné ziskat velikost port za vyuziti rovnice nize
(6), kde & je velikost pora (m) a Na predstavuje Avogadrovu konstantu.

3 6

= o ©)

3.3.5 T¥iintervalovy tixotropni test

Tento test slouzi ke sledovani ¢asové zavislosti na chovani studovanych vzorkt. Test se sklada
ze tii krokd (Obrazek 19). Pii prvnim kroku se simuluje chovani vzorku v klidu. Pfi tomto kroku
pusobi na vzorek mald hodnota amplitudy deformace, ktera byla vybrana z LVO. Pfi druhém
kroku je vzorek namahan vysokou hodnotou amplitudy deformace, ktera byla vybrana mimo

29



LVO. Posledni krok pfedstavuje regeneraci vzorku po zatézi a jeho nastaveni je stejné jako
u prvniho kroku. Frekvence oscilace je totozna pro vSechny kroky testu [102]. Nasledné se
vyhodnocuje, jak byl vzorek schopny zregenerovat po namaze. Tedy na kolik procent vzorek
zregeneroval po deforma¢nim kroku. Test se vyuziva K popisu chovani studovaného materialu
pii aplikaci napéti schopného vzorek deformovat a jeho nasledné regeneraci.
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20
—g 10000 1 XXX XXX XXX XXX X
Q
% XW&QW %G
2 1000 - ‘ XXHXXX KX XXX )X XG"
s

100 T T T T
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Obrazek 19: Typicky graf tii intervalového tixotropniho testu pro agarozovy hydrogel

K vyhodnoceni tohoto testu slouzily dvé veli¢iny. Prvni z nich byl deformacni stav (Dr, %):

G
D=—2

i

- 100, @)

«

kde Go je hodnota pamétového modulu ihned po deformaci aplikovanym napétim (hodnota G
na pocatku 3. kroku), Gi’ je hodnota pamét'ového modulu na pocatku experimentu (hodnota G
v 1. kroku) a Dy tedy popisuje stav hydrogelu okamzité po deformaci vici pivodnimu stavu
hydrogelu.
Druhou veli¢inou byl relaxa¢ni (regeneracni) stav (Ry, %):
R=2%. 100
g 100 (®)

kde Gk je hodnota pamétového modulu na konci 3. kroku, a Ry udava stav hydrogelu na konci
experimentu vici ptiivodnimu stavu hydrogelu.

3.3.6 Creepovy test

Jedna se o relaxacni test, pii kterém je na viskoelasticky material aplikovano konstantni napéti
a odezva na tuto deformaci je tzv. creep (Obrazek 20). Nejcastéji nachazi tento test uplatnéni
zejména U kovovych materialti, avSak uplatnéni lze pro n¢j najit u vSech viskoelastickych
materiali. Bé¢hem testu je po urcitou dobu aplikovano konstantni smykové napéti. Test musi
probéhnout v linedrni viskoelastické oblasti, kde ziistava mikrostruktura neporusena. Pro popis
vysledku se nejcastéji vyuziva tzv. creepova poddajnost J(t), ktera znaci pomér namétené miry
deformace a aplikovaného napéti, ovSem lze se setkat také s hodnotovym porovnanim
amplitudy deformace mezi prvnim a druhym krokem [105].
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Obrazek 20: Typicky graf creepového testu pro agarozovy hydrogel

3.4 Difuaze
Diftize je proces, pfi kterém dochéazi k pfesunu hmoty z jedné ¢asti systému do jiné, coz je
z velké vétSiny zplisobeno ndhodnymi molekulovymi ptfesuny. Hnaci silou difuze je rizna
koncentrace rozpusSténych latek v systému, tedy koncentrani gradient. Difuze probihd
nejrychleji v plynech, poté v kapalinach a v pevnych latkach probiha vyrazné nejpomaleji. Je
znamé a dokazané, ze difuze zavisi na teploté, tlaku, velikosti rozpusténé latky a viskozit¢.
Polymerni diftze je velmi komplexni a pro popis obtiZna. Jeji rychlost by se méla vyskytovat
mezi kapalinami a pevnymi latkami. V tomto pifipad€é je rychlost ovliviiovana hlavné
koncentraci a stupném nabotnani polymeru [106].

Pro vyjadreni rychlosti diflize ve stacionarnim poli se vyuziva difuzni tok, Ji. Je mozné jej
definovat jako latkové mnozstvi difundujici slozky dni, které za jednotku casu, dt, projde
jednotkovou plochou, A, kolmou ke sméru difuze (9). Difuzni tok je dale roven soucinu sttedni

rychlosti toku ¢astic, Ui, a jejich koncentrace ci (10) [106, 107]:
dn;
. = _1 9
hi=Tg 9)

Ji = ;0 ¢ (10)

3.4.1 Fickovy zdkony

Prvni, kdo se zabyval matematickym popisem difuze, byl Adolf Fick. Cilem jeho prace bylo
vytvofit zdkladni a fundamentalni zékon, ktery by popsal difuzi. Pfi tomto pocinu si povSimnul
spojitosti mezi difuizi a pochodem tepla nebo elektiiny, a tak se difuzi snazil popsat podobnymi
matematickymi zakony jako je Fourieriv zakon pro vedeni tepla nebo Ohmuv zakon pro
elektiinu. Kdyz udrzoval tuto analogii, tak navrhl, ze tok hmoty je Umérny gradientu
koncentrace s faktorem proporcionality, coZ podle Ficka byla konstanta zavisla na povaze latek.

Produktem jeho pocinani byly tzv. Fickovy zdkony, které slouzi k ziskani difizniho koeficientu
D [108].
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3.4.1.1 1. Fickuv zakon

Pro jednodimenzionalni difazi definoval Fick zakon, ktery nese nazev po ném a znaci se jako
prvni:

oc
2
kde A znaci velikost plochy, ptes kterou latka difunduje, j je tok pies jednotkovou plochu, ¢ je
koncentrace, z je vzdalenost a D je difuzni koeficient, ktery udava miru mobility molekul v dané
latce. Bez vlivu proudéni Ize tento zdkon zapsat také jako:

5
J=-DZ (12)

-D—,

J=—d4j = —AD (11)

0 . cr1 s . . x
kde a_z reprezentuje parcialni derivaci zmény koncentrace v ose z [109, 110].

3.4.1.2 2. Fickav zdkon

Jelikoz prvni zakon popisoval zménu difundujici latky pouze v ose z, a také se predpokladalo,
ze nedochdzi ke zméné koncentra¢niho gradientu v Case, tak bylo tieba definovat dalsi vztah.
Pro vyjadreni ¢asové zmény koncentrace difundujici latky pfi nestacionarni difuzi, definoval
Fick dalsi zakon, ktery je bézné jmenovan jako druhy Fickdv zakon. Tento zakon plati, pokud
je difuzni koeficient nezavisly na koncentraci.

dc &c 1 04 éc
e (@*255) (13)
Pokud by nedochazelo ke zméné plochy A, tak Ize vztah zjednodusit [109, 110]:
oc ¢

3.4.2 Diftzni modely

Aplikace Fickovych zakonti a samotné feSeni difuznich rovnic miize byt pomérné
komplikované. Pro feseni téchto problémd je velmi jednoduché nalézt pomérné velké mnozstvi
riznych modeld. AvSak pro ilustraci feSeni difiznich probléml je vhodné se sezndmit
s okrajovymi modely, kterymi jsou model diftize skrze tenky film a tzv. volna difuze, zde si je
mozné piedstavit difuzi v jednom sméru do nekone¢né dlouhého média. Modely jsou limitnimi
pfedstavami na totozné uspofadani difizniho experimentu. Modely jsou nastaveny tak, aby
jeden byl vhodny pro kratké a druhy pro dlouhé ¢asy. Aplikace téchto modelii na hydrogelové
systtmy muze byt ovSem mnohdy komplikovana kviili napf. zakalenosti, nedostatecné
homogenit¢ nebo tvarovatelnosti hydrogeli.

3.4.2.1 Difuze skrze tenky film

Prvnim okrajovym modelem je difuze skrze tenky film. Jedné se o pomérné jednoduchy model.
Vyuziti tohoto modelu je vhodné pro jednosmérnou diftizi, ktera probiha mezi dvéma roztoky
o rtizné koncentraci stejné latky, oddélenymi tenkym filmem. Timto modelem lze stanovit kolik
rozpusténé latky projde pravé skrz tenky film a také koncentracni profil rozpusténé latky
v tenké vrstvé. Sledovana latka difunduje z mista s vy$$i koncentraci do mista s nizsi
koncentraci. Z rovnice (14) dostavame:
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_ e (15)
0= DW
Za predpokladu okrajovych podminek, kde c1 je koncentraci na konci diftize, c10 Symbolizuje
pocatecni koncentraci a c¢;; koncentraci béhem difize. Tloustka bariéry je znacena
| 0 soutadnicich jedné strany x = 0 a druhé x = [. Potom tedy platic; = c;oprox =0ac; =

c1; pro x = . Dostavame:
x
cp =cpo+ (en— 010)7 (16)

Spojenim rovnic (15) a (16) a naslednou Gpravou jsme schopni zjistit, Ze koncentra¢ni profil je
ve filmu linearni a pouze zavisly na okrajovych koncentracich a tloust'ce filmu [109].

861 D

J = —Dg =7 (cro—c) (17)

3.4.3 Volna difuze
Druhym hrani¢nim modelem je volna difuze. Tento model piedstavuje dlouhé médium
zaCinajici rozhranim, kterym miize byt plyn, kapalina i pevna latka.

Pfi spusSténi experimentu je po celém médiu stejnd koncentrace. ZvySime-li ndrazove
koncentraci média, tak dojde k vytvoreni koncentra¢niho gradientu, coz zplisobi, ze latka zacne
difundovat hloub&ji do média. Dojde ke zméné koncentrace na rozhrani, coz vede ke vzniku
casové zmeéné koncentra¢niho profilu v médiu. Tento model ndm dopomaha zjistit, jak se méni
koncentra¢ni profil difundujici latky se zménou jeji koncentrace na rozhrani s Casem.

Pocitame-li s okrajovymi podminkami, kdy pfi ¢ase t = 0, x = (0; o) je ¢c; = ¢1., a pii Case
t>0,x=0]Jec, =cy aposledné pro x = o je ¢; = ¢, tak po upravé Fickovy rovnice
ziskavame:

C1 — Co f X
——=cer
Clo — C10 V4Dt (18)
D
1= Ee—(xz/ﬂ);) (c10 = C1o0) (19)

Z vyse zminéného plyne, Ze diftzni tok je funkci jak polohy, tak i ¢asu [109, 110].

3.4.4 Diftzni koeficient

Difuzni koeficient je faktorem umérnosti ve Fickové zakoné. Piesnéji jde o umérnost mezi
diftznim tokem a koncentra¢nim gradientem. Jedna se o fyzikalni konstantu, ktera je zavisla
na velikosti molekul a dalSich vlastnostech diftizni substance, dale také na teploté a tlaku.
Diftzni koeficienty jsou béZné stanovovany experimentdlné a prezentovany v rtznych
tabulkach [111].

Pro samotnou pfedstavu, v jakych jednotkdch se pohybujeme, tak pro plyny, je diftizni
koeficient okolo 0,1 cm?:s?, pro kapaliny okolo 10° cm?:s® a pro pevné latky 1020 cm?-s
s vysokou zavislosti na teploté. Mezi hodnotami pro kapaliny a pevné latky se nachazi
koeficient pro polymery a skla, tedy okolo 108 cm?s?, jejichz hodnoty mohou byt vyrazngé
ovlivnény koncentracemi rozpusténych latek [110, 111].

Nejznaméjsim vztahem, ktery se vyuziva pro idealni, tedy kulovité, Castice je tzv. Stokestiv-
Einsteintiv vztah (20). Jak jiz jeho nazev napovida, tak se jedna o vztah slozeny spojenim
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Einsteinovy rovnice vyjadiujici zavislost difizniho koeficientu na koncentraci a vztahu pro
frik¢ni koeficient kulovitych ¢astic, ktery odvodil Stokes:
kT  kgT
T [ 6muRy
kde kg je Boltzmannova konstanta, f je frikéni koeficient, u je viskozita systému, R, je polomér
difundujici latky a T stoji pro termodynamickou teplotu.
Stanoveni difizniho koeficientu je pomérmné jednoduché a pro jeho ziskani existuje fada

(20)

snadnych a pfesnych metod. Do vyctu téchto metod patii napt. celd fada spektroskopickych
metod, metod zalozenych na rozptylu svétla, metody zalozené na potenciometrii, nebo
I nuklearni metody [109, 110].

3.5 Morfologicka charakterizace

Vzhledem k tomu, Ze struktura hydrogelu ovliviiuje vlastnosti, které jsou rozhodujici pro
Existuje fada pfimych (mikroskopie) a nepiimych (rozptylové techniky) metod k charakterizaci
hydrogelové morfologie [112]. Nékolik technik pfimé vizualizace (svételna mikroskopie,
laserova rastrovaci konfokalni mikroskopie, a mikropocitacova tomografie), které si poradi
s nabotnalymi hydrogely, maji zna¢né nevyhody (napf. omezené rozliSeni) [113]. Na druhou
stranu, bézn¢ pouzivana rastrovaci elektronova mikroskopie zahrnuje kriticky krok (tj. tuhnuti
vzorku pomoci suSeni nebo zmrazeni, pfi kterych muaze dojit ke zhrouceni struktury nebo
Kk vytvofeni artefaktd) [114, 115]. Kaberova a spol. [116] testovali pouZitelnost rastrovaci
elektronové mikroskopie a dospéli k zavéru, Ze vysledky z této metody by mély byt vzdy
potvrzeny mikroskopickymi technikami pouzitelnymi pro gely v jejich nabotnalém stavu.

Pro charakterizaci suchych vzorkl se obvykle pouziva specificky povrch ziskany plynovou
sorpci (podle Brunauer-Emmet-Teller; BET). Specificky povrch neni vhodnou charakterizaéni
veli¢inou hydrogelt, kvuli jiz zminénym artefaktim, které se objevuji pii lyofilizaci. Lze je
vSak pouzit napiiklad pro charakterizaci materiald pouZivanych ve vysuSeném stavu, které
mohou tvofit hydrogel (adsorbent) [117], nebo pro potvrzeni reverzibilni porovitosti [118].

Jelikoz je popis hydrogelové struktury zakladni hydrogelovou charakteristikou, jak ihned po
ptiprave, tak také v jejich vysuSeném (xerogelovém) stavu, tak se jako vhodna technika jevi
rastrovaci elektronova mikroskopie. Sniméni xerogelovych vzorki je bezproblémové, jelikoz
je ze vzorku Setrné odstranéna voda. Pti studiu hydrogeld ovSsem dochazi lyofilizaci ke vzniku
artefaktti, které mohou mirn¢ ovliviiovat vysledné snimky a mohly by ovlivnit porovnani
jednotlivych hydrogeli mezi sebou. Tyto artefakty je ovSem mozné ignorovat, jelikoz
predpokladame, ze pti dodrzeni stejného zachazeni se vzorky jak béhem ptipravy, tak béhem
méfeni, dochazi ke stejnému poskozeni u v§ech vzorkl ve stejné podobé [119, 120].
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V posledni dob¢ se hydrogeliim dostava zvySené pozornosti, protoze se jedna o velmi atraktivni
materialy pro své vlastnosti a aplikovatelnosti v biomateridlovém nebo medicinském pramyslu,
zejména pro svij obrovsky obsah vody.

4.1 Hydrogelové matrice s hydrofobnimi doménami

Hydrogely jsou hydrofilni polymery s trojrozmérnou sitovou strukturou, které maji schopnost
absorbovat velky objem vody diky piitomnosti hydrofilnich ¢asti, coz z nich ¢ini zvlasté
vhodné materialy pro biomedicinské aplikace (napt. skafoldy) [121]. Vybér vhodnych slozek
pro pfipravu finalniho hydrogelu je dilezity pro funkéni a pouzitelny material s jedineCnymi
vlastnostmi (napf. biokompatibilita, biodegradabilita). Tyto pfesné ptizptsobitelné funkce ¢ini
tyto materialy vhodnymi a zddoucimi pro Sirokou $kalu oblasti pouziti (tkafiové inzenyrstvi,
farmacie, uprava vody, materialové inzenyrstvi atd.).

Neméné dilezitou vlastnosti hydrogelti je jejich schopnost simulovat a napodobovat
biologické systémy, jakym je napf. extracelularni matrice (ECM), ktera je ve skuteCnosti
strukturni a podptlirnd sit’ sloZend z riznych proteind, sacharidi a dalSich slozek. ECM reguluje
buné&¢né procesy veetné pieziti, ristu, proliferace, migrace a diferenciace [120]. Vytvoieni in
vitro prostiedi napodobujiciho organizovanou strukturu ECM je obrovskou vyzvou a tizenym
cilem. Protoze skafoldy musi nabidnout relevantni vlastnosti dostate¢né pro bunécnou funkei,
tak hydrogely maji vyhodu jako potencidlni materidly diky jejich fyzikalné-chemickym
(elektricky naboj a velikost portl) a mechanickym (tuhost, pevnost v tahu) vlastnostem [122].
VétsSina hydrogeli je také biokompatibilni, napiiklad ptfirodni polymery, jako je agardza,
alginat, chitosan, kolagen, fibrin, zelatina, kyselina hyaluronova nebo dextran, stejné jako
biokompatibilni syntetické gely na bazi polyethylenglykolu (PEG), polyvinylalkoholu (PVALI)
a polyhydroxyethylmethakrylatu (PHEMA) [123].

Vzhledem Kk tomu, ze 3D sit'ova struktura hydrogeld je zodpovédna ptredev§im za jejich
mechanické vlastnosti a porézni mikrostrukturu, tak jednou z moznosti jak upravit, nebo
vylepsit hydrogely k pozadovanym vlastnostem, je za¢lenéni hydrofobnich nebo micelarnich
domén do gelové struktury [10].

Hydrogely s ¢istou hydrofobni asociaci (HA) piedstavuji fyzikaln¢ zesitované hydrogely
tvofené hydrofobnimi interakcemi, které zastavaji 5—20 % vSech interakci uvnitt polymeru.
Vétsina hydrofobnich asociacnich hydrogeli se pripravuje micelarni kopolymeraci [124].
Naptiklad Tuncaboylu a spol. se pokusili vylepsit nizkou mechanickou pevnost samohojivych
hydrogela vytvotenim hybridnich hydrogelii se silnou hydrofobni interakci mezi hydrofilnimi
polymery zprostiedkované hydrofobnim fyzikalnim sitovadlem (stearyl methakrylat) [125].
Ptidavek NaCl k reakénimu roztoku béhem kopolymerace velkych hydrofoba (stearyl
methakrylat, C18) s hydrofilnim monomerem akrylamidu (AAm) ve vodném roztoku
dodecylsiranu sodného (SDS) vedl k micelarnimu ristu a solubilizaci velkych micel SDS.
Reologicka méfeni ukazala, ze hydrofobni asociace obklopeny povrchové aktivnimi micelami
pusobily jako reverzibilni Stépitelné pii€né vazby zodpov€dné za rychlé hydrogelové
samohojeni [125].
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Micelarni domény upravuji ¢i zdokonaluji hydrogelové vlastnosti. Jedna se o urCity typ
upravy vnitini hydrogelové struktury. Manipulace a kontrola hydrogelovych struktur je
skv€lym zplsobem, jak si ptipravit hydrogely ,,pfesn¢ na miru* [10].

Liu a Li [126] ve své praci vyuzili jednoduchy agar6zovy hydrogel, ktery upravili
vmichanim micel SDS. Motivaci jejich po¢inani byla solubilizace a ochrana kamptotecinu, coz
je 1é¢ivo vykazujici protirakovinnou aktivitu proti Sirokému spektru lidskych malignit, které se
uklddalo do nitra micel uvnitf hydrogelu. Vysledkem byl hydrogel se zdokonalenym
uvoliiovacim systémem, ktery bylo mozné ovladat zménou koncentrace tenzidu. ZvysSeni
koncentrace zpomalilo uvoliiovani, jelikoz doslo ke snizeni difuzniho koeficientu 1é¢iva. Se
zvySujicim se poctem micel uvniti systému dochazelo ke snizovani miceldrniho difizniho
koeficientu, coz bylo zpiisobeno zvysSenou frikci v pfeplnéném systému nebo jinymi
interakcemi mezi micelami. Liu, Li a Cai [127] pokracovali ve zdokonalovani rozpustnosti
kamptotecinu. V tomto pfipadé jim k tomu poslouzil dodecyltrimethylammoniumbromid
(DTAB), ktery zvySoval jeho rozpustnost. ProtoZze se jednd o kladné nabity tenzid, byl
k n¢kterym vzorkim ptidavan zaporné nabity k-karagenan. Ten ovlivnil profily uvolnéni, coz
bylo zptsobeno elektrostatickymi interakcemi mezi polymery. V dal$im spolecném ¢lanku se
Liu a Li [128] dale zabyvali uvoliiovanim kamptotecinu z agarézového gelu, ale namisto
DTAB pouzili CTAB, ktery taktéz zvySoval rozpustnost 1é¢iva.

Tadeshi a spol. [129] také pracovali s micelami, které rozptylili do hydrogelu. Podafilo se
jim potvrdit, Ze hydrogely s micelami maji komplexni multidoménovou strukturu, kterd je
schopna hostit jak hydrofilni, tak i hydrofobni molekuly. Konkrétné se jednalo
0 polyvinylalkohol, ktery ptipravili metodou opakovaného zmrazovani a rozmrazovani. Takto
ptfipraveny gel nechali vysuSit a nasledné¢ ho rehydratovali kationaktivnim tenzidovym
roztokem (decyltrimethylamonium bromid). Autofi dokazali, ze tenzidovd micelizace byla
témef nenaruSena tim, zZe k tomu dochazelo uvnitt hydrogelové sité. Stejné tak nedochdzelo
k zadné interakci polymeru s tenzidem, coz mélo za nasledek, Ze botnani nebylo nikterak
ovlivnéno zménou koncentrace tenzidu. Elektronovou paramagnetickou rezonanci (EPR)
a malothlovym rozptylem neutroni (SANS) bylo ovéfeno, Ze micely vytvofené uvnitf
hydrogelu maji stejné vlastnosti jako micely vzniklé ve vodném roztoku. NMR difuze dokazala,
ze diftize micel uvnitt hydrogelu je mnohem pomalejs$i, neZ je tomu ve vodeé.

Mangiapia a spol. [130] chtéli prohloubit porozuméni hydrogelim s rozptylenymi
micelami. Ve své praci se zamé&fili na detailni strukturni popis hydrogelli metodami
malotihlového (SANS) a ultramalothlového rozptylu neutroni (USANS). Hydrogely
z polyvinylalkoholu byly pfipraveny stejn¢ jako v [129], jen roztok na rehydratovani obsahoval
aniontovy dodecylsiran sodny. Déle i zde autofi potvrzuji zaveéry z [129], Ze nedochézi k Zadné
interakci mezi polymernim fetézcem a tenzidovymi micelami. Daéle bylo zjiSténo, Ze
charakteristiky micely, tedy strukturni parametry, velikost, agregacni ¢islo a naboj nebyly
ovlivnény pfitomnosti polyvinylalkoholu. Proto 1ze fici, Ze micely uvnitf hydrogelu, které byly
pfipraveny opakovanym zmrazovanim a rozmrazovanim nebyly nikterak ovlivnény tenzidovou
naturou.

Stoppel a spol. [131] se zam¢fili na vliv nenabitych tenzidi na transport proteinti a malych
molekul uvnitf hydrogelové matrice. Tento vyzkum piinesl poznatky pro pouziti tohoto
systému pii vyvoji nosi¢ového systému pro 1éCiva, biomateridly a skafoldy pro tkanoveé

36



inzenyrstvi. V jejich vyzkumu byly pouzity micely Pluronic F-68 (P-F68), které byly
inkorporovany do alginatovych hydrogeli. Experimentalni vysledky dokazaly, Ze se transport
malych molekul, uvniti hydrogelu, mirné zlepsil po pfidavku P-F68. Déle autofi piedpokladaji,
ze pouziti vyssi tenzidové koncentrace nebo vétsi molekulové hmotnosti tenzidt (napft. Pluronic
F-108 nebo F-127), by mélo dale zdokonalovat difuzni koeficient a transportni charakteristiky.
Také zminuji, ze v pfipad€ vice malych hydrofobnich molekul by zmény v difaznim chovéni
byly velmi ovliviiovany velikosti komplexu skladajiciho se z micely a solubilizované malé
hydrofobni molekuly. Z pohledu mechanickych vlastnosti, bylo dokazano, ze piidavek P-F68
nad 2 % mize vést k nevhodnym vlastnostem. Protoze ptidavek 5% P-F68 vedl ke sniZeni
pamétového modulu 0 57 % a ke zvySeni ztratového thlu o 24 %, pii frekvenci 1 Hz.
Zajimavym poznatkem je, Ze vyraznéjsi zmény ve viskozité roztoku bylo mozné pozorovat pii
piidavku P-F68 pod 2 %, tak tedy tyto interakce nebyly dominantnimi v hydrogelové formé.
Avsak interakce uvnitf roztoku se prokladaly do gelového stavu prostfednictvim zvétSeného
ztratového thlu a zvySenym pomérem smrsténi, ktery mél vliv na jeho nosnost kviili zméndm
ve vlastnostech zadrzovani vody. Pfidavek pluronik mél minimélni G¢inky na transport
riboflavinu. Naopak vyznamné zmény v transportu byly pozorovany u séra hovéziho albuminu,
u kterého se snizila nosnost a uvoliiovaci schopnosti se v zavislosti na metod¢ gelace bud’to
zvysily nebo snizily.

Mezi dalsi autory, ktefi se zabyvali rozptylenymi micelami v hydrogelu, konkrétnéji
polymernimi micelami, patii Frisman a spol. [132], ktefi pracovali s kopolymerem Pluronic
F-127 (P-F127), Ju a spol. [133] pracujici s Poloxamerem 407 a Wang a spol. [134], ktefi
pracovali s amfifilnim blokovym kopolymerem poly(e-kaprolaktonem) (PCEC).

Problémem, ktery Casto suZoval vytvofené micely v hydrogelu, byla povétSinou limitovana
stabilita vytvofenych micel, coZ se pfisuzovalo jejich difuzi ven z hydrogelu. Jako feSeni se
Yom-Tov a spol. [135] pokusili zkombinovat jednoduché vkladani micel a kotveni nékterych
micel do hydrogelové sité. Aby dosahli tohoto cile, tak musela byt ¢ast molekul tenzidového
monomeru funkcionalizovana tak, aby doSlo k vytvoteni koncovych skupin, se kterymi by sit’
byla schopna reagovat. Jako tenzid pro potfeby vyzkumu byl pouzit P-F127 ve své Cisté
a diakrylované formé. Akrylace byla zplisobena reakci tenzidu se znaénym piebytkem akryloyl
chloridu a triethylaminu (pfebytkem vii¢i hydroxylové skupin€). Vhodny pomér smési Cistého
a akrylovaného tenzidu byl pifi nizké teploté¢ (4 °C) smichan s roztokem hydrogelového
prekurzoru. Smés byla takto udrzovana az do doby, dokud nedoslo k plné disociaci, kdy byl
nasledné piidan fotoiniciator. Vysledny roztok byl zahtivan (37 °C), coz zpisobovalo tvorbu
micel, a nasledn¢ ozarovan UV svétlem, aby doSlo k chemickému sitovani. Vysledna
koncentrace tenzidu byla konstant¢ udrzovana na 10 %. Hydrogelovym prekurzorem v této
praci byl diakrylovany polyethylenglykol-proteinova (fibrinogen) smés.

Integraci domén, které jsou tvofeny hydrofobnimi segmenty pfimo na prekurzoru tvotici gel,
se zabyvala fada autord. Jmenovité Shukla a spol. [136], ktefi pfipevnili hydrofobni domény
na polyvinylalkoholovy fetézec pomoci efektivniho redoxniho systému. Inoue a spol. [137] se
zabyvali ptipravou hydrofobné¢ modifikovaného a pH citlivého hydrogelu zalozeném na
hydrofobnich oligomerech pfipevnénych na polyelektrolytovou hydrogelovou matrici. Dale
také Kim a spol. [138] pracovali s micelarnimi strukturami, které vkladali na zelatinové
hydrogely, nebo Guo a spol. [139] se na stejném principu zaméfili na zdokonaleni
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mechanickych vlastnosti hydrogeli pro biomaterialové aplikace, ¢ehoz docilili zahrnutim
silnych, ale reverzibilnich interakci do nanoskopickych domén. Bromberg a spol. [140] se
zabyvali tvorbou mikrogelovych ¢astic, coz by naslo uplatnéni pfi vyvoji novych systémil pro
oralni chemoterapii. Dal§imi byli Thomas a spol. [141], ktefi pfipravovali misitelné smési
polymert, které¢ obsahovaly hydrofilni a hydrofobni skupiny.

Dalsim typem hydrogelt jsou hydrogely s micelarnim zesiténim. Jedna se o hydrofobni
domény, které ptimo tvofi fyzikalni nebo chemické zesiténi hydrogelové sité. Napt. Lee a spol.
[142] se snazili zdokonalit $patné mechanické vlastnosti hydrogeld pfipravenych z pluronik.
O to se pokouseli pouzitim pluronikovych kopolymert. Ty byly konjugovany s tyraminem,
ktery muize byt enzymaticky zesitovan mezi dvé sousedici micely obsahujici modifikované
kopolymery. Missirlis a spol. [143] pracovali s nano¢asticemi zaloZenymi na pluroniku, které
pripravili obracenou emulzni fotokopolymeraci s polyethylenglykolem (PEG). Autofi primarné
vyuzivali micely jako solubiliza¢ni médium pro hydrofobni 1é¢iva s prodlouzenym c¢asem
cirkulace. Touto pfipravou se snazili pfekonat nevyhody pfimého pouziti téchto micel, jako
jsou napf. nizka stabilita nebo pred¢asné vylu¢ovani ledvinami, vytvofenim jakéhosi ,,mostu*
mezi micelami za vzniku makromolekularnich nanogeld. Ve své praci Hao a Weiss [144]
vyuzili hydrofobni asociace fluorovanych uhlovodikovych hydrofobii ve vodném médiu ke
tvorbé nanodomén, které slouzily jako multifunk¢ni fyzikalni sitovadla. Li a spol. [145] zase
publikovali své poznatky o biodegradabilnim, micely obsahujicim PEG hydrogelu, ktery byl
syntetizovan Michaelovou adici. Tuncaboylu a spol. [125] pfipravili hydrogel schopny
samohojivych vlastnosti silnou hydrofobni interakci mezi dvéma hydrofilnimi polymery.
Hydrofobni monomer byl kopolymerizovan s hydrofilnim monomerem pomoci micelarni
polymerizace ve vodném tenzidovém roztoku. Inkorporace hydrofobnich sekvenci uvnitt
hydrofilnich fetézct zptisobuje silné hydrofobni interakce, které zabranuji rozpadu fyzikalnich
geli ve vodé. Dynamicka povaha spojovacich zon poskytla homogenitu a samohojivé
vlastnosti.

Kromé vySe zminénych praci se inkorporaci micelarnich struktur do hydrogeli zabyva stale
vice lidi [146-148]. Jak je zfejmé i z vySe uvedeného, tak hlavni zajem je v odvétvi uvoliiovani
1éCiv.

4.2 Hydrogely s vnitfnimi strukturami

Stale vice pozornosti se piikladd materialim, které jsou inspirovany materidly a latkami
vyskytujicimi se v pfirod¢, a to pro jejich robustni funk¢nosti a moznosti aplikace jako umelé
tkdn€. Pro pifirodni materialy je typickéd vysokd uspotradatelnost, které se dociluje seskladanim
ruznych jednotek do hierarchické struktury dodrzujici definovany vzor.

Bohuzel nejbézné;si mékké a mokré hydrogely vykazuji velmi nevhodné funkce, které jsou
zpisobeny jejich amorfni strukturou, tedy ndhodnym sitovdnim polymernich fetézci na
molekularni Grovni. Jak jiz bylo zminéno diive, tak v kontrastu k tomu, si je mozné predstavit
biologické tkang, které maji dobfe definovanou hierarchickou strukturu jiz od molekulové
urovné aZz po makroskopické métitko. Dobfe organizované anizotropni struktury biologickych
tkani umoznuji funkci fadé slozitych organovych procesu. Piikladem miiZe byt aktin a myosin,
které maji anizotropickou strukturu kapalného krystalu ve svalovém sarkomeru, ktery ptispiva
k hladkému pohybu svalovych vlaken a svalové kontrakci specifickym smérem [149].
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Polymerni tenzidy obvykle ve vodném prostiedi podstupuji samouspoiadavani a vytvari
lameldrni domény mikro rozmért s urCitymi periodickymi mezerami. Zaroven také dochazi
k barevné iridescenci. Pokud jsou vystaveny hydrogelovému prostfedi, tak rigidni lamely
rozptyluji viditelné svétlo, coz vede k zajimavému zbarveni hydrogelu. Pravideln€ uspotadané
jednoosé dvojvrstvy v hydrogelu nejen rozptyluji viditelné svétlo, ale také slouzi jako
reverzibilni vazby, diky kterym mutize hydrogel mit vynikajici mechanické vlastnosti, jako je
pevnost nebo schopnost vraceni do ptiivodniho stavu po namahani. Vrstvena struktura mékké
a tvrdé vrstvy navic umoziuje hydrogelu vykazovat vynikajici anizotropni vlastnosti, jako je
jednodimenzionalni botnani ¢i schopnost ladéni barev, zpisobené mechanickymi stimuly [149].
Specidlné samousporadavani a jeho ovliviiovani intermolekuldrnimi interakcemi se zabyvali
Hassan a Gawali [150]. Poukazuji na fakt, Ze ovlivnénim téchto interakci je mozné upravit
geometrii a rizné vlastnosti. Timto zptisobem lze ziskat fadu riznych struktur, mezi které patii
koule, tyce, ,,Cervy*, stuhy nebo vezikly. Velkym ptinosem samouspoiadavajicich struktur je
schopnost tvofit hydrofobni a hydrofilni jednotky uvnitf roztoku. Velka ¢ast téchto vlastnosti
byla jiz studovana pomoci solubilizace riznych latek.

Cela tada autort se vénuje vyvoji hydrogeld, které by meély dostacujici silu a tuhost.
Mnohym se to i podafilo, ale stale tyto hydrogely obsahovaly amorfni strukturu na rozdil od té
u biologickych tkani. Proto je vyvoj dobie definované struktury v hydrogelu, ktery je schopny
vykonavat slozit¢ tkony, naroénym problémem [149]. Nize jsou reSerSn¢ zminény prace
a autofi zabyvajici se tématikou hydrogell s vnitinimi strukturami, které jsou uspofadadny do
struktur kapalnych krystal. Jedna se o ukazku slozitosti problému. Piedstavené prace jsou
pomérné slozitym feSenim zadaného cile a je tedy potieba hlubSiho porozuméni a dal§iho
vyzkumu.

Modifikaci hydrogelt tak, aby obsahovaly vnitini lamelarni strukturu, se zabyvala fada
autort. Wangovi a spol. [151] se podafilo pfipravit lamelarni hydrogel interakci o-
cyklodextrinu a amfifilnich fytosterolovych ethoxylat. Pomoci délky fetézcii nebo koncentraci
jednotlivych slozek byli schopni kontrolovat ¢as gelace, morfologii, viskoelasticitu,
mechanickou pevnost a termocitlivost. Dalsi, kdo pracovali s lamelarnimi hydrogely, byli Ilyas
a spol [152]. Ti studovali, jak dehydratace ovlivni strukturu a mechanické vlastnosti
anizotropnich lamelarnich hydrogel, které byly pfipraveny z amfifilniho poly(dodecyl
glyceryl itakonatu) (PDGI) a hydrofilnich polyakrylamidovych (PAAm) siti. Dokazali, ze
pomala dehydratace nema vliv na zménu lamelarni struktury. Dale Tsujii a spol. [153] objevili
lamelédrni strukturu mikroskopického méfitka ze samouspotadavajiciho se tenzidu ve vodném
roztoku, kterou je mozné dopravit do sitovité struktury hydrogelu polymeraci ve smési roztoku
monomeru. Autofi vyuzili toho, Ze monomer dodecyl glyceryl itakonatu (DGI) ve vodé
a Vv pritomnosti nabitého tenzidu SDS, tvofi barevny lameldrni tekuty krystal. Nasledn¢ byla
tato smés fotopolymerizovana UV svétlem a tato lamelarni struktura byla vlozena do gelové
sit¢ akrylamidového gelu. Takto pfipravené gely mély vyrazné¢ zdokonalené mechanické
vlastnosti oproti standardnim polymernim gelim. Také Haque a spol. [154] se podafilo
ptipravit anizotropicky PDGI/PAAm gel s jednosmérnou orientaci. Tento gel pfipravili volnou
radikalovou polymeraci z vodného roztoku DGI, SDS, akrylamidu (AAm), N,N-methylenbis
akrylamidu (MBAA) a iniciatoru. Anizotropicky gel s dobrymi mechanickymi vlastnostmi
ptipravili podle prace provedené Tsujii a spol. [153] a upravili ho riznymi ptidavky DGI, SDS
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a MBAA a UV inicidtoru. Tato smés byla ponechdna ve vodni lazni pfi teploté 55 °C asi Ctyfi
hodiny, dokud nedoSlo k vytvofeni stabilnich lamelarnich dvojvrstev. Smés byla nasledné
napipetovana do reakéni cely o tloustce 0,5 mm. To zpusobilo, ze se lamelarni dvojvrstvy
orientovaly paraleln¢ ke sklenénym sténdm. Stabilita byla zajiSténa ozafenim UV svétla po
dobu 8 hodin pii 50 °C v argonové atmosféfe. Zavérem lze fici, ze se autorim podafilo
nasyntetizovat multifunkéni anizotropni PDGI/PAAm hydrogel s obrovskym obsahem
dokonale orientovanych lamelarnich dvojvrstev.

S hexagonalnimi strukturami uvnité hydrogelt pracovali napt. Nascimento a spol. [155],
ktefi ptipravovali hydrogely s kyselinou hyaluronovou (HyA), P-F127 a Puronicem F-108.
Pomoci SAXS (malouhlovy rozptyl rentgenového zareni) dokdzali, Zze inkorporace HyA
zpusobuje pfechody v organizaci z lamelarni na hexagonalni. Misbah a spol. [156] se zase
zabyvali amfifilni rekombinantni verzi polymeru podobného elastinu. Zjistili, ze zvysujici
koncentraci jsou schopni ménit jeho morfologii, a s dostate¢nou koncentraci jsou schopni
docilit hexagonalni struktury. Neposledné také Zhang a spol. [157] pracovali s hydrogelovymi
nanostrukturami polyethylenglykol diakrylatu z hexagonalni LLC struktury.

Kubickymi strukturami se zabyvali Forney a spol. [158]. Studovali teplotné citlivé poly(N-
isopropylakrylamid) (PNIPAM) hydrogely ptipravené fotopolymerizaci do bikontinudlniho
kubického LLC templatu. Takto ptipravené hydrogely mély zdokonalené mechanické a teplotni
vlastnosti. Sanandaji a spol. [159] dokazali, Ze kubicky LLC vytvofeny monooleinem a vodou
zdokonaluje hydrogelovou strukturu a gelové vlastnosti.

Mathews a Mertins [160] se zabyvali ptipravou bikontinualni kubické faze. K hydrogelim
piipravenych z fosfolipidi a vody pfidavali chitosan, ktery podporoval vznik dobfe definované
molekularni organizace. Hydrogely byly pfipraveny opacnou fazovou evaporaci [161], coz
vedlo ke vzniku vodni suspenze obsahujici lipozomy. Nejprve dojde ke vzniku obracenych
micel v organickém rozpoustédle. Po odpafeni organického rozpoustédla dojde ke kolapsu
micelarniho koncentratu a vytvoii se hydrogel sloZeny ze smési lipidi a vody. V nepfitomnosti
chitosanu se struktura uspotadava do Lq, protoze lecitin s vodou pfi 25 °C k této molekularni
organizaci spéje. AvSak ptidavek chitosanu méni strukturu. Chitosan zplsobi, ze micely
obsahuji chitosan ve svém vodnim jadfe, a tedy Ze polymerni fetézce jsou ve vodé obaleny
amfifilnimi lipidy, u kterych polarni hlavy interaguji s vodnimi kapsulemi. Také to zpisobi, ze
acylové ocasy umozni disperzi struktury v organickém rozpoustédle, coz vede ke vzniku
»mléné* emulze. ZjednoduSené feceno byl pomér lipid-voda konstantni a botnani lipidové
dvojvrstvy bylo vymezeno zaclenénim molekul polymeru do struktury. Rizné koncentrace
chitosanu ovliviluyjyi velikost a tvary kubickych struktur. 3D struktury byly kontrolovany
a studovany pomoci SAXS.

Alternativnim pfistupem ke zvySeni odolnosti hydrogelové sité je zavedeni Castic, jako
dalsich bodl vedoucich k zesiténi (napt. latexové ¢astice, nanoc¢astice) [124]. Latexové Castice
(LP, z anglického latex particles), které se obvykle pfipravuji emulzni polymeraci, zajist'uji
ucinnost disipaci energie a poskytuji hydrogelim vyssi mechanické vlastnosti. Gu a spol. [162]
navrhli zplsob, ktery zahrnuje adsorpci hydrofobnich alkylovych fetézcii z hydrofobnich
monomerl na povrchu latexovych mikrokulicek a jejich nasledné stabilizace v pfitomnosti
povrchovée aktivnich latek, ¢imz se vytvoii hydrofobni asociacni centra, jako prvni sitovaci
body. Aniontové sulfatové radikaly (pochazejici z disociace presiranu) byly pfitahovany ke
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kationtovym fetézcim latexovych mikrokulicek (ziskanych emulzni kopolymeraci styrenu bez
povrchové aktivnich latek s vinylidenovymi komonomery nesoucimi postranni kationovou
skupinu), coz vedlo ke vzniku sekundarnich sitovacich center. Zaclenéni kationtovych
latexovych mikrokulicek vedlo ke zlepSeni pevnosti v tahu a tlaku modifikovaného hydrogelu
ve srovnani s Cistym hydrofobnim asociacnim hydrogelem.

Vzhledem ktomu, Ze anorganické nanocastice maji vysoky specificky povrch, jejich
zabudovani do hydrogelové sité muze taktéz zlepsit mechanické chovani ve vztahu k povrchu
struktury a nabijeni [124]. Hydrogelovou adhezi mize podporovat zavedeni uhli¢itano-
vapenatych nanocastic [163], hydroxyapatitovych [164], kaolinovych [165] anebo
laponitovych ¢astic [166].

Na druhou stranu vyuziti polymernich nanoc¢astic umoziuje enkapsulaci jak hydrofobnich,
tak hydrofilnich latek [124]. Arno a spol. zkoumali, jak morfologie ¢astic (napf. tvar, velikost
a povrch ¢astic) ovliviiuje adhezi a mechanické vlastnosti vapenato-alginatovych hydrogelt
[167]. Autofi prokazali, ze 2D desti¢ky podstatné zlepsily jak adhezi mezi hydrogelovymi
povrchy, tak i mechanickou pevnost materialu po vmichani polymeru do sité ve srovnani
s jejich 0D nebo 1D vélcovymi protéjsky.

Vlastnosti hydrogeld, jak jiz bylo zminéno dfive, lze pfizplsobit nejen prostiednictvim
vhodné volby materialii a technik sitovani, ale také upravou vnitini struktury gelu pouzitim
modifikatoru struktury béhem ptipravy, jako je napt. lecitin. Je tieba pfipomenout, ze lecitin je
typicky amfifilni fosfolipidovou smési primarn¢ obsahujici distearoylfosfatidylcholin, ktery ma
dobrou biokompatibilitu a schopnost zvysit biologickou dostupnost 1é¢iv [168]. Lecitin se ve
vodnych systémech miize seskupit do riznych kapalnych krystalti v zavislosti na mnozstvi
vody a teploté. Nejpravdépodobnéjsi struktury vytvorené za normadlnich laboratornich
podminek jsou lamelarni kapalné krystalické struktury [73]. Zména poméru lecitinu ve
viceslozkovém hydrogelovém systému muze dale zlepsit pouZitelnost a funkénost navrzenych
gell. Transportni a mechanické vlastnosti materialii jsou dany jejich vnitini strukturou a mohou
byt zna¢né ovlivnény jeho preskupenim.

