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ABSTRAKT

Predlozena diplomova prace predstavuje jednu z mnoha moznosti fyzikalni pfipravy PVA
hydrogelt s gradientem v hustoté sesiténi. Na zaklad€ vypracované reSerse, jejiz hlavni naplni
byly zptsoby pfipravy gradientovych hydrogelt a charakterizace jejich vlastnosti, byla vybrana
metoda cyklického mrazeni a tani, kterd byla optimalizovana se zaméfenim na vybrané
parametry (molekulova hmotnost polymeru, pocet cykla, délka a teplota cykld, zptsob
mrazeni) pfi pripravé. Dal§im krokem bylo provedeni pilotnich experimentl vedoucich
k potvrzeni a charakterizaci vzniklé gradientové struktury vybranymi instrumentalnimi
technikami jako je reometrie, rastrovaci elektronova mikroskopie nebo metoda zalozena na
sledovani ubytku disperzniho prostiedi pii suSeni vzork(. Kromé potvrzeni gradientové
struktury byl jednim ze studovanych parametra také vliv pfidavku polysacharidu, a vytvoreni
tak semi-interpenetrovatelné sité, na vysledné mechanické vlastnosti. Gradientové hydrogely
s riznou molekulovou hmotnosti ¢i pfidavky polysacharidu coby modelového difuzniho ¢inidla
byly ve druhé Casti experimentalni prace porovnavany na zakladé difuznich experimentt za
vyuziti methylenové modii. V zavéru prace byly vSechny ziskané vysledky diskutovany a byla

navrzena dopliiujici métfeni pro hlubsi pochopeni dané problematiky.

KLIiCOVA SLOVA

gradientové hydrogely, polyvinyl alkohol, reologie, difuzni experimenty, SEM, suSina



ABSTRACT

The presented thesis introduce one of the many possibilities for the physical preparation of PVA
hydrogels with a gradient in the crosslinking density. Based on the research conducted, the main
focus of which was the preparation methods of gradient hydrogels and the characterization of
their properties, a cyclic freezing and thawing method was selected and optimized with a focus
on the selected preparation parameters. The next step was to perform pilot experiments leading
to the confirmation and characterization of the resulting gradient structure by selected
instrumental techniques such as rheology, scanning electron microscopy or a method based on
monitoring the loss of dispersion during drying of the samples. In addition to the confirmation
of the gradient structure, one of the parameters studied was the effect of the addition of
polysaccharide on the resulting mechanical properties. Gradient hydrogels with different
molecular weights or biopolymer additions were compared in the second part of the
experimental work based on diffusion experiments using methylene blue. At the end of the
work, all the results obtained were discussed and additional measurements were proposed for a

deeper understanding of the subject.

KEY WORDS
gradient hydrogels, polyvinyl alcohol, rheology, diffusion experiments, SEM, dry matter
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1 UVOD

Hydrogelové systémy, jako materialy tvofené trojrozmérnou polymerni siti jako spojité
disperzniho podilu a vodou jako disperznim prostfedim, tvofi dnes dulezitou soucast
nejruzn€jSich aplikacnich odvétvi od biomediciny pifes potravinaistvi az po zemeédélstvi.
I ptesto, ze hydrogely jsou z vétsi Casti tvofeny pouze vodou, vykazuji chovani podobné
pevnym latkdm a dokazou odolavat mechanické deformaci. Jejich vysledné vlastnosti jsou
v zasadé zavislé na volbé vyuzitého polymeru, po¢tem a charakterem kovalentnich vazeb ¢i
slabych vazebnych interakci a obsahem vody. Pfi snaze pfipravit sofistikovanéjsi hydrogelové
materialy, jejichz vlastnosti 1ze postupné ménit, vznikly gradientové hydrogely. Gradientové
hydrogely mohou byt definovany jako hydrogely se zménou alesponn jedné vlastnosti ve
struktufe, pfiCemz tato zména muze byt plynula ¢i skokova. Mezi gradientové vlastnosti
muzeme zafadit napiiklad mechanickou pevnost ¢i hustotu sitovani. Vzniklé gradienty mohou
predstavovat nejen zménu prostorovou, ale také zménu ¢asovou ¢i kombinaci obojiho. Vyhody
hydrogelt s gradientovou strukturou oproti konvenénim hydrogeliim s homogenni strukturou,
kterd je cCasto limitujici, jsou Casto vyuzivany napiiklad v oblasti tkanového inzenyrstvi.
Gradientova struktura muze byt skvélym prosttedkem pro napodobeni pfirozeného
biologického prostiedi (napi. extracelularni matrix). Pravé témito gely, optimalizaci jejich

ptipravy a jeji charakterizaci se zabyva predlozena diplomova prace.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Gradientové hydrogely

Klasické hydrogely, s vodou jako disperznim prostiedim a polymerni siti jako disperznim
podilem, mohou byt modifikovany a funkcionalizovany tak, aby jejich struktura lépe
vyhovovala aplikaénim potfebam a mohla tak naptiklad simulovat prostfedi lidského téla,
typicky extracelularni matrix. Jednou z takovych modifikaci mohou byt i tzv. gradientové
hydrogely. U takovych hydrogeld miizeme v jejich struktufe pozorovat kontinualni prostorovou
zménu v alespoil jedné z jejich fyzikalnich nebo chemickych vlastnosti. Tyto struktury mohou

vykazovat jak zménu prostorovou, tak i zménu Casovou, kdy se vybrana vlastnost vyviji v ¢ase

(11, [2].