Mezi riznymi typy systémil na bazi lecitinu jsou nejcastéj$im typem praveé lipozomy
a mikroemulze [169]. Lipozomy jsou pfiikladem mekkych fosfolipidovych nanocastic
s typickymi praméry kolem 100 nm [170]. Vzhledem K jejich uzaviené vezikularni struktuie
do nich mohou byt zabudovany hydrofilni aktivni slou¢eniny vnitinich vodnich kompartment,
zatimco hydrofobni slou¢eniny mohou byt vlozeny do dvojvrstvy lipozomu. Ve vétsing ptipadi
se lipozomalni hydrogely na bazi lecitinu pouzivaji jako nosic¢e. Nicmén¢ takové systémy maji
stale urcité nevyhody, mezi které patii napt. pomaly a nekontrolovany proces uvoliiovani 1é¢iva
[171]. Naproti tomu gely na bazi mikroemulze lecitinu, popt. organogely, maji n¢které vyhody
oproti lipozomalnim hydrogeliim, jako je snadné&j$i pfiprava, nepfitomnost organickych
rozpousStédel a vySSi stabilita pfi skladovani zpiisobena termodynamickou stabilitou
mikroemulzi [172]. Matrice gell na bazi mikroemulze lecitinu se sklada z lecitinu, ktery v jeho
pritomnosti ptsobi jako povrchové aktivni latka 1 jako gelujici Cinidlo nepolarniho organického

wewr

4.3 Aplikaéni potencial
Pti navrhovani systémi pro fizené uvoliovani a doddvani 1é¢iv by mél byt zvlastni diraz kladen
na mechanismus transportu a jeho korelaci s mikrostrukturou hydrogeli. Pozadované fyzikalni
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a mechanické vlastnosti takovych systémi lze snadno zlep$it 1) pfidanim modifikatora
struktury, 2) pomoci binarnich systémi slozenych ze dvou nebo vice smisenych polymeri jako
vzajemné se prostupujicich polymernich siti, 3) pouzitim samovyztuzitelnych kompozitnich
materialt slozenych z vlaken ulozenych v matrici ze stejného materialu nebo 4) sol-gel reakci
za vzniku siliky [173]. Dalsim alternativnim zptsobem, jak zlepSit mechanické vlastnosti
hydrogelovych materidli, je zaclenéni nanomateridlli jako jsou oxid kiemicity, grafen,
grafenové nanotrubice, uhlikové nanotrubice, nanovldkna na bazi rostlinnych vlaken atd.
Naptiklad Mallikarjun, Jalageri a Kumar ve svém ¢lanku popsali novy material pro
konstrukci chrupavkovych skafoldi na bazi polyvinylalkohol/polyvinypyrolidinového
(PVAI/PVP) hydrogelu vyztuzeného hydroxyapatitem [174]. Ptidavek hydroxyapatitovych
nanotyCek (HNt) zlepSuje mechanické vlastnosti a morfologii PVAI/PVP hydrogeld. Jayash
a spol. piipravili nové hybridni hydrogely na bazi chitosanu a oxidu kiemicitého pomoci
techniky sol-gel [175]. Takové hydrogelové systémy vykazovaly lepsi degradac¢ni
a mechanické vlastnosti, zddné vyznamné cytotoxické ucinky a vykazovaly vysokou ucinnost
vici zatizeni. Appel a spol. vyvinuli samosestavujici hydrogely pfipravené nekovalentnimi
interakcemi mezi derivaty hydroxypropylmethylcelulozy (HPMC-x) a nanocasticemi typu
»core-shell“ [176]. Tento pfistup umoziuje vytvoieni materidlu s dvojim plnénim hydrofobnich
a hydrofilnich molekul a také vysokou biokompatibilitou, které¢ jsou vhodné pro aplikace
S fizenym podavanim 1éciv.

Transportni vlastnosti obecné zahrnuji viskozitu, tepelnou vodivost a diftzni koeficient
(difuzivitu), které udavaji rychlost, kterou se prenasi specificka (na jednotku objemu) hybnost,
teplo nebo hmota [177]. Studium difaze v hydrogelech je extrémné dulezité pro predikci
transportu difuzantli s ohledem na jejich potencidlni aplikaci jako systémt pro dodavani 1éciv
a také pro extrakci informaci o strukturach polymernich siti [178]. Proto je tieba mit na paméti,
ze vybér vhodné metody meéteni difuze je zasadni, nebot’ existuje velké mnozstvi riiznych
metod a instrumentdlnich technik i jejich kombinaci a Zadnd znich neni univerzélni.
Experimentalni metody Ize rozdélit do nékolika hlavnich kategorii. Prvni z nich (tradi¢ni) jsou
metody koncentra¢niho gradientu (steady-state), kdy se diftzni ustdleny tok nastavi pres
gelovou membranu oddélujici dvé kapalinou naplnéné michané komory a vypocita se difuzni
koeficient. Druhym jsou metody koncentrac¢nich gradientl (neustalen¢). Do této kategorie patii
napf. piijem/uvolnovani z hydrogelu ponotfeného do michaného roztoku [179]. V tomto ptipadé
se mé&fi pokles nebo zvySeni mnoZzstvi difuzantu ve vnéjSim roztoku a nasledné se vypocita
difazni koeficient. Dalsi kategorie pokryva pokrocilé instrumentélni techniky, jako je NMR,
ktera umoznuje vyhodnotit samodiftizi rozpusténé latky [180-182], fluorescenéni zotaveni po
fotobéleni (FRAP), které zahrnuje sledovani rozloZeni intenzity kolem fotobéleného mista
Vv Case a také pouziti vykonnych matematickych nastroji k charakterizaci difuznich koeficient
difuzanti [183], fluorescencni korelacni spektroskopii (FCS), kterd umoziuje pfimé¢ méieni
translacni diftize rozpusSténych latek [184, 185]. Posledni kategorie zahrnuje pocitacové
simula¢ni studie difuze rozpusténé latky v gelech, jako jsou hrubozrnné simulace, které se
Siroce pouzivaji k simulaci polymernich siti a také k predikci dopadu parametri formulace
a zpracovani na kinetiku uvolfiovani 1é¢iva [186, 187].
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie

5.1.1 Hydrogelova matrice

Agardza Condalab, Madrid, Spanélsko #D00186

Zelatina PENTA, Praha, Ceska republika #BCCD8474

Alginat sodny Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika #MKBZ5563V
Polyvinylalkohol Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika #MKCJ9195, 130 kDa
Chitosan Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika #SLBF6034V, 250 kDa

5.1.2 Anmfifilni latky

Lecitin Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika #BCBZ3162
CTAB Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika #SLCHOQ757
SDS Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika #MKCN5886
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika #STBG1336V
5.1.3 Barviva
Rhodamin 6G Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika #BCBX7237
Methylenova modi ~ PENTA, Praha. Ceské republika #1801300113
Eosin B Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika #BCCD7122
Amidova geri 10B Merck, Darmstadt, Némecko #8597729
Riboflavin Fluka Chemie GmbH, Buchs, Svycarsko ~ #1343102
5.1.4 Ostatni
Chlorid vapenaty Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika #14317
Epichlorohydrin Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika #BCCB3157
Kyselina octova Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika #PP/2020/03599
Hydroxid sodny PENTA, Praha. Ceska republika #2604300421

5.2 Ptiprava vzorki

5.2.1 Fyzikalné sitované hydrogely
Jako zastupci fyzikalné sitovanych hydrogeli byly studovany agarézové a Zelatinové

hydrogely.

5.2.1.1 Lecitin

V ptipadé lecitinového modifikatoru vnitini struktury, byl jeho vliv studovén na agar6zovych
matricich. Vzorky byly pfipraveny navazenim pozadovaného mnozstvi agardzy (1 hm.%)
a pozadovaného mnozstvi lecitinu. Ten byl pfidavan ve tiech riiznych koncentracich? 0,5; 1
a 2 hm.%. Praskové navazky byly nasledné smichany dohromady a zality disperznim médiem
(vodou®). Vzorky byly pravidelné piipravovany do sklenénych vialek nebo kadinek (podle
narokid na vzorek). Takto pripravené vzorky byly vlozeny na tiepacky nebo na magnetickou

2 Vliv koncentrace lecitinu byl porovnavan s referenénim vzorkem, tedy vzorkem bez lecitinu.
3 Pro vsechny experimenty byla vyuZzivania deionizovanid voda, aby se zamezilo piipadnym nezadoucim
interakcim.
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michacku, kde byly ponechany 24 hodin tiepat/michat, dokud nedoslo k uplnému rozmichéni.
Po rozmichani byly vzorky zaroven michany a zahfivany az na rozpoustéci teplotu gelotvorné
slozky (85 °C). Na této teploté byl roztok udrzovan, dokud nedoslo k uplnému rozpusténi. Po
rozpusteéni bylo zahtivani pozastaveno a vzorky byly ponechény v klidu, aby vychladly a doslo
ke gelaci. Vzorky byly ptikryty parafilmem a vloZeny do uzaviratelné nadoby s vodou®, kde
byly ponechany 24 hodin (voda uvnitf nddoby pomahala udrzet konstantni vlhkost).

5.2.1.2 Tenzidy
Jednim z materiala pro studium vlivu tenzidl na fyzikalné sitované modelové hydrogely byla
zvolena agaro6za, ke které, jak jiz bylo zminéno diive, byla pfidavana struktury tvotici amfifilni
latka. Vzorky byly pfipraveny navazenim pozadovaného mnozstvi agardzy (1 hm.%)
a pozadovaného mnozstvi tenzidu. Pt studiu vlivu tenzidu to byly koncentrace pod CMC (lisily
se podle konkrétniho tenzidu); 0,5; 1; 2 a 5 hm.% Navazky tenzid byly nasledné smichany
dohromady a zality disperznim médiem (vodou). Vzorky byly podle potieby piipravovany do
vialek nebo kadinek. Vzorky byly poté michany po dobu 24 hodin, dokud nedoslo k promichani
vsech slozek. Po dotiepani byly vzorky zaroven michany a zahtivany az na rozpoustéci teplotu
gelotvorné slozky, coz v ptipadé agardza bylo 85 °C. Po dosazeni pozadované teploty byla
teplota udrzovéana, dokud nedoslo k Gplnému rozpusténi a smichani vSech slozek. Nasledné
bylo zahtivani ukonceno a vzorky byly ponechany temperovat a gelovat. Vzorky byly piikryty
parafilmem a vlozeny do nadoby S vodou, kde byly ponechdny 24 hodin.

Druhym fyzikdln¢ sitovanym hydrogelem byla Zelatina. Pti navazce praskové Zzelatiny
(8 hm.%) byly taktéz navazeny a pfimichany navazky pozadovaného mnozstvi amfifilnich latek
(pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5 hm.%). Smichané navazky byly zality vodnim disperznim prostiedim.
Takto pfipravené navazky byly za neustdlého michani ve vodni 14zni rozpuStény pfi teploté
50 °C. Nasledn¢ byly vzorky na par hodin vlozeny do lednice, kde doslo ke gelaci. Zgelované
vzorky byly vlozeny do nadoby s vodou, kde byly pied dalsi manipulaci ponechany 24 hodin.

5.2.2 lontové sitované hydrogely

Zastupcem iontové sitovanych hydrogelli byl alginit sodny (2 hm.%), ktery byl sitovan
vapenatymi ionty z roztoku chloridu vapenatého. Navazeny praSkovy alginat byl zalit imérnym
mnozstvim deionizované vody, aby vysledna koncentrace byla 2 hm.%. K tomuto zasobnimu
roztoku byly pfidavany navazky amfifilnich latek (0,5; 1 a 2 hm.%). Tyto vzorky byly posléze
michany 24 hodin, aby doSlo k rozmichdni amfifilnich latek rovnomérné do roztoku. Takto
pfipravené vzorky byly pfelity do Petriho misek. Na tyto vzorky bylo sprejem aplikovano
takové mnozstvi roztoku chloridu vapenatého (0,1 mol-dm?), aby byl dodrzen objemovy pomér
2:1. Chlorid vapenaty byl aplikovan sprejem, aby doSlo k rovnomérnému naneseni po celém
povrchu roztoku alginatu, tedy aby doslo k homogenni tvorbé gelu v kulatém tvaru Petriho
misky (z divodu velmi rychlé gelace). Pripravené vzorky byly vlozeny do nadoby s vodou na
24 hodin, aby doslo k tplnému zgelovaténi.

5.2.3 Chemicky sitované hydrogely
Chemicky sitované hydrogely byly pfipravovany ze smési PVAI a chitosanu za pomoci
sitovadla epichlorohydrinu. Nejprve byl navazen praskovy PVAI a zalit deionizovanou vodou

4 Jednalo se o exsikator, ve kterém byl silikagel nahrazen vodou.
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tak, aby vysledna koncentrace byla 7,8 hm.%. Tato smés byla zahtivana pfi teploté 90 °C po
dobu tifi hodin, dokud nedo$lo krozpusténi PVAIL Chitosanovy roztok byl pfipraven
rozpuiténim jeho dané navazky v kyseling octové (0,4 mol-dm®) tak, aby jeho vysledna
koncentrace byla 2,5 hm.%. Suspenze byla poté michana 24 hodin, aby doslo k Gplnému
rozpus$téni chitosanu. Polymerni smés PV Al-chit byla smichana v poméru 2:1,5 a michana tfi
hodiny pfi laboratorni teploté. Poté bylo p¥idano katalytické vodné médium (NaOH 1 mol-dm?®)
a sitovaci ¢inidlo epichlorohydrin (ECH). Tato smés byla jednu hodinu michéana pfi teploté
40 °C v dusikové atmosféfe. Po uplynuti jedné hodiny byla smés pielita do Petriho misky
a susena Vv susarn¢ 72 hodin. Hotové filmy mohly byt posléze rehydratovany [188]. V piipadé
potieby dodani amfifilni latky (0,5; 1 a 2 hm.%), byly umérné navazky pfidavany do roztoku
PVAI a michany, dokud nedoslo k Gplnému rozmichani do roztoku.

5.3 Charakterizace zkoumanych latek

5.3.1 Pouzité pristroje a techniky
e Reometr - MCR 92, Anton-Paar; DHR-2, TA Instruments
o UV/Vis spektrometr — Hitachi U3900H, Varian Cary 50 UV/Vis
e Optické sondy — Ocean Insight
e Lyofilizator — VirTis 4KBTZL-105
e Rastrovaci elektronovy mikroskop (SEM) — ZEISS EVO LS 10
e Susarna — ECOCELL, DUROCELL; Brnénska medicinska technika
e Analyzator vlhkosti (susici vahy) — IR-35, Denver Instrument
e Difazni cely — PerneGear diffusion cells
e Analytické laboratorni vahy — TB-224A, Denver Instrument
e Vysokorychlostni plynovy sorpéni analyzator plynu — NOVA 2200e, Quantachrome
Instruments

5.3.2 Reologie
Vsechny hydrogelové vzorky byly studovany pomoci Etyt riznych reologickych testi. Dvéma
oscilaénimi a dvéma relaxa¢nimi testy. VSechny experimenty byly provedeny na reometru
MCR-92 od spole¢nosti Anton-Paar nebo DHR-2 od spole¢nosti TA Instruments. Pro méteni
hydrogelt byly vyuzity ocelovd geometrie deska-deska o priméru 25 mm s kolmymi vrypy®
(,,mfizka*). Béhem méfeni se udrZzovala vzdalenost horni pohyblivé desky od spodni
stacionarni 1000 pm. VSechny experimenty, pokud nebylo stanoveno jinak, probéhly pfi teploté
25 °C. Pred kazdym métfenim proSel vzorek relaxacnim krokem, ktery trval minimalné tfi
minuty.

Jako prvni vSechny vzorky podstoupily amplitudovy deformacni test. Pfi tomto testu dochazi
k deformaci vzorku smykovym napétim, které se postupné zvysuje od 0,01 % az po 1000 %.
Béhem celého méteni byla udrzovana konstantni frekvence (1 Hz). Hlavnim vystupem tohoto
testu je ur¢eni LVO (linearni viskoelasticka oblast). Jedna se o oblast, kde jsou oba moduly
rovnobézné s osou amplitudy deformace, a jesté nedochazi k nevratné deformaci vzorku.
Nalezeni této oblasti je stézejni pro nastaveni nasledujicich test. Po ziskani LVO, mohl byt
proveden frekvencni test, ktery poskytuje informace o viskoelastickych vlastnostech jako

57 anglického ,,cross-hatched*.
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funkce frekvence oscilaci. Tyto testy probéhly ve frekvenénim rozsahu 0,01-100 Hz. Z tohoto
testu byly dopoéitany hodnoty poérovitosti® neboli velikost sité (viz 3.3.4 Frekvenéni test).
Hodnota smykové deformace byla vybrana pravé zLVO a byla po celou dobu méfeni
udrzovana konstantni. Pro popis relaxacnich vlastnosti byly vybrany tii intervalové tixotropni
testy (3ITT) a creepové testy. Tii intervalovy test se sklada ze tii kroki. Prvni krok trval
300sana vzorek pusobilo smykové napéti ziskané z LVO. Druhy krok trval 20
nebol120 s a smykové napéti bylo zvoleno mimo LVO, aby doslo k deformaci vzorku. Posledni
krok m¢l stejné nastaveni jako prvni krok a trval 600 s. Poslednim testem byl creepovy test,
ktery se sklada ze dvou krokd. Béhem prvniho kroku bylo na vzorek ptisobeno napéti ziskaného
z LVO. Béhem druhého kroku bylo napéti odstranéno.

5.3.3 UV/Vis spektrometrie

Analytickou technikou ke studiu transportnich vlastnosti byla pravé UV/Vis spektrometrie,
kterou bylo mozné vyuzit v fadé riznych zapojeni. Pro potifeby modelace uvoliiovani barviva
Z hydrogelti studovanych v této praci se nejvice vyuzivaly uvolfovaci a prostupovaci
experimenty. K témto ucelim byly vyuzivany spektrofotometry Hitachi U3900H a Varian Cary
50, a také optické sondy Ocean Insight.

Uvolinovaci experimenty byly schopné podat informaci o tom, jak se riizna barviva (modely
1é¢iv) uvolnovaly ven ze studovanych hydrogelti. Pro tento typ experimentu byla mirné
upravena piiprava hydrogelovych vzorku. Po smichani gelotvorného materialu a amfifilni
latky, nebyla smés zalita pouze deionizovanou vodou, ale roztokem konkrétniho rozpusténého
barviva. V ramci této dizertaéni prace byla vyuzita fada barviv, které modelovaly 1éCiva
0 riznych molekulovych hmotnostech a nabojich. Jednalo se o methylenovou modf
(319,85 mol-dm; 0,01 g-I"), rhodamin 6G (479,02 mol-dm3; 0,01 g-I'Y), amidovou ¢erii 10B
(616,50 mol-dm=; 0,01 g-1"%), eosin B (580,09 mol-dm3; 0,015g-IY) a riboflavin
(376,37 mol-dm; 0,04 g-I'%). Hydrogel s barvivem byl viozen do nadoby a zalit vodou. Tato
voda byla pravidelné odebirana do kyvety (0,5; 1; 3; 6 a 24 hodin, poté vzdy po 24 hodinach),
ktera byla nasledné vloZena do spektrofotometru, kde byl vzorek zméten. V piipadé xerogell
byl postup stejny, jen s rozdilem, jak casto byl odebiran vzorek. Uvoliiovani z xerogelii bylo
fadové mnohem rychlejsi nez z hydrogeld, a tak ru¢ni odebirani nebylo dostacujici. Z toho
divodu byly uvolniovaci experimenty s xerogely provedeny v zapojeni s optickymi sondami,
které zaznamendavaly absorbanci kazdych dvacet sekund bez nutnosti odebirat vzorek. V tomto
nastaveni byl xerogel vloZen do kadinky s vodou, ve které jiz byla sonda, ktera byla propojena
s detektorem a pocitacem. V tomto zapojeni experiment beézel alespon jednu hodinu.

Pro prostupovaci experimenty byly vyuzivany horizontalni difuzni cely (kazda 60 ml)
V zapojeni donorova cela, hydrogel, akceptorova cela. Hydrogely byly z diivodu stability mezi
celami drzeny sitkou, ktera nebranila prib&hu experimentu. Hydrogely pro tento experiment
byly ptipraveny vzdy do Petriho misky o stejném primeéru (75 mm), vzdy o objemu 12 ml, aby
byla dodrzena porovnatelnost mezi jednotlivymi typy sitovani. Pro pfipravu hydrogelu byl
dodrzen postup popsan v kapitole 5.2. Hydrogel byl vloZen do sitoviny tak, aby byl z obou
stran plné€ kryt. Poté jej bylo mozné vloZzit mezi dvé€ cely, které byly posléze vlozeny do drzéku

6 Porovitost se v této praci pouziva jako ¢esky preklad hodnoty mesh, ktera je piebrana z odborné literatury a bézné
se V literatuie nepreklada.
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(Obrazek 21). Do obou cel byl zaroven nalit roztok barviva (donorova cela) a voda (akceptorova
cela). Roztoky byly nality zaroven, aby nedoslo k ovlivnéni tlakli na hydrogel. Do kazdé cely
bylo vlozeno michadélko pro kontinudlni michani béhem experimentu. Do akceptorové cely
byla vlozena optickd sonda, kterd byla ptipojena k detektoru a pocitaci, kam kazdych deset
minut zapisovala absorbanci.

Obrazek 21: Zapojeni horizontdlnich difiiznich cel, akceptorova (vievo), donorova (vpravo)
a hydrogel v sitce mezi nimi

5.3.4 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Vzorky hydrogela i xerogelli byly pozorovany pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie
(SEM). Snimky hydrogelovych struktur byly, po Sokovém zmrazeni tekutym dusikem
anasledné lyofilizaci a xerogelti po vysusenych pfii laboratorni teplot¢ nebo v laboratorni
susarné pii teploté 40 °C, potizeny na mikroskopu typu ZEISS EVO LS 10. Pied pozorovanim
byla na vzorky nanesena tenka vrstva zlata pomoci vakuové naprasovacky Polaron, aby byla
zajisténa vodivost vzorkli. Byly zaznamenany jak povrchové morfologie, tak fezy vzorki.
Pozorovani byla realizovana Vrezimu sekundarnich elektroni (SE) a bylo nastaveno
urychlovaci napéti na 5 kV, aby se zabranilo nabijeni vzorku.

Cilem vyuziti této techniky bylo ovéfeni, jestli a jak razné ptidavky amfifilnich latek
ovliviuji strukturu, zejména velikost a mnozstvi porii, v hydrogelové matrici. Poznatky z této
metody slouzi jako dikazy podporujici ndmi vyvozené zavéry z reologickych a difuznich
experimentd.

5.3.5 Plynova sorpce

K popisu specifického povrchu xerogelii byl vyuzivan vysokorychlostni plynovy sorp¢ni
analyzator plynu NOVA 2200e (Quantachrome Instruments). Do méfici cely byly vkladany
vzorky (0,05-0,1 g) a cela byla umisténa do odplynovaci stanice, kde probéhlo odplynéni pii
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75 °C po dobu 20 hodin. Po ochlazeni byl odplynény vzorek zvazen a umistén do métici stanice.
Adsorpéni a desorpéni izotermy byly méfeny pod kapalnym dusikem (77 K) od 0,05-0,95
reaktivniho tlaku P/Po. Ziskana data byla zpracovana pomoci softwaru NovaWin a méteny
povrch byl vypocitan vicebodovou metodou BET. Méfeni bylo zprostiedkovano ve spolupraci
s kolegy z Ustavu materialt, fakulty chemické VUT.

5.3.6 Susici a botnaci experimenty

Schopnost hydrogelii zadrzovat, uvoliiovat a absorbovat vodu byla studovana nékolika raznymi
zpisoby. Uvolilovani vody bylo studovdno pomoci jednoduchych susSicich experimentd.
Vsechny vzorky byly bud’ suseny v laboratorni susarné pti 40 °C a pravideln¢ vazeny, nebo
v poloautomatickém vlhkostnim analyzatoru (IR-35, Denver Instrument, Denver, CO, USA),
kde byla hmotnost zaznamenavana automaticky kazdych 30 sekund. Posléze byla relativni
hmotnost hydrogelu (x) vypoétena pomoci nasledujiciho vzorce:

=" 100
X = m() D) (21)

kde m¢ je hmotnost hydrogelu v ¢ase t, a mo je hmotnost hydrogelu v nabotnalém stavu.

Casto velmi malé ztraty hmotnosti vody z hydrogelovych vzorki ztizily vyuziti susicich vah.
Z tohoto diivodu byla kinetika suSeni vétSinou studovdna pomoci kombinace laboratornich
susaren a analytickych vah, na kterych byly vzorky vazeny v pravidelnych intervalech. Poté, co
byly vzorky vysuSeny do xerogelové formy, byly vzorky vlozeny do vodni 1aznég, kde byly
ponechany az do doby, dokud nedoslo k maximalni absorpci vody. Stupen absorpce vody (Ma)
byl zjistén pomoci vzorce nize:

my
m, = m—x 100, (22)

kde m¢ je hmotnost gelu v ¢ase t, a mx je hmotnost xerogelu. Hydrogelové vzorky byly
pravidelné€ vazeny na analytickych vahach ke studiu kinetiky botnani.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato kapitola popisuje a diskutuje vysledky ziskané z méfeni vlastnosti hydrogelovych matric
modifikovanych amfifilnimi latkami. Zavéry z méfeni jsou v nasledujicich kapitolach
rozdéleny podle typu amfifilni latky a také podle metody, ktera dany hydrogel charakterizovala.

Kapitola je rozdélena na hlavni celky podle amfifilnich ptidavk, tedy na lecitinovou ¢ast
a ¢ast zabyvajici se ,klasickymi® tenzidy. V téchto dvou ¢éstech jsou dalsi podkapitoly
zabyvajici se jiz konkrétnimi technikami a vysledky.

Jednotlivé vzorky jsou v textu, v obrazcich a v tabulkdch rozliSovany pomoci jejich
koncentrace amfifilni slozky. Referenéni vzorek je vzdy znacen symbolem ,,R* a v ptipadé
potieby rozliSeni typu hydrogelového sitovani byly pouzity zkratky hlavni gelotvorné slozky.
Fyzikalni sitovani bylo znaéeno ,,AG®, iontové ,,ALG" a chemické ,,PVAI-chit*.

6.1 Lecitin jako modifikator hydrogelovych vlastnosti

Nasledujici kapitola se zabyva poznatky ziskanymi pii vyuZiti lecitinu jako modifikéatoru
hydrogelové struktury. Lecitin jako modifikator byl zvolen na zaklad¢ reSerSe provedené pied
samotnym pocatkem prace a taktéz diky jeho velké vyhodé oproti jinym a tradi¢néjSim
tenzidum, tedy jeho netoxicité vuéi lidskému télu. Jelikoz hydrogelovy aplika¢ni potencial tkvi
V nejvetsi mife praveé v medicinskych aplikacich, dava smysl zvolit jednoduchy modifikator,
ktery neni lidskému télu cizi a nezplisobi problémy ani pti vyssSich koncentracich.

Lecitin byl do rtzné sitovanych hydrogeli ptfidavan z didvodu zvySeni uspofadani
hydrogelové sité, kterd je mnohdy u fyzikalniho a iontového sitovani pomérné nejednotna
a nehomogenni. U chemického sit'ovani, kde by ta organizovanost méla byt kviili kovalentnim
vazbam vys$i, byl sledovan vliv na jiz organizovanou strukturu. Lecitin tedy do urcité miry
napodoboval vliv bunék v Zivé tkani (napt. ECM).

Vliv lecitinu na rizné hydrogelové vlastnosti byl studovan na tfech rizné sitovanych
hydrogelovych systémech. Bylo to fyzikdlni, iontové a chemické sitovani. V ramci téchto
matric byly hydrogely studovany v jejich nativnim stavu, ve kterém maji uvniti své struktury
vodu, ale také v jejich rehydratovaném stavu, kdy byly vzorky vysuSeny a nasledné
rehydratovany. Tyto vzorky byly studovany pomoci fady technik’. Mezi néZ patfila mechanicka
charakterizace pomoci reologie, kde byly studovany zejména amplitudové deformacni
a frekvencni testy, ze kterych byla vypocitavana porovitost. Z divodii studia hydrogelli pred
vysuSenim a po vysuSeni bylo taktéz tfeba provést suSici a rehydratani experimenty.
Morfologické charakterizace byla taktéz provedena na hydrogelovych i xerogelovych vzorcich,
coz bylo doplnéno vysledky z plynové sorpce. Transportni vlastnosti téchto systémi byly
popsany pomoci uvoliiovacich a pritokovych experimentii za vyuziti barviv rhodaminu 6G,
eosinu B a amidové ¢erni 10B.

6.1.1 Fyzikalné sitované hydrogely

Vysledky ziskané pomoci amplitudovych deformaénich testl pro fyzikalné sitované hydrogely
modifikované lecitinem pfi aplikovaném oscilacnim napéti, naznacuji, ze rozdily v koncentraci
lecitinu maji, z hlediska viskoelastickych vlastnosti, minimalni vliv na strukturu hydrogelu po
pfipravé, zejména sohledem na Sitku linedrni viskoelastické oblasti (LVO). Pamétové

" Vysledky byly publikovany v impaktovanych ¢asopisech, viz. Piiloha 1 a Piiloha 2.
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I ztratové moduly se postupné zvySovaly se zvySujici se koncentraci lecitinu, coz mohlo byt
zpusobeno celkové vys$Sim obsahem suSiny hydrogelt. VIiv koncentrace lecitinu na
viskoelastickou oblast, coz je rozmezi hodnot pamétového modulu, kde je hydrogel schopen
odolavat aplikované oscilaci napéti a mize nam tedy poskytnout informaci o sile
nekovalentnich hydrogelovych uzld, byl minimalni. Pravdépodobné byla pevnost fyzikalné
sitovanych hydrogelii zajisténa predevSim nekovalentnimi slabymi interakcemi (H-mustky)
mezi fetézci agardzy. Lecitin mél pouze maly vliv na viskoelastické vlastnosti 1 hm.% agarézy.
Hodnoty znacici konec LVO byly velmi podobné pro vSechny fyzikaln¢ sitované hydrogely
(Tabulka 2). Hodnoty uvedené v tabulkach byly ziskany bud’ pomoci reologického softwaru
(TRIOS, TA Instruments), analyzy (bod ptekiizeni, primérné hodnoty modulti v LVO) nebo
vypocitané. Konec LVO byl ziskan porovnanim primérné hodnoty pamétového modulu
v LVO s kazdym bodem, kde odchylka vétsi nez 5 % znamenala konec LVO. Vypocty velikosti
pért jsou popsany v kapitole 3.3.4. Bod piektizeni (G'=G"’), bod, ve kterém byl hydrogel
nevratné poskozen, byl u v§ech vzorkt velmi podobny.

Tabulka 2: Hodnoty pro fyzikdlné sitované hydrogely po priprave, ziskané z amplitudovych
deformacnich a frekvencnich testii pred vysusenim

e Konec Velikost

Bod piekFiZeni Moduly v LVO .

LVO poriu

Amplituda Amplituda .

Clecitin G’ G’ G” Porovitost

(hm.9%) (Pa) deformace (Pa) (Pa) deformace ()

' (%) (%)

0(R) 157,5+ 4,1 4258+22 3299+277 366+28 25+1,0 13,3+£0,1
0,5 2079+2.1 4141+45 4576 + 12 551+ 15 1,8* 134+04
1 1949+ 10,7 433,2 + 10,2 4002 + 81 461+ 4 1,8* 12,7 +£0,1
2 2245+0,1 468,0+29 4880 + 27 529 £ 8 1,8* 129+0,3

*Odchylka byla mensi nez 1 %.

Stejné amplitudové deformacni testy byly provedeny i1 na vzorcich, které byly vysuseny do
xerogelového stavu a opétovné rehydratovany. Na ty mélo znacny vliv mnozstvi absorbované
vody. Jak je mozné vidét z obrazku (Obrazek 22), tak i z experimenti s obsahem suSiny
(Obrazek 24), vzorky s nejvyssim obsahem lecitinu byly schopny reabsorbovat nejvétsi
mnozstvi vody (dvakrat vice vody nez vzorek bez lecitinu). To se také odraZzelo ve vysledcich
amplitudovych deformacnich testli, protoZze hodnoty modulii se umérné snizovaly. Referen¢ni
vzorek mél nejvyssi hodnoty modulli, zatimco nejnizsi hodnoty byly pozorovany u vzorka
s nejvyssimi koncentracemi lecitinu. Hodnoty moduli byly ponékud vétsi, nezli tomu bylo pro
vzorky studované po ptipravé (Tabulka 3), coz bylo zpisobeno zvySenymi hodnotami stupmt
botnani systémil vysuSenych a zpétn¢ rehydratovanych ve srovnani se vzorky studovanymi
hned po pftipravé. Lecitin tedy podporoval absorpci vody. U fyzikalné sitovanych hydrogelt
byl ovlivnén 1 bod ptekiiZzeni a vzorky s vySSimi koncentracemi lecitinu mély posunutou
hodnotu bodu piekfizeni k vy$sim hodnotam deformace. To mohlo byt zplsobeno ucinkem
interakci mezi lecitinem a polysacharidovymi fetézci, coz vedlo k zesileni hydrogelovych
vzorkd vysuSenych a rehydratovanych. Ve vzorcich studovanych po piipravé byl lecitin
dispergovan ve vétsi mife v kapalném prostiedi bez tohoto (silného) u€inku. To Ize vysvétlit H-
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mustky mezi polysacharidovymi fetézci a lecitinem, které byly vyznamnéjsi pro rehydratované

hydrogely kvili absorpci vody (v xerogelu), ktera se do interakci nemohla zapojit. Totéz 1ze

pozorovat u hodnot bodu piektizeni, které se opét postupné zvysovaly s koncentraci lecitinu.
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Obrazek 22: Graf amplitudového deformacniho testu pro fyzikalné sitované hydrogely (agaroza
1 hm.%) s riznymi pridavky lecitinu (0, 0,5, 1 a 2 hm.%) po pripravé (vlevo) a pro vysusSené
a rehydratované hydrogely (vpravo)

Tabulka 3: Hodnoty pro fyzikdlné sitované hydrogely ziskané z amplitudovych deformacnich
a frekvencnich testii po vysuseni a rehydrataci

Y e Konec Velikost
Bod pi-ekriZeni Moduly v LVO .
LVO pori
Amplituda Amplituda
Clecitin G’ G’ G” Pérovitost
(hm.9%) (Pa) deformace (Pa) (Pa) deformace o
' (%) (%)

0(R) 1814,0+340,6 250,4 +131,7 | 41386+ 10517 2977+707 | 0,3+0,1 76+1,1

0,5 1005,7+142,9 718,5+129,3 | 31216 +980 2010+4 1,2+0,5 76+0,2

1 542,7+0,1 1148,7+ 10,0 23829+ 3 1642+118 | 14+0,3 8,2+0,1

2 350,8 + 33,5 1257,6 £ 12,2 | 13506 + 1217 1256 + 122 0,9* 9,0+£0,3
*Odchylka byla mensi nez 1 %.

Vysledky frekvencnich testti je mozné pozorovat na obrazku nize (Obrazek 23). Reogramy
pro vSechny vzorky byly velmi podobné. U vSech hydrogelovych vzork byl dominantni
pamétovy modul, coz znamena, Ze vzorky se jevily jako pIn¢€ zesitovany gelovy material s pln¢
protkanou vnitini strukturou. Trend hodnot moduli byl shodny s trendem, ktery se dal
pozorovat u amplitudovych deformacnich testi, a tedy ze pfidani lecitinu do struktury
zvysovalo hodnoty pamétovych i ztratovych modultl, které dobre korelovaly s vys$sim obsahem
susiny, jak bylo naznaceno dfive. S rostouci hodnotou frekvence oscilaci, se hodnoty modulii
zvySovaly, coz mohlo naznacovat, Ze vzorky nebyly zcela zrelaxovany a stupen relaxace byl
ovlivnén typem sitovani. Primérna doba relaxace hydrogelové sité presahovala obdobi spojené
S progresivné se zvysujici frekvenci aplikované oscilacni deformace. Hodnoty velikosti port
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vnitini struktury hydrogelli vypocitané z testii frekvencnich oscilaci pomoci rovnic (5) a (6)
byly souhrnné zaznamenany v tabulkach (Tabulka 2 a Tabulka 3). Vysledky pro cCerstvé
ptipravené hydrogely vykazovaly stejny trend jako jiné reologické uidaje (tj. ze velikost port se
mezi jednotlivymi vzorky podstatné nelisila), zatimco u vysusenych a rehydratovanych
xerogelll bylo mozné pozorovat mirné zvyseni hodnot pii vyssi koncentraci lecitinu, coz lze
vysvétlit tim, ze lecitin sam vyplni prostor port a zvétsi jejich velikost. To bylo dano tim, ze
lecitin v absorbované vod¢ tvoril lamelarni kapalné krystalické struktury spolu s jiz zminénymi
H-mustky mezi polysacharidovymi fetézci a lecitinem. Pfi porovnéani absolutnich hodnot
velikosti porti pro Cerstvé pripravené a pro rehydratované hydrogely, bylo mizeme zaznamenat,
ze po rehydrataci mély hydrogely mensi velikost port.

10000 i 100000

\

N,

1000 10000

viskoelastické moduly (Pa)
viskoelastické moduly (Pa)

100 1 1 1
0,01 0,1 1 10 100 0,01 0,1 1 10 100
frekvence (Hz) frekvence (Hz)
®AGR(G) OAGR(G") ®AGO0,5(G) 0AG 05 (G ®AGR(G) OAGR(G") ®AGO0,5(G) 0OAG 0,5 (G"
®AG1(G) ©AG1(G") ®AG2(G) ©AG2(G" ®AG1(G) OAG1(G") ®AG2(G) OAG2(G"

Obrazek 23: Graf frekvencniho testu pro fyzikdlné sitované hydrogely (agaréza 1 hm.%) s riznymi
pridavky lecitinu (0; 0,5; 1 a 2 hm.%) po priprave (vievo) a pro vysusené a rehydratované hydrogely
(vpravo)

Na zakladé amplitudovych a frekvencnich oscilanich testi provedenych na cerstvé
pfipravenych agarézovych hydrogelech lze pozorovat, ze piidavky lecitinu, jako amfifilni
ptirodni slozky, nevedly k podstatné zméné viskoelastického chovani fyzikalné sitovanych
hydrogeld v rozsahu pouzitych koncentraci lecitinu (Obrazek 22 a Obrazek 23). U agarozy,
kterd ve vodném prostfedi tvoii termoreverzibilni fyzikdln€ sitované hydrogely ve formé
pfirodniho linearniho polysacharidu, se neocekavalo, Ze bude vyznamné interagovat
s amfifilnim lecitinem. Lecitin v tomto piipadé slouzil pouze jako plnivo a nikterak vyrazné
neovliviioval vnitini strukturu hydrogelu. Presto hral lecitin dilezitou roli pfi rehydrataci
vysuSenych vzorkt. Vyssi obsah lecitinu ve struktufe hydrogelu zpisoboval postupné snizovani
viskoelastickych pamétovych a ztratovych moduld. Pritomnost lecitinu ovliviiovala schopnost
agardzovych xerogell (hydrogelli po vysuseni) reabsorbovat vodu (tj. botnat) (Obrazek 23
a Obrazek 24). Konecné viskoelastické vlastnosti hydrogeld byly rozhodné ovlivnény
mnozstvim disperzniho média (vody) po nabotnani xerogeli. Pokud se do systému piidal
lecitin, jako modifikator vnitini architektury hydrogelt, tak byl schopen ménit botnaci
vlastnosti, stejné jako viskoelastické vlastnosti v dasledku rizného mnozstvi vody.
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Z aplikacniho hlediska je toto zjisténi zcela zasadni vhledem k tomu, ze diky volbé a vhodné
koncentraci aditiva (lecitinu), jsme schopni ptipravit hydrogely s poZzadovanymi vlastnostmi
(zejména viskoelastickymi) ptizpisobené konkrétnimu ucelu. Jelikoz ma lecitin do urcité miry
napodobovat bunky v zivé tkani, tak lze piedpokladat, ze vliv bun¢k by byl podobny vlivu
lecitinu. Tento typ hydrogelu se jevi jako moznym modelem biologického prostiedi, kterému
1ze zvysit organizovanost a S tim i zménit jeho vlastnosti.
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Obrazek 24: Suseni (vlevo) a rehydratace (vpravo) fyzikalné sitovanych hydrogelii (agaréza 1 hm.%)
S ruznymi pridavky lecitinu (0; 0,5, 1 a 2 hm.%)
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charakterizaci hydrogelu a jejich potencialni budouci pouzitelnosti. Susina ovliviiuje kone¢né
chovani materidlu. TotéZz plati pro vodu uvnitif hydrogelu, kterd vyrazné ovliviiuje napf.
transportni vlastnosti. Jak bylo uvedeno v kapitole 4, tak tyto parametry piedurcuji aplikacni
charakter vysledného systému.

Kinetika suSeni fyzikalné sitovanych hydrogeli je zobrazena na obrazku vyse (Obrazek 24).
Na zacatku téchto experimentli byly vSechny hmotnosti hydrogeli (2 +0,2 g) a xerogelu
srovnateln¢ stejné. Je vidét, Ze piidavek lecitinu nem¢l vliv na kinetiku suSeni.
Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim je, Ze voda zadrzena lecitinem nebyla vazana tak pevné,
jako voda hydratujici agarézu. Naopak béhem botnaciho procesu hydrogel s lecitinem snadno
nasaval vodu (jednoduseji nez agar6zovy hydrogel bez lecitinu), coz vedlo k tomu, Ze vzorky
lecitin-agar6za vykazovaly vyssi botnaci schopnost, s ¢imz korelovaly i niz§i hodnoty modulti
(Obrazek 22 a Obrazek 23). Botnaci experimenty prokazaly vliv lecitinu na kapacitu botnani.
Lecitinové struktury se uspotadavaly do hydrogelovych pora ¢imz podporovaly piijem vody.
Kinetika botnaciho procesu byla u vSech vzorkli velmi podobnd, s jedinou zvlaStnosti
vyskytujici se na pocatku experimentu, kdy vzorky s vyssi lecitinovou koncentraci (1 a2 hm.%)
absorbovaly vodu rychleji. Stejné systémy byly taktéz schopny absorbovat nejvétsi mnozstvi
vody.
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6.1.2 lontové sitované hydrogely

Alginat sodny zesitény chloridem vapenatym v hmotnostnim poméru dvé ku jedné byl
zastupcem iontove zesitované hydrogelové matrice, kde negativné nabité jednotky
poly(guluronové) kyseliny algindtu (-COO") interaguji s polyvalentnimi ionty (Ca®")
k vytvofeni vazby. Konec¢né vlastnosti hydrogelové matrice byly ovlivnény piidavky
amfifilniho lecitinu. Studované byly vzorky hydrogeltl, jak po pfiprave, tak i ve vysuSeném
a rehydratovaném stavu.
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Obrazek 25: Graf amplitudovych deformacnich testi pro iontové sitované hydrogely (algindt
2 hm.%) s riznymi pridavky lecitinu (0; 0,5, 1 a 2hm.%) po pripravé (vievo) a pro vysusSené
a rehydratované hydrogely (vpravo)

Iontové zesitované hydrogely také podstoupily testy amplitudové deformace. Co je
okamzité pozorovatelné, je klesajici trend modull pro Cerstvé pfipravené vzorky se zvySujici
se koncentraci lecitinu (Obrazek 25). Jednim z diivodu byl piijem vody béhem gelace, ktery se
zvysoval u vzorki s vyssi koncentraci lecitinu (Obrazek 27), kde amfifilni slozka hrala hlavni
roli pfi pfipravé iontoveé zesitovanych hydrogelt. Vétsi piidavek lecitinu taktéZ zménil nékteré
hydrogelové vlastnosti (Tabulka 4). Primérné hodnoty moduld z LVO s ptidavkem lecitinu
umérné klesaly, coz €inilo studovany gel me¢kéi. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim bylo, ze
po sitovani alginatu vapenatymi ionty, byl v systému stale pfitomen volny chlorid vapenaty,
ktery byl schopen interagovat s ptidanymi lecitinovymi micelami diky své disociované forme.
Vys§i obsah lecitinu zpisoboval konkurenéni interakci a v disledku toho lecitin vytésnoval
vapenaté ionty v zesiténém algindtu. Dal$i lecitin by mohl interagovat s alginatem
prostiednictvim kvartérniho amoniaku nebo s vapenatymi ionty prostiednictvim zaporné
nabitych fosfatovych zbytki. Pro vysvétleni snizujicich se hodnot moduld je moZné navrhnout,
ze nové vytvorené uzly byly slabsi a v menSim mnozstvi, nezli tomu bylo u ptvodniho
alginatového gelu. Konkurenéni interakce byly pozorovatelné i béhem ptipravy vzorku, kde
byla sraZenina viditelna na povrchu roztoku. Byly také potvrzeny méfenim viskozity, kde
roztok chloridu vapenatého a lecitinu mél vyssi hodnoty viskozity, nez se ocekavalo (po
srovnani s viskozitou lecitinu ve vodé a chloridu vapenatého ve vodé [188]). Ostatni reologicka
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data byla velmi podobné pro vSechny vzorky a jak jiz bylo uvedeno dfive, tak nejvétsi rozdily

byly v hodnotach modulti, tedy v pevnostech geld.

Tabulka 4: Hodnoty pro iontove sitované hydrogely po priprave, ziskané z amplitudovych
deformacnich a frekvencnich testii pred vysusenim

Y e Konec Velikost
Bod piekriZeni Moduly v LVO .
LVO poriu
Amplituda Amplituda L.

Clecitin G’ G’ G” Porovitost

(hm.9%) (Pa) deformace (Pa) (Pa) deformace (i)

' (%) (%)

0(R) 150,4 +£9,1 260,4 £ 18,6 1667 +£ 192 165+ 23 1,7* 10,9+ 0,4
0,5 158,6 + 12,5 275,3+ 24,5 2138+480 245+ 66 1,3* 11,0+ 0,7
1 1108+ 1,2 260,8 + 5,4 1052 + 1 104+1 16+0,3 13,8+ 1,9
2 65,3+17,9 278,2+9,0 468 + 15 41+1 2,1+04 17,3+ 1,5

*Odchylka byla mensi nez 1 %.
Hodnoty modulll vykazovaly u rehydratovanych hydrogelovych vzorki podobny trend jako
tomu bylo u vzorkll studovanych hned po pfipravé. A tedy, ze hodnoty modula klesaly

s rostouci koncentraci lecitinu. Primérné hodnoty modulti v LVO, zaznamenany v tabulce nize

(Tabulka 5), mély vyssi hodnoty nez ty zaznamenané v tabulce pro hydrogely ihned po piipravé
(Tabulka 4), protoze rehydratované vzorky nebyly schopny reabsorbovat stejné mnozstvi vody,

jako Cerstvé piipravené hydrogely. Takové chovani mohlo byt zpusobeno kompaktnim

uspotradanim uptednostiujicimi nekovalentni interakce (hlavné iontové interakce indukované
Ca2" ionty na alginatové i lecitinové slozky) b&hem procesu vysouseni.
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Obrazek 26: Graf frekvencnich testii pro iontove sitované hydrogely (alginat 2 hm.%) s riiznymi
pridavky lecitinu (0; 0,5, 1 a 2hm.%) po pripravé (vievo) a pro vysusené a rehydratované hydrogely

(vpravo)

Reogramy ziskané béhem frekvenc¢nich oscilacnich testii (zaznamenany jako viskoelastické

moduly zavislé na aplikované frekvenci) (Obrazek 26) vykazovaly hodnotovy trend totozny
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s amplitudovymi deformacnimi testy (pamétové a ztratové moduly jako funkce pouzitého
napéti pii 1 Hz) pro vSechny alginatové a alginat-lecitinové hydrogely. Hodnoty velikosti pora
vypocitanych z reologickych testi (frekvencni oscilacni test) pro iontové sitované hydrogely
studované po ptipraveé napovidaji, jak lecitin ovliviiuje strukturni vlastnosti hydrogeld. Vyssi
pridavky lecitinu zpusobovaly, Zze hydrogely mély vétsi pory (vice nez o 50 %, pokud
porovname hydrogely bez a s 2 hm.% ptidavkem). Vliv lecitinu nebyl pozorovan u vzork,
které prosSly vysusenim a naslednou rehydrataci. I kdyz iontové zesiténé hydrogely mély
schopnost reabsorbovat vodni disperzni médium a opét vytvofit sitovou vnitini strukturu
ptijmem vody, tak i pfesto byla jejich struktura pravdépodobné poskozena procesem suseni na
vzduchu. Nabotnalé hydrogely se pfi porovnani se vzorky studovanymi po ptiprave lisily (napft.
hydrogely s 2 hm.% m¢ly pory velké 17,3 nm, kdezto hydrogely se stejnou koncentraci lecitinu
po rehydrataci je mély velké 7,6 nm). Proto byl efekt lecitinu na velikost pord hydrogelovych
vzorki pfipravenych vysuSenim a nabotnanim ve vod¢€ zanedbatelny.

Tabulka 5: Hodnoty pro iontové sitované hydrogely ziskané z amplitudovych deformacnich
a frekvencnich testii po vysuseni a rehydrataci

e Konec Velikost
Bod prek¥izZeni Moduly v LVO . .
LVO poru
Amplituda Amplituda
Clecitin G* P G’ G” P Pérovitost
(hm.%) (Pa) deformace (Pa) (Pa) deformace i)
' (%) (%)
0(R) 479,2+129,7 2108+ 119,7 | 26342 +13355 3191+ 1346 1,6+0,4 46+1,4
0,5 8949+612,4 522,6+51,8 | 68513+17434 9861+1533 | 0,6+0,6 | 12,3+2,1
1 11795+ 106,7 209,1+37,3 | 25386 + 741 2912 + 45 1,2+0,2 8,3+1,8
2 5535+24,3 1895+174 | 4599+ 500 1842+ 1447 2,4* 76+0,5
*Odchylka byla mensi nez 1 %.
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Obrazek 27: Suseni (vlevo) a rehydratace (vpravo) iontové sitovanych hydrogelii (alginat 2 hm.%)
S riiznymi pridavky lecitinu (0, 0,5, 1 a 2 hm.%)
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Kiivky suseni pro systém alginat-lecitin byly velmi podobné nezavisle na obsahu lecitinu,
na rozdil od vysledkl ziskanych pro referen¢ni vzorky bez lecitinu (Obrazek 27). Rozdily
Vv kinetice suseni mohly byt zplGsobeny tim, jak lecitin zaplnoval hydrogelové pory, ¢imz
zadrzoval vodu, a také diky piiznivym elektrostatickym Ca®*-lecitin interakcim, které
ovliviiovaly strukturu hydrogelu a umoziovaly mu tak Iépe zadrzovat vodu. Zamé&iime-li se na
botnani vysusenych vzorkd, tak Slo pozorovat, ze vzorky s vy$$im obsahem lecitinu byly
schopny absorbovat vodu rychleji a svyssi kapacitou, coz bylo mozné diky lecitinem
modifikované hydrogelové siti.

Vliv lecitinu na tento typ sitovani je také zfejmy. Lecitin vyrazné ovliviiuje viskoelastické
vlastnosti, coz z téchto hydrogelti dél4 aplikaéné zajimavé prostiedi s odliSnym predpokladem
vyuziti nez fyzikaln¢ sitované hydrogely. V pfipad¢ potteby odlisnych a modifikovatelnych
viskoelastickych prostfedi pro rust bunék, je iontové sitovany alginat velmi zajimavou
alternativou k ostatnim druhtim sit'ovani.

6.1.3 Chemicky sitované hydrogely

Reprezentativnim zastupcem tohoto typu sitovani byla smés polyvinylalkoholu (PVAI)
a chitosanu chemicky sitovand do hydrogelové matrice epichlorohydrinem. Epichlorohydrin
Vv tomto systému reaguje bud’to s hydroxylovou skupinou PVAI nebo aminoskupinou chitosanu
za vzniku vysoce reaktivniho meziproduktu. Tento meziprodukt reaguje s jinou hydroxylovou
(PVAI) nebo aminoskupinou (chitosan) k vytvofeni zesitované struktury. Byly studovany
hydrogely v jejich nativnim stavu, tak i po vysuseni na vzduchu pii 40 °C a jejich nasledné
rehydrataci ze xerogelového stavu. V této sekci bude nize rozebran vliv lecitinu na nékteré
fyzikéalné-mechanické vlastnosti modifikované pravé pridavkem amfifilni slozky. Postup
a techniky pfipravy jsou popsany v sekci 5.2.3.
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Obrazek 28: Graf amplitudovych deformacnich testu pro chemicky sitované hydrogely (PVAI
7,8 hm.% a chitosan 2,5 hm.%) s riznymi pridavky lecitinu (0; 0,5; 1 a 2 hm.%) po pripravé (vievo)
a pro vysusené a rehydratované hydrogely (vpravo)

U chemicky sitovanych hydrogelt vysledky amplitudovych deformacnich testi ukézaly, Ze
pridavek lecitinu modifikoval reologické vlastnosti hydrogelii (Obrazek 28). Nicmén¢, nejvyssi
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koncentrace lecitinu nevedla k dals$im zménam mechanickych vlastnosti. To potvrzuji
| zpracovana data ziskana z amplitudovych testt (Tabulka 6). Vys$si hodnoty lecitinu snizovaly
hodnoty znacici konec LVO, stejné jako pevnost hydrogeli a hodnoty bodu ptekiizeni.
Vysledky dévaji smysl zohledni-li se pfiprava a konecny stav hydrogelovych vzork.
Dulezitym krokem postupu piipravy bylo suseni kapalné smési, coz vedlo K zesiténi uzlu
ajejich nasledné rehydrataci. V pfitomnosti lecitinu dochazelo ke zlepSeni rehydratacnich
vlastnosti.

Tabulka 6. Hodnoty pro chemicky sitované hydrogely po priprave, ziskané z amplitudovych
deformacnich a frekvencnich testii pred vysusenim

Bod prek¥iZeni Moduly v LVO Konec | Velikost
LVO poru
Amplituda Amplituda o
Clecitin G’ G’ G” Porovitost
(hm.%) (Pa) deformace (Pa) (Pa) deformace (i)
(%) (%)
0(R) 1665,3 £ 43,2 53,8 8,2 8629 + 304 398+ 4 16+03 13,6 +0,7
0,5 1005,5+32,4  49,4+184 | 66441503 30744 | 1,2+0,9 13,8+ 0,6
1 666,6 + 5,4 40,2+3,2 4545+129 377+68 | 06+0,1 12,7 +0,1
2 631,6 + 24,7 39,1+4,7 4398 + 195 421 +5 0,7+0,1 12,9+0,1

Stejné experimenty byly provedeny pro vzorky hydrogelli ve vysuSeném a nésledné
rehydratovaném stavu. Vysusené a rehydratované hydrogely s lecitinem vméstnanym do pora
vykazovaly modifikované vlastnosti (Obrazek 28), konkrétné vyssi hodnoty moduld a pokles
hodnot amplitudy deformace v bod¢ piektizeni oproti referenénim vzorkiim bez lecitinu. Jak je
mozné vidét na obrazku a tabulce (Obrazek 28 a Tabulka 7), tak ptitomnost lecitinu
zpusobovala, Ze hydrogely po vysuSeni a rehydrataci byly vyrazné odolnéjsi vici deformaci,
coz je v tabulce zndzornéno vy$§imi hodnotami amplitudy deformace v bod¢ piekiiZeni.
Zaroven pro tyto rehydratované hydrogely zptsoboval lecitin, nezavisle na jeho mnoZstvi,
modifikaci v pevnostech hydrogeli (primérné hodnoty moduld v LVO) pii porovnani
s vysledky ziskanymi pro fyzikalné€ a iontove sitované hydrogely.

Vysledky frekvenénich a amplitudovych testii naznacovaly stejny trend pro oba testy
(Obrazek 28 a Obrazek 29). Z vysledkd je ziejmé, Ze existuje kriticka koncentrace lecitinu, po
ptekroceni které zac¢ind modifikace vlastnosti téchto chemicky sitovanych hydrogell (podle
ziskanych vysledkt lezi tato hodnota mezi 0,5 a 1 hm.%). Pfi porovnani s referenénim
hydrogelem bez lecitinu, tak u nejnizsich studovanych ptidavku lecitinu (0,5 hm.%) nebyl ani
u amplitudovych ani u frekvencnich testli pozorovatelny témét zadny rozdil v hodnotach
vyssich hodnotach uz nedochazelo k dalsim zménam mezi jednotlivymi koncentracemi lecitinu
(rozdily mezi 1 a 2 hm.% byly zanedbatelné).
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Obrazek 29: Graf frekvencnich testii pro chemicky sitované hydrogely (PVAl 7,8 hm.% a chitosan
2,5 hm.%) s riznymi pridavky lecitinu (0, 0,5; 1 a 2hm.%) po pripravé (vievo) a pro vysusené
a rehydratované hydrogely (vpravo)

Vyznamnym rozdilem u chemicky sitovanych hydrogelti (v porovnani s fyzikalnim
a iontovym sitovanim) byl relaxacni jev charakterizovany mnohem del$im relaxa¢nim ¢asem
oproti kovalentné zesiténym systémum. Kovalentné zesitované hydrogely vykazuji témét
konstantni hodnoty pamétovych modulii v celém rozsahu aplikované frekvence. Stejny trend
byl také pozorovan u vysusenych a rehydratovanych hydrogelti. Opét u vSech vzorka prevladal
pamét'ovy modul oproti ztratovému modulu. Velikosti port téchto vzorka (Tabulka 6 a Tabulka
7) nebyly obsahem lecitinu ovlivnény, coz mize byt vysvétleno charakterem kovalentniho
zesiténi, které bylo silnéjsi nez fyzikalni a iontové zesiténi. Na druhou stranu, stejny trend
zmenSujicich se port bylo mozné pozorovat po rehydrataci vysuSenych vzork.

Tabulka 7: Hodnoty pro chemicky sitované hydrogely ziskané z amplitudovych deformacnich
a frekvencnich testit po vysuseni a rehydrataci

Bod pekiZeni Moduly v LVO Konec | Velikost
LVO poru
Clecitin G’ Amplituda G’ G” Amplituca Porovitost
(hm.%%) (Pa) deformace (Pa) (Pa) deformace )
(%) (%)
0(R) 24700 +494,7 1385+ 13,5 14514 + 1413 532 £33 3,2* 11,6 £0,3
0,5 7122,4+633,3 379,1+£233,0 | 62099 £ 6505 1928 +65 50+1,0 7,1+£0,1
1 4964,6 £2758 502,2+277,5 | 52833+ 10153 2089+246 | 3,0£1,7 6,2+1,3
2 40742+ 1823 900,1+97,5 43685+ 3177 1761+211 59+23 8,1*

*Odchylka byla mensi nez 1 %.
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Obrazek 30: Suseni (vlevo) a rehydratace (vpravo) chemicky sitovanych hydrogelit (PVAl 7,8 hm.%
a chitosan 2,5 hm.%) s ruznymi pridavky lecitinu (0; 0,5, 1 a 2 hm.%)

Na obrazku (Obrazek 30) je vidét kinetika suSeni a botnani, ktera nebyla vyznamné
ovlivnéna ptidavky lecitinu. Byl pozorovan pouze okrajovy vliv u vzorkl s nejvysSimi
koncentracemi lecitinu, které¢ posléze byly schopny absorbovat nejvice vody. Tento, obecné
mensi, vliv lecitinu lze vysvétlit strukturou chemicky zesitovanych hydrogell, které se
vyznacuji dostatecné vysokou hustotou sitovani a v dusledku toho mensi velikosti pori.
Struktura je vice organizovana diky silnéjSim kovalentnim vazbam. Absorpce vody pro tento
druh hydrogelu se silngjsimi kovalentnimi vazbami byla velmi rychla a prob&hla téméf
okamzité¢ béhem prvni minuty botnaciho experimentu.

Jak se ocekavalo, tak vliv lecitinu na chemicky sitované hydrogely neni tak velky. To z néj
déla unikatni alternativu k dfive zminénym fyzikaln€ a iontové sitovanym matricim. Zejména
Vv piipad¢ vyuziti tohoto prostfedi pro rist bun€k muizou byt tyto neménné viskoelastické
vlastnosti velkym pozitivem.

6.1.4 Uvoliiovaci experimenty

Pro komplexni charakterizaci a popis vlivu lecitinu na hydrogelové vlastnosti byly vSechny
hydrogely studovany také difuznimi experimenty. Hlavni veli¢inou poskytujici informace
0 transportnich vlastnostech studovanych hydrogelti a xerogela byl efektivni difazni koeficient
(Dett, m?-s1). Konkrétné se jedna o hodnotu, ktera popisuje, jak se 1é¢iva nebo jednotliva
barviva uvolnuji ven z hydrogelu. Pro diftzi v hydrogelech (mikroporéznich systémech) je vliv
tortuozity a rozdélovaciho koeficientu zahrnut do sumarniho difuzniho koeficientu. Casovy
vyvoj uvoliovani lze vyjadfit nasledovné:

n 4 (Deff>
_4 . 23
P = Ve, (23)
4 |/
k== [(=2), (24)
0 T
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D= (i g) - (25)

Celkové mnozstvi uvolnéného barviva v ur¢itém case je vyjadieno jako podil mnozstvi latky
v daném cCase (Ny) déleno mnozstvim latky v rovnovaze (nrov). Efektivni difizni koeficienty byly
vypocitany ze smérnice linedrni regrese tohoto poméru mnozstvi latky jako funkce druhé
odmocniny c¢asu. Rozméry uvolnovaciho média (hydrogelu) byly uvazovéany jako koule
S primérem J. Z tohoto jednoduchého vypoctu je zfejmé, Ze experimenty s uvoliovanim je
nutné provadét az do dosazeni rovnovazného stavu (koncentrace uvolnéného barviva se v Case
neméni) [109]. Modelovymi 1é¢ivy byla rizné nabita barviva. Ta byla vybrana tak, aby se lisila
nékterymi svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi (elektricky néboj, molekulovd hmotnost
anebo vizudlni vlastnosti, jakym je napf. absorpéni maximum). Byly jimi kladné nabity
rhodamin 6G (479,02 g-mol™) a zaporné nabit barviva eosin B (580,09 g-mol™?) a amidova
gerii10B (616,50 g-mol™). Rhodamin 6G byl zvolen jako jediny kladné nabity zastupce pro jeho
vhodnou molekulovou hmotnost, ktera je srovnatelna s fadou pouzivanych 1é¢iv s kladnym
nabojem (napf. loperamid nebo ebastin). Negativné nabitd barviva byla zvolena pro studium
opac¢né nabitych 1ékovych model a také pro vyvarovani se interakcim s lecitinem.

Stézejni transportni parametry byly ziskany pro vzorky hydrogelt a xerogelt, které¢ byly
umistény do nadoby naplnéné destilovanou vodou a mnozstvi uvolnéné¢ho barviva bylo
kontrolovano a mé&feno pomoci UV/Vis spektrofotometru (pro hydrogely). V ptipadé xerogelt
byly pouzity stejnd modelova barviva, ale vzhledem k tomu, Ze dochazelo k velmi rychlému
uvolnovani barviva ze vzorkll xerogeld, tak bylo potieba provadét ¢astéj$i méteni v kratSich
intervalech. K tomu bylo vyuzito UV/Vis optickych sond v zapojeni s detektorem a pocitatem
S vhodnym optickym softwarem (OceanView), které byly v roztoku neustile ponotfeny
a dovolovaly nam ziskavat informace kazdych dvacet sekund. Ty byly propojeny s detektorem
a pocCitatem, na kterém dosSlo k ukladani a vyhodnocovani dat stile na zakladé¢ UV/Vis
spektrofotometrie.

6.1.4.1 Fyzikalni sit’ ovani

Vysledky ziskané pro fyzikdln¢ sitované agar6zové hydrogely modifikované lecitinem
naznacuji, ze ptidavek lecitinu ovliviiuje transportni vlastnosti sniZenim hodnoty diftizniho
koeficientu (Tabulka 8 a Obrazek 31a), coz znamena, Ze uvoliiovani modelové organické sondy
je vyrazn¢ zpomaleno. Béhem kazdého opakovani experimentu ovSem dochéazelo k dodrzeni
totozné¢ho trendu, kdy dochéazelo k poklesu difuzniho koeficientu s rostouci koncentraci
lecitinu. Referen¢ni vzorek okamzité uvolnil vétsi mnozstvi barviva nez ostatni hydrogely,
zatimco vzorky s lecitinem uvoliiovaly pozitivné nabité barvivo vyrazné pomaleji. To miize byt
zpuisobeno pozmeénénou vnitini strukturou téchto hydrogelt v disledku samousporadani
lecitinu uvnitt hydrogelu. Pfitomnost lecitinu, stejné jako interakce mezi kladné nabitym
rhodaminem 6G a zaporné nabitymi funk¢énimi skupinami molekuly lecitinu, umoznovala
castecné blokovani barviva uvnitt hydrogelové struktury a tim zpomaleni nebo oddaleni
uvolnéni tohoto barviva. Podobny jev byl potvrzen v fadé publikaci zabyvajicimi se obstrukci
uvniti agarézovych hydrogela [190, 191].
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Obrazek 31: Efektivni difuzni koeficienty fyzikalné sitovanych agarozovych hydrogelovych
a xerogelovych vzorkii s riiznymi koncentracemi lecitinu (0; 0,5, 1 a 2 hm.%), hydrogely (a) a xerogely
(b) s rhodaminem 6G, hydrogely (c) a xerogely (d) s eosinem B a hydrogely (e) a xerogely (f) s amidovou
cerni 10B
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Obrazek 32: Casovy vyvoj experimentii s uvoliiovanym barvivem rhodaminem 6G (a), eosinem B (b)
a amidovou cerni 10B (c), studované optickymi UV/Vis sondami pro fyzikalné sitované agarozové
xerogely s riznymi koncentracemi lecitinu
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Tabulka 8: Hodnoty efektivnich difiiznich koeficientii ziskanych z vypoctii z uvoliovacich difiiznich
experimentil pro fyzikalné sitované agarozové hydrogely a xerogely s riiznymi koncentracemi lecitinu
a kladné nabitym barvivem rhodaminem 6G

. Hydrogel Xerogel
Rhodamin 6G Det X 100 (m?-57) Dett x 10°° (m2-s?)
R (0 hm.%) 2,7+£0,2 6,4+0,9
0,5 hm.% 1,2+0,1 —
1 hm.% 1,0+0,1 —
2 hm.% 12+0,1 —

Co se d¢je s hydrogelem po jeho vysusSeni, a jak tento d&j ovliviiuji ptidané latky do gelu?
Pro zodpovézeni této otazky byly vySe zminéné studované hydrogely vysuseny a studovany
Vv jejich vysuSeném (xerogelovém) stavu. Jednalo se o totozné vzorky (co se tyce mnoZzstvi
lecitinu a modelového 1é¢iva) jako v ptipadé hydrogeld. Velmi rychle se ovSem ukazalo, Ze
uvoliiovani barviva ven z xerogelovych vzorkd bylo pfili§ rychlé pro stejné nastaveni
a vyhodnoceni experimentu, jaké bylo provedeno pro hydrogelové vzorky. Z tohoto diivodu byl
experiment upraven pro potieby xerogelovych vzorkli. Nebylo mozné tyto vzorky méfit
v del$ich intervalech, ale uvoliiovani bylo potieba studovat v prvnich momentech experimentu.
Timto zplisobem byla méfena absorbance vzorkl, ktera byla nésledné piepocitina na
koncentraci, vzdy ptiblizné prvni hodinu, coz u vzorkii agar6zovych xerogelt stacilo k uvolnéni
dostatecného mnozstvi barviva k ustanoveni rovnovahy.

Vysledky diftze ziskané pro rhodamin 6G v agarézovych xerogelech modifikovanych
lecitinem popisuji interakci modifikatoru lecitinu s rhodaminem. To bylo ziejmé zejména ze
skutecnosti, ze nebylo mozné ziskat adekvatni hodnoty pro efektivni diftizni koeficient po
ptidani lecitinu (Obrazek 31b). Diftizni koeficient pro referen¢ni vzorek bez lecitinu byl jedinou
hodnotou, kterou §lo z vypoétu diftizniho koeficientu ziskat (Tabulka 8). U lecitinovych
ptidavklli nebylo mnozstvi uvolnéného barviva, a tim 1 difuzni koeficient, méfitelné
a s ptibyvajicim Casem dochéazelo k deformaci vzorki, coZ by opét podpofilo predpoklad
interakci mezi lecitinem, rhodaminem 6G a agarézou. Tuto hypotézu podporuje i grafické
znazornéni uvolnovani barviva z xerogelového systému (Obrazek 32a).

Dalsimi pouzitymi modelovymi 1é¢ivy byly zaporné nabity eosin B a amidova ¢ernn 10B. Ty
byly vybrany ke studiu opacn€ nabitych modelii a k zamezeni interakci s modifikatorem.
Druhym studovanym modelovym barvivem byl zaporné nabity eosin B. Charakterizace procesu
uvolnovani barviva ve fyzikalné sitovanych hydrogelech a xerogelech modifikovanych
ptidavky lecitinu byla analogicka k méteni rhodaminu 6G. Na pocatku experimentu byl proces
uvolilovani barviva podobny pro vSechny vzorky hydrogelu. Postupem c¢asu se uvoliiovani
barviva zrychlovalo (vedlo k vyssi koncentraci barviva mimo vzorek) z referenéniho vzorku
a vzorkl s niz§imi koncentracemi lecitinu (Tabulka 9). Souvisejici difuzni koeficienty byly
témér identické pro vSechny vzorky (Obrazek 31c), coz bylo vysvétleno skute¢nosti, Ze eosin
B, lecitin a agar6za mezi sebou neinteragovaly [192], a difiize zaporné nabitého eosinu B nebyla
uvnitt hydrogelu zpomalena.
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Tabulka 9: Hodnoty efektivnich difiznich koeficientii ziskanych z vypoctii z uvolnovacich difiiznich
experimentil pro fyzikalné sitované agarozové hydrogely a xerogely s riiznymi koncentracemi lecitinu
a zdporné nabitym barvivem eosinem B

. Hydrogel Xerogel
Eosin B Degt 1020 (m2-5°1) Dett x 10720 (m?-51)
R (0 hm.%) 2,3£0,6 95+ 13
0,5 hm.% 25+0,5 12*
1 hm.% 25+1,2 9*
2 hm.% 24+13 4+2

*Odchylka byla mensi nez 1 %.

Vysledky pro fyzikéaln€ sitované agardzové xerogely a eosin B jsou popsany na obrazku
(Obrazek 31d) a tabulce vyse (Tabulka 9). Difazni koeficient je u referenéniho vzorku vétsi nez
u vzorku s lecitinem (0,5 a 1 hm.%) a nejnizsi u vzorku s nejvyssi koncentraci (2 hm.%). To
naznacuje, ze lecitin siln€¢ ovlivituje koeficient a ze i jeho malé ptidavky koeficient vyrazné
snizuji. Cim vy3§i koncentrace lecitinu, tim niz$i hodnota Defr, zatimco rozdily mezi samotnymi
Derr hodnotami vzorkd s lecitinem nebyly tak vyrazné. Pokud vSak pomineme referenéni
vzorek, tak velikost difuzniho koeficientu linearné klesa se zvysSujici se koncentraci lecitinu.
Podle pomérné rychlému klesajicimu trendu Defr 1ze predvidat, ze hodnota by se snizila jesté
nize az do bodu, kdy by ptidavek modifikatoru byl piili§ velky a uvoliiovani barviva by bylo
témét zanedbatelné nebo dokonce by se uplné zastavilo. Tuto hypotézu podporuje i Casovy
vyvoj uvoliovani eosinu B (Obrazek 32b), ktery vykresluje nejrychlejsi poc¢atecni uvoliovani
barviva u referen¢niho vzorku. U vzorki s riiznymi koncentracemi lecitinu je zfejmé, Ze lecitin
uvnitt systému zptsoboval postupné zpomalovani uvoliiovani. Vzorky s menSimi ptidavky
lecitinu (0,5 a 1 hm.%) byly od sebe téméf nerozeznatelné a ¢asovy vyvoj uvoliiovani byl velmi
podobny. Nejvyssi piidavek lecitinu (2 hm.%) vedl k nejvétsimu zpomaleni.

Ttetim barvivem, na kterém se provadé€ly difizni experimenty, byla zdporn€ nabitd amidova
cern 10B. Vysledky ziskané pro fyzikalné¢ sitované agardézové hydrogely (Tabulka 10
a Obrazek 3le) zobrazuji podobnosti s vysledky ziskanymi pro prede$lé zaporné nabité
barvivo, eosin B. Kinetika uvolnéného barviva si je navzajem velmi podobna, coz plati i pro
hodnoty difazniho koeficientu. Vysledky pro toto zaporné nabité barvivo Ize shrnout tvrzenim,
ze fyzikéalné sitované hydrogely vyrazné neovliviiuji dobu uvoliiovani barviva a modelové
lé¢ivo se snadno z hydrogelu uvoliuje.

Tabulka 10: Hodnoty efektivnich difiiznich koeficientii ziskanych z vypoctii z uvoliiovacich difiiznich
experimentii pro fyzikalné sitované agarozové hydrogely a xerogely s riiznymi koncentracemi lecitinu
a zdporné nabitym barvivem amidovou cerni 10B

Amidova ¢erii 10B Der :'i/ 3 [(? (gr‘illz-S‘l) Durt xﬁ%fgg(?:]& )
R (0 hm.%0) 26+0,8 110,0+ 53,0
0,5hm.% 24+10 18,0+1,0
1 hm.% 22+1,2 50+04
2 hm.% 31+0,1 6,0+ 1,0

Zavéry pro fyzikalné sitované agarozové xerogely jsou pomérné jasné (Tabulka 10
a Obrazek 31f). Diftzni koeficient klesa se zvysujici se koncentraci lecitinu ve vzorcich
hydrogelu ve srovnéani s referenénim vzorkem, ve kterém zadné dalsi faktory neovliviiuji
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transport amidové ¢erni 10B. Jak je mozné pozorovat v tabulce (Tabulka 10), tak ¢im vyssi byla
koncentrace lecitinu, tim niz$i byla ziskana hodnota difizniho koeficientu. Je také ziejmé, Ze
v piipadé nejvyssi koncentrace lecitinu (2 hm.%) bylo uvoliovani barviva podstatné
zpomaleno, pravdépodobné¢ v disledku specifickych struktur lecitinu vytvofenych uvniti
struktury hydrogelu. To je podpofeno i ¢asovym vyvojem uvoliiovani (Obrazek 32c). Tyto
vysledky jsou velmi podobné vysledkim ziskanym pro eosin B, sjedinym rozdilem
v nejmensim piidavku lecitinu (0,5 hm.%), ktery je vice podobny referenénimu vzorku.

6.1.4.2 Iontové sit’ovani

Prvnim studovanym barvivem pro iontové sitovany alginat, byl kladné nabity rhodamin 6G.
Lecitin, ktery byl do hydrogelti tohoto typu sitovani pfidavan jako modifikator vnitini
struktury, byl studovan ve tfech rtiznych koncentracich. Pravé mnozstvi modifikatoru uvnitf
bylo hlavnim diivodem rozdilnych transportnich vlastnosti hydrogeld i xerogela (Tabulka 11).

Referen¢ni vzorek byl schopen uvolnit nejvétsi mnozstvi barviva, jelikoZz tento systém
neobsahoval zadné mnozstvi struktury nebo artefakty, které by mohly slouzit jako prekazky
nebo jako ulozny prostor pro barvivo. A jelikoz by alginatovy hydrogelovy komplex mél
vystupovat jako neutralni systém [193], tak by barvivo mélo vystupovat z hydrogelu bez
jakychkoliv interakci [194]. S rostoucim poc¢tem struktur (zvysujici se koncentraci lecitinu) se
kinetika uvolilovani barviva zpomalovala. Souvisejici hodnota difizniho koeficientu byla
nejvyssi pro referenéni vzorek a s rostouci koncentraci jeho hodnota klesala (Obrazek 33a).
Rozdil mezi vzorky, které obsahovaly lecitinové struktury, byl ovSem velmi maly a rozdily
v hodnotach difuzniho koeficientu byly zanedbatelné a potvrdily tak nevyznamny vliv
koncentrace lecitinu na vyslednou hodnotu difuzniho koeficientu (ve srovnani s referencnim
vzorkem).

Iontové sitované alginatové xerogely poskytuji velmi podobné vysledky jako vzorky
fyzikalné sitované agardzy (Tabulka 11). Referen¢ni vzorek, bez ptidavku lecitinu, mél
nejvyssi hodnotu diftizniho koeficientu. V ptipadé€ vzorku, do kterych byl lecitin ptidavan, byla
koncentrace barviva mimo xerogel nedetekovatelna (Obrazek 33b), pravdépodobné z ditvodu
blokovani uvolilovani pozitivné nabitého barviva zpiisobeného lecitinem po cely pribeh
experimentu. Casovy vyvoj uvoliiovani barviva (Obrazek 34a) byl téméf totozny s vyvojem pro
fyzikalni sitované xerogely. Pozitivné nabité barvivo bylo mimo xerogel téméf neméfitelné,
¢imz se potvrdily interakce s barvivem a také blokace zptisobena lecitinovymi piidavky [195].

Tabulka 11: Hodnoty efektivnich difiiznich koeficientit ziskanych z vypoctii z uvoliiovacich difiiznich

experimentil pro iontové sitované alginatove hydrogely a xerogely s riiznymi koncentracemi lecitinu
a kladné nabitym barvivem rhodaminem 6G

. Hydrogel Xerogel
Rhodamin 6G Der X 1010 (m2-5'1) Dot X 100 (mZ.S-l)
R (0 hm.%) 2,9+0,2 220+2,4
0,5 hm.% 1,5+0,1 —
1 hm.% 1,2+0,1 —
2 hm.% 1,2+0,1 —
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Obrazek 33: Efektivni difuzni koeficienty iontové sitovanych alginatovych hydrogelovych
a xerogelovych vzorkii s riiznymi koncentracemi lecitinu (0; 0,5; 1 a 2 hm.%), hydrogely (a) a xerogely
(b) s rhodaminem 6G, hydrogely (c) a xerogely (d) s eosinem B a hydrogely (e) a xerogely (f) s amidovou
cerni 10B
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Obrazek 34: Casovy vyvoj experimentii s uvoliiovanym barvivem rhodaminem 6G (a), eosinem B (b)
a amidovou cerni 10B (c), studované optickymi UV/Vis sondami pro iontové sitované algindatové
xerogely s riznymi koncentracemi lecitinu
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Ze studia zaporn¢ nabitych barviv (Tabulka 12) je ziejmé, ze zvySujici koncentrace lecitinu
zpomalovala uvoliovani zaporné nabitého eosinu B ziontové sitovanych alginatovych
hydrogelt. Diftizni koeficient pak byl velmi podobny pro kazdy vzorek bez ohledu na mnozstvi
lecitinu v kazdém hydrogelu. Vzorek s nejvyssi koncentraci lecitinu (2 hm.%) vykazoval
vysoké hodnoty odchylek, které byly zpiisobeny vysokym obsahem lecitinu uvolnéného ze
vzorku s barvivem (Obrazek 33c).

Tabulka 12: Hodnoty efektivnich difiiznich koeficientii ziskanych z vypoctii z uvolnovacich difiiznich
experimentil pro iontové sitované algindatové hydrogely a xerogely s ruznymi koncentracemi lecitinu
a zdporné nabitym barvivem eosinem B

. Hydrogel Xerogel
Eosin B Def X 100 (mz_s.l) Dess X 1010 (mz,s-l)
R (0 hm.%) 2,0+0,1 22,0+7,8
0,5hm.% 2,2+0,2 0,4+0,6
1 hm.% 22+0,.2 09+1,2
2 hm.% 42+0,3 1,7+0,4

Diftzni koeficient iontové zesitovanych alginatovych xerogelti pro zaporné nabity eosin B
(Tabulka 12), mél stejné hodnoty a trend, jaky byl zjistén pro stejné barvivo u fyzikalné
sitovanych xerogelti, coz znamenalo, Ze referenéni vzorek mél mnohem vétsi hodnotu
difizniho koeficientu nez ostatni vzorky, které byly ovlivnény pridavky lecitinu (Obrazek 33d).
To by naznacovalo, ze zesiténi nema u tohoto typu modelového 1é¢iva (barviva) vyznamny vliv
na diftizni koeficient xerogeli. Casovy vyvoj uvoliiovani tohoto barviva ukazuje, Ze lecitin
uvoliiovani zpomaloval [196]. Jak bylo uvedeno v ptedchozim odstavci, tak vzorek s nejvyssi
koncentraci lecitinu (2 hm.%) mél z po¢atku nejpomalejsi uvoliiovani, ale postupem casu bylo
mozné pozorovat (Obrazek 34b) jeho zrychleni, které bylo zptisobeno uvoliiovanim lecitinu.

Tabulka 13: Hodnoty efektivnich difiiznich koeficientit ziskanych z vypocti z uvolniovacich difiiznich
experimentil pro iontové sitované alginatove hydrogely a xerogely s riznymi koncentracemi lecitinu
a zaporné nabitym barvivem amidovou cerni 10B

Amidovi gerii 10B Do Fi/g{f??r(:&s-l) Do xﬁ%fgg(er:] -
R (0 hm.9%) 15+ 04 440 2.2
0,5 hm.% 2,4+ 04 18+0.1
1hm.% 1,740, 26+0,1
2 hm.% _ 0,5*

*Odchylka byla mensi nez 1 %.

Uvolnovani druhého zaporné nabitého barviva, amidové Cerni 10B, z iontové sitovaného
alginatu bylo vyznamné zpomaleno pifiddnim lecitinu do hydrogelové struktury. Souvisejici
difizni koeficient se zvySoval se zvySujici se koncentraci az do 1 hm.% vzorku. Béhem
experimentu bylo uvolfovani barviva ze vzorkd se dvéma nejvy$S§imi koncentracemi bud’
neméfitelné, nebo vykazovalo velké odchylky. To bylo zplsobeno rozpadem hydrogelu, coz
vedlo k uvoliiovéni jak barviva, tak lecitinu. Radové podobnou hodnotu pro difiizni koeficient
(Obrazek 33e, Tabulka 13) slo pozorovat pro druhé zaporné nabité barvivo, eosin B. Nicméné
rozdily mezi jednotlivymi vzorky pro amidovou ¢erii 10B byly ziejmé. To ovSem nelze fici pro
vzorky s eosinem B. Ve srovnani s fyzikalné sitovanymi agar6zovymi hydrogely, opét pro
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amidovou cerit 10B, mél koeficient hodnoty ve stejném fadu, ale systém byl stabiln&jsi
v piipadé vzorku s nejvyssi koncentraci lecitinu.

Difizni koeficient a pribéh uvolnovani pro iontové zesitované alginitové xerogely
s amidovou ¢erni, probihal totozné jako pro fyzikaln¢ sitované xerogely s timto barvivem. Ve
sméru k vy$§im hodnotam koncentrace lecitinu dochazelo k postupnému snizovani hodnoty
difizniho koeficientu (Obrazek 33f a Obrazek 34c).

6.1.4.3 Chemické sit’ovani

Smés PVALI s chitosanem zesit'ovanym epichlorohydrinem byla studovana jako reprezentativni
zastupce chemického sitovani hydrogeld. Stejné jako pro fyzikalni a iontové sitovani, tak
i k témto vzorktim byly pfidavany ruzné piidavky lecitinu, aby mohlo dojit ke studiu vlivu
tohoto modifikatoru na transportni vlastnosti xerogelli s timto typem sitovani. Chemicky
zesitované vzorky byly studovany pouze v jejich xerogelové formé, protoze zpusob piipravy
vede ke smési ve vysuseném stavu, takze op&tovana rehydratace by byla zbyte¢na (vzorky by
se od xerogelovych vzorkt nijak nelisily) a vzorky by vykazovaly stejné vysledky u vzorkl ve
vysuseném stavu, tak jako pouze rehydratované vzorky.

Hlavnimi vyhodnocovanymi veli¢inami byly diftizni koeficient a mnozstvi uvolnéného
barviva. Ke studiu transportnich vlastnosti chemicky sitovanych vzorkt PV Al-chitosanu byla,
stejné jako u piedeslych sitovani, pouzita tfi rtizna barviva, kladn¢ nabity rhodamin 6G
a zaporné nabity eosin B a amidova ¢ernt 10B. Zaporn¢ nabita barviva se uvniti gelu drzela
velmi silné, coz bylo zptisobeno malymi pory ve vysoce organizované struktuie chemicky
zesitovaného gelu. Jediné barvivo, které bylo méfitelné mimo gel, bylo uvolnéno ihned po
zacatku experimentu. Jak bylo mozné pozorovat z vysledkll pro zaporné nabita barviva, tak
dlouhé a ani kratké diftzni experimenty, zaméfené na prvni hodinu experimentu, nebyly
schopny poskytnout vysledky, které by byly mozné analyzovat a ziskat informace o difiznim
koeficientu. U obou barviv doslo z xerogelu k uvolnéni pouze zbytkového barviva.

Experimenty s kladn¢ nabitym barvivem rhodaminem 6G, byly jediné, které poskytly
vysledky dostate¢né pro analyzu a ziskani informaci o difiznim koeficientu rhodaminu 6G
uvnitf chemicky sitovaného PV Al-chitosanového gelu. Uvoliovani barviva bylo velmi rychlé
a delsi nastaveni experimentu nebylo pro tento typ gelu vhodné. Pouze experiment zaméfeny
na prvni hodinu difize byl schopen pfinést vysledky. Lecitin ovliviioval mnozstvi uvolnéného
barviva (Obrazek 35), srostouci koncentraci lecitinu se mnozstvi uvolnéného barviva
snizovalo. Totéz lze fici o difiznim koeficientu (Obrazek 36, Tabulka 14), kde vysledky ziskané
pro nejvyssi koncentraci lecitinu (2 hm.%) nebyly jednoznacné, protoze tato koncentrace
lecitinu vedla k poskozeni PV Al-chitosanového xerogelu.

Tabulka 14: Difiizni koeficient (Dett) ziskany z vypoctii z analyzy uvoliiovacich experimentii chemicky
sitovanych PVAl-chitosanovych xerogeli s riznymi pridavky lecitinu s kladné nabitym barvivem
rhodaminem 6G

>(<§r°g‘;' R (0 hm.%) 0,5 hm.% 1 hm.% it
ecitin

-10
szrfn;(.:'?) 9.2%2.9 6,9+08 1,902 —
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Obrazek 35 Koncentrace uvolnéného barviva rhodaminu 6G z xerogelovych vzorkii pro experiment
dlouhy nékolik dni (vievo) a casovy vyvoj uvoliiovaciho experimentu (rhodamin 6G) pro prvnich 60
minut, kontrolovano optickymi UV/Vis sondami pro chemicky sitovany PVAl-chitosan (vpravo)
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Obrdzek 36: Hodnoty difuznich koeficientii pro kladné nabity rhodamin 6G, ktery se uvoliioval
Z chemicky sitovanych PVAl-chitosanovych xerogelii s riznymi pridavky lecitinu (0; 0,5; 1 a 2 hm.%)

Popis vlivu lecitinu na transportni vlastnosti rizné sitovanych hydrogeld je slozitéjsi nez
pouhé konstatovani v ¢em jednotlivd sitovani ¢i druhy hydrogelt vynikaji, tak jak to bylo
mozné pii popisu viskoelastickych vlastnosti. Jelikoz se jedné o popis toho, jak se urcita latka
chova uvniti daného prostiedi, tak dané pouziti velmi zalezi na konkrétni transportované latce.
Je zfejmé, Ze lecitin transportni vlastnosti modifikuje, ale pii vybéru vhodného prostredi velmi
zalezi na konkrétni aplikaci. Co je ovSem pro vSechny typy hydrogeli stejné, Ze s jakymkoliv
pridavkem lecitinu do systému doslo k prodlouzeni doby uvoliiovani. To stejné by se dalo
ocekavat v pripad¢ aplikace bunck uvnitt hydrogelovych systémii.

6.1.5 Difazni cely

Studium transportnich vlastnosti pomoci difuznich cel pfinasi fadu vyhod oproti jinym
popsanym experimentalnim technikdm, které tkvi zejména v jejich jednoduché manipulaci,
dostupnosti a zaroven v zapojeni s difiznimi sondami, coz umoznuje jednoduse ziskavat

71



pozadovand data. Pro potfeby tohoto vyzkumu se jednalo zejména o hodnoty difuznich
koeficientl ziskanych za vyuziti rovnice pro vypocet Detf (24). Diky této technice je mozné
studovat prichod modelového 1é¢iva skrze studovany hydrogel. Zaroven tyto testy modeluji
bariérové vlastnosti hydrogell, které v lidském téle predstavuji jednu z piekazek pohybu léciva
(hlenové vrstvy, napf. mucin na povrchu organt a dalSich tkéni). Tyto poznatky dopliuji diive
zminéné studium uvoliiovani barviva z hydrogelovych systému. Zavéry z téchto obou technik
mohou slouzit k charakterizaci studovaného systému a pro zavéry o jeho aplika¢nim potencialu.

Postup pfipravy a zapojeni byl popsan dtive (kapitola 5.3.3). Modelova 1é¢iva byla vyuzita
totozna jako pro uvoliovaci experimenty (rhodamin 6G, eosin B a amidova ¢erni 10B). To stejné
platilo i o studovanych hydrogelovych systémech, tedy fyzikalné sitované agar6zové
hydrogely, iontové sitované alginatové hydrogely a chemicky sitovana smés PV Al a chitosanu.
Bohuzel z komplexnosti sit€, se kterou souvisi i velikost poért, coz jiz bylo komentovano
v predeslé kapitole (kapitola 6.1.4.3), tak nedochdzelo k prostupu zadného barviva skrze
chemicky sitované hydrogely v ramci pfijatelné casové osy (diive, nez doSlo k prostupu
barviva dochazelo k uvoliiovani lecitinu a rozpadu gelu). Proto jsou nize komentovany zavéry
pouze pro fyzikaln¢ a iontové sitované hydrogely. Kvili ¢asové délce experimentd (doba
prostupu modelového 1é¢iva byla del$i nezli doba experimentu potfebnd pro uvoliiovaci
pokusy), tlakiim a dal§im externim faktortim, které¢ pisobily béhem delsiho trvani na hydrogely,
byla sniZzena koncentrace modifikatoru aplikovana do systémd na 0,1 a 0,25 hm.% lecitinu.
Tento krok prodlouzil Zivotnost hydrogeli pro tento experiment, coz vedlo k tomu, Ze se
hydrogely nezacaly rozpadat pisobenim lecitinu snaziciho se uvolnit ven z hydrogelu spolu
S barvivem, nebo jinymi faktory.

Pro tento typ experimentu byl efektivni difizni koeficient vypoéitavan ze vztahu, kde byl
opét do sumarniho difizniho koeficientu (Deff) zahrnut také vliv tortuozity a rozd€lovaciho

koeficientu [109]:
eff e\ dt AC]O ’

kde dni/dt je smérnice linearni ¢asti Casové zavislosti celkového difuzniho toku do piijimaci
cely, | znaci velikost/délku gelu a Acio je hodnota koncentra¢niho rozdilu difundujici latky mezi
celami.

Prostup kladné nabitého barviva skrze fyzikalné sitované agar6zové hydrogely byl pro
modifikované hydrogely komplikovany a neproslo dostacujici mnozstvi barviva, aby bylo
mozné dopocitat difuzni koeficient charakterizujici tento proces (Tabulka 15 a Obrazek 37a).
Tento vysledek koresponduje s tim, co jsme zjistili u uvolnovacich experimentt, kdy prave
rhodamin 6G se téméi z hydrogelového systému neuvoliioval, coz bylo zdtivodnéno interakci
mezi barvivem a modifikatorem.
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Tabulka 15: Cas priichodu skrze hydrogel, koncentrace barviva v gelu a efektivni difiizni koeficient
ziskany z prutokovych difuznich experimentit pro fyzikdalné a iontové sitované hydrogely studované
pomoci kladné nabitého rhodaminu 6G

hodami Fyzikalné siovana agaro6za Iontové sitovany alginat
R Oegmm torichod Coarvivo V gelu  Desr X 101 tprichod Coarvivo V §elu  Defr % 101
(min) (mol-m=) (m?-s?) (min) (mol-m) (m?-s?1)
R (0 hm.%) 6,7 0,092 12 6,8 0,089 19,0
0,1 hm.% — — — 15 0,088 4,9
0,25 hm.% — — — 3,0 0,088 7,7

Obdobn¢ vysledky byly ziskdny pro iontové sitované alginatové hydrogely. Piidavky
lecitinu postupné snizovaly hodnoty diftznich koeficientd (Obrazek 37b). Na rozdil od
agarozovych hydrogeli bylo mozné difizni koeficienty dopocitat pro vsechny studované
systémy, coz bylo nejspiSe zplsobeno odliSnou alginitovou strukturou a také vyskytem
bivalentnich Ca?* ionttl, které mohly interagovat s barvivem namisto lecitinu. Kromé diftiznich
koeficientd byly zaznamenany také Casy pruchodu barviva skrze hydrogel z donorové do
akceptorové cely a také zachycené barvivo uvnitt hydrogelu. Cas priichodu pro vzorek bez
lecitinu byl téméf totozny pro oba typy sitovani. OvSem piidavky lecitinu do alginatového
hydrogelu ten Cas sniZzovaly nezavisle na mnozstvi lecitinu. Kromé toho lecitin nemé¢l vliv na
mnozstvi barviva drzeného uvniti gelu.
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Obrdzek 37: Casovy pritbéh zmény koncentrace rhodaminu 6G po prostupu skrze fyzikalné (a)
aiontove (b) sitované hydrogely s riznymi pridavky lecitinu (0; 0,1 a 0,25 hm.%) v akceptorové
horizontalni difuzni cele

Pfi pouziti eosinu B jako modelového 1é¢iva (Tabulka 16), vedl nizsi pridavek lecitinu

(0,1 hm.%), jak u agar6zovych (Obrazek 38a), tak i u alginatovych (Obrazek 38b) hydrogeld
k modifikaci difaznich vlastnosti. Zvysujici koncentrace lecitinu vedla k umérnému zvySovani

cvwvr

koeficientu vliv, ovSem u koncentrace 0,25 hm.% byla jiz zména znatelna. U alginatovych
hydrogelii se diftzni koeficient snizoval Srostouci lecitinovou koncentraci az pii vysSich
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pridavcich lecitinu. To mohlo byt zpisobeno samouspofadanim lecitinu a také nizsi
molekulovou hmotnosti tohoto modelového 16¢iva oproti amidové &erni 10B. Cas priichodu se
jevi byt veli¢ina nezavisla na koncentraci lecitinu a spise ovlivnitelna konkrétni hydrogelovou
strukturou. Stejné jako tomu bylo u rhodaminu 6G, tak koncentrace barviva uvniti gelu byla
shodna pro vSechny hydrogely, coz potvrzovalo to, Ze lecitin neovliviioval mnozstvi barviva,
které bylo schopné hydrogel ve své struktufe drzet v pfipadé, kdy mélo barvivo moznost

prostupovat dale do prostiedi, kde se vyskytovalo v nizsi koncentraci a kam plynulo postupnym
koncentra¢nim gradientem.

Tabulka 16: Cas priichodu skrze hydrogel, koncentrace barviva v gelu a efektivni difiizni koeficient
ziskany z prutokovych difuznich experimentii pro fyzikalné a iontové sitované hydrogely studované
pomoci zdporné nabitého eosinu B

Fyzikalné sitovana agaréza Iontové sit'ovany alginat
Eosin B tpn"lchod Cbarvivo V QEIU Deff X 10_10 tprﬁchod Cbarvivo V ge|U Deff X 10_10
(min) (mol-m?) (m?-s?) (min) (mol-m?) (m?-s?)
R (0 hm.%) 5,4 0,062 18,0 1,8 0,062 24,0
0,1 hm.% 15 0,061 12,0 4,1 0,062 35,0
0,25 hm.% 7,4 0,062 9,9 1,2 0,061 1,9
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Obrazek 38: Casovy pritbéh zmény koncentrace eosinu B po prostupu skrze fyzikalné (a) a iontové
(b) sitované hydrogely s riznymi pridavky lecitinu (0; 0,1 a 0,25 hm.%) v akceptorové horizontdlni
difiizni cele

V piipadé¢ zaporné nabité amidové cerni 10B, u které se neocekavala interakce
s modifikatorem, dochazelo k vyraznému snizeni hodnoty difuzniho koeficientu (Tabulka 17),
jak pro agar6zové (Obrazek 39a), tak i pro alginatové (Obrazek 39b) hydrogelové vzorky, opét
po pfidani vys$§iho mnozstvi lecitinu (0,25 hm.%). To podporuje vysledky ziskané
z uvoliiovacich experimentii, kdy u hydrogell nebyl znat rozdil v hodnoté¢ difizniho
koeficientu, ale u xerogelovych vzorkd ten rozdil byl znatelny. To bylo zplsobeno
zakoncentrovanim barviva u xerogelovych vzorki. Zde, jelikoz byly pro prostup barviva
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ztizené podminky, bylo mozné pozorovat podobny jev, jako tomu bylo u xerogelovych vzorka
a modelového 1é€iva amidové ¢erni 10B.

Vysledky horizontalnich diftiznich cel 1ze shrnout tak, Ze studium transportnich vlastnosti
pomoci tohoto uspotadani podporovalo vysledky ziskané pro uvoliiovaci experimenty.
Ptidavky vétsiho mnozstvi lecitinu mély vzdy za nasledek modifikaci transportnich vlastnosti.
Po ptekroceni urc¢ité koncentrace lecitinu uvnitf hydrogelovych systémt dochazelo ke
snizovani difuzniho koeficientu, ktery popisoval ,,jak snadno* jednotliva barviva prostupovala
skrze studovany materidl. Lecitin u zddnych systémt nemél vliv na mnozstvi zachyceného
barviva do struktury. To stejné plati i pro cas priichodu barviva skrze gel. Jelikoz se jedna
0 pfirodni material, ktery je sitovany nekovalentnimi interakcemi, tak sit’ nebyla vzdy stejné
uniformni a pevna, tudiz to, jak se struktura usporadavala melo nejvétsi vliv na tuto velicinu.

Tabulka 17: Cas priichodu skrze hydrogel, koncentrace barviva v gelu a efektivni difiizni koeficient

ziskany z prutokovych difuznich experimentii pro fyzikalné a iontové sitované hydrogely studované
pomoci zaporné nabité amidové cerni 10B

. : Fyzikalné siCovana agaréza Iontové sit'ovany alginat
Amidova 0
¢ern 10B t"'ﬁf""d Charvivo V g€lu Derr X 10 tprﬁ?hod Coarvivo V gelu Deit
(min) (mol-m?) (m?-s?) (min) (mol-m?) (m?-s?)
R (0 hm.%) 6,1 0,0003 260 9,2 0,0027 210

0,1 hm.% 6,1 0,0026 230 9,9 0,0026 250
0,25 hm.% 11,2 0,0026 170 6,1 0,0026 220

0,0016 0,0014

0,0014 0,0012
£ 00012 £ 00010
S 0,0010 °
£ £ 0,0008
3 0,0008 g
8 & 0,0006
< 0,0006 =
Q Q
% 0,0004 % 0,0004
~ 0,0002 ~ 0,0002

0,0000 0,0000

0 1000 2000 3000 0 1000 2000 3000
cas (s) cas (s)
(@) (b)
®R(0hm%) ©0,1hm.% ®0,25hm.% ®R(0hm%) ©0,1hm.% ®0,25hm.%

Obrazek 39: Casovy pritbéh zmény koncentrace amidové cerni 10B po prostupu skrze fyzikalné (a)
a iontové (b) sitované hydrogely s riznymi pridavky lecitinu (0; 0,1 a 0,25 hm.%) v akceptorové
horizontalni difuzni cele

Pokusime-li se porovnat dva rtizné zplsoby ziskani efektivniho difizniho koeficientu
(uvoliovaci a pritokové experimenty), tak jsme schopni ziskat zajimavé zavéry. Samoziejmé
nemiizeme tyto hodnoty porovnavat ¢iseln€, ovSem i v tomto sméru nebyly tak odlisné. Pro nas
jsou ovSem mnohem zajimavéjsi trendoveé porovnani jednotlivych hodnot mezi sebou a jak se
tento trend liSil u jiného nastaveni experimentu. U uvoliiovacich experimentti byl jiz zminén
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rozdil mezi hydrogely a xerogely. Zapojime-li ovSem do vyhodnoceni také vysledky ziskané
z prutokovych experimentl, tak lze pozorovat ur€ité podobnosti mezi pratokovymi
a uvolnovacimi xerogelovymi experimenty. To je zpusobeno podstatou experimentu, kdy
u prutokového experimentu dochazelo priatokem barviva pies studovany hydrogel
k zakoncentrovani barviva uvniti hydrogelu, coz vedlo k podobnému stavu systému, jaky byl
pozorovatelny na pocatku u uvoliiovacich xerogelovych difuzi. V tomto si jsou vysledky velmi
podobné, kdy u obou experimenti je ziejmy trend snizujici se hodnoty difizniho koeficientu
s rostouci koncentraci amfifilu. Pfi vhodné optimalizaci a zdokonaleni obou testli bychom
posléze nejspise byli schopni porovnavat i konkrétni hodnoty difuznich koeficientli ziskanych
Z riiznych experimentt.

6.1.6 Morfologicka charakterizace

Pro morfologickou charakterizaci bylo vyuzito rastrovaci elektronové mikroskopie pro ziskani
povrchovych snimkti a snimki v fezu. Dopliiuyjici technikou byla v tomto ptipadé sorpce plynt.
Ptiprava vzorku a nastaveni pfistroje bylo popsano v kapitole 5.3.4 a 5.3.5.

6.1.6.1 Fyzikdlni sitovani

Morfologicka charakterizace byla provedena na xerogelovych vzorcich, které byly vysuseny na
vzduchu z hydrogelovych vzorki, ale také na hydrogelovych vzorcich, které byly Sokové
mrazeny tekutym dusikem a lyofilizovany.

R (0 hm.%) ) 0,5 hm.% lecitinu

&7

Obrazek 40: Snimky ze SEM pro fyzikalné sitované hydrogely (agaréza 1 hm.%) s riznymi pridavky
lecitinu (0; 0,5; 1 a 2 hm.%) v rezu. Originalni priblizeni 5000 %
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Takto pfipravené vzorky byly pozorovany a zaznamenavany pomoci rastrovaci elektronové
mikroskopie (SEM). Vzorky byly pozorovany pouze v fezu, protoZze povrch téchto vysusenych
vzorkll nevypovidal o zddnych strukturnich zménach. Povrchy téchto xerogelt byly hladké
a bez viditelnych pord na mikrometrickém méfitku. Xerogel v fezu vykazoval vrstvenou
strukturu polymernich vldken bez viditelného zasahu do struktury (Obrazek 40). Stejna
vrstvend morfologie byla pozorovana pro xerogely z agardzy s riiznym obsahem lecitinu, kam
ovSem zasahovaly dalsi vrstvy vzorku. Celkové byla obecna morfologie prakticky bez poru,
coz bylo s nejvétsi pravdépodobnosti zptisobeno kompaktni strukturou, ktera byla vysledkem
suSeni na vzduchu (proces piipravy xerogell).

U téchto xerogeli byla také provedena méteni sorpce plynt (Tabulka 18). Nizké hodnoty
specifického povrchu naznacuji nedostatek porovité struktury xerogelil, s mirnou zavislosti na
kompaktnosti vrstevnaté morfologii téchto systémi za sucha. I kdyz jsou vysledky sorpce plynu
v souladu s vysledky obdrzenymi z SEM, tak i pfesto metoda sorpce plynu neni zcela vhodnou
technikou pro stanoveni struktury xerogelt.

Tabulka 18: Specificky povrch pro fyzikalné sitované agarozové xerogely s pridavky lecitinu ziskany
plynovou sorpcit

Koncentrace lecitinu (hm.%) Specificky povrch (m*g™)
0 (R) 34
0,5 1,0
1 1,9
2 2,1
R (0 hm.%) 0,5 hm.% lecitinu

=4

2 hm.% lecitinu

Obrdzek 41: Povrchovd morfologie fyzikalné sitovanych agarozovych hydrogelii s riiznymi pridavky
lecitinu zobrazeny pomoct metody SEM. Origindlni priblizeni 500 x
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Pro pozorovani vzorkd v jejich hydratovaném stavu, musely byt nejprve zmrazeny
V kapalném dusiku a poté okamzité umistény do lyofilizatoru, kde doslo k jejich vysuSeni.
Takto piipravené vzorky mohly byt poté pozorovany pomoci SEM. Sokové zmrazeni vzorki
bylo pouzito k minimalizaci zmény struktury hydrogelu zptisobené rustem ledovych krystalu,
které mohly vytvaret nékteré nezaddouci artefakty. Struktury lyofilizovanych hydrogeld byly
tedy podobné jejich strukturam v nativnim stavu [119].

Snimky ziskané ze SEM zobrazuji rozdily ve struktufe hydrogelu mezi vzorky s riznymi
koncentracemi lecitinu (Obrazek 41) a jak je tato struktura potencialné ovlivnéna pfidanim
lecitinu. S rostouci koncentraci lecitinu se struktury hydrogelti zdaji byt vice modifikované
a zhroucené. Lecitin bud’ samotny, nebo néjaka struktura z néj vytvorend, byl pravdépodobné
zachycen v pdérech hydrogelové sité, coz zpisobilo jejich zvétSeni nebo je ucinil citlivéj§imi na
zmény zpusobené rastem ledovych krystald. To koresponduje s vysledky z experimenti
s uvolilovanim barviva, kde lecitin zpomaloval difuzi v hydrogelech v disledku specifickych
interakci mezi nimi nebo jednoduse svou piitomnosti v urcitém misté (,,obstrukéni efekt*). Pri
zvétseni 5000x (Obrazek 42) je mozné pozorovat pory ve struktufe hydrogelti (kromé vzorku
s nejvyssi koncentraci lecitinu, kde doslo ke kolapsu struktury). Tyto pdry svou velikosti
odpovidaji poérim ve struktute agar6zovych hydrogelt dtive publikovanych [119].

R (0 hm.%) 0,5 hm.% lecitinu

~
.

Obrdzek 42: Povrchovad morfologie fyzikalné sitovanych agarozovych hydrogelii s riiznymi pridavky
lecitinu zobrazeny pomoci metody SEM. Originalni priblizeni 5000 %

6.1.6.2 Iontové sit’ovini

Stejné jako pro fyzikalné sitované hydrogely, tak snimky byly potizeny pro xerogely vysusené
na vzduchu i hydrogely mraZzené tekutym dusikem. SEM snimky pofizené pro xerogely
piipravené iontovym sitovanim zobrazuji G¢inek lecitinu na povrchovou morfologii vzorka
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(Obrazek 43). Morfologie povrchu vzorki bez lecitinu a vzorkid s 0,5 hm.% lecitinu vykazovaly
drsnost zplisobenou vyskytem mnoha mikrometrovych krystalit CaCl, vzniklych po suSeni na
vzduchu. Na rozdil od toho, povrch xerogeli s 1 a 2 hm.% lecitinu byl prakticky bez
krystalickych agregati, s ur€itym stupném drsnosti, coz vedlo ke kompaktnéjsi struktute téchto
systému v suchém stavu. Morfologické charakteristiky mikroskopicky potvrdily, Ze s rostouci
koncentraci klesaly hodnoty specifického povrchu (plynova sorpce, Tabulka 19).

Tabulka 19: Specificky povrch pro iontové sitované algindtové xerogely s pridavky lecitinu ziskany
plynovou sorpcit

Koncentrace lecitinu (hm.%) Specificky povrch (m?g?)
0(R) 91
0,5 6,3
1 59
2 47

0,5 hm. % lecitinu

Obrazek 43: Snimky ze SEM pro iontové sitované hydrogely (algindt 2 hm.%) s riiznymi pridavky
lecitinu (0; 0,5; 1 a 2 hm.%) v fFezu. Originalni priblizeni 5000 %

Iontove sitované alginitové hydrogely byly stejné jako fyzikdln€ sitované agardzové
hydrogely Sokové mrazeny tekutym dusikem a lyofilizovany. Jak bylo uvedeno vyse, tento
postup byl pouzit k minimalizaci zmény struktury hydrogelu, avsak pro tyto typy hydrogelt
nebyl u¢inny. Jak je vidét z obrazku nize (Obrazek 44), struktura vSech pfipravenych hydrogelt
se zda byt podobna, coz vede k zavéru, ze je modifikovana. S nejvétsi pravdépodobnosti to byl
vysledek piipravy vzorkd. Protoze tyto hydrogely byly pfipraveny v mensSim objemu nez
agar6zové hydrogely, tak se mohly pted lyofilizaci ¢astecné rozmrazit, coz by zpusobilo rist
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ledovych krystald a tim i pfitomnost strukturnich artefaktd [119]. Tyto vysledky proto
predstavuji zobrazeni hydrogell v jejich nativni formé ovlivnéné artefakty.

R (0 hm.% 0,5 hm.% lecitinu
X ‘.,, Y43 ; 3 V\i’t; 5 4

s did
1 hm.% lecitinu
RO R r.
,-)-gv__ 4 ; g

Obrazek 44: Povrchova morfologie iontové sitovanych alginatovych hydrogelii s riznymi pridavky
lecitinu zobrazeny pomoci metody SEM. Origindlni priblizeni 500 %

6.1.6.3 Chemické sit’ ovani

Strukturni charakterizace byla zastiténa snimky ziskanymi ze SEM pro chemicky sitované
xerogely. Tyto snimky byly velmi podobné tém ziskanym pro fyzikalné sitované hydrogely.
Morfologie povrchu téchto xerogel vypadala hladce bez viditelnych port. Pti pohledu v fezu
byly viditelné vrstvené struktury s drsnou mezivrstvou, kterd se zvétSovala s rostouci
koncentraci lecitinu (Obrazek 45), coz nasledné vedlo k postupnému vzestupu hodnoty
specifického povrchu (Tabulka 20). To Ize vysvétlit vétsi kompaktnosti vrstevnaté struktury
ptipravenych PVAl-chitosan hydrogelt. Je tieba si také povSimnout vlivu lecitinu na
hydrogelovou struktury, kterd je na snimcich odliSnd (vice vrstevnatd) nez tomu je
u referen¢niho vzorku bez aditiva.

Tabulka 20: Specificky povrch pro chemicky sitované PVAl-chitosan xerogely s pridavky lecitinu
ziskany plynovou sorpci

Koncentrace lecitinu (hm.%) Specificky povrch (m?g?)
0(R) 2,9
0,5 0,8
1 1,2
2 1,6
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Obrazek 45: Snimky ze SEM pro chemicky sitované hydrogely (PVAl 7,8 hm.% a chitosan 2,5 hm.%)
S riiznymi pridavky lecitinu (0; 0,5, 1 a 2 hm.%) v Fezu. Originalni priblizeni 1000 x

Chemicky zesitované hydrogely byly studované v jejich nativni (hydratované) formé pro
pfipravu vzorkd pro morfologické studie. Pfipravené xerogely byly ponechany nabotnat ve
vode¢ a nasledné¢ Sokove zmrazeny v kapalném dusiku a lyofilizovany. Snimky ziskané pomoci
SEM ukazuji vrstvenou strukturu hydrogeld. Jedinym pozorovatelnym rozdilem mezi kazdym
vzorkem je hladkost v fezu. S rostoucim obsahem lecitinu se zvySuje drsnost mezivrstvy
(Obrazek 46).

Tyto vysledky odpovidaji vySe uvedenym datiim pro xerogely téchto chemicky zesiténych
hydrogeli [188]. Vzhledem k tomu, ze struktury xerogeld a hydrogeld pro tento typ materialu
si byly velmi podobné, nezaleZi na tom, jaky postup ptipravy se pouzije k pozorovani struktury
pomoci SEM. Protoze byla hydrogelova struktura hladka a nebyly viditelné zadné pory, tak tato
pozorovani odpovidaji vysledkim pro uvoliiovani barviva, pfi kterém se uvoliovalo pouze
malé mnoZstvi nebo Zadné barvivo.
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R (0 hm.%) 0,5 hm.% lecitinu

Obrazek 46: Povrchovd morfologie chemicky sitovanych PVAl-chitosanovych hydrogelu s riznymi
pridavky lecitinu zobrazeny pomoci metody SEM. Originalni priblizeni 500 %

6.2 Tenzidy jako modifikatory hydrogelovych vlastnosti

Tato kapitola shrnuje poznatky ziskané pfi studiu rizné nabitych tenzidi na hydrogelovou
strukturu. K modifikaci hydrogelovych vlastnosti pomoci klasickych tenzidd byly vyuZzity
tenzidy CTAB (pozitivni, 363,25 g-mol™?), SDS (negativni, 288,38 g-mol™?) a Triton X-100
(neutralni, 647 g-mol™?). Na zakladé reserse byly vybrany takové tenzidy, aby se lisily ve svych
vlastnostech, a to hlavné v naboji a molekulovych hmotnostech. Na rozdil od lecitinu jsou tyto
latky clovéku ve vétSich koncentracich toxické, avSak jsou daleko dostupnéjSimi a Iépe
prostudovanymi latkami. Jako modifikatory byly tyto tenzidy studovany zejména kviili jejich
schopnosti tvorby miceldrnich struktur. Tato prace poméha rozhodnout, jestli a ptipadné v jaké
mife, jsou tyto struktury schopné ovlivnit hydrogelové vlastnosti. Z toho divodu byly
porovnavany vzorky, ve kterych se tenzid vyskytoval pod a nad CMC.

Vyuzitim tfi rdznych tenzidd se vyrazné zvysilo mnozstvi studovanych vzorkd, z toho
diavodu bylo fyzikalni sitovéani jedinym studovanym typem sitovani hydrogelové matrice. Pro
tento typ sitovani byla vybrana agardza (1 hm.%) a Zelatina (8 hm.%), a to pro jejich snadnou
a reprodukovatelnou pfipravu. Fyzikdlné sitované¢ hydrogely cCasto strddaji ve smeéru
mechanickych vlastnosti, coz by mély tyto amfifilni pfidavky zménit. Z toho ditvodu bylo praveé
mechanickym vlastnostem vénovana obrovska pozornost, co se ty¢e mnozstvi provedenych
ruznych experimentd. Po studiu a charakterizaci mechanickych vlastnosti byly studovany
transportni vlastnosti a morfologicka charakterizace.

6.2.1 Amplitudové deformacni testy
Testy amplitudové deformace byly prvni testy, které byly na studovanych materialech
provedeny. Jak bylo zminéno dfive, tak se jedna o nejzékladnéjsi reologické testy, které byly
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provedeny na vSech studovanych hydrogelech. Sledované veli¢iny byly zaznamenany do
tabulek a pro lepsi vizualizaci byly podpoteny grafickym znazornénim vysledkt. Zavéry byly
vyvozeny zejména z hodnot bodl piekiizeni, primérnych hodnot viskoelastickych moduli
v LVO a hodnot amplitud deformaci na konci LVO.
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Obrazek A47. Graf amplitudovych deformacnich testii pro agardzové hydrogely (1 hm.%, a)
a zelatinové hydrogely (8 hm.%, b) s riznymi pridavky CTAB (0; pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5 hm.%)

Tabulka 21: Hodnoty ziskané z amplitudovych deformacnich testit pro 1 hm.% agarozové hydrogely
s pridavky CTAB

CTAB
i Bod prekriZeni Moduly v LVO Konec LVO
agaroza
Amplituda Amplituda
Vzorek G 67 deformace G’ G~ deformace
(hm.%o) (Pa) (Pa) (Pa)
(%) (%)
R (0) 562,9 + 13,5 80,6 +2,2 5245 + 282 545 + 24 16+0,5
pod CMC 4472 + 25,3 1479+7,1 7245 + 101 843 + 28 2,0*
0,5 532,6 £31,9 131,8+ 34 8003 + 411 903 £52 2,0*
1 492 4 + 46,3 136,1+ 7,9 7727 + 632 907 + 88 2,0*
2 4731+ 84 128,8+2,6 6984 + 448 793 £ 62 2,0*
5 492,0+ 10,9 126,8+ 2,3 6730+ 75 773 +13 2,0*

*Odchylka byla mensi nez 1 %.

Vysledky amplitudovych deformacénich test ziskanych pro agar6zové hydrogely
s pfidavkem CTAB pfi aplikovaném napéti 1 Hz naznacuji, Ze ptidavky kladn€ nabitého
tenzidu ovliviiovaly mechanické vlastnosti fyzikalné¢ zesitované agar6zové hydrogelové
matrice. Vezmeme-li v uvahu graf (Obrazek 47a) a tabulku (Tabulka 21), tak muZzeme
pozorovat zvySujici se hodnoty amplitudové deformace v bod¢€ piekiizeni pro agardzové
hydrogely s ptidavky CTAB, ve srovnani s tim, co mizeme vidét pro referenc¢ni vzorek.
Pridavky CTAB tedy vyplnovaly pory hydrogelu a posilovaly sit’, ¢imz prodluzovaly linearni
viskoelastickou oblast (LVVO), oblast, kde byl hydrogel schopen odolat senzoru, aby provedl|
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nevratné zmény ve struktuie hydrogelu. Kladn€ nabity tenzid s koncentraci pod hodnotou CMC
(kriticka micelarni koncentrace) figuroval ve struktuie pouze jako plnivo, takze bylo mozné
pozorovat mirn¢ vyssi hodnoty amplitudy deformace, nez jaké byly uvadény u ostatnich vzorki,
kde povrchové aktivni latka vytvarela micely. Rozdil mezi vzorky pod a nad hodnotou CMC
byl vSak minimalni, takze vliv micel byl zanedbatelny. Primérné hodnoty moduli, kromé
referen¢niho vzorku, ktery nebyl ovlivnén ptidavky CTAB, mirn¢ klesaly, ale byly vétsi nez
u referen¢niho vzorku, coz bylo mozné Castecné vysvétlit obsahem vody na vys$si mnozstvi
susiny.

Tabulka 22: Hodnoty ziskané z amplitudovych deformacnich testii pro 8 hm.% Zelatinové hydrogely
s pridavky CTAB

CTAB s
. . Bod prekriZeni Moduly v LVO Konec LVO
Zelatina
Amplituda
Vzorek G’ G” Amplituda G’ G P
deformace
(hm.%) (Pa) deformace (%) (Pa) (Pa) %)
0
R (0) 78,7+22 4274+ 0,4 551 +17 15* 04+0,5
Pod CMC 91,2+19,1 4189+0,4 468 £ 0,3 79* 0,3*
0,5 99,5+6,9 4648+ 1,3 589 + 42 98+8 1,8+19
1 79,9+23 496,4+0,5 441 + 16 33+1 7,3+8,6
2 99,7+7,3 439,2 + 53,8 694 +£2 90+2 6,722
5 85,9+47 447,7+10,4 618 + 74 62 + 29 8,2*

*Odchylka byla mensi nez 1 %.
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Obrazek 48: Graf amplitudovych deformacnich testi pro agarozové hydrogely (1 hm.%, a)
a zelatinové hydrogely (8 hm.%, b) s riznymi pridavky SDS (0; pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5 hm.%)

Vzorky pro Zzelatinové hydrogely modifikované kladn¢ nabitym CTAB (Obrazek 47b
a Tabulka 22) m¢ly podobny trend jako agar6zové vzorky, coz znamena, Ze i u tohoto materialu
se referencni vzorek liSil od ostatnich vzorkt. To podporovalo hypotézu ptidavku kladné
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nabitych povrchové aktivnich latek, tedy ze jeho ptidavek ovliviioval mechanické vlastnosti
fyzikalné zesitovanych hydrogelovych struktur, jejichz pevnost byla dana pfedevsim slabymi
nekovalentnimi interakcemi mezi fetézci polymeru [197]. U vzorkl zelatiny byl vzorek
s ptidavkem CTAB pod hodnotou CMC také odlisny. Zména nebyla tak ziejma jako u vzorka
agardzy. Lze tedy predpokladat, Ze tvorba micel ovliviiovala mechanické vlastnosti téchto
vzorkl. Pod hodnotou CMC bylo chovani kladné nabitého tenzidu vice podobné vypliovému
charakteru.

Do ur¢ité miry mohla vysledky méfeni také ovliviiovat nizka koncentrace Zelatiny, ktera se
u zelatinovych hydrogelt b&Zné vyskytuje i nékolikrat vyssi. Zelatinova sit’ tedy nebyla tak
husta, coz dovolovalo hydrogeliim urc¢itou miru volnosti na rozdil od vyssich koncentraci, kde
by sit’ byla velmi husta a jakykoliv zasah do jeji struktury by se projevil i na jejich vlastnostech
[198]. Nizsi koncentrace byla ovsem zvolena pravé pro piiblizeni s zivocisnou tkani, ktera
mnohdy byva vice fluidni a dovolujici reakci na vnéjsi podnéty.

Vysledky ziskané pro hydrogely modifikované zaporné nabitym tenzidem ukazuji, Ze
ptridavky opét ovliviiovaly mechanické vlastnosti fyzikalné zesitovanych hydrogeld, ale ne ve
stejné mife jako tomu bylo u kladn€ nabitych tenzida.

Na obrazku (Obrazek 48a) a v tabulce (Tabulka 23) je mozné pozorovat vysledky ziskané
z amplitudovych deformacnich testd pro fyzikdln¢ sitované agarézové hydrogely
modifikované pomoci zaporné nabitého SDS. Trend pro hodnoty bodii piektizeni ztratovych
a pamétovych modult, tedy pro hodnotu, pfi které dochazelo k nevratnému poskozeni
hydrogelu, byl velmi podobny hodnotam ziskanym pti modifikaci kladné nabitym CTAB.
Referen¢ni vzorek mél hodnotu amplitudy deformace v bod¢ piekiizeni spolecné se vzorkem
pod CMC mensi nez ostatni vzorky. Coz vedlo k zavéru, Ze rostouci koncentrace SDS, posléze
tvorba micel, vedla ke zvySovani této hodnoty, a tedy odolnosti vii¢i deformaci. Na rozdil od
CTAB byla tato hodnota iimérné zvétSovana s mnozstvim tenzidu ve struktufe. To by
napovidalo, ze u CTAB, u kterého ten nartist hodnoty amplitudy deformace byl skokovy oproti
referen¢nimu vzorku a pro v§echny vzorky obdobny, dochdzelo k interakcim, které ovliviiovaly
tuto hodnotu [128]. U SDS k témto interakcim nedochézelo a hodnota amplitudy deformace
Vv bod¢ prekiizeni se zvétSovala pouze na zdkladé¢ vétstho mnozstvi suSiny a mnoZstvi
vytvofenych micel. Ostatni hydrogelové vzorky s pfidavkem SDS mély navzijem velmi
podobné hodnoty. Hodnoty modulti se chovaly stejné jako u vzorki modifikovanych ptidavky
CTAB, a pridavky SDS tedy vedly ke zvySeni primérné hodnoty moduld. AvSak ve srovnani
se vzorky modifikovanych pomoci CTAB byly primérné hodnoty moduli v LVO nizsi. Na
rozdil od CTAB doslo s piidavky SDS ke snizeni hodnoty konce LVO, coz bylo s nejvétsi
pravdépodobnosti opét spojeno s omezenymi interakcemi. Micely SDS se uvnitt pora chovaly
odlisné a bez moznych interakci vyrazné neovliviiovaly strukturu a jejich ptidavky pisobily
spiSe negativné (1 kdyz ve velmi malé mife). Toto tvrzeni podporuji snimky ze SEM, kde byl
vliv SDS na morfologickou charakterizaci zanedbatelny (Obrazek 77).
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Tabulka 23: Hodnoty ziskané z amplitudovych deformacnich testii pro 1 hm.% agarézové hydrogely
s pridavky SDS

SDS
i Bod piekfiZeni Moduly v LVO Konec LVO
agaroza
Amplituda Amplituda
Vzorek G’ G” G’ G”
(hm.9%) (Pa) deformace (Pa) (Pa) deformace
' (%) (%)
R (0) 4359+9,0 80,6 £2.2 5528 + 64 587 £ 11 16+0,5
pod CMC 662,2 + 31,8 774+5,2 6075 + 208 714 + 37 1,2*
0,5 778,8+118,8 82,6+49 6570 + 67 772+ 10 1,2*
1 664,0+ 15,6 85,2+0,3 6476 £ 79 766 +£7 1,2*
2 663,0 + 35,0 85,4+3,0 6154 + 174 709+3 1,2*
5 602,5+ 8,6 102,1+4,0 7377 + 37 903 +9 1,2*

*Odchylka byla mensi nez 1 %.

Hodnoty ziskané pro jiné fyzikéaln¢ sitované hydrogely, konkrétné pro zelatinové hydrogely
(Obrazek 48b), byly zkresleny interakci SDS-Zelatina, ktera zasadnim zptisobem ovliviiovala
strukturu [199, 200]. To znamena, Ze pro nejveétsi piidavek SDS (5 hm.%) gel vibec nevznikl
a pro vyssi koncentrace (1 a 2 hm.%) byly vysledky neprokazatelné, protoze SDS v Zelating
snizovala gelovou pevnost. To je mozné pozorovat i v tabulce (Tabulka 24), kde sniZzena
pevnost a poc¢atky rozpadu jsou podpoieny zvySujici se hodnotou amplitudové deformace
V bod¢ prektizeni a také konce LVO. I pouhym pozorovanim bylo zfejmé, ze se tyto vzorky
lisily od ostatnich a nachazely se na pocatku rozpadu. Hodnoty jsou v tabulce ponechany, aby
bylo mozné tento jev komentovat.

Tabulka 24: Hodnoty ziskané z amplitudovych deformacnich testii pro 8 hm.% Zelatinové hydrogely
s pridavky SDS

SDS
.. Bod prektiZeni Moduly v LVO Konec LVO
Zelatina
Amplituda Amplituda
Vzorek G’ G” G’ G”
(hm.9%) (Pa) deformace (Pa) (Pa) deformace
' (%) (%)
R 71,9+£21,7 365,2 + 69,4 330+ 82 9+1 0,3*
Pod CMC 86,0 = 9,6 229,0+10,0 461 + 15 29* 0,2+0,1
0,5 111,1+23 216,9+8,8 505+ 11 91+2 22+1,4
1 91,9+9,8 602,4 + 28,0 441 +6 89+1 12,3+ 13,0
2 87,6 +18,6 690,6 + 191,8 260 + 8 73+3 24,1+15,2
5 _ _ _ _ _

*Odchylka byla mensi nez 1 %.

Pokud se zamétime na zbyvajici vzorky (0; pod CMC; 0,5 hm.%), tak je mozné vidét, ze
hodnoty amplitudy deformace bodu piekiizeni klesaly oproti referenénimu vzorku. Naopak
prumérné hodnoty modult v LVO rostly, coz Ize opét vysvétlit zvysenym obsahem susiny. Pro
zelatinové hydrogely modifikované SDS existovala hrani¢ni koncentrace, ktera pozitivné
ovlivitovala mechanické vlastnosti tohoto systému a z vysledka bylo patrné, ze do pridavku
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0,5 hm.% byly hydrogely celistvé a §lo s nimi manipulovat. To bylo zfejmé napt. u vyssiho
konce LVO, nejvyssi praimérné hodnoté modultt v LVO nebo v nejmensi hodnoté amplitudy
deformace v bod¢ piekiizeni. V porovnani s referenénim vzorkem byly tyto modifikace
vyrazné. Roli v tomto ptipadé nejspiS nehraly jen miceldrni struktury, ale také obsahové
mnozstvi suSiny, jak potvrzoval vzorek pod CMC, ktery mél oproti referenénimu vzorku také
modifikované vlastnosti, a Ciselné se u fady vlastnosti také velmi lisil od vzorku s koncentraci
SDS 0,5 hm.%. S vyssimi pridavky dochéazelo ke zborceni systému a negativnimu ovlivnéni
vlastnosti nebo tplné deformaci [199].

Fyzikaln¢ sitované agar6zové hydrogely byly také modifikovany neutrdlnim tenzidem,
Tritonem X-100. Trend pro ziskané vysledky byl velmi podobny tomu, co bylo popsano pro
modifikace zaporné nabitym SDS. Amplituda deformace v bod¢ piekiizeni rostla s rostouci
koncentraci tenzidu. To tedy potvrzovalo, ze gelova matrice do uréité miry interagovala
s funkénimi skupinami CTAB a v systému SDS-agar6za k zadnym interakcim nedochazelo.
S tim se u interakce agar6za-Triton X-100 i pocitalo, protoze se jednalo 0 neionogenni tenzid.
V grafu (Obrazek 49a) a v tabulce (Tabulka 25) je mozné pozorovat vysledky amplitudovych
deformacnich testi pro agardézové hydrogely modifikované Tritonem X-100. Hodnoty
amplitudy deformace se v bodé¢ piekiizeni zvysovaly s ptidavkem Tritonu X-100, na rozdil od
referen¢niho vzorku a vzorku s ptidavkem tenzidu pod CMC, u kterych byly nizsi. Totéz Slo
fict o primémnych hodnotaich moduli v LVO. Velmi zajimavym byl vzorek s nejvétsi
koncentraci tenzidu, protoZe jeho hodnoty byly skokové vyssi, ale stale podporoval trend ristu.
Podobné jako tomu bylo u SDS, tak ani u Tritonu X-100 nedochazelo k ovlivnéni hodnoty
amplitudy deformace konce LVO. Bez dalsich interakei, at’ uz nabojovych nebo jinych, nebyly
micelarni struktury Tritonu X-100 schopny vyrazné ovlivnit mechanické vlastnosti

agardzovych hydrogelt.
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Obrazek 49: Graf amplitudovych deformacnich testu pro agarozové hydrogely (1 hm.%, a)
a zelatinové hydrogely (8 hm.%, b) s riiznymi pridavky Tritonu X-100 (0; pod CMC; 0,5; 1; 2 a5 hm.%)
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Tabulka 25: Hodnoty ziskané z amplitudovych deformacnich testii pro 1 hm.% agaroézové hydrogely

s pridavky Tritonu X-100

Triton X-100 .
; Bod piekfiZeni Moduly v LVO Konec LVO
agaroza
Amplituda Amplituda
Vzorek G’ G” G’ G”
(hm.9%) (Pa) deformace (Pa) (Pa) deformace
' (%) (%)
R (0) 598,9 + 68,0 76,3+5,3 5479 + 259 598 + 23 16+05
pod CMC 698,1 + 114,2 743+1,0 5291 + 37 579+7 1,2*
0,5 682,4+12,6 81,7+3,3 6561 + 96 716 £ 31 1,2*
1 614,5+ 16,6 799+04 5645 + 35 610+1 2,0*
2 686,5+ 124.8 94,9+0,3 6196 + 155 764 + 10 16+0,5
5 935,0+ 17,5 1149+44 14766 + 499 1963 + 27 1,2*

*Odchylka byla mensi nez 1 %.

Hodnoty ziskané pro fyzikaln¢ sitovanou Zelatinu modifikovanou neutralnim Tritonem X-
100 (Tabulka 26) byly diametralné odlisné od hodnot ziskanych pro agarézové hydrogely, coz
je mozné pozorovat v tabulce (Tabulka 25). Hodnoty v bodé piektizeni klesaly s rostouci
koncentraci tenzidu. Amplituda deformace se od vzorku s 1 hm.% tenzidem prudce snizovala.
Tento trend byl obdobny tomu, ktery jsme mohli pozorovat u zelatinovych hydrogelt
s pridavky SDS (Tabulka 24). Na rozdil od téchto zavéra, primérné hodnoty moduld v LVO se
s rostouci koncentraci zvysovaly. VIiv Tritonu X-100 byl zanedbatelny i co se tyce hodnoty
amplitudy deformace konce LVO. Tyto hodnoty se zdaji byt velmi malé a z obrazku (Obrazek
49b) se zdaji byt odlisné. Hodnota konce LVO byla zaznamenana, pokud se uréity bod
pamétového modulu 1iSil od primérné hodnoty v plato o vice nez 5 %. Vyssi hodnoty modula
mohly byt zplisobeny zakoncentrovanim tenzidu (kvili niZsi koncentraci Zelatiny) na urcitych
mistech hydrogelu, coz vedlo k tvorbé kulovitych utvari v hydrogelové struktufe pii
koncentraci vyrazné vyssi nez CMC (Obrazek 80).

Tabulka 26 Hodnoty ziskané z amplitudovych deformacnich testit pro 8 hm.% Zelatinové hydrogely
s pridavky Tritonu X-100

Triton X-100
. . Bod pi‘ek¥iZeni Moduly v LVO Konec LVO
Zelatina
Amplituda
Vzorek G, G” Amplituda G’ G” .
deformace
(hm.%) (Pa) deformace (%) (Pa) (Pa)
(%)
R (0) 1016 +£2,5 3705+4,4 561 + 10 15+1 02+0,1
pod CMC 98,6 +0,1 476,9 + 99,3 629 +4 17+1 0,1+01
0,5 65,4 +5,5 370,0+ 11,8 581 + 115 15+£2 02+0,1
1 88,9+2,5 317,7+ 62,4 580 + 38 15+1 0,2*
2 85,5+8,6 168,9 + 18,2 636 + 73 18+2 0,3+0,2
5 108,6 + 9,6 1474+ 1,6 720 £49 31+2 0,2+0,1

*QOdchylka byla mensi nez 1 %.
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6.2.2 Frekvencni testy

Frekven¢ni testy poskytly data potfebna pro vyhodnoceni struktury poért studovanych
hydrogelt, jak ptidavek povrchové aktivnich latek ovlivituje jejich hodnoty a jaké jsou rozdily
mezi velikostmi port fyzikalné sitovanych hydrogelti. Experimenty byly provadény pro
amplitudu deformace v LVO. Hodnoty ziskané z rovnice (5) a (6) byly pouzity ke stanoveni
hodnot uvedenych v tabulkdch pro tuto kapitolu, kde py je hustota zesitovani, kterd dava
informaci o hustoté sité¢ v nabotnalé¢ hydrogelové formé, a porovitost je velikost pért za
predpokladu kulovité sité, poskytujici informace o vzdalenostech mezi jednotlivymi uzly.
Primérna hodnota pamétového modulu je souctem vSech hodnot pii rtiznych whlovych
frekvencich v plato.
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Obrazek 50: Graf frekvencniho testu pro agarézové hydrogely (1 hm.%, a) a Zelatinové hydrogely
(8 hm.%, b) s riiznymi pridavky CTAB (0; pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5 hm.%)

Tabulka 27: Hodnoty ziskané z frekvencnich testii a vypoctii velikosti porit pro agarézové (1 hm.%)
a zZelatinové (8 hm.%) hydrogely modifikované kladné nabitym CTAB

Agaréza Zelatina
CTAB — —
(hm.%) G’ o Porovitost G’ P o
(Pa) (mol-m 3) (nm) (Pa) (mol-m 3) (nm)
R(0) | 19472+1828  93,7+88 324+0,10| 763+63 3,7+03 953+0,26
pod CMC | 19612+2941 944+142 324+016| 651+36 3,1+02 10,04+0,18
0,5 18355+ 3104  88,3+149 331+019 | 774+79 37+04 9,49+032
1 28981+ 5524 1394+26,6 284+018 | 538+21 26=01 10,70+0,14
2 22289+ 4041 107,2+194 310+0,19 | 787+27 38+01 943011
5 16396+ 1264  1183+6,1 2994005 | 545+22 26+01 10,76+0,14

Vysledky shrnuté pro oba fyzikalné sitované hydrogely modifikované pitidavkem CTAB lze

pozorovat na obrazku (Obrazek 50) a tabulce (Tabulka 27). Hustota zesiténi rostla se zvySujici
se koncentraci CTAB pouze u agar6zovych hydrogeli, zatimco u zelatinovych hydrogelt byla
tato hodnota velmi podobna pro vSechny hydrogelové vzorky. To bylo opét dano nizkou
koncentraci zelatinové matrice, kde CTAB a jeho micely nem¢ly vyrazny vliv na strukturu
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hydrogelového materialu. Vysledna hodnota velikosti port nebyla vyznamné ovlivnéna.
Jedinym rozdilem byly vétsi hodnoty porii u zelatinovych hydrogelt oproti agar6zovym. Lze
tedy konstatovat, ze CTAB neovliviiuje velikosti port. Tyto zavéry jsou podpotfeny snimky ze
SEM a vice diskutovany v kapitole 6.2.7 (Obrazek 75 a Obrazek 76).
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Obrazek 51: Graf frekvencniho testu pro agarézové hydrogely (1 hm.%, a) a Zelatinové hydrogely
(8 hm.%, b) s riiznymi pridavky SDS (0; pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5 hm.%)

Tabulka 28: Hodnoty ziskané z frekvencnich testii a vypocti velikosti porii pro agarézové (1 hm.%)
a zZelatinové (8 hm.%) hydrogely modifikované zdporné nabitym SDS

SDS Agaroza Zelatina
(hm.%) G’ Px - Porovitost G’ Px - Pérovitost
(Pa) (molm?)  (nm) (Pa)  (molm?)  (nm)
R 32777 £ 1540 157,7+74 2,72+0,04 | 507 +32 24+03 10,92+0,23
pod CMC 30918 + 618 148,7+3,0 2,77+0,02 | 573+13 28+0,1 10,48+0,08
0,5 34669 + 4684  166,8+225 2,67+0,12 | 661+32 32+0,2 999+0,16
1 32195+ 4963  154,9+239 2,74+0,14 | 723+14 35+0,1 9,70+0,06
2 34812 + 1261 1675+6,1 2,67+0,03 | 384+33 19+02 11,98+0,34
5 27170 + 1531 130,7+7,4 2,86+0,05 - — _

Ptidavek negativné nabitého tenzidu (SDS) do agarézovych a Zelatinovych hydrogelt lze
pozorovat na obrazku (Obrazek 51) a tabulce (Tabulka 28). Jak bylo uvedeno v kapitole pro
amplitudovou deformaci (kapitola 6.2.1), tak SDS mélo odlisny vliv na studované hydrogelové
matrice oproti CTAB micelam. U agar6zovych hydrogell lze pozorovat, Ze hustota zesiténi
byla velmi podobna pro vSechny vzorky az do hydrogelu s nejvétSim piidavkem tenzidu,
u které¢ho byla hustota zesiténi nizsi nez u ostatnich vzorku. I kdyz byly hodnoty pérovitosti pro

vvvvvv

Hlavnim divodem byla schopnost gelovaténi téchto vzorku. Vyssi koncentrace SDS meéla
negativni vliv na hydrogelovou strukturu [199, 200], coz vedlo Kk tomu, ze nejvyssi piidavky
tohoto tenzidu nepodporovaly tvorbu gelu u vzorku s nejvyssi koncentraci SDS a u druhé
nejvyssi koncentrace (2 hm.%) ovliviiovala strukturni vlastnosti. V piipad¢, ze by opét byla
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predpovézena koncentra¢ni hranice, tak by hustota sitovani rostla s koncentraci a velikost ok
by se zmensovala. Tato skute¢nost méla zajimavy aplikaéni potencial, kdy opravdu jen malou
upravou koncentrace tenzidového modifikatoru jsme schopni zacit vyrazné ovliviiovat
hydrogelové vlastnosti. To ndm miize pomoct piipravit hydrogel ,,na miru®.
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Obrazek 52: Graf frekvencniho testu pro agarézové hydrogely (1 hm.%, a) a Zelatinové hydrogely
(8 hm.%, b) s riiznymi pridavky Tritonu X-100 (0; pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5 hm.%)

Pti pouziti Tritonu X-100 jako modifikatoru se mohly ignorovat nabojové interakce, jelikoz
se jednalo o neionogenni tenzid. Tyto testy potvrzuji to, co bylo fe¢eno u amplitudovych testi
pro agar6zovou matrici (Obrazek 52a), a tedy Ze s rostouci koncentraci tenzidu a vzniku micel,
vmeéstnavajicich se do hydrogelové struktury, dochazelo k rastu hodnot moduli (Tabulka 29),
coz bylo zohlednéno i v hustoté zesiténi. Naopak hodnoty porovitosti si byly velmi podobné

a statisticky z toho nebylo mozné vyvozovat zavéry.

Tabulka 29: Hodnoty ziskané z frekvencnich testii a vypoctit velikosti porii pro agarézové (1 hm.%)
a zelatinové (8 hm.%) hydrogely modifikované ne nabitym Tritonem X-100

: Agaréza Zelatina
Triton X-100 ; — : ——
(hm.%) € Px ) Porovitost G Px _ Pérovitost
(Pa) (mol-m3) (nm) (Pa) (mol-m-) (nm)
R 5556 + 239 26,7+1,2 491+0,07 | 739+113 3,6+0,5 9,65+ 0,49
pod CMC 5699+ 80  27,4+04  4,87+002 | 591+6 2,8+01 10,37 +0,03
0,5 6528+422 31,4+20  466+010 | 725+34 35+02 9,69+0,15
1 6456 + 433 31,1+21 468+011 | 556+74 2,7+04 10,60+0,47
2 6212+189 299+09 473005 [731+107 35+05 9,69+ 0,47
> 1539641559  741+75  342+012 | 933+84 45+04 9,10+0,27

V piipad¢ Zelatinové matrice (Obrazek 52b) jsou rozdily v modulovych hodnotach ziejmé

vyrazngji az pro vzorek s nejvyssi koncentraci tenzidu, kde uz, stejné jako u agarézovych
hydrogeld, hralo urcity vliv mnoZstvi suSiny, které je vétsi nez u ostatnich vzorki. Z divodu
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nizké koncentrace zelatiny a nepfitomnosti nabojovych interakci byla hustota zesiténi a hodnoty
porovitosti velmi podobné, a tedy tenzidem neovlivnéné.

6.2.3 T¥iintervalové tixotropni testy
Studiem relaxacnich testt, v této ¢asti konkrétné tii intervalovych tixotropnich testli, ve dvojim
nastaveni, s deformac¢nim krokem 20 nebo 120 sekund, byla snaha ziskat informace o vlivu
riznych tenzidii na agarézové a Zzelatinové hydrogely a jejich schopnostech zotavit se
Z poskozeni zpiisobeného napétim, které bylo zvoleno mimo LVO. Vysledky byly
vyhodnoceny pomoci deformacniho a relaxacniho stavu, které popisovaly schopnost gelu
odolavat deformaci a nasledn€ navratu do pocatecniho stavu. Deformacni i relaxacni stavy se
vzdy vztahuji k ptivodnimu stavu hydrogelu pfed deformaci. Témito testy byly modelovany
stavy, do kterych by se dany hydrogel mohl dostat pfi bézné manipulaci nebo i pii konkrétnich
aplikacich.

Hlavnim cilem tohoto testu bylo znazornéni pamétového modulu, ktery uchovava informace
o viskoelastickych vlastnostech studovanych hydrogeld. Vysledky ziskané pro agar6zové
a zelatinové hydrogely modifikované kladné nabitym CTAB, s kratSim deformaénim krokem
dlouhym 20 s adel$im 120 s dlouhym krokem, 1ze pozorovat na obrazku (Obrazek 53) a tabulce
(Tabulka 30). Grafy znazoriuji prubéh vsech tii krokt béhem testu. Prvni krok, ktery ma
napodobovat chovani gelu v klidu, bez vnéjsiho ovlivnéni, druhy krok, tzv. deformacni, béhem
kterého je pisobeno na hydrogel napétim mimo LVO, ktery deformuje hydrogel, a posledni
krok relaxacni, ktery dava hydrogelu prostor zregenerovat do podoby, co nejpodobné;si
puvodnimu stavu.
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Obrazek 53: Graf pritbéhu 3ITT pro agardzové hydrogely (1 hm.%) s deformacnim krokem dlouhym
20 s (a) a 120 s (b) s riznymi pridavky CTAB (0; pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5 hm.%)

Sloupce v tabulce (Tabulka 30) nazvané ,,Deformace (%) popisuji, jak aplikované napéti
deformuje studované agardzové a zelatinové hydrogely. Hodnota deformace zaznamenana
Vv procentech je vztazena na ptivodni hodnotu pamétového modulu hydrogelu v prvnim kroku
testu. Druha veli¢ina ve sloupci ,,Relaxace (%) znazoriiuje schopnost hydrogelu zrelaxovat po
zpusobeném poskozeni hydrogelu. VSechny agarézové hydrogelové vzorky, které byly
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deformovany 20 s, vykazovaly obdobnou odezvu na deformaci. Mezi jednotlivymi hodnotami
deformacniho stavu nebyly téméf Zadné rozdily. S témito hodnotami také korelovaly hodnoty
relaxacniho stavu, které pro vSechny agar6zové hydrogely byly také shodné. VSechny
agarozové hydrogely zrelaxovaly z deformovaného stavu o0 deset procent béhem studovaného
¢asového intervalu. Hodnoty modulti po deformaci postupné rostly (Obrazek 53a), a tak se da
predpokladat, ze v dostate¢né dlouhém casovém intervalu by doslo k relaxaci vzorkd do stavu
blizkému stavu pfed deformaci. Po zhodnoceni deformacnich i relaxacnich stavii bylo mozné
konstatovat, ze krok deformace, se svou dobou trvani 20 s, nebyl dostate¢né dlouhy na to, aby
zpusobil dostatecné poskozeni k rozliSeni jednotlivych vzorka a tedy, aby bylo mozné délat
zaveéry o modifikacich CTAB na hydrogelovou strukturu agar6zovych hydrogelti.

Vysledky ziskané pro stejné nastaveni s deforma¢nim krokem prodlouzenym na 120 S je
mozné pozorovat na obrazku vyse (Obrazek 53b) a v tabulce (Tabulka 30). Delsi deformaéni
krok jiz deformoval agar6zové hydrogely rozdilné. Rostouci koncentrace CTAB zptisobovala
vetsi deformaci agardzovych hydrogeld. Referenéni vzorek byl zdeformovan z ptiivodniho stavu
na 36,0 % a postupné doslo k deformaci az na 26,7 % u vzorku s nejvyssi koncentraci tenzidu.
Schopnost relaxace byla tvorbou micel zmensena. Kompaktni agar6zové sit’ vyplnéna CTAB
nem¢la dostatek prostoru k regeneraci. U vSech vzorki s koncentraci CTAB nad CMC doslo
k relaxaci z 33,9-36,5 % oproti vzorkim pod CMC, které zrelaxovaly z 44,3 % a 39,5 %.
Schopnost relaxovat korelovala se snizujici se hodnotou moduli zaznamenanych
amplitudovymi deformaénimi testy (Tabulka 21). P¥idavky tenzidu a posléze tvorba micel mély
spi$ negativni vliv na schopnost relaxace. Tento vliv byl sice pouze v fadu jednotek procent,
ale jiz byl pozorovatelny. Vyrazné to ale neovlivitovalo aplikaéni potencial a s nim spojené
viskoelastické vlastnosti.

Tabulka 30: Hodnoty deformace a relaxace v zavislosti na hodnoté G ‘v prvnim kroku 3ITT s délkou
deformacniho kroku 20 a 120 s pro agarozové a zelatinové hydrogely s pridavky CTAB

CTAB Agaroza Zelatina
Vzorek  Def. krok Deformace Relaxace Deformace Relaxace
(hm.%) O] (%) (%) (%) (%)

R 20 394+20 50,8+ 2,5 342+17 298+1,5
120 36,0+ 1,8 443+22 12,8+ 0.6 11,3+0.8
Pod 20 40,6 £2,0 51,6 +2,6 21,1+1,1 20,6 +1,0
CMC 120 31,2+1,6 395+2,0 6,3+0,3 6,4+0,5
20 344 +1,7 441+£22 248+1.2 235+1.2

05 120 279+ 14 350+ 1.8 8,1+04 8,0+ 0,6
20 444 £2.2 56,3 +2,8 26,7+1,3 253+1,3

1 120 29,2+1,5 36,5+1,8 73+04 7,1+0,5
5 20 376+1,9 483+24 318+1.,6 288+14
120 272+ 14 342+1,7 217+ 1,4 27,2+1,9
5 20 395+2,0 50,5+2,5 37,2+1,9 33,1+1,7
120 26,7+13 33,9+ 1,7 321+ 1,6 29,7 +2.1

Naopak tomu bylo u Zelatinovych hydrogeld, kde vyssi koncentrace CTAB pomaéhala
zelatinovym vzorkiim lépe odolavat kratsimu (20 s) i delsimu (120 s) deformaé¢nimu kroku.
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Pocatecni pridavky CTAB zptsobily vyssi deformaci hydrogelového systému. OvSsem po
piekroceni CMC zacaly micely vyplnovat zelatinovou hydrogelovou sit, coz hydrogelim
pomohlo odolavat deformaci (Tabulka 30). Vzorky s nejvyssimi pfidavky CTAB byly schopny
vyztuzit hydrogelovou sit, a to diky niz§i hustoté sité¢ Zzelatinovych hydrogelti oproti
agar6zovym hydrogelim. U téchto vzorka byla pozorovatelna dokonce shodna nebo mensi
hodnota deformace nez u referenéniho vzorku, do jehoz sit¢ nebylo zasahovédno. Pfi vétSim
poskozeni systému del§im deformacnim krokem byla tato odolnost micelarnimi strukturami
mnohem vyraznéjsi, kdy vzorky s 2 a 5hm.% CTAB vykazovaly az tfikrat vyssi odolnost
k deformaci oproti referen¢nimu vzorku.

Schopnost relaxace u zelatinovych hydrogelil nebyla vyrazna, v fadé ptipada byla hodnota
relaxace hydrogelu niz$i nez hodnota deformace. Micelarni struktury tento jev zpomalovaly
a nedovolovaly dalsi deformaci. Neustala deformace byla zplsobena, jiz dfive zminénou,
nizkou koncentraci zelatinovych hydrogeli, ktera zpisobovala, Ze tyto systémy reagovaly na
jakykoliv podnét mnohem déle, nezli to bylo pozorovano u agardézovych hydrogelti (Obrazek
54). To bylo také potvrzeno pomoci frekvenénich testl, kde bylo zjisténo, Ze hustota zelatinové
sit¢ byla mnohokrat mensi nez agar6zové (Tabulka 27, Tabulka 28 a Tabulka 29). Pouhé
davkovani hydrogelu do reometru zptisobovalo borceni vzorkil. Zelatinovy hydrogelovy systém
by tedy vyzadoval vyrazné prodlouzeni prvniho a tfetiho kroku testu, které by dovolilo
hydrogeliim se ustalit, ovSsem bez zaruky, Ze by k Giplnému ustaleni viibec doslo. S tim by také
byly do méfeni zaneseny dalsi faktory jako jsou vysouSeni vzorku nebo zména jeho struktury
béhem testu.
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Obrazek 54: Graf prubéhu 3ITT pro Zelatinové hydrogely (1 hm.%) s deformacnim krokem dlouhym
20 s (a) a 120 s (b) s ruznymi pridavky CTAB (0; pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5 hm.%)

Druhym studovanym modifikdtorem hydrogelovych vlastnosti fyzikaln¢ sitovanych
hydrogelt byl zaporné nabity tenzid SDS (Obrazek 55). Stejné jako tomu bylo u modifikace
CTAB, tak ani zde u dvaceti sekundového deformaéniho kroku nemélo SDS vyrazny vliv na
odolnost agar6zového hydrogelového systému. Dvacet sekund se zdalo pfilis malo Casu na to,
aby byl pozorovatelny vliv micelarnich struktur na vyztuzeni hydrogelu. U delSiho
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deformacniho kroku byl ur¢ity vliv micelarnich struktur pozorovatelny (Tabulka 31). Obdobné
jako u CTAB, tak i u modifikace SDS doslo micelarnimi strukturami k naruSeni odolnosti vici
deformaci, ktera byla zptisobena presycenim husté agardzové sité tenzidem.

Pti kratSim deformacnim kroku nedoslo k vyraznému ovlivnéni agar6zové hydrogelové
struktury, a tak nebylo mozné pozorovat vyrazné rozdily v relaxaci mezi jednotlivymi
hydrogely. U delsiho kroku urcité rozdily byly, ale hodnotové byly tyto rozdily velmi malé na
to, aby bylo mozné vyvozovat vétsi zavéry. Tomu by odpovidaly také modulové hodnoty
ziskané pro tento typ tenzidu v ramci amplitudovych deformacnich a frekvencnich testt
(Tabulka 23 a Tabulka 28).

10000
b

h

10000

1000 | 1000 E

viskoelastické¢ moduly (Pa)
viskoelastické moduly (Pa)

ey
100 L 1 1 1 100 . Q I I
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
¢as (s) ¢as (s)
(@) (b)

R (G) OR (G") ®pod CMC (G') Opod CMC (G") oR(G) OR (") 0004 CHC(6) Opod M (G

05 (G) 05 (G") 1(G) 1(G") 05(G) 05 (G") L @) L)
02 (G) 02(G") 5(G) 5(G") 02 (G) 02 (G") 5(G) 56"

Obrazek 55: Graf priitbéhu 3ITT pro agardzové hydrogely (1 hm.%) s deformacnim krokem dlouhym
20 s (a) a 120 s (b) s ruznymi pridavky SDS (0; pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5 hm.%)

Vzorky Zelatinovych hydrogelii byly ovlivnény neschopnosti gelace u vzorku s nejvyssi
koncentraci SDS (5 hm.%). Ostatni Zelatinové hydrogely byly ptidavkem SDS posileny a jejich
schopnost odolavat deformaci rostla se zvysujici se koncentraci SDS, kde hlavnim divodem
byla tvorba micel, protoZe referencni vzorek a vzorek s koncentraci SDS pod CMC vykazovaly
nizs§i odolnost vic¢i deformaci. Pro obé délky deformacniho kroku bylo zifejmé, ze vzorek
s2hm.% SDS byl schopen gelovat, ale v porovnani s ostatnimi vzorky s tenzidem uvnitf
struktury bylo zfejmé, Ze byl interakci SDS-Zelatina ovlivnén [199]. Jak jiz bylo diskutovano
drive, tak SDS ve spravném mnoZstvi byl schopen Zelatinové hydrogely posilit. Zejména diky
delSimu deformac¢nimu kroku bylo zfejmé, Ze ideélni ptidavek SDS pro posileni hydrogelu byl
0,5 hm.%, jelikoz tento vzorek vykazoval pro obé studované délky deformacniho kroku
nejvyssi hodnoty odolnosti viéi deformaci (Tabulka 31).

Schopnost relaxovat byla pro zelatinové hydrogely vznikem micel také pozménéna (Obrazek
56). U kratsiho deformacniho kroku, kdy nebyl hydrogel dostate¢né poskozen, dokazaly
micelarni struktury vyztuzit hydrogelovou sit’ a zpomalit ustdlenou deformaci hydrogelu.
V piipadé 2 hm.% SDS byl hydrogel dokonce regenerovan az na 48,6 % pavodniho stavu
2 32,9 % po deformaci. Delsi deformacni krok vedl k vyraznéjsimu poskozeni hydrogelt, na
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kterych byl v mensi mife pozorovatelny stejny vliv micelarnich struktur. I zde byla pro 2 hm.%
vzorek pozorovana relaxace na 39,5 % ptvodniho stavu z deformovanych 25,6 %.

Tabulka 31: Hodnoty deformace a relaxace v zavislosti na hodnoté G ‘v prvnim kroku 3ITT s délkou
deformacniho kroku 20 a 120 s pro agarozové a zelatinové hydrogely s pridavky SDS

SDS Agaroéza Zelatina
Vzorek  Def. krok Deformace Relaxace Deformace Relaxace
(hm.%) (s) (%) (%0) (%) (%0)
R 20 46,0+23 57,9+29 30,6 1,5 26,3+ 1,3
120 374+272 46,0 + 2,3 17,7+0,9 15,7+0,8
Pod 20 438+22 55,5+2,8 379+1,9 328+1,6
CMC 120 413+25 51,3+ 2,6 16,0+0,8 143+0,7
05 20 442 +2.2 55,9+2,8 51,8+2,6 49,3+2.5
’ 120 30,7+1,8 37,9+1,9 499+25 449+ 2,3
1 20 454 +23 57,6 £29 42,4 +2,1 40,2+2,0
120 36,0+2,2 451+273 18,6 +0,9 176+0,9
5 20 39,3+2,0 495+25 329+ 1,6 48,6 +2.4
120 36,2+2,2 446 +2,2 256+1,3 395+20
5 20 433+22 54,8 +2,7 - -
120 323+19 40,6 + 2,0 — —
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Obrdzek 56: Graf pribéhu 3ITT pro Zelatinové hydrogely (1 hm.%) s deformacnim krokem dlouhym
20 s (a) a 120 s (b) s riznymi pridavky SDS (0; pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5 hm.%)

Poslednim studovanym tenzidem liSicim se molekularni hmotnosti a nabojem byl Triton X-
100 (Obrazek 57). U agar6zovych hydrogelt byl vliv tenzidu na schopnost odolavat deformaci,
stejné jako u ostatnich tenzidd, pomérn¢ maly (Tabulka 32). Jak u krat$iho, tak u delSiho
deformacniho kroku bylo mozné pozorovat vyrazné zhorSeni schopnosti odolavat deformaci
u vzorku s nejvyssi koncentraci Tritonu X-100 (5 hm.%). To podporovaly vysledky ostatnich
tenzidii, kde také zvySené mnozstvi ptfidané amfifilni latky vedlo k piesyceni systému
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a neschopnosti odolavat aplikovanému napé€ti. Schopnost relaxace byla pro vSechny vzorky
velmi podobnd, nezéavisle na délce deformacniho kroku. Stejné jako ptredeslé tenzidy CTAB
a SDS, tak i Triton X-100 byl schopen zrelaxovat z 47-60 %. Jedinym rozdilem byl opét vzorek
S nejvyssim mnozstvim tenzidu, ktery relaxoval hiife, coz bylo zpisobeno vétsi deformaci
vzorku béhem druhého kroku testu. Pokud bychom se ovSem zaméfili na hodnotovou schopnost
relaxace z hodnoty po deformaci, tak i vzorky s nejvyssi koncentraci tenzidu byly schopny za
deset minut zrelaxovat o0 8,7 % respektive 5,9 % (pro deformacni krok dlouhy 20 a 120 s),
oproti 9-10 %, kter¢é se vyskytovaly u ostatnich vzorku.
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Obrazek 57: Graf pritbéhu 3ITT pro agardzové hydrogely (1 hm.%) s deformacnim krokem dlouhym
20 s (a) a 120 s (b) s ruznymi pridavky Tritonu X-100 (0; pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5 hm.%)
Tabulka 32: Hodnoty deformace a relaxace v zavislosti na hodnoté G ‘v prvnim kroku 3ITT s délkou
deformacniho kroku 20 a 120 s pro agarozové a zZelatinové hydrogely s pridavky Tritonu X-100

Triton X-100 Agaroza Zelatina

Vzorek  Def. krok Deformace Relaxace Deformace Relaxace

(hm.%) ) (%) (%) (%) (%)
R 20 445+ 2,2 56,7+2,9 39,3+2,0 349+1,7
120 39,6+2,0 48,7+ 2,4 18,3+0,9 16,0+0,8
Pod 20 495+25 62,6 3,3 409+21 35,8+1,8
CMC 120 37,2+19 45,6 + 2,3 16,8 +0,8 15,1+0,8
20 46,6 +£2,3 58,0+29 46,7+ 2,3 40,0+ 2,0
05 120 38,7+19 47442 4 17,4+0,9 15,8+ 0,8
1 20 40,1+2,0 512+2,6 420+21 355+1,8
120 411+2,1 50,8+ 2,5 218+1,1 18,6 £0,9
5 20 482+24 60,6 +£3,0 61,2+3,1 523+2,6
120 38,3+1,9 475+ 24 41,1+2,2 38,8+1,9
5 20 329+1,6 416+2,1 62,0+ 3,1 57,6+29
120 26,4+1,3 323+1,6 352+1,8 33,3+1,7
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Zelatinové vzorky s p¥idavkem Tritonu X-100 reagovaly na kratsi i delsi deformacni krok
obdobn¢ jako vzorky s pfidavkem CTAB, u kterych nedochazelo k zadné vyrazné interakci
amfifilni latky s gelotvornym materidlem (Obrazek 58). Pfidavky Tritonu X-100 a posléze
tvorba micel vedla ke zvySeni pevnosti Zelatinové sité. Nejvyssi koncentrace tenzidu zptisobila,
ze 20 s deformace deformovala hydrogel na 62,0 % pavodni hodnoty oproti referen¢nimu
vzorku, ktery byl deformovan na 39,3 %. Delsi 120 s deformace deformovala vzorek s nejvyssi
koncentraci na 35,2 % oproti referen¢nimu vzorku deformovanému na 18,3 % (Tabulka 32).

Relaxace byla taktéZ podobna vysledkim ziskanym pro CTAB. Tvorba micel vyrazné
podporovala relaxaci zelatinovych hydrogelt uz i u kratkého deformacniho kroku, u kterych se
schopnost relaxovat zvySovala s mnozstvim micel v systému. Oproti vzorkim pod CMC
(34,9 % a 35,8 %) se relaxace zvétsila az 1,5x pro 2 a 5 hm.% piidavky tenzidu (52,3 %
a 57,6 %). Pokud bychom se zamé&fili na delsi deformacni krok, tak rozdilné byly opét az vzorky
s nejvyssimi koncentracemi tenzidu (2 a 5 hm.%), protoze u niz§ich koncentraci se v hydrogelu
nevyskytoval dostatek micelarnich struktur. U téchto vzorkll se schopnost relaxace oproti
referenénimu vzorku az zdvojnasobila.
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Obrazek 58: Graf pribéhu 31TT pro Zelatinové hydrogely (1 hm.%) s deformacnim krokem dlouhym
20 s (a) a 120 s (b) s ruznymi pridavky Tritonu X-100 (0; pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5 hm.%)

6.2.4 Creepové testy
Jedna se o zakladni testy polymernich biomaterialii, které nam poskytuji pfedstavu o obnové
biomaterialu po odstranéni konstantni zatéze. Obrazek 59 popisuje srovnavaci studie
agardzovych a Zelatinovych vzorki s pfidavky CTAB, na které bylo pisobeno napétim 30 Pa
po dobu deseti minut. Po odstranéni napéti hydrogely relaxovaly a byla jim zaznamenavana
hodnota amplitudy deformace po dobu dvaceti minut.

Z obrazku se da vypozorovat, ze pii aplikaci napéti plsobiciho na hydrogely, doslo
k rychlému elastickému zotaveni. Pro agardzové hydrogely pii ptisobeni napéti byla hodnota
amplitudy deformace pomérné nizka, vrozsahu 0,6-1,4 %. Nejvyssi hodnota patiila
referen¢nimu vzorku a vzorku pod CMC, a u vzorka s vyssimi hodnotami CTAB, nad CMC,
dochazelo ke snizeni hodnot amplitudové deformace, coz bylo zpiisobeno vysSim zaplnénim
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struktury amfifilem a snizenim molekularni mobility. Vzorek bez amfifilniho ptidavku (R)
a vzorky s malym mnozstvim CTAB (pod CMC a 0,5 hm.%) zrelaxovaly ze zhruba 33-34 %,
kdezto vzorky se strukturou vyztuzenou vétSim mnozstvim miceldrnich struktur vykazovaly
relaxaéni névratnost v hodnotach 40—41 %.

Stejny test byl proveden také pro zelatinové hydrogely s ptidavky CTAB. U téchto vzorka
doslo pii aplikaci napéti, v porovnani s agarézovymi hydrogely, k vyssi reakci amplitudové
deformace v rozmezi 3—7 %. Zaroven s tim si lze pov§imnout pomérné nejednotnych hodnot
relaxace, které se vyskytovaly v rozsahu 17-74 %. To bylo zptsobeno, jiz dfive zminénou,
nizkou zelatinovou koncentraci, kterd v ramci tohoto testu dovolovala studovanym vzorkiim
zna¢nou odchylku. I tak Ize ov§em z téchto vysledkl vyvozovat urCité zaveéry. A tedy, ze vyssi
koncentrace CTAB (5hm.%) nahrazovala nizkou koncentraci hydrogelové matrice
a vyztuzovala jeho strukturu. To z n¢j mutze spoleéné s dal§imi hydrogelovymi vlastnostmi
(transportni, morfologické) ¢init zajimavého zastupce s aplikaénim potencidlem.
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Obrdzek 59: Graf creepového testu pro agarézové hydrogely (1 hm.%, a) a Zelatinové hydrogely
(8 hm.%, b) s riznymi pridavky CTAB

Stejné jako u agardézovych hydrogeli modifikovanych CTAB, tak také pii modifikaci
pomoci SDS vykazovaly hydrogely pfi aplikaci napéti velmi nizké hodnoty amplitudy
deformace. V tomto piipad¢ ovsem byly hodnoty velmi blizko u sebe a v ramci chyby se nedalo
fict, Ze by se mezi sebou vyrazné liSily. Jedinym rozdilem byly az hydrogely s nejvys$Simi
piidavky SDS (2 a 5 hm.%). U téchto vzorkt (Obrazek 60a) doslo k nejnizsi obnoveé amplitudy
deformace, coz mohlo byt zpisobeno pravé mnozstvim tenzidu uvniti hydrogelové struktury,
kdy se toto mnozstvi zdalo kontraproduktivni a pfi tomto testu vedlo k deformaci vzorku, ktera
zamezovala obnové. To potvrzoval i sklon kiivky pfi této obnové v druhém kroku, ktery se po
odebrani napéti nejevil byt konstantni a rovnob&zny S 0s0U X, ale stale klesal.

Opacny piipad zde plati pro Zelatinové hydrogely modifikované SDS (Obrazek 60b).
U té&chto vzorkt bylo opét mozné pozorovat vyrazné vyssi hodnoty amplitudy deformace pii
aplikaci napéti, které se vyskytovaly od 2 do 16 %. Nizké pridavky tenzidu (referen¢ni, pod
CMC a 0,5 hm.%) vyrazné neovliviiovaly hodnotu amplitudy deformace. Na rozdil oproti tomu
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pridavky vyssi (1 a 2 hm.%) mély opacény vliv. U Zelatinovych hydrogelti ptfi pouzité
koncentraci (8 hm.%) nedochazelo k ovlivnéni molekularni mobility, jelikoz hustota zaplnéni
nebyla pii této koncentraci tak vyrazna a pohyb fetézct byl stale malo ovlivnén a zpusoboval
vysokou hodnotu amplitudy deformace. Obdobné¢, pti odebrani napéti, doslo u vzorki s vys$im
obsahem SDS Kk nejvétsi relaxaci, coz mohlo byt zptisobeno pravé amfifilnimi strukturami,
které poskytovaly hydrogelim zvySenou uniformitu, kterda podporovala navrat hydrogelti do
puvodniho stavu.
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Obrazek 60: Graf creepového testu pro agarézové hydrogely (1 hm.%, a) a Zelatinové hydrogely
(8 hm.%, b) s riiznymi pridavky SDS

Ptidavek bez nabojového Tritonu X-100 do agar6zové matrice zptusoboval oc¢ekavanou
odezvu na aplikované napéti. To bylo na obrazku (Obrazek 61a) zachyceno jako hodnota

m¢él referencni vzorek s 0,6 %. Tato hodnota postupné s mnozstvim tenzidu rostla az k hodnoté
1,6 % pro vzorky s nejvétsim mnozstvim tenzidu a micelarnich struktur (2 a 5 hm.%). Po
odstranéni napéti dochéazelo k relaxaci, pro které byly vysledky nejednotné. Jelikoz se
neocCekavala nabojova interakce, protoze bylo pracovano S neutralni matrici i nenabitym
tenzidem, tak se u téchto odchylek ocekavalo, ze budou zptisobeny molekularni velikosti
a strukturou tenzidu, ktera bude vétsi a odlisna od jinych studovanych tenzidi (CTAB a SDS).
Opét bylo ovSem tifeba brat v potaz nizké hodnoty, se kterymi bylo pracovano Vv piipadé
agardzovych hydrogeld a u kterych se dostavalo na hranici citlivosti piistroje. I zde si ov§em
lze povsimnout, Ze relaxace vykazovala lepsich vysledki pro hydrogely s vyssimi ptidavky
tenzidu (2 a 5 hm.%).

Pro zelatinovou matrici (Obrazek 61b) byla odezva na napéti totozna jako pro Zelatinové
hydrogely s ptidavky CTAB, a tedy, Ze hodnota amplitudy deformace byla nejnizsi pro vzorky
S nejvyssim mnozstvim tenzidu. U relaxace uz se ovSem vyskytovaly rozdily. Rozdily byly opét
pravdépodobné zptisobeny velikosti molekul Tritonu X-100 (téméf dvojnasobné oproti CTAB),
které pro vzorky s jeho nejvyssi koncentraci (2 a 5 hnarusovaly hydrogelovou strukturu a
nepodporovaly relaxaci. U ostatnich vzorkt nebyl vliv Tritonu X-100 vyrazny.
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Obrazek 61: Graf creepového testu pro agarozové hydrogely (1 hm.%, a) a Zelatinové hydrogely
(8 hm.%, b) s riznymi pridavky Tritonu X-100

Pokusime-li se zhodnotit vliv jednotlivych tenzidd na hydrogelovou matrici, tak dostaneme
ovlivituji. Témi mohou byt homogenita hydrogelu, vliv naboje, interakce, velikost, nebo
struktura amfifilu. Je mozné jednotlivé tenzidy mezi sebou porovnat, ale zavéry nebudou
univerzalni pro napf. ,,zaporny tenzid s fyzikaln¢€ sitovanych hydrogelem*, ale pouze konkrétné
pro ,,SDS s agar6zou*, aj. Vyplnéni hydrogelové sité micelami je tak jednoduchym zptisobem,
jak zvysit hydrogelovou hierarchii. To z téchto hydrogeld déla idedlni prostiedi pro bunécny
rust, coz vede k roz$ifeni moznosti jejich vyuZiti.

Ve zkratce by se dalo konstatovat, ze ptidavek jakéhokoliv amfifilu je schopen ovlivnit
pevnost hydrogelové sité. S tim koreluji i relaxacni testy, u kterych pti dostatecné dlouhém
deformac¢nim kroku jsme byli schopni pozorovat ovlivnéni schopnosti relaxace u 3ITT testl
a taktéz u creepovych testd. Logicky tak korelovalo zpevnéni hydrogelové sit¢ se zvySenou
schopnosti hydrogelové relaxace. Nezavisle na typu tenzidu jsme ovSem nepozorovali vliv
a korelaci u frekvenénich testl, u kterych u dopocitané hydrogelové porovitosti nebyly v rdmci
chyby pozorovatelné rozdily, coz miize byt zptisobeno malou citlivosti piistroje u takto nizké
porovitosti.

Popis mechanickych vlastnosti at’ uz hydrogeli modifikovanych amfifily nebo témér
jakykoliv hydrogelt pro riizné aplikacni pouZiti je tzv. béh na dlouhou trat’. Reologie umoznuje
nespocet testll a nastaveni, kombinaci riznych geometrii ¢i faktori ptsobicich na hydrogel
béhem nebo i pfed méfenim, které popisuji a upravuji pohled na aplikaéni potencidl
jednotlivych hydrogeld. Proto je velmi obtizné vybrat vhodné testy, které by poskytly
dostate¢né podklady pro vyvozovani zavéri. Zde byly prezentovany testy a podminky ptisobici
na gely, které poskytuji zéklad potfebny pro zhodnoceni hydrogelti modifikovanych amfifily.
Diky nim byly ziskany informace pro jejich zékladni charakterizaci. Jak je i zfejmé z této
diskuze, tak i tento vybér testl neni pro vSechny hydrogely idealni a bylo by tieba védomosti
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zavislosti). I pfesto provedené testy slouzi jako univerzalni zéklad pti charakterizaci
hydrogelovych systémd.

6.2.5 SuSeni a rehydratace hydrogeli modifikovanych tenzidy

Suseni a nasledné rehydratace jsou pomérné jednoduché experimenty, které ndm ovSem mutizou
pomoct s celkovou charakterizaci hydrogelovych vzorki. Jelikoz voda je jednou z hlavnich
slozek hydrogelového systému, tak to, jak se z hydrogelu dostava a nasledné jakym zptisobem
se do hydrogelu zase absorbuje, poskytuje cenné informace 0 hydrogelu jako celku a zaroven
o jeho ménicich se vlastnostech pfed a po rehydrataci. Jelikoz je struktura sit¢ béhem suSeni
pozménéna, tak je zajimavé studovat, jaky vliv ma tento proces na opétovnou rehydrataci vody
do téchto vzork.

Su$ici experimenty, spojené s naslednou rehydrataci byly provedeny pro fyzikalné
sitovanou agardzu i zelatinu s pridavky vSech studovanych tenzidl. Suseni bylo studovano pii
ruznych teplotach a v riznych nastaveni, avSak rozdily mezi nimi nebyly markantni, a tak jsou
zde vzdy zobrazeny vysledky ziskané pomoci analyzatoru vlhkosti pti 70 °C. Rehydratace byla
zaznamenavana tak, ze vzorky byly vysuSeny az do konstantni hmotnosti a poté nasledné
rehydratovany a vkazdém stavu jim byla zaznamenana jejich hmotnost. Hodnota
rehydratovaného hydrogelu byla zaznamenana vzdy tfi dny po pfidani vody. U agarézovych
hydrogela byla do grafii zaznamenéna pouze hodnota xerogeltl a rehydratovanych hydrogeli.
U zelatinovych systémii byla zaznamenana i hodnota piivodnich hydrogeld, jelikoz byla tato
hodnota nizs§i nez hodnota rehydratovanych hydrogelti, a tudiz bylo mozné tyto hodnoty
porovnavat.

6.2.5.1 Kationtovy tenzid — CTAB
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Obrdzek 62: Pribeh vysouseni agarozovych hydrogelii s pridavky kladné nabitého tenzidu CTAB
zaznamendano pomoci analyzatoru vihkosti (vlevo);, analyza vihy vzorki v xerogelovém
a rehydratovaném stavu pro agarozové hydrogely modifikované CTAB (vpravo)

Ptidavek CTAB, kladn¢ nabitého tenzidu, nemél vliv na prabéh susSeni agar6zovych
hydrogelii, a to ani v pfipad¢ koncentraci nad CMC, kdy se uvnitt hydrogelového systému
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vyskytovaly miceldrni struktury. Hydrogely byly vysuseny do tiplného bezvodého stavu za 65
minut. Rehydratace prozradila, ze ptidavky CTAB zvysuji schopnost vzorkl pfijimat vodu
(Obrazek 62), avsak ne tak vyrazné jako napi. SDS [201]. Se zvySujici koncentraci rostlo
I mnozstvi reabsorbované vody. Piekro¢eni CMC vedlo také k podpoie pfijmu vody oproti
referen¢nimu vzorku a vzorku s CTAB pod CMC.

Ptidavky kladné nabitétho CTAB mély vliv na vysouseni Zelatinovych hydrogeld, coz byl
prvni rozdil oproti agar6zovym systémtm. Voda byla uvniti hydrogelt 1épe drzena po ptidavku
CTAB. Po tvorbé micel byla tato voda drzena uvniti hydrogelu pevnéji a doba vysouseni byla
z25 minut prodlouzena az na 40, pro vzorky s nejvyssi koncentraci CTAB. Opétovna
rehydratace méla obdobny pribéh jako pro agar6zové hydrogely, tedy Ze se zvySujici
koncentraci tenzidu dochazelo k vysSimu piijmu vody (Obrazek 63). Vliv CTAB a posléze
i tvorba micel tento trend mnohondsobné zvySovaly. Vzorky stenzidem nad CMC az
ztrojnasobili svou hmotnost oproti referenénimu vzorku. Na co je u téchto zelatinovych
hydrogelt dilezit¢ upozornit, je také jejich schopnost absorbovat vodu az do stavu
mnohonasobné vyssiho, nez byl jejich piivodni hydratovany stav [202, 203]. Piidavky CTAB
tento trend znacné zesiluji.
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Obrazek 63: Pritbeh vysouseni zelatinovych hydrogeli s pridavky kladné nabitého tenzidu CTAB
zaznamendno pomoci analyzdtoru vlhkosti (vlevo); analyza vidhy vzorkii v xerogelovém
a rehydratovaném stavu pro Zelatinové hydrogely modifikované CTAB (vpravo)

6.2.5.2 Aniontovy tenzid — SDS

Stejné jako tomu bylo u kladné nabitého CTAB, tak ani zaporn¢ nabité SDS nemélo vyrazny
vliv na pribéh suSeni agar6zové matrice, coz svédcilo o neutralité a pevnosti agardzové site.
Stejné tak 1 doba do tplného vysuseni se nezmeénila a k vysuseni dosSlo zhruba po 65 minutach.
Micelarni struktury ovSem hrély roli pii opétovné rehydrataci agarozovych hydrogelt. Jak je
mozné vidét z obrazku (Obrazek 64), tak vzorky bez tenzidovych micel (referen¢ni a pod CMC)
byly schopny pfijmout nejméné vody a se vznikem micel dochédzelo k reabsorpci vétSiho
mnozstvi vody. Vyssi koncentrace SDS (2 a 5 hm.%) vedly az k Sestindsobnému zvétSeni
hmotnosti [201].
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Obrazek 64: Prubeh vysouseni agarozovych hydrogelii s pridavky zdaporné nabitého tenzidu SDS
zaznamendno pomoci analyzatoru vihkosti (vlevo);, analyza vahy vzorkii v xerogelovém
a rehydratovaném stavu pro agarozové hydrogely modifikované SDS (vpravo)

Na vysouseni zelatinové matrice mélo SDS obdobny vliv jako CTAB. Pfidavky SDS silngji
udrzovaly vodu (oproti referen¢nimu vzorku) uvnitt hydrogelu. Jde ovSem pozorovat, Ze
vysouseni bylo ovlivnéno pouze ptidavky SDS, nikoliv tvorbou micel.
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Obrdzek 65: Priitbéh vysouseni Zelatinovych hydrogelii s pridavky zaporné nabitého tenzidu SDS
zaznamendno pomoci analyzdtoru vlhkosti (vlevo); analyza vidhy vzorkii v xerogelovém
a rehydratovaném stavu pro zelatinové hydrogely modifikované SDS (vpravo)

Rehydratace SDS-Zelatinovych vzorkd byla komplikovangjsi. Vzorky pod CMC a pfii
nejvyssi koncentraci SDS (5 hm.%) nebyly pii rehydrataci stabilni a rozpadly se. Ostatni vzorky
byly schopny castecné rehydratace, jak je mozné vidét z obrazku (Obrazek 65), tak vyssi
koncentrace SDS podporovaly absorpci vody. To lze shrnout tak, Ze systém SDS-zelatina mé
spodni a vrchni hrani¢ni hodnoty ptidavku SDS, pii kterych dojde ke vzniku micel, které
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podporuji gelovou strukturu. Spodni hranice byla 0,5 hm.% SDS, pii které doslo ke vzniku
dostate¢ného mnozstvi micel k tomu, aby byla hydrogelova struktura zachovana. Vrchni
hodnota byla 2 hm.% SDS, ve které bylo vytvofeno tolik micel, Ze to vyrazné podporovalo
gelové absorpéni vlastnosti, ale systém jeSté nenyl pfesycen na tolik, ze by doslo k rozpadu
gelu.

6.2.5.3 Neionogenni tenzid — Triton X-100
U agarozovych hydrogeli po piidavku neionogenniho tenzidu Tritonu X-100 nebylo
o¢ekavano, ze by doslo k zasadni zméné béhem pribéhu vysouseni hydrogelu. To bylo pomoci
experimentl s analyzatorem vlhkosti a susarnou potvrzeno (Obrazek 66). Vysledky byly velmi
podobné experimentim provedenych na agardzovych hydrogelech s ptidavky CTAB a SDS.
To stejné platilo i pro rehydratani experimenty. Pfidavek tenzidu a tvorba micel
podporovala rehydrataci hydrogelovych systémil. Vyrazné zlepseni rehydratacnich vlastnosti
bylo vidét az pii pridavku 1hm.% tenzidu, kdy byl v hydrogelovém systému dostatek
micelarnich struktur pro podporu rehydratace [204]. Se zvySujici koncentraci Tritonu X-100
a s tim i mnozstvi micel, se zvySovaly i1 rehydratacni schopnosti az k rehydrataci o 25 %, ktera
byla pozorovatelna pro vzorek s nejvyssi koncentraci Tritonu X-100 (5 hm.%).
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Obrdzek 66: Pribéh vysouseni agarozovych hydrogelii s pridavky neiontového tenzidu Tritonu X-
100 zaznamendno pomoci analyzatoru vihkosti (vlevo), analyza vihy vzorkii v xerogelovém
a rehydratovaném stavu pro agarézové hydrogely modifikované Tritonem X-100 (vpravo)

V piipad¢ zelatinovych hydrogeli (Obrazek 67) s ptidavky Tritonu X-100 nedoslo na rozdil
od CTAB a SDS k zadnému vlivu micelarnich struktur na pribéh suseni a v ramci chyby byl
prabéh suseni vSech vzorkt stejny.

Rehydratace xerogelovych vzorki se nesla ve stejném duchu, a tedy ze ptidavky nad CMC
podporovaly opétovny piijem vody. Modifikace timto tenzidem nepfinesla rozdily mezi
jednotlivymi vzorky nad CMC a vSechny hydrogely absorbovaly podobné mnozstvi vody.
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Obrazek 67: Pribéeh vysouseni zelatinovych hydrogelii s pridavky neiontového tenzidu Tritonu X-100
zaznamendano pomoci analyzatoru vihkosti (vlevo); analyza vahy vzorkii v xerogelovém
a rehydratovaném stavu pro Zelatinové hydrogely modifikované Tritonem X-100 (vpravo)

6.2.6 Difaze hydrogeli modifikovanych tenzidy

Micely nepoméhaji jen s mechanickymi vlastnostmi hydrogelovych systémil, ale také se
zvySenim rozpustnosti $patné rozpustnych 1é¢iv a hydrofobnich organickych slou¢enin [205].
Pro studium transportnich vlastnosti fyzikalné sitovanych hydrogelovych systému ovlivnénych
tenzidovymi micelarnimi strukturami byla vyuzita barviva, ktera se mezi sebou lisila v naboji,
molekulové hmotnosti a absorpénim maximu. Konkrétné se jednalo 0 kladné nabitou
methylenovou modf, zaporné nabity eosin B a neutralné vystupujici riboflavin. Jedna se o ve
vodé rozpustné latky, které se vyuZivaji v fadé primyslovych odvétvich, ale hlavné nasly
uplatnéni ve farmacii a mediciné. To je ¢ini jedinenymi latkami pro studium transportnich
vlastnosti v systémech a materidlech s potencidlnim medicinskym uplatnénim, piesnéji
s materialy pfichazejicimi do styku s lidskym télem. Tato barviva, ktera se 1i8i v naboji, jsou
idealnimi  modelovymi latkami (modelovymi 1é¢ivy) pro studium modifikovanych
hydrogelovych materialti s medicinskym aplikacnim potencialem.

Methylenova modf (MM) je béZné vyuzivané 1é¢ivo, pivodné syntetizované jako textilni
barvivo v roce 1876 [206]. Jeho mala molekulova hmotnost umoziuje rychlé dodani MM do
tkani. Lze jej redukovat na leukomethylenovu modf (leukoMM), a proto jej Ize pouzit 1 jako
antioxidant. Tato latka byla vibec prvnim plné syntetickym léc¢ivem, které bylo vyuZzito
v medicing. V roce 1891 bylo vyuzito pro 1é¢bu malarie, a i dnes se v nékterych piipadech stale
vyuziva [207-209]. Krom¢ 1é¢iva na malarii, naslo MM fadu uplatnéni v ramci medicinského
vyzkumu, ale také jako barvici ¢inidlo [210].

Eosin B, stejné jako MM, naSel své uplatnéni v boji s malarii. Pomoci molekularniho
dokovani, které predikuje preferovanou orientaci jedné molekuly na druhou, byl eosin B
identifikovan jako potencialni antiprotozoalni 1é¢ivo [211]. Jeho citlivost byla studovana in
vitro na apikomplexnich parazitech, coz dokazalo, ze eosin B je vysoce selektivni, silny
inhibitor riznych malarickych kmenti odolnych vii¢i I€kiim [212]. Nejcasteji se ovsem pouziva
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jako kontrastni barvivo k hematoxylinu. Toto barveni je jednou z nejcastéjSich technik
v histologii [213].

Riboflavin, taktéz zndm jako vitamin Bz, je nezbytnou mikrozivinou pro lidské télo se
sirokou skélou fyziologickych funkci a musi byt pfijiman exogenné z potravin nebo dopliki.
Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) byl zafazen mezi Sest hlavnich ukazatelti pro
hodnoceni lidského rastu, vyvoje a nutriéniho stavu. Rada studii nazna¢ila hlavni roli
riboflavinu v prevenci a 1é¢b¢ riznych onemocnéni [214].

Studovanymi tenzidy byly, stejné€ jako barviva, tii zastupci S riznym nabojem. Jednalo se
0 kladn¢ nabité CTAB, zaporné nabité SDS a bez nabojovy Triton X-100. Tyto tenzidy byly
ptidavany do fyzikaln¢ sitovanych hydrogelti (1% agar6za a 8% zelatina). Tenzidy byly
studovany v nékolika rtiznych koncentracich (pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5hm.%) a vzdy
porovnavany s referenénim vzorkem (R), ve kterém se nevyskytoval zadny tenzid.

6.2.6.1 Methylenova mody

Prabéh uvoliovani kladné€ nabitého barviva z agardzovych a zelatinovych hydrogelt, které byly
modifikovany pfidavkem CTAB, byl studovan v prub&hu nékolika desitek hodin (Obrazek 68)
pomoci UV/Vis spektrofotometrie. Ptidavky CTAB do agar6zového hydrogelu podpoftily
uvolnovani barviva, které zrychlilo uvoliovani a zvétsilo mnozstvi barviva v roztoku mimo gel.
Jelikoz byl modifikator i modelové 1é¢ivo stejné nabité, tak tento nartist mnozstvi uvolnéného
barviva byl spojen s nabojovou interakei, kdy kladné nabit¢é CTAB nepodporovalo ukladani
barviva uvniti gelu ani do svych micelarnich systému. To bylo podpoieno i tim, Ze mnozstvi
barviva nebylo odlisné ani pro vzorek s CTAB koncentraci pod CMC, kdy nedoslo k tvorbé
micelarnich systémi, a i ptes minimalni mnozstvi CTAB uvnitt gelu, doSlo k vypuzeni stejného
mnozstvi barviva jako pro vzorky, které v sobé micelarni systémy mély. Uvolfiovani barviva
bylo mozné pozorovat 48 hodin, poté dochazelo k ustanoveni rovnovahy. Prubéh a rychlost
uvolnovani byl téméf totozny s referenénim vzorkem, rozdilné bylo pouze mnozstvi.
Pfidavkem tohoto tenzidu ke stejné nabitému modelovému 1é¢ivu jsme tedy byli schopni
zrychlit a zvysit mnozstvi uvolnéného barviva [205].

Transportni vlastnosti methylenové modfi pro Zelatinovy hydrogelovy systém s piidavky
tenzidl byly ovlivnény interakci CTAB s Zelatinou. To popsal jiz Saxena a spol. [200] ve své
studii, kde dokazal, ze vtomto systému nad CMC koexistuji komplexy zelatina-CTAB
s volnymi micelami. To je diivod pro¢ vV rdmci uvoliovacich experimentti nebylo mozné najit
rozdily mezi jednotlivymi hydrogely nezavisle na mnozstvi CTAB uvniti systému. Hydrogely
bez CTAB, pod CMC i nad CMC vykazovaly stejny prubéh uvoliovani, tak i mnozstvi
uvolnéného barviva v okoli hydrogelu. To bylo zpisobeno pravée interakci zelatina-CTAB,
ktera docilila toho, Ze nedochazelo k odpuzovani kladné nabitého barviva. Koncentrace CTAB
neméla na tento systém za piitomnosti kladn€¢ nabitého modelu barviva vliv a uvolilovani
probihalo zcela totozné jako tomu bylo u referen¢niho vzorku. To z tohoto modifikatoru ¢ini
idealniho aplika¢niho zastupce pfi potiebé zachovat stejné uvoliovaci vlastnosti, ale nutnosti
ovlivnéni jinych vlastnosti nez transportnich (napf. mechanickych).
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Obrazek 68: Difiize uvolitovaCich experimentii methylenové modri z agarézovych () a Zelatinovych
(b) hydrogelii s riiznymi koncentracemi CTAB (0; pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5 hm.%)

Druhym studovanym modifikatorem byl zaporné nabity tenzid SDS. Vliv tohoto tenzidu byl
sledovan pfi uvolnovacich experimentech methylenové modii (Obrazek 69). Z vysledki tohoto
experimentu pro agar6zové hydrogely je ziejmé, Ze prubéh uvoliovani byl velmi podobny pro
vSechny vzorky. Rozdily Slo ovSem nalézt v mnoZstvi uvolnéného barviva. lhned si lze
povSimnout, ze mnozstvi SDS uvnitt hydrogelu mélo vliv na rychlost a mnoZstvi uvolnéného
barviva. Vzorky bez SDS a pod jeho CMC, vykazovaly nejpomalejsi uvoliiovani a rychlost
uvoliovani se zvySovala s rostouci koncentraci SDS. Mezi 6 a 24 hodinami doslo ke zpomaleni
uvoliiovani a vSechny hydrogely byly v podobné pozici, co se ty¢e mnozstvi uvolnéného
barviva. Jedinym rozdilem ovSem byl vzorek s nejvy$$im mnozstvim SDS (5 hm.%), ktery
uvolioval vyrazné vice barviva od pocatku experimentu a taktéZ i po hrani¢ni ¢asové hodnoté
6 hodin. To bylo nejspise zpisobeno mnozstvim micelarnich struktur, které zabiraly uvnitf
hydrogelu misto a vytlacovaly barvivo ven z hydrogelu.

Opacny prubéh byl pozorovatelny pro Zelatinovy hydrogelovy systém s ptidavky SDS.
Rychlost a mnoZstvi uvolnéného barviva bylo vyrazné vyssi pro vzorek bez SDS a pro vzorek,
ktery nemél dostate¢né mnozstvi SDS pro vznik micelarnich systému. Rozdily bylo mozné
ovsem pozorovat i mezi témito dvéma vzorky, kde referen¢ni vzorek mél nejrychlejsi kinetiku
uvolnovani, a i byl schopny uvolnit nejvice barviva. U vzorkd, ve kterych se vyskytoval SDS
modifikator, tak doslo k interakci SDS-Zelatina. Tato interakce ve spojeni s tvorbou volnych
micelarnich systému do sebe ukladala opacné nabité barvivo, které poté nebylo témét vibec
uvolnéno do prostfedi mimo hydrogel. Jak bylo zminéno vyse, tak jediny vzorek s SDS, ktery
byl schopen uvoliiovat MM ve véts§im mnozstvi, byl vzorek bez micelarnich systémi, kde
jediné zpomaleni uvoliovani je zplsobenou pouze ndbojovou interakci mezi matrici
a tenzidem. Také je tieba zminit to, co bylo jiz v literatuie publikovano [199] a také potvrzeno
Vv této praci (kapitola 6.2), ze SDS v zelatinovych gelech vyrazné ovliviiuje jeho mechanické
vlastnosti a vyS$$i koncentrace SDS snizuji gelovou pevnost a mechanické vlastnosti, coz
nevedlo ke tvorbé gelu u vzorku s nejvyssi koncentraci SDS (5 hm.%).
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Obrazek 69: Difiize uvoliiovaCich experimentii methylenové modri z agarézovych () a Zelatinovych
(b) hydrogelii s riiznymi koncentracemi SDS (0; pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5 hm.%)

Tretim studovanym tenzidem byl nenabity Triton X-100. Jelikoz se jedna o bez nabojovy
tenzid, tak se neocekavala interakce jak s matrici, tak ani s uvolilovanym kladné nabitym
barvivem. To bylo dodrzeno a uvolilovaci experimenty nevykazovaly rozdily mezi
jednotlivymi vzorky sriznou koncentraci tenzidu ani sreferenénim vzorkem, ktery
neobsahoval zadné mnozstvi tenzidu, pro agarézové ani zelatinové hydrogely (Obrazek 70).
JelikoZ nedochdzelo k Zadnym interakcim, tak barvivo mélo moznost se libovolné a volné
uvolnovat ven z hydrogelu. To podporuje i literatura [200], ktera u Zelatinovych hydrogela
Vv systému Zelatina-Triton X-100 popisuje dominantni hydrofobni interakce.
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Obrdazek 70: Difiize uvoliiovaCich experimentii methylenové modri z agarézovych () a zelatinovych
(b) hydrogelii s riznymi koncentracemi Tritonu X-100 (0; pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5 hm.%)
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6.2.6.2 Eosin B

Druhym studovanym barvivem byl eosin B, ktery mél napodobovat modelové 1€¢ivo se
zapornym nabojem. Barvivo bylo studovano totozné jako byla MM, a to na tfech rtizn¢ nabitych
tenzidech a dvou fyzikaln¢ sitovanych hydrogelovych matricich.

Vliv CTAB na fyzikdlné sitované agar6zové hydrogely a uvoliiovani zédporné nabitého
modelového 1é¢iva byl podobny jako tomu bylo pro kladné nabity model s jedinym rozdilem,
kterym byl vzorek s koncentraci CTAB pod CMC. Rychlost uvoliiovani i mnozstvi barviva
byla tmérné s rostouci koncentraci tenzidu zvétSovana. Tvorba micel zamezovala ukladani
barviva do hydrogelu a se zvétSujicim se mnozstvi miceldrnich struktur dochazelo
k vytlaovani barviva z hydrogelu. Proto bylo mozné pozorovat, sice velmi malé, ale
vyskytujici se, rozdily v mnozstvi uvolnéného barviva s rostouci koncentraci tenzidu nad CMC.
Jedinym vzorkem, ktery nepotvrzoval tyto zavéry byl vzorek stenzidem vyskytujicim se
V hodnoté¢ pod CMC. Uvniti tohoto hydrogelu nedochazelo ke tvorbé micelarnich struktur
a uvnitf hydrogelu se vyskytovaly pouze volné molekuly CTAB s kladnym nébojem. Tyto
molekuly tedy mohly interagovat s opa¢né nabitym barvivem a drzet ho pevné uvnitf
hydrogelu. Coz je na obrazku (Obrazek 71a) zobrazeno jeho témét nulovym zaznamenanym
mnozstvim mimo hydrogel.

Modelové 1é¢ivo bylo uvnitt Zelatinového hydrogelového systému modifikovaného kladné
nabitym CTAB pevné drZeno. Podle vysledku bylo zifejmé, ze dochazelo k interakci piimo
zaporné nabitého eosinu B s zelatinou, jelikoz nezavisle na koncentraci ¢i vyskytu CTAB uvniti
hydrogelu, nedochazelo k témét zadnému uvolnéni barviva (Obrazek 71b). Mirnou zménu §lo
pozorovat az pro nejvyss$i koncentraci CTAB (5 hm.%), a to vyraznéji az od 24. hodiny
experimentu. To bylo nejspiSe zpusobeno mnozstvim tenzidu, které bylo jiz na dany systém
piilis velké a s nejvétsi pravdépodobnosti dochazelo k uvolnéni barviva zaroven i s micelami
tenzidu.
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Obrdzek T1: Difize uvoliovaCich experimentii €0sinu B z agarézovych (a) a Zelatinovych (b)
hydrogelii s riiznymi koncentracemi CTAB (0; pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5 hm.%)
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V ptipad¢ agar6zovych hydrogeld, které byly modifikovany zaporné nabitym tenzidem SDS
(Obrazek 72a) se vysledky velmi podobaly vysledkim ziskanym pro agar6zové hydrogely
modifikované CTAB a uvoliiovani kladné nabitého barviva (Obrazek 68a). V tomto pfipadé
taktéz dochazelo k nabojovému odpuzovani mezi SDS a eosinem B. To bylo zobrazeno ve
vysledcich tak, ze na pocatku experimentu dochazelo k rychlejSimu a vétSimu mnozstvi
uvolnéni barviva ven z gelu. Rozdily nebyly pfili§ velké ani mezi referencnim vzorkem bez
tenzidu a s dalsimi hydrogelovymi systémy, kde se SDS vyskytovalo.

U zelatinovych hydrogel tomu bylo jinak. U vzorku, které mély koncentraci SDS nad CMC,
tak dochazelo k vytlacovani barviva ven zgelu (0,5; 1 a 2hm.%). U vzorki, u kterych
nedochéazelo ke tvorbé miceldrnich struktur byla primarni interakce zelatina-barvivo, ktera
drzela barvivo uvnitt hydrogelu. U vzorku s SDS pod CMC dochazelo také k odpuzovani
volnych molekul SDS eosinem B, ovSem kvili men§imu mnozstvi SDS nebyla rychlost
uvoliovani tak vyrazna jako u ostatnich vzorki. Stejné jako v predeslych piipadech, tak
I U téchto vzorkd pti kombinaci SDS a zelatiny nedoslo ke gelaci vzorku s nejvyssi koncentraci
SDS (5 hm.%).

Pozorovatelné rozdily mezi agarézovou a Zelatinovou matrici (Obrazek 72b), i pfes to, Ze se
jednalo o stejny typ sitovani s totoznym nabojem, byly zptsobeny hustotou sité (rozdily mezi
hustotami siti byly diskutovany v kapitole 0). Zelatinové hydrogely byly schopny mnohem
vyssich koncentraci, které by sit’ zahustily a taktéz ovlivnily vliv micel na strukturu.
S myslenkou aplika¢niho potencidlu byla ovSem zelatinova koncentrace nizs$i, aby doslo
k bliz§imu pfiblizeni k pfirodni tkani v podob¢ extracelularni matrice. Stejné modifikatory se
stejnymi modelovymi IéCivy, jaké byly pouzity pro agardézové hydrogely, se tak mohly
projevovat uvnitt zelatinovych hydrogelti odlisné.
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Obrazek T2: Difiize uvoliiovaCich experimentii eosinu B z agardzovych (a) a zelatinovych (b)
hydrogelii s riiznymi koncentracemi SDS (0; pod CMC; 0,5, 1; 2 a 5 hm.%)

Agar6zové hydrogely ovlivnény ptidavky Tritonu X-100 znazornovaly vliv micelarnich
struktur na uvolhovani zaporné nabitého barviva eosinu B (Obrazek 73a). Barvivo bylo uvniti
micelarnich struktur drZzeno pevnéji, coz vedlo k jeho pomalejSimu uvoliovani. To bylo
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popsano na obrazku tak, ze vzorky nad CMC (0,5; 1; 2 a 5 hm.%) vykazovaly niz$i hodnoty
uvolnéného barviva, nez tomu bylo u referen¢niho vzorku a vzorku s Tritonem X-100 pod
hodnotou CMC.

Stejné jako tomu bylo v pfipad¢ predeslych experimentt s MM, tak z divodi hustoty sité
zelatinovych hydrogeli a nepfitomnosti nabojovych interakci, tak v uvoliovani zaporné
nabitého barviva z Tritonem X-100 modifikovaného zelatinového systému, nebyly
pozorovatelné rozdily (Obrazek 73b).
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Obrazek 73: Difize uvoliovaCich experimentii €0Sinu B z agardzovych (a) a Zelatinovych (b)
hydrogelii s riiznymi koncentracemi Tritonu X-100 (0; pod CMC; 0,5; 1; 2 a 5 hm.%)

6.2.6.3 Riboflavin

V piipadé, kdy barvivo neneslo zadny naboj (riboflavin), tak se neocekavalo zadné zpomaleni
ani zrychleni uvoliiovani. To platilo pro vSechny studované tenzidy (CTAB, SDS a Triton X-
100) ipro obé studované hydrogelové matrice (agar6za a Zelatina). VSechny agardzové
hydrogely byly schopné uvolnit zhruba 30% barviva (Obrazek 74). Po této hodnoté se
ustanovila rovnovédha a nebylo uvolnéno dal§i barvivo. Této hodnoty dosdhly vSechny
agar6zové hydrogely nezavisle na tenzidu mezi 24. a 48. hodinou.

Zelatinové hydrogely mély taktéz viechny stejny pribéh uvoliiovani barviva nezavisle na
druhu tenzidu. U vSech byl pozorovatelny linearni nartist uvolnéného barviva z hydrogelu.
Jediny zaznamenatelny rozdil byl u bez nabojového tenzidu (Obrazek 74), kde vzorek
S nejvysSim mnozstvim tenzidu (5 hm.%) vyrazné podporoval uvoliiovani barviva.

To, z hydrogeli modifikovanych timto neionogennim tenzidem, ¢inilo idealni modifikatory
Vv ptipad¢€ vyuziti jinych nez transportnich vlastnosti, v ptfipad¢, kdy ptidavky tenzidu a vyskyt
micelarnich struktur, mél za nasledek modifikaci napf. mechanickych (kapitoly 6.2.1, 6.2.2,
6.2.3 2 6.2.4) nebo hydratacnich (kapitola 6.2.5) vlastnosti.
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0,5; 1; 2 a5 hm.%)
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6.2.7 Morfologicka charakterizace

Studium fyzikalné€ sitovanych hydrogelovych systémi modifikovanych riznymi tenzidy bylo
také rozsifeno o morfologickou charakterizaci. Z predeslych experimentt (kapitola 6.1.6) byl
vybran vhodny postup ptipravy vzorkd, ktery redukoval vznik artefakti a dovoloval pozorovat
strukturu blizkou nativni (nabotnalé¢) formé. Z toho divodu byly hydrogely Sokové mrazeny
tekutym dusikem, coz omezilo rist klasickych krystalt ledu a tim zamezovalo kolapsu struktury
vlivem téchto ledovych krystalti. Po zmrazeni byly vzorky okamzité lyofilizovany. VysusSené
vzorky bylo mozné po pokoveni pozorovat v dale neupravovaném stavu. Pro kazdy ze tii
tenzidl byly vybrany ¢tyfi koncentrace, které byly pomoci SEM pozorovany (0; pod CMC; 1
a 2 hm.%).

Obrazek 75: Povrchova morfologie fyzikalné sitovanych agarézovych hydrogelii s riiznymi pridavky
CTAB zobrazeny pomoci metody SEM. Origindlni priblizeni 5000 x

Na prvni pohled se mohlo zdat, ze CTAB se zvysujici koncentraci dochéazelo ke zvétSeni
velikosti pori agar6zové hydrogelové struktury (Obrazek 75). OvSem pii bliz§im studiu snimkt
ziskanych pro tyto hydrogely, bylo zifejmé, Zze vzorky s CTAB mély sit’ komplexng&j$i a hustsi
[205]. To by potvrzoval i vypocet hustoty sité z frekvencnich testt pro tyto vzorky (Tabulka
27). Ptidavky dalsich latek do hydrogelové struktury také zvySoval pravdépodobnost vyskytu
artefaktl, které ovlivitovaly strukturu. Tvorba artefaktd byla nezadouci, ovSem pii dodrzeni
podminek ptipravy a pozorovani se ocekavalo, ze k tvorbé artefaktti dochazelo ve stejné mite
pro vSechny vzorky, tudiz rozdily mezi jednotlivymi vzorky pozorovanymi u lyofilizovanych
geli znacily rozdily iV plvodni struktufe. Kromé zminéného rozdilu ptidavki CTAB
a referencniho vzorku bez CTAB se nezdal byt vliv micel na tuto strukturu nikterak vyznamny.
Rozdily bylo opét mozné pozorovat az u vzork s vyssi tenzidovou koncentraci (2 hm.%), pfi
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které nebylo mozné pory pozorovat a struktura se jevila slepend dohromady. To mohlo byt
zpusobeno vlivem nizkych teplot tekutého dusiku, které zptsobily tvorbu CTAB krystali.

R (0 hm.%)

Obrazek 76. Povrchova morfologie fyzikalne sitovanych zelatinovych hydrogelii s riiznymi pridavky
CTAB zobrazeny pomoci metody SEM. Originalni priblizeni 1000 %

Snimky SEM pro Zelatinové hydrogely s piidavky CTAB lze pozorovat vyse (Obrazek 76).
Rozdily mezi jednotlivymi vzorky byly na prvni pohled minimalni. Velikost poru se jevila byt
nezavisla na mnoZstvi ptidaného kladné nabitého tenzidu. To by bylo mozné bliZze analyzovat
pomoci obrazové analyzy, ktera by ovSem byla u téchto hydrogeld obtizna. Bylo by tieba
pracovat s hladkym povrchem, ze kterého nic nevyéniva. To by vyZzadovalo Upravu postupu
ptipravy a také Upravu zlyofilizovanych vzorkl, coz by ovlivnilo i samotné snimky ze SEM
a takovy postup by bylo potieba nejprve optimalizovat. Nerovnosti zptisobuji rozostiend mista
na snimcich, které poté nelze analyzovat. Zaroven zde také hraje vyznamnou roli natoceni
vzorku, pory natoCené jinym smérem by zkreslovaly vysledky. Hustota sité byla taktéz
neovlivnéna, coz mohlo byt dano samou podstatou Zelatinovych hydrogeli a jejich koncentraci,
ktera byla na moznosti této sité nizka. To potvrzovaly také vysledky z frekvenénich testu,
u kterych hustota sité byla po€itana a ani tam se neobjevovaly statisticky vyznamné rozdily.

Co se tyCe pridavkt SDS do agar6zové hydrogelové sité (Obrazek 77), tak na rozdil od
CTAB ptidavki nedochazelo k vyraznému ovlivnéni morfologie a vSechny vzorky si byly
velmi podobné. Zaporné SDS by nemélo stejné jako kladné CTAB s agardzou, ktera vystupuje
jako neutralni, nijak interagovat. Z toho dtvodu bylo nejpravdépodobnéjsi, Ze hydrogelova
struktura byla v piipadé¢ CTAB ovlivnéna pravé vznikem krystalli pii niz8ich teplotach, anebo
jeho vyss§i molarni hmotnosti. Strukturni podobnost vech vzorki podporovaly taktéz vypocty
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hustoty sité z frekvenénich testt, podle kterych mély vSechny vzorky velmi podobné hodnoty
hustoty sité (Tabulka 28).

R (0 hm.%) ppd CMC

Obrazek T1: Povrchova morfologie fyzikalné sitovanych agarozovych hydrogelii s riiznymi pridavky
SDS zobrazeny pomoci metody SEM. Originalni priblizeni 5000 %

Naopak u Zelatinovych hydrogelt (Obrazek 78), s pfidavky SDS, byl ziejmy vliv tvorby
micel, protoze pro referenéni vzorek a vzorek s koncentraci pod CMC byly pory jednoznaéné
mensi, neZ tomu bylo u hydrogeli s koncentraci nad CMC (1 a 2 hm.%). Vliv SDS na
mechanické vlastnosti Zelatinovych hydrogelii byl jiz diive popsan a vysvétluje 1 vliv na tuto
hydrogelovou strukturu.
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R (0 hm.%) pod CMC

Obrazek 78: Povrchova morfologie fyzikalne sitovanych zelatinovych hydrogelii s riiznymi pridavky
SDS zobrazeny pomoci metody SEM. Originalni priblizeni 1000 %

Poslednim studovanym tenzidem, ktery byl pfidavan do agar6zovych a zelatinovych
hydrogelovych struktur byl neionogenni Triton X-100. V ptfipad¢ agarézovych hydrogelt
(Obrazek 79) mél za nasledek ovlivnéni hydrogelové struktury u vzorki nad CMC. Referenéni
vzorek a vzorek s koncentraci tohoto tenzidu pod CMC mél viditelné pory se zdanlivé stejnou
velikosti. Zména nastala u vzorkti nad CMC (1 a 2 hm.%), které nemé&ly viditelnou strukturu
a hydrogel se zdal slepeny a povrch hladky. Triton X-100 ma jesté vyssi molarni hmotnost nez
CTAB, ktery u vzorku s nejvyssi koncentraci vykazoval slepenou morfologii také. Z divodu
témét dvojnasobné hmotnosti tohoto tenzidu mohlo jeho pfidani vést ke zborceni struktury
diive nez az pti nejvyssi studované koncentraci.

Pfidavky Tritonu X-100 do zelatinové struktury (Obrazek 80) vedly, stejné jako
u agar6zovych hydrogelti, k vyraznym zasahtim do struktury pro vzorky s tenzidem nad CMC.
Vzorky s koncentraci, ktera nevedla ke vzniku micel (R a pod CMC), nevykazovaly mezi sebou
rozdily. U vzorku s 1 hm.% tenzidu se v porovité struktuie zaCaly objevovat vétsi pory, které
vznikly zakoncentrovanim tenzidu na jednom misté. Tento jev byl jesté zesilen u vzorku
s nejvyssi koncentraci tenzidu (2 hm.%). U né&j byl pozorovatelny vétsi vyskyt téchto jader, ve
kterych bylo mozné pozorovat dalsi uniformni pérovitou strukturu.
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R (0 hm.%)

Obrdzek 79: Povrchovd morfologie fyzikalné sitovanych agarozovych hydrogelii s riiznymi pridavky
Tritonu X-100 zobrazeny pomoci metody SEM. Origindlni priblizeni 5000 %

R (0 hm.%)

{

IR 110, N MR

Obrdzek 80. Povrchova morfologie fyzikalne sitovanych zelatinovych hydrogelii s riiznymi pridavky
Tritonu X-100 zobrazeny pomoci metody SEM. Origindlni priblizeni 1000 %
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7 ZAVER

Predlozend dizertacni prace se zabyva vlivem amfifilnich latek na klicové fyzikalné-chemické
vlastnosti hydrogelovych systému. Jejich charakterizace byla opfena o reologickou
charakterizaci viskoelastickych vlastnosti, charakterizaci transportnich vlastnosti pomoci
uvoliiovacich experimentii, a morfologickou charakterizaci rastrovaci elektronovou
mikroskopii. Mezi dal§i podplirné techniky patfily jednoduché vysouseci a botnaci
experimenty, plynova sorpce nebo prutokové experimenty za vyuziti difuznich cel.

Reserse zohlednila aplika¢ni potencialy materiald vhodnych pro hydrogelové matrice,
a i samotné amfifilni latky schopné modifikovat hydrogelové vlastnosti, coz vedlo k vybéru
hydrogelovych matric a amfifilnich modifikatord. Po provedeni uvodnich experimenta byla
zvolena fada riiznych materialt k piipravé hydrogela a také amfifild pro jejich modifikaci. Jako
hlavni modifikator byl vybran pfirodni a clovéku vlastni lecitin, ktery ma také vhodné
samouspoiadavaci vlastnosti. Pro potvrzeni a komplexné&jsi charakterizaci bylo kromé lecitinu
taktéZ pracovano s klasickymi tenzidy, které se hojné vyuzivaji v Cisticich prostfedcich
a ¢lovéku jsou pii vyssich koncentracich toxické. Tenzidy byly vybrany tfi rizné, liSici se
V moléarni hmotnosti, struktufe a hlavné naboji. Konkrétné se jednalo o kladné CTAB, zaporné
SDS a neionogenni Triton X-100. Hydrogelové matrice byly vybrany pod podminkou
biokompatibility a biodegradability. Nejhojnéji bylo pracovano s fyzikalné sitovanymi
hydrogely, sagar6zou a Zelatinou, ovSem pro potieby porovnani byli vybrani zastupci
i iontového sitovani, alginat, a také chemického sitovani, coz zastitila smés PVAI
s chitosanem.

Inspirace pro tuto praci byla Cerpana v ptirod¢€, piesnéji u extracelularni matrice, ktera je
hydrogely velmi ¢asto napodobovana a jeji vlastnosti vyuzivany. Nebylo zdmérem ECM
mimikovat, ale pouze se teoreticky inspirovat a jeji vlastnosti co nejjednoduseji prenést do
systémy, a hydrogelové systémy v této praci byly modifikovany pouze piidavky amfifilnich
latek, které mely volnost ve své uprave a samousporadavani.

Bylo doké&zano, ze lecitin rtizn¢ ovliviiuje hydrogelové systémy v zavislosti na jejich
sitovani. Lecitin ovliviioval nejen mechanické vlastnosti, ale taktéZ transportni a morfologické.
V tomto ohledu byly studovany hydrogely v nabotnalém stavu, ale také rehydratované
hydrogely po vysuSeni. Vliv lecitinu byl vyrazng&j$i u rehydratovanych vzorki. Vliv na
mechanické vlastnosti byl ziejmy pro vSechny typy sitovani, ovSem nejvyrazngjsi zmény byly
pozorovatelné u chemického sitovani, coz bylo spojeno s pevnosti sité. Tyto zavéry byly
podpoieny SEM snimky, plynovou sorpci a botnacimi experimenty. Transportni vlastnosti
studovany uvoliiovacimi experimenty dokéazaly, Ze lecitin je schopen ovlivnit mnozstvi a dobu
uvoliiovani modelového 1é¢iva. Kromé lecitinu ma na transportni vlastnosti nejvetsi vliv typ
a naboj modelového léciva.

U klasickych tenzidii bylo pracovano pouze s fyzikalné sitovanymi hydrogely, kterym mély
tenzidy pomoct s nedokonalymi mechanickymi vlastnostmi. Mnozstvim riznych reologickych
testll bylo potvrzeno, Ze tenzidové micelarni struktury jsou schopny upravovat mechanické
vlastnosti jen do urcité¢ miry. Ovlivnéni neni ve vétSin€ pfipadli vyrazné, nezavisle na typu
anaboji tenzidu. Rozdiln€¢ tomu ovSem je u transportnich vlastnosti, kde micelarni vliv je
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vyrazny. Morfologie té€chto systém je taktéz ovlivnéna jen do urcité miry, coz koreluje s vyse
zminénym.

V ramci této prace, byla hojné¢ vyuzivana metoda SEM, se kterou byly studovany
nejvhodnéjsi typy upravy vzorku pro pozorovani. Byly pozorovany vzorky ve vysuSeném
xerogelovém stavu, ale i v hydrogelovém (,,nativnim®) stavu, a to v fezu nebo na povrchu.
Rozdily mezi témito ptistupy byly diskutovany a pro konkrétni potteby zhodnoceny.

Tato prace dokazala, ze pridani amfifild je moznym piistupem k hydrogelové modifikaci. Za
predpokladu vyuziti téchto systému jako prostiedi pro zivé tkané€, pro jehoz vyuziti maji tyto
hydrogely predpoklady, by bylo potieba provést stejné experimenty i s buiitkami. Z této prace
1ze vyvozovat ptredpoklady, jak by ony experimenty mohly dopadnout, jelikoz pravé amfifily
mély vliv bun¢k mimikovat, ale v piipadé zivé tkan¢ neni mozné spoléhat jen na predpoklady.
Jelikoz jsou medicinské aplikace jednim z hlavnich potencialnich aplika¢nich cilt, tak kromé
testdl s zivymi bunikami se jako zfejmy dalsi krok jevi experimentalni ¢innost za podminek
napodobujici prostiedi lidského téla jako je napt. prace pfti teploté 37 °C nebo ve fyziologickém
roztoku misto deionizované vody.

Predlozena prace slouzi jako nahled do zakladniho vyzkumu hydrogelovych systému
modifikovanych amfifilnimi latkami. Jedna se o Gvodni kapitolu, na které je mozné stavét
arozvést vyzkum hydrogeld s amfifily. Zejména ve sméru riznych amfifilnich material
v kombinaci s dalsimi hydrogelovymi matricemi a dal§imi charakteriza¢nimi technikami, pro
které v této praci nebyl prostor. Takovych kombinaci miize byt nekonecné mnoho. Zavérem by
bylo dobré si z této prace piebrat, ze modifikace hydrogelti nemusi byt vzdy provadéna slozité
a za ucelem okamzitého aplika¢niho vyuziti, zvlaste¢ kdyZz v tomto zakladnim vyzkumu jsou
stale mista, kterym pln€ nerozumime a existuje prostor nejen pro rozvinuti zdkladniho
vyzkumu, ale rozhodné také aplika¢nich moZnosti.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ZKratka Vyznam

CTAB cetyltrimethylammoniumbromid
SDS dodecylsiran sodny

Triton X-100 2-[4-(2,4,4-trimethylpentan-2-yl)phenoxy]ethanol
UV/Vis ultrafialovo-viditelna spektroskopie
IPN interpenetrované polymerni sité

sIPN semi-interpenetrované polymerni sité
AFM mikroskopie atomdrnich sil

ECM extracelularni matrice

M B-D-manuronovy zbytek

G a-L-guluronatovy zbytek

PVAI polyvinylalkohol

CMC kritickd micelarni koncentrace

CMT kritickd micelarni teplota

LLC lyotropni kapalny krystal

PL fosfolipidy

DNA deoxyribonukleova kyselina

RNA ribonukleova kyselina

SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
LVO linearni viskoelasticka oblast

BET Brunauer-Emmet-Teller teorie

PEG polyethylenglykol

PHEMA poly(2-hydroxyethylmethakrylat)

HA hydrofobni asociace

EPR elektronové paramagneticka rezonance
DTAB dodecyltrimethylammoniumbromid
SANS malothlovy rozptyl neutronti

NMR nuklearni magnetické rezonance
USANS ultramalotihlovy rozptyl neutronti
PCEC poly(e-kaprolakton)

uv ultrafialové

PDGI polydodecyl glyceryl itakonat
PAAM polyakrylamid

DGl dodecylglyceryl itakonat

AAmM akrylamid

MBAA N,N-methylenbis akrylamid

SAXS malothlovy rozptyl rentgenového zéteni
HyA kyselina hyaluronova

PNIPAM poly(N-isopropylakrylamid)

LP latexové Castice

HNt hydroxyapatit
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PVP
HPMC-X
FRAP
FCS
PVAI-chit
SEM

AG

ALG
3ITT
ECH

MM
leuko-MM
WHO

PC

PAL
P-F68
P-F127
SE

VUT

R

polyvinypyrolidin
hydroxypropylmethylcelul6za
obnoveni fluorescence po fotovybéleni
fluorescen¢ni korela¢ni spektroskopie
polyvinylalkoholova a chitosanova smés
rastrovaci elektronova mikroskopie
agardzové hydrogely

alginatové hydrogely

tii intervalovy tixotropni test
epichlorohydrin

methylenova modft

leukomethylenova modft

Svétova zdravotnicka organizace
fosfatidylcholin

povrchové aktivni latka

Pluronic F-68

Pluronic F-127

sekundarni elektron

Vysoké uéeni technické v Brné
referencni vzorek
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10 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU

Symbol Vyznam Jednotka
c koncentrace mol-dm
T termodynamicka teplota K

On normalové napéti Pa

€ relativni prodlouzeni —

Al prodlouzeni m

I délka m

E Y ounglv modul pruznosti v tahu Pa

o smykové napéti Pa

n dynamicka viskozita Pas

4 smykova rychlost st

G’ pamétovy modul Pa

G” ztratovy modul Pa

G komplexni modul Pa

) ztratovy Uhel ©

n mocninny modul -

S relaxacni sila Pa-s"

y amplituda deformace %

Ge relaxaéni modul Pa

A relaxacni Cas S

Px hustota zesiténi mol-m
G suma prvki relaxa¢nich modulil Pa

R univerzalni plynova konstanta J-mol 1K1
& velikost port m

Na Avogadrova konstanta mol?
Dr deformacni stav %

Go pamétovy modul na pocatku 3. kroku (3ITT) Pa

G; pamétovy modul v 1. kroku (3ITT) Pa

Rr relaxacni (regenerativni) stav Pa

Gk pamét'ovy modul na konci 3. kroku (31TT) Pa

J(t) creepova poddajnost Pal

Ji diftzni tok mol-m2-s!
n; latkové mnozstvi difundujici slozky mol

t cas S

A plocha m?

U; sttedni rychlost toku ¢astic m-s?t

j tok mol-s!
z vzdalenost m

D difuzni koeficient m2-st
Detf efektivni diftzni koeficient m2-st
kg Boltzmannova konstanta JK1
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f frik¢ni koeficient kg-st
Tk Krafftova teplota °C

I1 micelarni kubicka faze —

P obracena micelarni kubicka faze —

Hi hexagonalni faze —

H2 obracend hexagonalni faze —

L1 micelarni faze -

L2 obracend micelarni faze —

V1 bikontinualni kubicka faze —

V2 obracena bikontinudlni kubicka faze —

Lo lamelarni faze —

Tgel teplota gelace °C

Ro polomér difundujici latky m

U viskozita m2-st
X relativni hmotnost hydrogelu g

mt hmotnost hydrogelu v ¢ase t g

Mo hmotnost hydrogelu v nabotnalém stavu g

Ma stupen absorpce vody %

My hmotnost xerogelu g
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Abstract: Nowadays, hydrogels are found in many applications ranging from the industrial to the
biological (e.g., tissue engineering, drug delivery systems, cosmetics, water treatment, and many
more). According to the specific needs of individual applications, it is necessary to be able to
modify the properties of hydrogel materials, particularly the transport and mechanical properties
related to their structure, which are crucial for the potential use of the hydrogels in modern material
engineering. Therefore, the possibility of preparing hydrogel materials with tunable properties is a
very real topic and is still being researched. A simple way to modify these properties is to alter the
internal structure by adding another component. The addition of natural substances is convenient
due to their biocompatibility and the possibility of biodegradation. Therefore, this work focused
on hydrogels modified by a substance that is naturally found in the tissues of our body, namely
lecithin. Hydrogels were prepared by different types of crosslinking (physical, ionic, and chemical).
Their mechanical properties were monitored and these investigations were supplemented by drying
and rehydration measurements, and supported by the morphological characterization of xerogels.
With the addition of natural lecithin, it is possible to modify crucial properties of hydrogels such as
porosity and mechanical properties, which will play a role in the final applications.

Keywords: lecithin; hydrogel; rheology; scanning electron microscopy; drying and swelling; extracellular
matrix; mesh size

1. Introduction

Hydrogels are hydrophilic polymers with a three-dimensional network structure that
have the ability to absorb a large volume of water due to the presence of hydrophilic
moieties, which makes them particularly suitable materials for biomedical applications
(e.g., scaffolds) [1]. Selecting the pertinent components for the fabrication of the final hydro-
gel allows for a functional and applicable material with unique properties (e.g., porosity,
biocompatibility, biodegradability) to be obtained. This exact customizable functionality
makes these materials appropriate and desirable for a wide range of application areas
(tissue engineering, pharmacy, water treatment, material engineering, etc.).

An equally important property of hydrogels is their ability to simulate and mimic
biological systems such as the extracellular matrix (ECM), which is, in fact, a structural
support network composed of diverse proteins, sugars, and other components. ECM
regulates cellular processes including survival, growth, proliferation, migration, and dif-
ferentiation [2]. Engineering a tailored in vitro environment mimicking the organized
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structure of ECM is a huge challenge and a desired goal. Since the scaffolds must offer
relevant properties sufficient for cellular function, hydrogels have an advantage as poten-
tial materials due to their tunable physico-chemical (electrical charge and pore size) and
mechanical (stiffness, tensile strength) properties [3]. The majority of hydrogels are also
biocompatible, for example, naturally derived polymers such as agarose, alginate, chitosan,
collagen, fibrin, gelatin, hyaluronic acid, and dextran as well as biocompatible synthetic gels
based on poly(ethylene glycol) (PEG), poly(vinyl alcohol) (PVA), and poly(hydroxyethyl
methacrylate) (PHEMA) [4].

Since the 3D network structure of hydrogels is mainly responsible for their mechanical
properties and porous microstructure, one of the possibilities of how to modify, upgrade,
or tailor properties of hydrogels is to incorporate hydrophobic or micellar domains into the
gel structure [5].

Pure hydrophobic association (HA) hydrogels refer to physically crosslinked hydro-
gels formed by hydrophobic interactions, which account for 5-20% of the total amount of
polymer. The bulk of hydrophobic association hydrogels are produced by micellar copoly-
merization [6]. For instance, Tuncaboylu et al. attempted to improve the low mechanical
strength of self-healing hydrogels by creating hybrid hydrogels with strong hydrophobic
interactions between hydrophilic polymers mediated by the large hydrophobic moiety of a
physical crosslinker (stearyl methacrylate) [7]. The addition of NaCl to the reaction solution
during the copolymerization of large hydrophobes (stearyl methacrylate (C18)) with the
hydrophilic monomer acrylamide (AAm) in an aqueous solution of sodium dodecyl sulfate
(SDS) led to micellar growth and the solubilization of the large hydrophobes within the SDS
micelles. Rheological measurements showed that the hydrophobic associations surrounded
by surfactant micelles acted as reversible breakable crosslinks responsible for the rapid
self-healing of the hydrogels [7].

An alternative approach to enhance the toughness of the hydrogel network is to in-
troduce particles as additional crosslinking points (e.g., latex particles, nanoparticles) [6].
Latex particles (LPs) that are usually prepared via emulsion polymerization ensure effective
energy dissipation and provide hydrogels with higher mechanical properties. Gu et al. [8]
proposed a method that encompassed the adsorption of the hydrophobic alkyl chains of
hydrophobic monomers on the surface of the latex microspheres and their subsequent
stabilization in the presence of surfactants, thus forming hydrophobic association centers
as the first physical crosslinking points. Moreover, anionic sulfate radicals (originating
from the dissociation of the persulfate) were attracted toward the cationic chains of latex
microspheres (obtained via surfactant-free emulsion copolymerization of styrene with a
vinylidene comonomer bearing a cationic side group) and formed secondary physical
crosslinking centers. The incorporation of cationic latex microspheres led to an improve-
ment in the tensile and compression strength of the modified hydrogel compared with pure
hydrophobic association hydrogel.

Since inorganic nanoparticles have a high specific surface area, their incorporation
into the hydrogel network could also improve its mechanical behavior relating to sur-
face structure and charging [6]. At the same time, the introduction of calcium carbonate
nanoparticles [9], hydroxyapatite [10], kaolin [11], and laponite particles [12] could also
induce hydrogel adhesion.

On the other hand, the embodiment of polymeric nanoparticles provides the ability
to encapsulate both hydrophobic and hydrophilic substances [6]. In addition, Arno et al.
investigated how particle morphology (e.g., particle shape, size, and surface) affected the
adhesion and mechanical properties of the resultant calcium-alginate hydrogels [13]. The
authors demonstrated that 2D platelets substantially improved both the adhesion between
hydrogel surfaces and the material’s mechanical strength when blended into the polymeric
network compared to their 0D spherical or 1D cylindrical counterparts.

The properties of hydrogels, as mentioned previously, can be adapted not only through
the appropriate choice of materials and crosslinking techniques, but also by modifying
the internal structure of the gel by using a structure modifier such as lecithin during the
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preparation process. It should be remembered that lecithin is a typical amphiphilic phos-
pholipid mixture primarily containing distearoylphosphatidylcholine, which possesses
good biocompatibility and capability to enhance the bioavailability of co-administered
drugs [14]. Lecithin in water systems can self-assembly into array of liquid-crystalline
structures depending on the amount of water and temperature. The most likely structures
formed under normal working laboratory conditions are lamellar liquid-crystalline struc-
tures [15]. Moreover, varying the ratio of lecithin in the multi-component hydrogel system
may further improve the applicability and functionality of designed gels. The transport
and mechanical properties of materials are given by their internal structure and can be
greatly affected by its rearrangement.

Among the different types of lecithin-based systems, the most common platforms
in this area are liposomes and microemulsions [16]. Liposomes are an example of soft
phospholipid nanoparticles with typical diameters of around 100 nm [17]. Due to their
closed vesicular structure, hydrophilic active compounds could be embedded into their
internal water compartments, while hydrophobic compounds could be loaded into the
bilayer of the liposome. In most cases, lecithin-based liposomal hydrogels are used as
carriers; nevertheless, such systems still have certain disadvantages such as a slow and
uncontrolled process of drug release [18]. In contrast, lecithin microemulsion-based gels or
organogels have some advantages over liposomal hydrogels such as an easier preparation
procedure, an absence of organic solvents, and higher storage stability due to the thermo-
dynamic stability of microemulsions [19]. The matrix of lecithin microemulsion-based gels
is composed of lecithin, which acts as a surfactant as well as a gelling agent in the presence
of a nonpolar organic solvent (external phase) or a polar agent, which is usually water.

Substantial research is focused on modifying the internal structures of hydrogels,
however, to the best of our knowledge, there has previously been no systematic study
investigating the preparation and targeted modification of the internal structures of bio-
compatible hydrogels that focused on the use of natural amphiphilic substances and their
crucial (e.g., mechanical) application properties.

Thus, this work focuses on the effect of the structure modifier lecithin (as stated before,
the lecithin is able to self-organize into liquid-crystalline structures) and its concentration
on the resultant mechanical properties of differently crosslinked hydrogels. The results
of this work could provide a deeper understanding of the interactions between lecithin
and the hydrogel network, and, alternatively, between lecithin and model drugs. Lecithin
aggregates in hydrogels can also be viewed as a model of phospholipid structures (like cell
membranes) occurring in real tissues, and thus as a model of their potential impact on the
rheological or transport properties of the extracellular matrix.

2. Results and Discussion

On the basis of the prior experience of our team and in an attempt to investigate the
effect of different crosslinking strategies on the final properties of hydrogels, the following
materials were selected: agarose as a physically crosslinked hydrogel, alginate crosslinked
by polyvalent ions as an ionically crosslinked hydrogel, and PVA-chitosan as a chemically
crosslinked hydrogel.

As stated in Section 4, for each type of crosslinking, four different samples were
investigated. Three samples with lecithin additions at different concentrations (0.5, 1, and
2 wt.%) were labeled according to their lecithin concentration (i.e., “0.5”, “1” and “2”).
The fourth sample was a reference sample without lecithin, simply marked as “R”. The
lecithin concentrations were selected on the basis of preliminary experiments focused
mainly on estimating the maximum amount of lecithin that could be incorporated into the
hydrogel matrix.

2.1. Physical Crosslinking

Agarose was a representative of the physically crosslinked hydrogel matrix, whose
properties were affected by lecithin content. Hydrogel samples after preparation as well as
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samples after the drying and rehydration procedure were studied (schematic figure of the
preparation procedure can be seen in the Supplementary Materials Figure S1).

2.1.1. Rheology

Amplitude sweep results for physically crosslinked hydrogels obtained under an
applied oscillatory strain of 1 Hz suggest that differences in lecithin concentration have,
from a viscoelastic property point of view, a minimal influence on the hydrogel structure
after preparation, especially with respect to the width of the linear viscoelastic region (as
can be seen in Figure 1a). The storage as well as the loss modulus gradually increased with
increasing lecithin concentration, which might be due to the overall higher dry content of
the hydrogels. The effect of lecithin concentration on the viscoelastic properties of agarose
hydrogels was also minimal in the linear viscoelastic region (LVR), which is the range of
the values of storage modulus where the hydrogel is able to resist the applied oscillatory
strain and can thus indicate the strength of non-covalent hydrogel nodes. Probably, the
strength of the physically crosslinked hydrogel is provided mainly by non-covalent weak
interactions (H-bonding) between the chains of agarose. Lecithin only had a small effect
on the viscoelastic properties of 1 wt.% aq. agarose. The obtained values marking the end
of the LVR were very similar for all samples physically crosslinked (Table 1). The values
reported in the tables were either obtained by rheology software (TRIOS TA Instruments)
analyses (cross-over point, average moduli values in LVR) or calculated. The end of LVR
was obtained by comparing the average value of storage modulus in LVR with each point,
where the deviation greater than 5% marked the end of the LVR. The mesh size calculations
are described in Section 4.2. The cross-over point (G’ = G”), the point at which the hydrogel
was irreversibly damaged, was very similar for all samples.

Table 1. Values for physically crosslinked agarose hydrogels after preparation obtained from strain
and frequency sweep tests before drying.

Cross-Over Point Average Moduli Values in LVR End of LVR Mesh Size

Lecithin G Strain G G" Strain Mesh
Concentration

(wt.%) (Pa) (%) (Pa) (Pa) (%) (nm)

0 (R) 1575+ 4.1 4258 +£2.2 3299 £ 277 366 + 28 25+1.0 13.3 £0.1

0.5 2079 +£21 4141+ 45 4576 + 12 551 £15 1.8 £0.0 134 +04

1 194.9 +10.7 433.2 £10.2 4002 + 81 461 + 4 1.8+0.0 12.7 £ 0.1

2 2245 +0.0 468.0 £2.9 4880 + 27 529 £38 1.8 £0.0 129 £03

The same amplitude sweep tests were performed on samples dried to the xerogel
form and again rehydrated. The amount of absorbed water had a significant effect on these
samples. As can be seen from Figure 1b as well as from the dry matter content experiments
(Section 2.1.2), the samples with the highest lecithin content were able to reabsorb the
largest amount of water (twice as much water as the sample without lecithin). This was
also reflected in the amplitude sweep results because the moduli values for these hydrogels
decreased proportionately. The reference sample had the highest moduli values, whereas
the lowest values were observed for the samples with the greatest lecithin concentrations.
The moduli values were somewhat larger than those for the samples studied after prepara-
tion (Table 2), mainly due to the elevated values of the swelling degrees of the systems after
drying and rehydration in comparison with those of the just prepared hydrogels. Lecithin,
therefore, favored water absorption. For the physically crosslinked hydrogels, even the
cross-over point was affected, and samples with higher lecithin concentrations shifted the
cross-over point to higher strain values. This could be the effect of the attractive interac-
tions between lecithin and the polysaccharide chains, leading to the reinforcement of the
hydrogels obtained after their drying and rehydration. In the initially prepared hydrogels,
lecithin was dispersed to a greater extent in a liquid medium without this (strong) effect.
This could be explained by the H-bonding between polysaccharide chains and lecithin,
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which are more significant for the rehydrated hydrogels because of the absence of water (in
xerogel), which could not interfere. The same could be observed for the cross-over point,
which again gradually increased with lecithin concentration.
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Figure 1. (a) Strain sweep of agarose hydrogels with different lecithin concentrations (0, 0.5, 1, and
2 wt.%) after preparation; (b) strain sweep of agarose hydrogels with different lecithin concentrations
(0,0.5, 1, and 2 wt.%) after drying and rehydration of the xerogels; (c) frequency sweep of agarose
hydrogels with different lecithin concentrations (0, 0.5, 1, and 2 wt.%) after preparation; (d) frequency
sweep of agarose hydrogels with different lecithin concentrations (0, 0.5, 1, and 2 wt.%) after drying
and rehydration of the xerogels.
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Table 2. Values obtained from strain and frequency sweep tests for physically crosslinked agarose
hydrogels after drying and rehydration.

Cross-Over Point Average Moduli Values in LVR End of LVR Mesh Size
Lec1th1n. G/ Strain G/ G Strain Mesh
Concentration

(wt.%) (Pa) (%) (Pa) (Pa) (%) (nm)

0 (R) 1814 + 340.6 250.4 + 131.7 41,386 + 10,517 2977 + 707 0.3 £0.1 76t 1.1

0.5 1005.7 +142.9 718.5 +129.3 31,216 £ 980 2010 + 4 1.2+05 7.6 +0.2

1 542.7 £ 0.0 1148.7 £ 0.0 23,829 £ 3 1642 + 118 1.4 4+0.3 82+0.1

2 350.8 + 35.5 1257.6 +12.2 13,506 + 1217 1256 + 122 0.9 £0.0 9.0+ 0.3

Frequency sweep test results are presented in Figure 1 and show that the shape of the
rheograms for all hydrogel samples was very similar. The storage modulus was dominant,
which means that the samples act as a fully crosslinked gel material with a fully crosslinked
internal structure. The trend of the moduli values was the same as that observed for
the amplitude sweep tests and therefore indicates that the lecithin addition increased the
values of the storage moduli as well as of the loss moduli, which was well correlated
with the higher dry matter content, as previously stated. With increasing oscillation
frequency values, the moduli values increased, which means that the hydrogel samples
were not completely relaxed, and the degree of relaxation was influenced by the type of
crosslinking. Practically, the average relaxation time of the hydrogel network exceeds the
period associated with the progressively increasing frequency of the applied oscillatory
deformations. The values of the mesh size of the internal structure of the hydrogels
calculated from the frequency sweep tests using Equations (3) and (4) are recorded in
Tables 1 and 2. The results for the freshly prepared hydrogels showed the same trend as
other rheological data (i.e., that the mesh size does not differ substantially between the
concentrations), whereas for the rehydrated xerogels, a slight increase could be observed at
higher lecithin concentrations, which can be explained by lecithin fitting itself into the pores
and thus increasing its size. This could be explained by lecithin forming lamellar liquid-
crystalline structures in absorbed water along with the already mentioned H-bonding
between the polysaccharide chains and lecithin. When comparing the absolute values
of mesh sizes for freshly prepared and rehydrated hydrogels, we can see that the pores
decreased in size after rehydration.

Based on the results of the strain and frequency sweeps performed onto the freshly
prepared agarose hydrogels, it can be seen that lecithin, as an amphiphilic natural compo-
nent, does not lead to a substantially modified viscoelastic behavior of these physically
crosslinked hydrogels in the range of lecithin concentrations used (see Figure 1a,c). Agarose,
which forms a thermoreversible physical hydrogel in an aqueous medium in the form of a
natural linear polysaccharide, was not expected to interact significantly with amphiphilic
lecithin. Thus, it was not expected that agarose could significantly interact with amphiphilic
lecithin. Lecithin thus serves only as a filler, and does not interfere significantly with the
internal structure of the hydrogel. Therefore, lecithin plays an important role in the rehy-
dration of dried samples. Thus, an increasingly higher content of lecithin in the structure
of such type of hydrogels causes the viscoelastic moduli storage and loss moduli to grad-
ually decrease. Practically, the presence of lecithin affects the ability of agarose xerogels
(hydrogel after drying) to reabsorb water (i.e., to swell) (see Figures 1b,d and 2). The final
viscoelastic properties of hydrogels are definitely affected by the amount of dispersion
medium (water) after the swelling of xerogels. If the addition of lecithin, as the modifier of
the internal architecture of hydrogels, is able to change the swelling properties, it will also
definitely change the viscoelastic properties due to the different amount of water. From
the applicative point of view, this finding is absolutely essential, given that by choosing a
suitable concentration of additive (lecithin), we were able to prepare hydrogels with the
required properties (especially viscoelastic) tailored to a specific purpose.
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Figure 2. Drying (a) and rehydration (b) of the physically crosslinked agarose hydrogels with different
contents of lecithin.

2.1.2. Drying and Rehydration Measurements

The amounts of water and dry matter associated with the studied gels are two of the
most important parameters for hydrogel characterization and future applicability. Dry
matter affects the behavior of the final material. The same is true for the water inside the
hydrogel, which significantly affects, for example, the transport properties. As stated in
Section 1, these parameters predetermine the applicative nature of the final system.

The results of the drying kinetics of physically crosslinked hydrogels can be seen
in Figure 2a. At the start of these experiments, all weights of the hydrogels (2 + 0.2 g)
and xerogels were comparably the same. It can be seen that the lecithin addition had no
influence on the drying kinetics. The most likely explanation is that water retained by
lecithin is not bound as tightly as water hydrating agarose. Conversely, during the swelling
process, hydrogel with lecithin easily draws water (more easily than the agarose hydrogel
solely) and this resulted in the lecithin-agarose samples showing a higher swelling ability
with corresponding lower moduli (Figure 1). The swelling experiments demonstrated
the influence of lecithin on the swelling capacity. Therefore, the lecithin structures insert
themselves into the hydrogel pores and support the water intake. The kinetics of the
swelling process was very similar for all samples, with a peculiarity noted at the onset of
the experiment, where the samples richer in lecithin (1 and 2 wt.%) revealed a greater rate
of water absorption. Additionally, the same systems (agarose with 1 and 2 wt.% of lecithin)
were able to absorb the largest amount of water.

2.1.3. Morphological Characterization of Xerogels

Morphological characterization was performed on dried samples; therefore, the results
may not correspond to the results obtained from methods where hydrogels are studied
in native form (specifically, rheology). From the results obtained by scanning electron
microscopy (SEM), the effect of lecithin addition could be observed in sectional view. The
surfaces of these xerogels were smooth and with no visible pores on the micrometer scale. In
sectional view, the lecithin-free xerogel exhibited a layered structure of polymer fibers with
no visible interferences (see Figure 3). The same layered morphology was also observed
for xerogels of agarose with different contents of lecithin even though there were regions
of fusion of adjacent layers. Overall, the general morphology, practically devoid of pores
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as revealed by SEM, is most likely due to a compact structure resulting via the air drying
procedure applied to hydrogels to finally obtain xerogels.

reference - 0.5 wt. % lecithin

1 wt. % lecithin %wt % lecithin
X '] - 'I_‘-t 3
2 g { . ¥

8 um

Figure 3. Physically crosslinked agarose xerogels with different lecithin contents observed in sectional
view by SEM. Magnification 5000 .

For these xerogels, gas sorption measurements were also performed (Table 3). The low
values of the specific surface suggest a lack of the pore structure of xerogels, with a slight
dependence on the compactness of layered morphology of these systems in dry state. Even
if the results of gas sorption are in line with those of SEM investigation, the gas sorption
method is not quite a suitable technique for determining the structure of these xerogels.

Table 3. Specific surface area for physically crosslinked agarose xerogels with the addition of lecithin
determined by gas sorption.

Concentration of Lecithin (wt.%) Specific Surface Area (m?/g)
0(R) 34
0.5 1.0
1 19
2 2.1

2.2. Ionic Crosslinking

Sodium alginate crosslinked by the calcium chloride in the two to one weight ratio
was a representative of the ionically crosslinked hydrogel matrix, where the negatively
charged poly(guluronic) acid units of alginate (-COO™) interact with the polyvalent ions
(Ca®") to form a bond (schematic figure of the preparation procedure can be seen in
Supplementary Materials, Figure 52). The final properties were also affected by lecithin
addition. Hydrogel samples, both after preparation and dried and rehydrated, were studied
by rheology, drying, and rehydration as well as morphological characterization.
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2.2.1. Rheology

Ionically crosslinked hydrogels also underwent amplitude sweep tests. What is im-
mediately observable is the decreasing trend of moduli for the freshly prepared samples
as lecithin content increase (see Figure 4a). One of the reasons for this is the water in-
take during gelling, which increases for samples with ascending lecithin concentration
(Section 2.2.2), the amphiphilic component playing a major role in the preparation of ioni-
cally crosslinked hydrogels. Larger lecithin addition also modified some characteristics
of the hydrogels (see Table 4). The average moduli values in LVR steadily decreased after
lecithin addition, thus making the gel softer. The most likely explanation is that after the
crosslinking of alginate by calcium ions, free calcium chloride is still present in the system
and is able to interact with the added lecithin micelles due to its dissociated form. Higher
lecithin content causes a competitive interaction and as a result, lecithin displaces the
calcium ions in the crosslinked alginate. Further lecithin could interact with the alginate via
quaternary ammonia or with the calcium ions via negatively charged phosphate residues.
For the moduli decrease, we could suggest that newly formed nodes are weaker and, in
a lesser amount compared with the original alginate gel. Such competitive interactions
were observable even during sample preparation, where the precipitate was visible on the
surface of the solution. They were also confirmed by viscosity measurements, where the
solution of calcium chloride and lecithin had higher viscosity values than expected, based
on the viscosity of lecithin in water and of calcium chloride in water (figure is available
in Supplementary Materials Figure S3). Other rheological data were very similar for the
samples and, as stated earlier, the biggest differences were in the moduli values, thus in the
hydrogel strength.

Table 4. Values for ionically crosslinked alginate hydrogels after preparation obtained from strain
and frequency sweep tests before drying.

Cross-Over Point Average Moduli Values in LVR End of LVR Mesh Size

Lecithin G Strain G G Strain Mesh
Concentration

(wt.%) (Pa) (%) (Pa) (Pa) (%) (nm)

0 (R) 1504 £9.1 260.4 + 18.6 1667 + 192 165 + 23 1.7 £0.0 109 £ 04

0.5 158.6 £12.5 2753 £ 24.4 2138 + 480 245 + 66 1.3£0.0 11.0 £ 0.7

1 1108 +1.2 260.8 £ 5.4 1052 £ 1 104 +0 1.6+03 13.8+19

2 65.3 +17.9 2782 +9.0 468 £+ 15 41+0 21+04 173£15

The rehydrated samples followed a similar trend with respect to the moduli values,
where these values decreased with increasing lecithin concentration. Average moduli
values in LVR reported in the table below (Table 5) were higher than those presented in
Table 4 because the rehydrated samples were not able to reabsorb the same amount of water
as the freshly prepared hydrogels. Such behavior could be due to a compact arrangement
favored by non-covalent interactions (mainly ionic interactions induced by Ca?* ions onto
both alginate and lecithin components) during the drying process.
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Figure 4. (a) Strain sweep of alginate hydrogels with the addition of different lecithin concentrations
(0, 0.5, 1, and 2 wt.%) after preparation; (b) strain sweep of alginate hydrogels with different lecithin
concentrations (0, 0.5, 1, and 2 wt.%) after drying and rehydration of the xerogels (frequency applied

1 Hz); (c) frequency sweep of alginate hydrogels with different lecithin concentrations (0, 0.5, 1,

and 2 wt.%) after preparation; (d) frequency sweep of alginate hydrogels with different lecithin
concentrations (0, 0.5, 1, and 2 wt.%) after drying and rehydration of the xerogels.
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Table 5. Values for ionically crosslinked alginate hydrogels after drying and rehydration obtained
from the strain and frequency sweep tests.

Cross-Over Point Average Moduli Values in LVR End of LVR Mesh Size
Lec1th1n. G/ Strain G/ G Strain Mesh
Concentration
(wt.%) (Pa) (%) (Pa) (Pa) (%) (nm)
0 (R) 479.2 +129.7 210.8 £ 119.7 26,342 + 13,355 3191 + 1346 1.6 04 46+14
0.5 894.9 4+ 612.4 522.6 +51.8 68,513 + 17,434 9861 + 1533 0.6 0.6 123+ 2.1
1 1179.5 4+ 106.7 209.1 £37.3 25,386 + 741 2912 £+ 45 1.24+0.2 83+18
2 553.5 +24.3 189.5 +17.4 4599 + 500 1842 + 1447 24 +0.0 7.6 £0.5

The rheograms obtained during the frequency sweep tests (expressed as viscoelastic
moduli on applied frequency) (Figure 4c) obeyed the same order as those that resulted from
the amplitude sweep tests (storage and loss moduli as a function of oscillatory applied
strain of 1 Hz) (Figure 4a) for all the studied alginate and alginate-lecithin hydrogels. The
calculated mesh size from the rheological (frequency sweep) measurement for freshly
prepared ionically crosslinked alginate hydrogels indicated the effect of lecithin on the
structural properties of these hydrogels. The higher addition of lecithin causes a higher
mesh size (more than 50% if the hydrogels without/with 2 wt.% of lecithin is compared).
The effect of lecithin concentration was also not observed for dried and rehydrated hydro-
gels. Although ionically crosslinked hydrogels have the ability to reabsorb the dispersion
medium and again create a network internal structure by water intake, the internal struc-
ture of these hydrogels is probably damaged by the air-drying process. Moreover, swelled
hydrogels differ in mesh size values in comparison with freshly prepared (e.g., hydrogels
with 2 wt.% of lecithin had a mesh size of 17.3 nm while the mesh size of the hydrogels
with the same concentration of lecithin after swelling was 7.6 nm). Therefore, the effect of
lecithin on the mesh size of hydrogels repeatedly prepared by drying and swelling in water
medium was negligible.

2.2.2. Drying and Rehydration Measurements

The drying curves for the alginate-lecithin systems were very similar almost irrespec-
tive of the lecithin content, in contrast to the drying dependence obtained for the freshly
prepared hydrogels of alginate solely (Figure 5a). The different kinetics regarding the rate
of water loss during the drying step could be due to the way lecithin fills the hydrogel
pores and holds water within, and also due to the favorable electrostatic CaZ*-lecithin
interactions, which influence the hydrogel structure and thus enable it to better hold water.
As for the swelling after drying, it can be observed that the samples with higher lecithin
concentrations were able to absorb water more rapidly and to a higher capacity, which is
again due to the modified hydrogel network due to the presence of lecithin.

2.2.3. Morphological Characterization of Xerogels

SEM images taken for xerogels prepared by ionic crosslinking show the effect of
lecithin on the surface morphology of the samples (see Figure 6). Surface morphology
of lecithin-free samples and of those with 0.5 wt.% lecithin exhibited a roughness due
to the many micrometer-sized crystals of CaCl, resulted after air-drying. Instead, the
surface of xerogels with 1 and 2 wt.% lecithin is practically devoid of crystalline aggregates,
with some degree of roughness, which led to a more compact structure of these mixed
systems in their dry state. The morphological characteristics microscopically revealed
are in accordance with the decreasing tendency of the specific surface values (from gas
sorption measurements, Table 6) as the lecithin content rose. On the other hand, the lack of
CaCl; crystalline aggregates for the systems with a higher lecithin content (1 and 2 wt.%)
could be related to Ca?* consumption in favorable electrostatic interactions with lecithin
anions, which means that the crystalline structures observed in the case of alginate xerogels
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without lecithin and for those with 0.5 wt.% lecithin could be due to the excess of CaCl,
contained in these explored samples.
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Figure 5. Drying (a) and rehydration (b) of ionically crosslinked alginate hydrogels with different
lecithin content.

0.5 wt. % lecithin

*¥ i 2
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Figure 6. Surface morphologies of ionically crosslinked alginate xerogels with the addition of lecithin
revealed by SEM. Magnification 5000 x.
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Table 6. Specific surface area for ionically crosslinked alginate xerogels with the addition of lecithin
determined by gas sorption.

Concentration of Lecithin (wt.%) Specific Surface Area (m?/g)
0 (R) 9.1
0.5 6.3
1 5.9
2 4.7

2.3. Chemical Crosslinking

Poly(vinyl alcohol) and chitosan crosslinked by the epichlorohydrin was a representa-
tive of the chemically crosslinked hydrogel matrix. Epichlorohydrin reacts with either the
hydroxyl group of PVA or amino group of chitosan to form a highly reactive intermediate.
This intermediate product reacts with another hydroxyl (PVA) or amino group (chitosan)
to form the crosslinked structure. Study of these hydrogels, both in their freshly prepared
state, after air-drying at 40 °C and their subsequent rehydration and as xerogels, showed
some physico-mechanical properties altered by the lecithin content (schematic figure of the
preparation procedure can be seen in the Supplementary Materials Figure 54).

2.3.1. Rheology

For chemically crosslinked hydrogels, the amplitude sweep results showed that the
addition of lecithin modified the rheological properties of hydrogels (see Figure 7a). How-
ever, the highest lecithin concentration did not lead to further changes in the mechanical
properties. The same can be said after comparing the data points (see Table 7). At the
same time, a higher content of lecithin decreased the values marking the end of the LVR
as well as the strength of the hydrogels and the cross- over point values. The results are
acceptable after taking into account the preparation and final state of the hydrogel. An
important step of the preparation procedure is drying of the liquid mixture, which leads
to crosslinking of the nodes and its subsequent rehydration. If lecithin is present, the
rehydration is improved.

Table 7. Values for chemically crosslinked PVA-chitosan hydrogels obtained from strain and fre-
quency sweep tests before drying.

Cross-Over Point Average Moduli Values in LVR End of LVR Mesh Size

Lecithin G Strain G G" Strain Mesh
Concentration

(wt.%) (Pa) (%) (Pa) (Pa) (%) (nm)

0 (R) 1665.3 + 43.2 53.8 £8.2 8629 + 304 398 + 4 1.6+03 13.6 +0.7

0.5 1005.5 + 32.4 494 +184 6644 + 1503 307 + 44 12+09 13.8 £ 0.6

1 666.6 = 5.4 402+32 4545 £ 129 377 £ 68 0.6 £0.1 127 £ 0.1

2 631.6 +24.7 39.1+47 4398 + 195 421+£5 0.7+0.1 129+ 0.1

The same experiments were performed for hydrogel samples dried and rehydrated.
The dried and rehydrated hydrogels with lecithin assembled into the pores ended up
with modified properties (see Figure 7b), specifically, an increase in moduli values and a
decrease in the values marking the cross-over point, in contrast to the reference sample.
As can be seen in Figure 7b and Table 8, the presence of lecithin makes the hydrogels
obtained after the drying-rehydration step much more deformation resistant, characterized
by much higher values of strain at the cross-over point. At the same time, for these mixed
rehydrated hydrogels, lecithin, irrespective of its content, exerted a larger influence in the
enhancement of the hydrogels’ strength (average moduli values in LVR) when compared
to the rehydrated systems physically and ionically crosslinked.
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Figure 7. (a) Strain sweep of PVA-chitosan hydrogels with the different lecithin concentrations (0,

0.5, 1, and 2 wt.%) after preparation; (b) strain sweep of PVA-chitosan hydrogels with different

lecithin concentrations (0, 0.5, 1, and 2 wt.%) after drying and rehydration of the xerogels (frequency

applied-1 Hz); (c) frequency sweep of PVA-chitosan hydrogels with different lecithin concentrations

(0,0.5,1, and 2 wt.%) after preparation; (d) frequency sweep of PVA-chitosan hydrogels with different

lecithin concentrations (0, 0.5, 1, and 2 wt.%) after drying and rehydration of the xerogels.
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Table 8. Values for chemically crosslinked PVA-chitosan hydrogels after drying and rehydration

obtained from strain and frequency sweep tests.

Cross-Over Point Average Moduli Values in LVR End of LVR Mesh Size
Lec1th1n. G/ Strain G/ G Strain Mesh
Concentration
(wt.%) (Pa) (%) (Pa) (Pa) (%) (nm)
0 (R) 2470.0 £+ 494.7 138.5 +13.5 14,514 + 1413 532 + 33 32+0.0 116 £0.3
0.5 7122.4 + 633.3 379.1 +233.0 62,099 + 6505 1928 + 65 50+1.0 714+0.1
1 4964.6 £ 275.8 502.2 + 277.5 52,833 £ 10,153 2089 + 246 3.0£17 62+13
2 4074.2 £182.3 900.1 +97.5 43,685 4+ 3177 1761 + 211 59+23 8.1+£0.0

The frequency and amplitude sweep results indicated the same tendency discussed
above (see comparatively Figure 7). Thus, a critical lecithin concentration is necessary to
modify the properties of this type of chemically crosslinked hydrogels (according to the
results lying between 0.5 and 1 wt.%); also, there is a maximum concentration above which
further modifications do not occur (differences between 1 and 2 wt.% are negligible). The
significant difference in the chemically crosslinked hydrogels (comparing to the physically
and ionically crosslinked) is the relaxation phenomenon characterized by much longer
relaxation times in contrast to covalently crosslinked systems. Covalently crosslinked
hydrogels exhibit almost constant values of storage moduli over the whole range of the
applied frequencies. The same trend was also observed for the dried and rehydrated
samples. Again, for all samples, the storage modulus prevailed in comparison to the loss
modulus. The mesh sizes of these samples (Tables 7 and 8) were not affected by the content
of lecithin, a result that can be explained by the character of covalent crosslinking, which
is stronger than physical and ionic crosslinking. On the other hand, the same trend of
decreasing mesh sizes after rehydration could be observed.

2.3.2. Drying and Rehydration Measurements

As can be seen from Figure 8, the drying and swelling kinetics were not significantly
altered by the addition of lecithin. Only a marginal influence was observed for samples
with the highest lecithin concentrations, which were able to absorb the most water. This
generally smaller influence of lecithin can be explained by the structure of chemically
crosslinked hydrogels, which are characterized by a high enough crosslinking density and,
consequently, by a smaller pore size morphology. The structure is more organized due to
the stronger covalent bonds. The water absorption for this kind of hydrogel possessing
stronger covalent cross linkages was very fast and occurred almost immediately during the
first minutes of the swelling experiments.

2.3.3. Morphological Characterization of Xerogels

Results on the structural characterization of chemically crosslinked xerogels were
similar to those for physically crosslinked hydrogels. The surface morphology of these
xerogels looked smooth with no visible pores. In sectional view, SEM images revealed clear
layered structures, with an interlayer roughness increasing with lecithin content (Figure 9),
which in turn led to a gradual ascension of the value of specific surface (Table 9). Despite
this fact, an apparently less corrugated surface observed for lecithin-free hydrogels had a
higher specific surface area (Table 9), which might be explained by a greater compactness
associated with the layered structure of the mixed xerogels.
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Figure 8. Drying (a) and rehydration (b) of chemically crosslinked PVA-chitosan hydrogels with
different lecithin content.
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Figure 9. SEM images of chemically crosslinked PVA-chitosan xerogels with the addition of lecithin
taken from the sectional view. Magnification 1000 x.
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Table 9. Specific surface area for chemically crosslinked PVA-chitosan xerogels with different lecithin
content determined by gas sorption.

Concentration of Lecithin (wt.%) Specific Surface Area (m?/g)
0 (R) 2.9
0.5 0.8
1 1.2
2 1.6

3. Conclusions

This work studied the influence of lecithin (L-o-phosphatidylcholine) on three differ-
ently crosslinked hydrogels (physically crosslinked agarose, alginate ionically crosslinked
by calcium ions, and a mixture of PVA and chitosan chemically crosslinked by epichloro-
hydrin). The bulk of this work was to study differences between the gels investigated
immediately after preparation and the corresponding rehydrated xerogels (prepared by
swelling). By choosing the lecithin content, we were able to modify some of the mechanical
properties of the hydrogels with a modified internal structure, especially in the case of
the rehydrated ones. In this regard, the addition of lecithin had the strongest influence
in enhancing the strength of chemically crosslinked PVA-chitosan gels, which is partially
consistent with the mesh size and by the amount of water absorbed into their structure
after being previous air-dried. Apart from the rheological data and those obtained from the
kinetics of water loss during hydrogel dehydration, these conclusions were supported by
the scanning electron microscopy and gas sorption experiments performed on the xerogels.
For this type of material, even though gas sorption appears to be inappropriate, however, it
serves to confirm the non-porous structure of the xerogels.

In this work, we determined that the addition of phospholipid lecithin into the hy-
drogel matrix can alter their mechanical properties, which might be highly beneficial
knowledge for the use of such hydrogels in particular applications. However, the transport
properties also need to be investigated. Therefore, further transport experiments are re-
quired, which are absolutely crucial for a better understanding of such hydrogel materials
and how they can be used in final applications.

4. Materials and Methods

Hydrogels with distinct gelation mechanisms (physical, ionic, chemical crosslink-
ing) [20] were studied. As an example of a physically crosslinked matrix, the linear
thermoreversible polysaccharide agarose (Agarose E, Condalab, Madrid, Spain) at 1 wt.%,
was used [21]. As an example of an ionically crosslinked matrix, sodium alginate (Sigma-
Aldrich, Prague, Czech Republic) at 2 wt.% crosslinked by calcium chloride (Lach-Ner,
Neratovice, Czech Republic) at a two to one weight ratio was chosen [22]. For chemi-
cally crosslinked hydrogels, poly(vinyl alcohol) (Sigma-Aldrich, Prague, Czech Republic)
mixed with chitosan (low molecular weight, Sigma-Aldrich, Prague, Czech Republic)
and crosslinked by epichlorohydrin (Sigma-Aldrich, Prague, Czech Republic) was em-
ployed [23]. L-x-Phosphatidylcholine (lecithin) was incorporated into all hydrogel samples
before gelation at three different weight percentage concentrations (Sigma-Aldrich, Czech
Republic, Prague).

The materials and their concentrations and ratios were selected on the basis of data
previously reported [20-24] and can be seen in the table below (Table 10).
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Table 10. Concentrations of each individual component in the final hydrogel form (agarose, sodium
alginate, calcium chloride, PVA, chitosan, and lecithin).

Physically Crosslinked Hydrogels

Sample Agarose (wt.%) Lecithin (wt.%)
AGR 1 0
AGO05 1 0.5
AG1 1 1
AG2 1 2
Ionically Crosslinked Hydrogels
Sample Sodium Calcium Chloride Lecithin
P Alginate (wt.%) (mol-dm3) (Wt.%)
ALGR 2 0.1 0
ALG 05 2 0.1 0.5
ALG1 2 0.1 1
ALG2 2 0.1 2
Chemically Crosslinked Hydrogels
Sample PVA (wt.%) Chitosan (wt.%) Lec1t‘1)1 n
(wt.%)
PVAR 7.8 2.5 0
PVA 0.5 7.8 2.5 0.5
PVA 1 7.8 2.5 1
PVA 2 7.8 2.5 2

4.1. Water Loss during Drying and Rehydration Measurements

The ability to hold, release, and absorb water was tested by different approaches.
Water loss was monitored by means of simple drying tests. All samples were dried either
in the laboratory dryer at 40 °C and regularly weighed, or in a semi-automatic moisture
analyzer (IR-35, Denver Instrument, Denver, CO, USA), where the weight was recorded
automatically. The relative weight of the hydrogel (x) during drying was calculated using
the following formula:

L
X = g 100 (1)
where m; is the weight of the gel at time t, and my is the weight of the hydrogel in the
swollen state.

Often very small weight losses of water from the hydrogel samples made using
drying scales more difficult. For this reason, drying kinetics were mostly studied using the
combination of laboratory driers and analytical scales, upon which samples were weighed
every twenty minutes. After the samples were dried to the xerogel form, they were inserted
into a water bath, where they were kept until they reached their maximum water absorption
capacity. The degree of water absorption (1,) was calculated by:

ma = %100 @)

my
where m; is the weight of the hydrogel at time t, and m, is the weight of the xerogel. The hy-
drogel samples were regularly weighed on analytical scales to study their swelling kinetics.

4.2. Rheology

Hydrogels are semi-solid materials that exhibit distinctive mechanical characteristics
lying between those of solids and liquids. Therefore, rheology is indeed an appropriate
technique for studying their behavior [25-29]. The mechanical properties of the prepared
hydrogels were determined by rheological characterization using a rotational rheometer
(Discovery HR-2, TA Instruments) employing cross-hatched 20 mm plate—plate geometry
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to avoid potential sensor wall-slippage during measurement. The complex rheological
procedure consisted of strain sweep and frequency sweep tests. The strain sweep test is a
useful tool for obtaining information about samples if fluid-like or gel-like behavior under
different values of applied strain prevails. In addition, it is possible to determine the region
where the deformation is non-destructive (the linear viscoelastic region-LVR) as well as
the behavior of the sample when the LVR strain limit is exceeded. The other mentioned
test, the frequency sweep test, serves the purpose of describing hydrogel behavior in the
non-deformation range (LVR) and provides information about different crosslinking sites
(if applicable) in the internal structure of the hydrogel. Both tests were carried out on
freshly prepared samples and rehydrated ones. The rehydrated samples were first dried to
constant mass in the laboratory dryer for two days at a constant temperature of 40 °C and
further rehydrated for three days in distilled water. Freshly prepared agarose and alginate
samples were measured within a gap of 1000 um. The gap for rehydrated samples varied
according to the thickness of the gel, which depended on its swelling capacity, 500 pm
for agarose gels and 1000 um for alginate gels. PVA-chitosan hydrogels (both fresh and
rehydrated) were measured within a gap of 200 um due to the limited thickness of the
prepared hydrogel foils. Prior to each applied test, samples were allowed to temper and
rest for 180 s after loading into the measuring gap.

To obtain a suitable value of constant amplitude strain for the linear viscoelastic region
(LVR), which was an essential parameter for ongoing frequency sweep tests, strain sweep
tests were conducted first within the amplitude strain range of 0.01-1000% under a constant
frequency of oscillation of 1 Hz in at least two repetitions, using a freshly loaded sample
for each test. From these measurements, a strain of 0.1% was chosen as a suitable value of
deformation for ongoing frequency tests, because this strain value lays within the LVR for
all fresh and rehydrated samples. The range of oscillating frequencies for the frequency
sweep tests was set to 0.01-100 Hz. Like the former strain sweep tests, the frequency
sweep tests were also conducted in at least two repetitions. A summary of settings for both
rheology tests is presented in Table 11.

Table 11. Summary of settings for rheology measurements (conditioning step, amplitude sweep, and
frequency sweep).

Conditioning Step
Temperature 25°C
Time 180's
Amplitude Sweep Frequency Sweep
temperature 25°C temperature 25°C
strain 0.01-1000% strain 0.1%
points per decade 8 points per decade 6
frequency 1Hz frequency 0.01-100 Hz

Routine techniques that are usable for the characterization of the internal structures of
many materials (e.g., scanning electron microscopy) have some limitations in the study of
hydrogels. One of the most limiting factors is that the structures of hydrogels are mostly
studied in a dried state. The internal structures of a hydrogel in the presence of water and
in the absence of water must certainly differ. Moreover, the preparation of the hydrogel
in its dried state is also critical because the dispersion medium (water) must be removed
(mostly by evaporation or by sublimation if lyophilization is used). Unfortunately, both of
these processes (evaporation as well as sublimation) have a significant impact on the final
xerogel morphology. Simply, the fragile internal structure of the hydrogel may be critically
damaged by the removal of the dispersion medium. Thus, such a resulting structure
(specifically, the porous structure) revealed by scanning electron microscopy often has
low informative value with respect to the internal structure of the hydrogel in its swollen
state. Therefore, an alternative way to determine the pore size (and then obtain information
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about the internal structure of the hydrogel) must be found. An interesting solution to this
problem is offered by the rheological characterization of the hydrogel, which involves the
calculation of the mesh size.

Mesh size, as one of the most critical parameters in hydrogel characterization, was
calculated by means of relaxation spectra (relaxation moduli G and relaxation time A) from
the frequency sweep oscillation measurements in accordance with the Maxwell model [30].
The frequency sweep (viscoelastic moduli as a function of oscillation frequency) was
interpolated by continuous relaxation spectra in TRIOS software (TA Instruments, New
Castle, DE, USA).

Typical relaxation spectra can be found in the Supplementary Materials (Figure S5).
On the basis of previous rheological investigation [25], it was concluded that the optimal
number of Maxwell elements was 4, in order to fit the frequency sweep measurements of
the hydrogels. Four relaxation moduli were obtained from continuous relaxation spectra
analyses. The sum of relaxation moduli was calculated in order to determine the crosslink-
ing density [31] (see Equation (3), where py represents the crosslinking density (mol-m~2))
and provides information on the density of the junction in the swollen hydrogel form.
G (Pa) is the sum of 4 relaxation moduli, R (J-mol~1.K—1) represents the universal gas
constant, and T is the thermodynamic temperature in Kelvins.

G

Px = RT 3)

If all criteria are met (in particular, frequency sweep measurements are realized in
the linear viscoelastic region and the mechanical properties of hydrogels with different
crosslinking are consistent with rubber elasticity theory [32]), finally the mesh size can
be calculated using Equation (4), where ¢ is the mesh size (unit: m) and N4 represents
Avogadro’s number.

6
ToxNA

¢=4 4)

4.3. Morphological Characterization of Xerogels

Since the structure affects properties that are crucial for hydrogel applications, deter-
mining the hydrogel morphology is one of the most important characterizations. There are
many direct (microscopy) and indirect (scattering-based) methods to characterize hydrogel
morphology [33]. Several direct visualization techniques (light microscopy, laser scanning
confocal microscopy, and micro-computed tomography) that can handle swollen hydro-
gels have considerable disadvantages (e.g., limited resolution) [34]. On the other hand,
commonly used scanning electron microscopy includes a critical step (i.e., the inevitable
solidification of the sample using drying or freezing, during which the collapse of the struc-
ture or the creation of artifacts can occur) [35,36]. Kaberova et al. [37] tested the usability
of scanning electron microscopy and concluded that the results from this method should
always be confirmed by microscopy techniques applicable for gels in their swollen state.

For the characterization of dry samples, the specific surface area (the Brunauer—
Emmett—Teller (BET) approach) is typically determined. The specific surface area is not
suitable for characterizing hydrogels because of the already mentioned artifacts that appear
during the preparation of dried samples. However, it can be used, for example, for the char-
acterization of materials used in a dried state and that can form hydrogels (adsorbent) [38],
or for the confirmation of reversible porosity [39].

The structure of the xerogels was studied in this work. Specifically, scanning electron
microscopy and gas sorption were chosen as suitable techniques for determining the inter-
nal architecture of xerogels. Since the mechanical properties were studied for hydrogels
right after preparation and also for swollen hydrogels after dehydration, it seemed con-
venient to investigate the structural properties of the hydrogels in these forms. Since this
form is a dry form, it was possible to avoid deformation of the structure caused by the
preparation of hydrogels for scanning electron microscopy.
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4.3.1. Scanning Electron Microscopy

To determine changes in hydrogel structure, xerogels of all prepared samples were
subjected to direct visualization using scanning electron microscopy. The samples were
dried in a laboratory dryer at 40 °C. A few small specimens were taken from each studied
sample to maintain objective observation. These specimens were subsequently gold-coated
in a sputtering device (POLARON) and investigated using a ZEISS EVO LS 10 scanning
electron microscope.

Both the surface morphologies and sectional images of samples were recorded. Obser-
vations were realized in secondary electron (SE) mode and the accelerating voltage was set
to 5 kV to avoid charging of the samples.

4.3.2. Gas Sorption

A NOVA 2200e high-speed gas sorption analyzer (Quantachrome Instruments) was
used to determine the specific surface area. The samples were weighed into a measuring
cell (0.05-0.1 g). The measuring cell was placed in a degassing station, where the degassing
process was carried out at 75 °C for 20 h. After cooling, the degassed sample was weighed
to four decimal places. The samples were placed in a measuring station. The adsorption
and desorption isotherms were measured under liquid nitrogen (77 K) from 0.05-0.95 of
the relative pressure P/Py. The obtained data were processed by NovaWin software and
specific surface area was calculated by the multi-point BET method.
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Abstract: Transport properties are one of the most crucial assets of hydrogel samples, influencing their
main application potential, i.e., as drug carriers. Depending on the type of drug or the application
itself, it is very important to be able to control these transport properties in an appropriate manner.
This study seeks to modify these properties by adding amphiphiles, specifically lecithin. Through
its self-assembly, lecithin modifies the inner structure of the hydrogel, which affects its properties,
especially the transport ones. In the proposed paper, these properties are studied mainly using
various probes (organic dyes) to effectively simulate drugs in simple release diffusion experiments
controlled by UV-Vis spectrophotometry. Scanning electron microscopy was used to help characterize
the diffusion systems. The effects of lecithin and its concentrations, as well as the effects of variously
charged model drugs, were discussed. Lecithin decreases the values of the diffusion coefficient inde-
pendently of the dye used and the type of crosslinking. The ability to influence transport properties
is better observed in xerogel samples. The results, complementing previously published conclusions,
showed that lecithin can alter a hydrogel’s structure and therefore its transport properties.

Keywords: lecithin; hydrogel; diffusion; scanning electron microscopy; extracellular matrix; transport
properties; model drugs

1. Introduction

Hydrogels are hydrophilic polymeric materials with a three-dimensional structure (or
3D networks of hydrophilic polymers) capable of swelling in aqueous solutions or biological
fluids and also possessing unique properties, such as biocompatibility, biodegradability,
superabsorbency, viscoelasticity, softness, and responsiveness to external stimuli (pH and
temperature) [1-3]. The presence of these properties makes hydrogels a promising material
in biomedicine, tissue engineering, and especially the preparation of drug-delivery systems
with controlled release [4,5].

In the case of designing systems for the controlled release and delivery of drugs, special
attention should be given to the mechanism of transportation and its correlation with the
microstructure of hydrogels. The physical and mechanical properties of such systems can
easily be improved (1) by adding a structure modifier; (2) by means of binary systems com-
posed of two or more mixed polymers, such as interpenetrating polymer networks; (3) by
using self-reinforced composite materials composed of fibers embedded in a matrix of the
same polymer; and (4) by means of the sol-gel reaction to produce silica reinforcement [6].
Another alternative way to enhance the mechanical properties of hydrogel materials is to
incorporate nanomaterials, such as silica, graphene, graphene nanotubes, carbon nanotubes,
and plant fiber-based nanofibers, etc. For example, Mallikarjun B. Jalageri and G. C. Mohan
Kumar, in their article, described a new material for designing cartilage scaffolds based
on polyvinyl alcohol/polyvinyl pyrrolidone hydrogel reinforced by hydroxyapatite [7].
The addition of hydroxyapatite nanorods (HNr) improves the mechanical properties and
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morphological characteristics of PVA/PVP hydrogels. Soher N. Jayash et al. prepared
novel hybrid hydrogels based on chitosan and silica using the sol-gel technique [8]. Such
hydrogel systems exhibited improved degradation and mechanical properties, no signifi-
cant cytotoxic effects, and high loading efficiencies. Eric A. Appel and coauthors developed
self-assembled hydrogels prepared by means of non-covalent interactions between hy-
droxypropylmethylcellulose derivatives (HPMC-x) and core-shell nanoparticles (NPs) [9].
This approach enabled the creation of materials with a dual loading of hydrophobic and
hydrophilic molecules and high biocompatibility, which are appropriate for controlled drug
delivery applications.

The characterization of hydrogels with a modified internal structure is often based on
the analysis of their mechanical properties as well as their biocompatibility and biodegrad-
ability. In our previous paper [10], we provided a detailed and comprehensive analysis of
the impact of lecithin (a naturally occurring mixture of phosphatides) on the morphological
and rheological properties of hydrogels with different crosslinking mechanisms. The kinet-
ics of drying and further swelling of these systems were studied as well. In addition to this
valuable information, it is also essential to study the transport behavior of these materials
in light of their potential application as controlled release systems.

Transport properties generally include viscosity, thermal conductivity, and the diffu-
sion coefficient (diffusivity), which indicates the rate at which specific (per unit volume)
momentum, heat, or mass are transferred [11]. Studying diffusion in hydrogels is extremely
important in order to predict diffusant transport with respect to their potential application
as drug delivery systems and also in order to extract information on polymer network
structures [12]. Therefore, it should be kept in mind that the choice of an appropriate
diffusion measurement method is essential since there are a huge number of different
methods and instrumental techniques, as well as their combinations, and none of them is
universal. Furthermore, experimental methods can be divided into a few main categories.
The first (traditional) comprises concentration gradient methods (steady-state), in which a
diffusional steady-state flux is set up through a gel diaphragm separating two liquid-filled,
stirred compartments, and the effective diffusion coefficient is calculated. The second
comprises concentration gradient methods (non-steady-state). This category includes, for
example, uptake/release from a hydrogel immersed in a stirred solution [13]. In this case,
the decrease or increase in the amount of diffusant in the outer solution is measured, and
subsequently, the diffusion coefficient is calculated. The next category covers advanced
instrumental techniques, such as diffusion-sensitive NMR, which enables the evaluation
of solute self-diffusion [14-16]; fluorescence recovery after photobleaching (FRAP), which
involves tracking the intensity distribution around the photobleached spot over time, as
well as the use of powerful mathematical tools to characterize the diffusion coefficients of
diffusants [17]; and fluorescence correlation spectroscopy (FCS), which allows the direct
measurement of the translational diffusion of solutes [18,19]. The last category includes
computer simulation studies on solute diffusion in gels, such as coarse-grained (CG) simu-
lations, which are widely used to simulate polymer networks and also to predict the impact
of formulation and processing parameters on the kinetics of drug release [20,21].

In this article, we present a study of the transport properties of hydrogel and xero-
gel systems determined on the basis of the given release experiments. In general, we
investigated the diffusion of organic dyes (thodamine 6G as a model of positively charged
molecules; eosin B and amido black 10 B as models of negatively charged molecules) and cal-
culated the diffusion coefficients for hydrogel systems with different weight concentrations
of lecithin as a structure modifier.

2. Results and Discussion

According to previously published data and to extend the results obtained in the previ-
ous article [10], the same types of crosslinking and materials were chosen. For the formation
of hydrogel matrices, the following materials were used: the linear polysaccharide agarose,
as an example of physical crosslinking; sodium alginate crosslinked by calcium chloride, as
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an example of an ionic type of crosslinking; and poly(vinyl alcohol)-chitosan crosslinked by
epichlorohydrin, as an example of a hydrogel with chemical crosslinking. Crosslinking is
one of the main factors that influences the transport properties of the hydrogel (Figure S1),
and thus it is important to take this factor into account when trying to characterize the
influence of lecithin on the different hydrogel and xerogel samples.

For each type of crosslinking, samples differing in lecithin concentration were investi-
gated. Lecithin concentrations were selected according to a previous study, and the samples
were labeled according to these concentrations (“0.5”, “1”, and “2”); the reference sample
without lecithin addition was marked as “R”.

The probes that were chosen to study the transport properties of the hydrogel samples
differed in some of their physicochemical properties (electric charge and molecular weight)
as well as in some of their visual properties, such as their absorption maximum. Specifically,
the probes chosen were the positively charged rhodamine 6G (479.02 g-mol~!) and the
negatively-charged dyes eosin B (580.09 g-mol~!) and amido black 10B (616.50 g-mol~1).

Crucial transport parameters were obtained for hydrogel and xerogel samples placed
in the container filled with distilled water, and the amount of released dye was controlled
and measured by a UV-Vis spectrophotometer set up for hydrogels. In the case of xerogels,
the same optical probes were used, but due to the very fast release of dye from the xerogel
samples, more frequent measurements were recorded (also using UV-Vis). The supporting
method was scanning electron microscopy (SEM), from which images of the studied
hydrogels were obtained and further compared with previously published xerogel images.

2.1. Physical Crosslinking

To characterize the transport properties of the physically crosslinked hydrogel matrix,
agarose hydrogels modified by different additions of lecithin were studied. Agarose
was chosen because, in the context of amphiphilic modifications, we try to approach the
functionality and properties of extracellular matrix (ECM), and agarose hydrogels are
frequently used in vitro models across numerous disciplines [22]. Hydrogel samples, as
well as dried xerogel samples, were prepared with a chosen dye already incorporated into
the structure (the original hydrogel samples were prepared using a solution of the dye). A
schematic figure of the preparation procedure can be seen in the Supplementary materials,
Figure S2.

2.1.1. Dye-Release Experiments

The effective diffusion coefficient (D¢) was the crucial transport parameter that
provided us with information about the transport properties of the studied hydrogels.
Specifically, it is a value that describes how each individual dye is released from the
hydrogel. The procedure for obtaining D¢ and the method to calculate it are described in
Section 4.2.

Rhodamine 6G was chosen as the only positively charged probe due to its suitable
molecular weight (comparable with that of cationic drugs, e.g., loperamide or ebastine)
and previous experience with this organic dye [23]. The results obtained for agarose hy-
drogel samples modified by lecithin suggest that lecithin addition influences the transport
properties of agarose hydrogels by decreasing the value of the diffusion coefficient (as
seen in Table 1 and Figure 1a), which means that, in our study, the release of the model
organic probe was significantly slowed down. The large deviations between individual
measurements could have been caused by the use of different probes or their calibration.
However, in each set of measurements, a trend of decreasing diffusion coefficient with
increasing lecithin concentration was evident. The reference sample immediately released
more dye than all the other samples, while the samples with lecithin released the positively
charged dye significantly more slowly. This could be the result of the modified internal
structure of these hydrogels due to the self-assembly of lecithin inside the hydrogel. The
presence of lecithin, as well as interactions between the positively charged rhodamine 6G
and the negatively charged functional groups of the lecithin molecule, enable the dye inside
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the hydrogel structure to become partially blocked and thus slow down or delay its release.
This would also be confirmed by a number of publications dealing with obstructions inside
agarose hydrogels [24,25].

Table 1. Effective diffusion coefficients calculated from dye-release experiments for physically
crosslinked agarose hydrogels and xerogels with different concentrations of lecithin and the positively
charged dye rhodamine 6G.

. Hydrogel Xerogel
Rhodamine 6G yimg 2 .1 ,1(;5 2.1
Dege x 10710 (m*=-s—1) Deg x 10710 (m=-s—1)
R (0 wt.%) 27+02 6.4+09
0.5 wt.% 1.2£0.1 —
1 wt.% 1.0£0.1 —
2 wt.% 1.2+0.1 —
3.5E-10 8.E-10
30E-10 | 7E10 |
25610 | GE:AO -
_ ~ 5E10
2N 20E-10 | 7
k) F4E10 b
£ 15E-10 |
= £ 3E10
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0.0E+00 : - 0.E+00
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Hydrogel samples Xerogel samples
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4,0E-10 1.2E-08
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Figure 1. Effective diffusion coefficients for physically crosslinked agarose hydrogel and xerogel
samples with different lecithin concentrations (0, 0.5, 1, and 2 wt.%); rhodamine 6G hydrogels (a),
rhodamine 6G xerogels (b); eosin B hydrogels (c); eosin B xerogels (d); amido black 10B hydrogels (e);
and amido black 10B xerogels (f).

What happens to the hydrogel after evaporation of the dispersion medium, and how
does this affect the other substances in the gel? To answer this key question, the same
hydrogel samples as used in the previous experiment were dried prior to characterization.
In this case, however, the dye release from agarose was very quick, and it was not possible
to measure the release over longer intervals as was performed for the dye release from non-
dried hydrogel samples. For this reason, a fiber UV-Vis spectrometer was used, allowing
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the measurement of UV-Vis spectra every twenty seconds. In this setup, the absorbance
was measured for approximately the first hour, which, for agarose xerogel samples, was
enough time for around twenty percent of the dye to be released from the sample (for the
reference sample, see Figure 1b). From the measured absorbance, the concentration was
calculated.

The results from the dye-release experiments obtained for agarose xerogels loaded
with rhodamine 6G confirmed the previously mentioned conclusions in Section 2.1.1.
Therefore, the rhodamine 6G interacted with the lecithin modifier. This was particularly
evident from the fact that it was not possible to obtain adequate values for the effective
diffusion coefficient after the addition of lecithin. This hypothesis is also supported by
the graphical representation of the release of the dye from the xerogel system (Figure 2a).
These findings from Figure 1b show that the diffusion coefficient for the reference sample
without lecithin was the only value obtainable for xerogels from the diffusion coefficient
calculations (Table 1). For the lecithin additions, the amount of released dye, and thus the
diffusion coefficient, was not measurable, and with increasing time, deformation of the
samples occurred, which would again support the assumption of interactions between
lecithin, rhodamine 6G, and agarose.
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Figure 2. Time development of dye-release experiments for rhodamine 6G (a), eosin B (b), and
amido black 10B (c), controlled by the optical probes for physically crosslinked agarose xerogels with
different concentrations of lecithin.
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Other drug models used were negatively charged eosin B and amido black 10B. These
were chosen to study oppositely charged models and to avoid interactions with the modifier.
The second studied model dye was the negatively charged eosin B. The characterization
of the dye-release process in physically crosslinked hydrogels and xerogels tuned by the
addition of lecithin was analogous to thodamine 6G measurements and has already been
described in Section 2.1.1. At the start of the experiment, the dye-release process was
similar for all hydrogel samples. With the passage of time, the release of dye accelerated
(leading to a higher concentration of dye outside of the sample) in the reference sample
and in samples with smaller lecithin concentrations (Table 2). The associated diffusion
coefficients were ultimately almost identical for all samples, which is explained by the fact
that eosin B and hydrogel matrix interactions with each other should not occur (on the basis
that eosin B can react with positively charged components [26]), and thus the diffusion of
the negatively charged eosin B is not slowed down inside the hydrogel. The results of FTIR
analysis using PCA showed that the main differences between the agarose gels without
lecithin and gels with lecithin spectrally correspond to the characteristic bands of lecithin
(Figures S3 and S4).

Table 2. Effective diffusion coefficients calculated from dye-release experiments for physically
crosslinked agarose hydrogels and xerogels with different concentrations of lecithin and the negatively

charged dye eosin B.
. Hydrogel Xerogel
Eosin B Degs x 10710 (m2.s—1) Degs x 10710 (m?-s—1)
R (0 wt.%) 23+0.6 95+ 13
0.5 wt.% 25405 12 £ 2-1072
1 wt.% 25412 9431077
2 wt.% 24+13 4+2

The results for physically crosslinked agarose xerogels and eosin B are presented in
Table 2 and Figure 1d. The diffusion coefficient is greater for the reference sample than
for samples with lecithin additions (0.5 and 1 wt.%), with the coefficient being the lowest
for the sample with the highest lecithin concentration (2 wt.%). This suggests that lecithin
heavily influences the coefficient and that even small additions decrease the coefficient
significantly. The greater the concentration of lecithin, the lower the D¢ value, while the
differences between the D¢ values themselves were not so substantial. However, if we
ignore the reference sample, the magnitude of the diffusion coefficient decreases linearly
with increasing lecithin concentration. It can be predicted that the value would decrease
even lower to the point where the addition of the modifier was too great, and the dye
release was almost negligible or even ceased altogether. This hypothesis is also supported
by the time development of the release of eosin B (Figure 2b), which shows the fastest initial
release in the reference sample. For samples with different concentrations of lecithin, it is
clear that the lecithin inside the system caused a gradual slowing of the release. Samples
with smaller lecithin additions (0.5 and 1 wt.%) were almost indistinguishable from each
other, and the time of release was very similar. The highest lecithin addition (2 wt.%) led to
the biggest retardation.

The third and last studied model dye was negatively charged amido black 10B, and
the corresponding results for hydrogels are summarized in Table 3 and Figure le. These
exhibit the same trend as the results obtained for the other negatively charged dye, eosin B
(Table 2 and Figure 1c); thus, the kinetics of the released dye are very similar to each other,
which is also confirmed by the calculation of very similar diffusion coefficients. Thus, it
can be said that for a negatively charged model drug, the lecithin within the hydrogel does
not heavily influence its release time, and the drug is easily released.
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Table 3. Effective diffusion coefficients calculated from release dye experiments for physically
crosslinked agarose hydrogels and xerogels with different concentrations of lecithin and the negatively
charged amido black 10B.

. Hydrogel Xerogel
Amido Black 10B Dege % 10-10 (m2-s-1) Dege % 10-10 (m2-s-1)
R (0 wt.%) 2.6 +0.8 110 £ 53
0.5 wt.% 24+1.0 18 +11
1wt.% 22+12 50+ 04
2 wt.% 3.1+0.1 6+1

The conclusions for amido black 10B within physically-crosslinked agarose xerogels
are similar to those for eosin B (Table 3 and Figure 1f). The diffusion coefficient decreases
with increasing lecithin concentration in hydrogel samples in comparison with the reference
sample, in which no additional factors influence the transport of amido black 10B dye.
As seen from Table 3, the higher the concentration of lecithin, the lower the value of the
diffusion coefficient obtained. In the case of the highest lecithin concentration (2 wt.%),
dye release was substantially slowed down, probably due to the specific lecithin structures
formed inside the hydrogel structure. This is also supported by the timing of the release
(Figure 2c). These results are very similar to those obtained for eosin B, with the only
difference being the smallest addition of lecithin (0.5 wt.%), which is more similar to the
reference sample.

2.1.2. Morphological Characterization

The morphological characterizations of physically crosslinked agarose hydrogels
complement the already-published SEM images of xerogel samples used in this study
(SEM images already published in [10]). As stated in Section 4, hydrogel samples were
shock-frozen in liquid nitrogen and immediately underwent lyophilization. Subsequently,
the hydrogel structures were analyzed by SEM. The shock-freezing of samples was used to
minimize the alteration of hydrogel structure caused by ice crystal growth, which can create
some undesirable artifacts. Thus, the structures of freeze-dried hydrogels were similar to
their structures in their native state [27].

The images obtained from SEM show differences in hydrogel structures between
samples with different lecithin concentrations (Figure 3) and how these structures are
potentially affected by the lecithin addition. With increasing concentrations of lecithin, the
structures of hydrogels seem more altered and collapsed. Lecithin, either lecithin alone or
some structure formed from it, was probably trapped in the pores of the hydrogel network,
causing them to enlarge or making them more sensitive to changes caused by the growth
of ice crystals. This corresponds with results from the dye-release experiments, where
lecithin slowed down diffusion in hydrogels due to specific interactions between them or
simply by its presence in a particular place (i.e., “obstruction effect”). At a magnification
of 5000 (Figure 4), it is possible to observe pores in the structure of hydrogels (except
in the sample with the highest concentration of lecithin, where the structure collapsed).
These pores correspond in size to the pores in the structure of agarose hydrogels found in
previous work [27].
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reference

"o

0.5 wt.% lecithin

Figure 3. Surface morphologies of physically crosslinked agarose hydrogels with the addition of
lecithin revealed by SEM. Original magnification: 500x.

reference

>
A0

Figure 4. Surface morphologies of physically crosslinked agarose hydrogels with the addition of
lecithin revealed by SEM. Original magnification: 5000 x.

2.2. Ionic Crosslinking

As an example of an ionically crosslinked hydrogel matrix, sodium alginate crosslinked
by calcium ions (2:1 wt. ratio) was studied. Bond formation resulted from the interaction of
negatively charged poly(guluronic) acid units of alginate with divalent Ca®* ions. Alginate
has been extensively used as a hydrogel-synthetic ECM and thus is an ideal representative of
an ionically crosslinked hydrogel for this study [28]. Structural modifications were evoked
by lecithin additions, and the resulting transport properties were observed and compared
by means of diffusion dye probes. A schematic figure of the preparation procedure can be
seen in Supplementary Materials, Figure S5.

2.2.1. Dye-Release Experiments

The first studied model dye was positively charged rhodamine 6G, which was released
from an ionically crosslinked alginate hydrogel. Lecithin, which acts as an internal structure
modifier, was added to the hydrogel systems in different concentrations. The amount was
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the key factor that influenced both the hydrogel and xerogel structures and their related
transport properties, which can be seen in Table 4 and Figure 5a.

Table 4. Effective diffusion coefficients calculated from dye-release experiments for ionically
crosslinked alginate hydrogels and xerogels with different concentrations of lecithin and the positively
charged dye rhodamine 6G.

. Hydrogel Xerogel
Rhodamine 6G Yﬁlog 2.1 71(;5 2 .1
Deff x 10 (m ‘S ) Deff x 10 (m ‘S )
R (0 wt.%) 29+02 22+2
0.5 wt.% 1.5+0.1 —
1 wt.% 1.2+0.1 —
2 wt.% 1.2+0.1 —
3.5E-10 3.0E-09
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Figure 5. Effective diffusion coefficients for ionically-crosslinked alginate hydrogel and xerogel
samples with different lecithin concentrations (0, 0.5, 1, and 2 wt.%); rhodamine 6G hydrogels (a),
rhodamine 6G xerogels (b); eosin B hydrogels (c); eosin B xerogels (d); amido black 10B hydrogels (e);
and amido black 10B xerogels (f).

The amount of released dye was the highest for the reference sample, as this hydrogel
did not contain any structures or artifacts that would serve as obstacles or as storage
moieties for the dye, and since the alginate hydrogel complex should act as a neutral
system [29], the dye could be released out of the hydrogel without any problems. The
kinetics of dye release slowed down with increasing lecithin concentration, i.e., with
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an increasing number of lecithin structures acting as obstacles. The associated effective
diffusion coefficient (D) was the highest for the reference sample and decreased with
increasing lecithin concentration. The differences in D values for the samples with
distinct additions of lecithin were negligible and thus confirmed the insignificant influence
of lecithin concentration on the final value of the diffusion coefficient (in comparison with
the reference sample).

Xerogel samples for ionically crosslinked alginate yielded very similar results to
those for physically crosslinked agarose samples. In the case of lecithin additions, the
concentration of dye was undetectable, probably because of the blockage of positively
charged dye release caused by lecithin throughout the whole duration of the experiment.
The time of development of the dye release (Figure 6a) was almost identical to that for
physically crosslinked hydrogels. The positively charged dye was almost immeasurable
outside of the hydrogel, thus confirming interactions with the dye as well as the blockage
caused by the lecithin additions [30].
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Figure 6. Time development of dye release for rhodamine 6G (a), eosin B (b), and amido black 10B (c),
determined by optical probes for ionically crosslinked alginate xerogels with different concentrations
of lecithin.
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Negatively charged dyes were also studied. As is obvious from Table 5, the increasing
lecithin concentration slowed down the release of the negatively charged dye eosin B from
ionically crosslinked alginate hydrogels. The diffusion coefficient was then very similar for
each sample, regardless of the amount of lecithin within each hydrogel. The sample with
the highest lecithin concentration (2 wt.%) presented high deviation values, which were
caused by the high content of lecithin released from the sample with the dye.

Table 5. Effective diffusion coefficients calculated from dye-release experiments for ionically
crosslinked alginate hydrogels and xerogels with different concentrations of lecithin and the nega-

tively charged eosin B.
. Hydrogel Xerogel
Eosin B Deff X 10710 (m2-s*1) Deff X 10710 (mz-s*l)
R (0 wt.%) 2.0+£0.1 22 +8
0.5 wt.% 22402 04406
1 wt.% 22402 09+12
2 wt.% 42403 1.7+04

The results for ionically crosslinked xerogels with negatively charged eosin B followed
those for physically crosslinked xerogels with the same dye, showing that the reference
sample had a much bigger diffusion coefficient than the other samples, their lower co-
efficients resulting from lecithin addition. According to this, it could be concluded that
crosslinking does not have a considerable influence on the diffusion coefficients of xerogels
for this type of model drug (dye). The timing of the release of this dye indicates that lecithin
slowed down the release since alginate does not interact with eosin B [31]. As mentioned
in the previous paragraph, the sample with the highest lecithin concentration (2 wt.%)
initially had the slowest release, but, with time, it was possible to observe (Figure 6b) its
acceleration, which was caused by the release of lecithin.

The release of the second negatively charged dye, amido black 10B, from ionically
crosslinked alginate was significantly slowed down by lecithin additions. The associated
diffusion coefficient increased with increasing concentration up to the 1 wt.% sample.
During the experiment, the dye release from the samples with the two highest lecithin
concentrations was either immeasurable or exhibited big deviations. This was caused by
disintegration, which led to the release of both the dye and the lecithin. A similar order
of magnitude for the diffusion coefficients (Figure 5c and Table 5) can be observed for the
other negatively charged dye, eosin B; however, the differences between each sample for
amido black 10b are obvious, which cannot be said for the eosin B samples. In comparison
with physically crosslinked agarose hydrogels, again for amido black 10B (Figure 5e and
Table 6), the coefficient has values in the same order of magnitude.

Table 6. Effective diffusion coefficients calculated from dye-release experiments for ionically
crosslinked alginate hydrogels and xerogels with different concentrations of lecithin and the nega-
tively charged amido black 10B.

. Hydrogel Xerogel
Amido Black 10B Dege x 10-10 (m2-s-1) Degs x 10-10 (m2-s—1)
R (0 wt.%) 1.5+04 44 +2
0.5 wt.% 24404 1.8 £0.1
1 wt.% 1.7 +02 26+0.1
2 wt.% — 0.45 + 0.02

On the other hand, ionically crosslinked xerogels with negatively charged amido
black 10B show the exact same trend as physically crosslinked agarose hydrogels. The
value of the diffusion coefficient decreases with increasing lecithin concentration. The
results of FTIR analysis using PCA showed that the main differences between the alginate
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gels without and with lecithin spectrally correspond to the characteristic bands of lecithin
(Figures S3 and S6).

2.2.2. Morphological Characterization

Prior to SEM observation, ionically crosslinked alginate hydrogels were shock-frozen
in liquid nitrogen and subsequently lyophilized, as were the agarose hydrogels. As stated
before, this procedure was used to minimize the alteration of hydrogel structure; however,
for these types of hydrogels, it was not effective. As can be seen from Figure 7, the structure
of all prepared hydrogels appears similar, leading to the conclusion that they are altered.
This was most likely a result of the preparation of the samples. Since these hydrogels were
prepared in a smaller volume than the agarose hydrogels, they may have been partially
unfrozen prior to lyophilization, which would have caused ice crystal growth and thus the
presence of structural artifacts [32]. These results therefore represent artifact-biased images
of hydrogels in their native form.

reference ) 0.5 wt.% lecithin

Figure 7. Surface morphologies of ionically crosslinked alginate hydrogels with the addition of
lecithin revealed by SEM. Original magnification: 500x.

2.3. Chemical Crosslinking

A mixture of PVA (poly(vinyl alcohol)) with chitosan crosslinked by epichlorohydrin
was studied as an example of a chemically crosslinked hydrogel. As well as other types
of crosslinking, the internal structure and subsequent transport properties of samples
were modified by the addition of different amounts of amphiphilic lecithin. Chemically
crosslinked samples were studied only in their xerogel form since the preparation method
finishes with mixtures in their dried state; thus, rehydrated samples would yield the same
results (Section 4.1). The only difference was in the morphological characterization, in
which samples were rehydrated to observe their structures in hydrogel form. The samples
were chosen for their close similarity to ECM and their ideal biomedical properties [33]. A
schematic figure of the preparation procedure can be seen in the Supplementary Materials,
Figure 57.

2.3.1. Dye-Release Experiments

The main evaluated parameters were the diffusion coefficients and the amount of
released dye. Three different dyes were used to study the transport properties of chemically
crosslinked PVA-chitosan samples: positively charged rhodamine 6G, negatively charged
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eosin B, and amido black 10B. The negatively charged dyes were held inside the gel very
strongly, which was because of the small pores in the highly organized structure of the
chemically crosslinked gel as well as the interaction of the positively charged chitosan
with the negatively charged dye. The only dye that was measurable outside the gel was
released immediately after the experiment started; neither long nor short experiments, the
latter focused on the first hour of the experiment, were able to provide results that could be
analyzed. Only a residual amount of both of these dyes was released from the xerogels;
therefore, no diffusion coefficient values could be calculated.

Only experiments with the positively charged dye, rhodamine 6G, yielded results
sufficient for analyses and for obtaining information about diffusion coefficients. As can
be seen in Figure 8a, the release of the dye was very fast, and the longer experiment
setting was not appropriate for this type of gel. This burst release was studied on similar
materials with the purpose of slowing the release [34]. Only experiments focused on the
first hour of diffusion were able to yield results. Lecithin influenced the amount of dye
released (Figure 8b), with the amount of released dye decreasing with increasing lecithin
concentration. The same can be said about the diffusion coefficient (Figure 9 and Table 7),
where the results obtained for the highest lecithin concentration (2 wt.%) are unequivocal
since this lecithin concentration led to damage to the PVA-chitosan xerogel. The results of
FTIR analysis using PCA showed that the main differences between the PVA-chitosan gels
with and without spectroscopy correspond to the characteristic bands of lecithin (Figures

S3 and S8).
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Figure 8. The concentration of rhodamine 6G released from xerogel samples over a longer period of
time (a) and the time progress of dye-release experiments using rhodamine 6G for the first 60 min,
determined by the optical probe for chemically cross-linked PVA-chitosan (b).
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Gels 2023, 9, 367

14 0f 18

Table 7. Effective diffusion coefficient (D) calculated from dye-release experiments for chemically
crosslinked PVA-chitosan xerogels with different concentrations of lecithin and the positively charged

dye rhodamine 6G.
Xerogel Sample (c of Lecithin) R (0 wt.%) 0.5 wt.% 1wt.% 2 wt.%
Deg x 10710 (m?.s71) 943 741 19402 —

2.3.2. Morphological Characterization

The chemically crosslinked hydrogels were used in their native (hydrated) form for
the preparation of samples for morphological study. The prepared xerogels were left to
swell in water and were subsequently shock-frozen in liquid nitrogen and freeze-dried.
The images obtained using SEM show the layered structure of the hydrogels. The only
observable difference between each sample is the smoothness of the cross-sectional view.
With increasing lecithin content, the interlayer roughness increases (Figure 10).

reference 0.5 wt.% lecithin

Figure 10. Cross-sectional view of chemically crosslinked PVA-chitosan hydrogels with the addition
of lecithin revealed by SEM. Original magnification: 500x.

These results correspond with already-published data for xerogels of these chemically
crosslinked hydrogels [10]. Since the structures of xerogels and hydrogels for this type of
material are very similar, it does not matter which preparation procedure is used to observe
the structure using SEM. Furthermore, since the hydrogel structure is smooth and no pores
are visible, these observations correspond with results for dye release, in which only a
small amount of dye is released.

3. Conclusions

This work focused on the description of the transport properties of differently crosslinked
hydrogels and xerogels (physically crosslinked agarose, ionically crosslinked alginate, and
chemically crosslinked PVA-chitosan), which were altered with different concentrations of
amphiphilic lecithin as a structure modifier to influence the transport properties of the gels.
For characterization of the transport properties of the above-mentioned hydrogel systems,
various model probes with different charges were used (positively charged rhodamine 6G,
negatively charged eosin B, and amido black 10B).

The positively charged dye interacted with the lecithin modifier, which meant that for
the physically and ionically crosslinked hydrogels, the dye was held within the hydrogel
and released very little dye or none at all, regardless of the quantity of the modifier. When
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the charge of the dyes did not interact with the modifier (in the case of negatively charged
dyes), the quantity of lecithin had a significant impact on the speed and amount of dye
release. Which meant that the diffusion coefficient was lower for the xerogel samples
with lecithin compared to the reference samples. In summary, therefore, we can state that
the addition of lecithin to physically or ionically crosslinked hydrogels slows down the
release of the model drug and affects the amount of drug released. Chemically crosslinked
hydrogels appear to be a system that is also affected by lecithin, but not as significantly as
in other types of crosslinking.

This work closely follows already-published results dealing mainly with the mechani-
cal properties of the same types of hydrogels and modifications used in this work. Together
with our former work, it is possible to compare different morphological characterizations
of gels in their hydrogel and xerogel forms.

4. Materials and Methods

Differently crosslinked hydrogel matrices and the effect of lecithin on their properties
were studied. Three different crosslinking mechanisms were studied: physical, ionic, and
chemical. Agarose E was purchased from Condalab (Madrid, Spain), calcium chloride from
Lach-Ner (Neratovice, Czech Republic), and sodium alginate, poly(vinyl alcohol), chitosan,
epichlorohydrin, and L-a-Phosphatidylcholine (lecithin) were all purchased from Sigma-
Aldrich (Prague, Czech Republic). Dyes used for diffusion experiments differed in charge:
positively charged rhodamine 6G (Sigma-Aldrich, Prague, Czech Republic), negatively
charged amido black 10B (Merck, Darmstadt, Germany), and eosin B (Sigma-Aldrich,
Prague, Czech Republic) were used.

4.1. Sample Preparations

Physically crosslinked hydrogels were prepared using agarose. For every sample, a
mixture of agarose (1 wt.%) and lecithin (0, 0.5, 1, or 2 wt.%) was weighed in a container. A
liquid dispersion medium was then added to the mixture. The dispersion medium was
either pure deionized water (ELGA, PURELAB Classic) or, if needed, a solution of appropri-
ate dye (rhodamine 6G—0.01 g-1~1, eosin B—0.015 g1~ !, or amido black 10B—0.01 g1 1).
The sample thus prepared was mixed and dissolved at an elevated temperature. It was
then left to stand for 24 h to gel prior to further study [10,23].

Ionically-crosslinked hydrogels were prepared by sodium alginate (2 wt.%) crosslinked
by calcium ions of calcium chloride (0.1 mol-dm?) at a two-to-one weight ratio. Lecithin
was added to the alginate solution and stirred for 24 h. A solution of calcium chloride
(if needed, the calcium chloride was dissolved in a solution of an appropriate dye) was
sprayed on the layer of sodium alginate with lecithin in order to create a homogeneous
hydrogel [10,28]. The sample was then left to stand for 24 h in order for bond creation to
finish and for the sample to relax. The hydrogels were then ready for further investigation.

For the preparation of chemically crosslinked hydrogels, lecithin was added to the
PVA solution and stirred for 24 h [10], after which the procedure closely followed that
described by Garnica-Palafox et al. [33].

4.2. Diffusion Release Experiments

The most important information concerning prospective drug carriers, which were
mimicked by hydrogel samples in this study, is their ability to release the drug at a optimal
speed. The diffusion/dye-release experiments were the core technique for this study.
Samples with different crosslinking mechanisms were studied, as well as lecithin’s ability
to influence this characteristic. Release characteristics were obtained for samples in their
hydrogel form as well as for samples that were dried into their xerogel form. As model
drugs released from the matrices, positively-charged rhodamine 6G, negatively charged
eosin B, and amido black 10B were used.

The dye was added at the beginning of sample preparation. Thus, samples were
prepared with the dye already in them. If the sample was supposed to be in xerogel form,
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hydrogels were dried to a constant weight in the laboratory oven at 45 °C. Hydrogel and
xerogel samples were cut into the same-sized pieces and put into flasks with a defined
volume of deionized water (hydrogels with 20 mL and xerogels with 40 mL) which was
constantly stirred. The water was then routinely measured in a UV /Vis spectrophotometer
every ten minutes to obtain the absorbance value for the released dye. The experiment
ended when all the dye was released, the amount led to a constant weight, or the sample
was damaged or destroyed.

The most fundamental parameter that can express (and consequently be used to
compare) the transport properties of hydrogels with inner structural changes resulting from
the addition of a modifier, such as lecithin, is the effective diffusion coefficient, expressed
as the amount of dye released from the gel per m?-s™ .

It must be noted that calculated diffusion coefficients are not absolute values but only
relative (or effective) ones. This means that porosity and tortuosity are hidden in the values
of diffusion coefficients. The determination of absolute values of diffusion coefficients
requires deeper research focused specifically on the diffusion phenomena of each specific
hydrogel. This was not the principal aim of this publication. Therefore, we used effective
values for the diffusion coefficients as proxies for comparing the transport properties of the
studied hydrogels as a function of the additive concentration and/or type of crosslinking.

The time of development of the mass of released dye can be expressed as follows:

mo_ 2, (Dgel)x/i 1)

Nrov 1) 7T
4 Dge|
SN
4\ 2
Dgelz <k5> T (3)

The total amount of released dye at a specific time is expressed as the ratio of the
amount of substance at a given time (n;) divided by the amount of substance at equilibrium
(nrov). The effective diffusion coefficients were calculated from the slope of the linear
regression of this ratio of the amount of substance as a function of the square root of time.
The dimensions of the releasing medium (i.e., hydrogels) were considered as circles of
diameter (8). From this simple calculation, it is obvious that the release experiments must
be performed until the equilibrium state is achieved (when the concentration of released
dye does not change over time) [35].

During the measurements as well as after evaluation of the results from UV-Vis
spectrophotometry, it was found that the release of the dyes from the xerogel samples was
too fast for the experimental setup. For this reason, the xerogels were measured again
using optical probes and OceanView 2.0 software (OceanInsight, Orlando, FL, USA), which
allowed us to obtain UV-Vis absorbance every 20 s for the first hour of the experiment.

4.3. Scanning Electron Microscopy

Morphological characterization of the structures of all prepared hydrogel samples
was performed using a ZEISS EVO LS 10 (Carl Zeiss AG, Germany) scanning electron
microscope. The samples in their native (i.e., water-filled) form were shock-frozen in liquid
nitrogen and then immediately freeze-dried. A few small specimens were taken from each
studied hydrogel to maintain objective observation. Before observation, the specimens
were gold-coated in a sputtering device (POLARON, Quorum Technologies, Lewes, UK).

The surface morphologies of every sample were recorded. Observations were realized
in secondary electron mode, and the accelerating voltage was set to 5 kV to avoid charging
the sample.
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hydrogel with lecithin, respectively; S7: Preparation procedure of chemically crosslinked PVA-
chitosan hydrogels; Figure S8: Results of principal component analysis of the ATR-FTIR spectra of
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