Dle povahy gradientu je muzeme rozdélit na gradient fyzikalni a chemicky. Fyzikalni
gradient je charakteristicky postupnou zménou fyzikalnich vlastnosti jako je tuhost materialu,
porovitost nebo drsnost povrchu. Fyzikalni gradient se ptirozené vyskytuje 1 v lidském téle.
Prikladem je kostni chrupavka, u které mizZeme pozorovat zménu vrstveni kolagenovych
vlaken nebo struktura kosti, které méni svou poérovitost od kompaktni az po houbovitou
(spongidzni). Chemicky gradient hydrogelti se vyznacuje zménou chemického slozeni, které

vede k postupné zmeéné smacivosti povrchu, koncentrace nebo hustoty ukotvenych latek [2].

Gradientové hydrogely sehraly v poslednim pulstoleti klicovou roli v mnoha aspektech
materialového vyzkumu, o Cemz sveédci exponencialni narast publikaci na toto téma. Hydrogely
s gradientovou strukturou usnadnily systematické studium nekterych fyzikalné-chemickych
jevl a upravovat jejich parametry nebo umoznily generovat inteligentni/reaktivni materialy,

coz vedlo k rychlému technologickému vyvoji se zvySenou ucinnosti [3].

2.1.1 Priprava

Generovani gradientové struktury v matrici hydrogelu muze byt dosazeno fadou
zpusobll — zménou molekulové hmotnosti materialu tvoticiho disperzni podil, zménou vnéjsich
podminek (teplota, pH, ,...) nebo inkorporaci jinych (nano)materiald do struktury [4]. Pfi
pfipravé mohou gradienty v hydrogelech nabyvat fyzikalni nebo chemicky -charakter,
vyjimecné 1 kombinaci obojiho [3]. Zména vlastnosti, ktera tvoii gradient hydrogelu muaze byt
kontinualni i ostfe ohrani¢ena. Tento parametr mize vyrazné ovlivnit napiiklad bunécnou
aktivitu v hydrogelovém substratu [5]. Dal§imi parametry ovliviiyjicimi vyslednou strukturu
jsou bobtnavost hydrogelu a stabilita jeho vazeb. Schopnost absorpce vody, ktera se pohybuje
od zlomku po tisicindsobek hmotnosti, je regulovana poctem hydrofilnich skupin polymerniho
fetézce. Bobtnavost nasledne€ ovliviluje difuzni koeficient rozpusténych latek, mechanické
a optické vlastnosti nebo smacivost povrchu. Stabilita vazby, ktera definuje fyzikalni vlastnosti
hydrogelu, zavisi nejen na hustoté sesiténi, ale také na vlastnostech polymeru jako je jeho naboj

nebo molekulova hmotnost [6].



Kromé rozdéleni gradientu hydrogelt na fyzikalni a chemické muizeme jejich proces
ptipravy rozdélit na dvé dalsi skupiny: "bottom up" a "top-down". Pti zvoleni prvniho pfistupu,
tedy zdola nahoru, je nejprve generovan gradient a az poté je cely roztok sitovan. V pripadé
této techniky se hydrogely buduji na matefském substratu postupnym skladanim stavebnich
blokti gradientu (monomery, oligomery, polymery ,...) pfirozené (napf. difuzi) nebo uméle
(ponofenim vzorku do roztoku, odpafovanim z depozice,...). Naopak je tomu u pfipravy
"top-down", u které polymerizace prekurzoru predchazi tvorbé gradientu. Metodou shora dolt

je zakladni substrat postupné fyzikalné ¢i chemicky modifikovan [3].

Nejjednodussi metody generujici hydrogelovy gradient vyuzivaji molekularni difuzi.
V tomto piipadé se hydrogel obecné pripravuje pred vznikem gradientu. Ten je vytvafen
pfidanim roztoku na povrch pfipraveného hydrogelu a inkubovan pro aktivaci difuze. Ackoliv
tato metoda nevyzaduje vyuziti specializovaného vybaveni, muze byt ¢asové velmi narocna,
vytvofené gradienty mohou byt Casoprostorové nestabilni a casto vyzaduji dodatecnou
imobilizaci [2], [7].

Druh4 strategie pfipravy, ktera navrhuje alternativu ¢asové naro¢né metodé difuze, vyuziva
systém programovatelnych injekénich pump. Pomoci této metody je mozné pripravit jak
fyzikalni, tak chemicky gradient fizenym michanim hydrogelovych prekurzori a jejich
naslednym sesitovanim [7]. Dynamické michani pfedstavuje univerzalni techniku také diky
moznosti zavedeni sekundarniho gradientu, napiiklad zavedenim nékterych biochemickych
signalt (rastovych faktord, adheznich molekul, ...) nebo raznych typt bunék do jednoho
roztoku prekurzoru [9]. Postupny vznik gradientu smichanim dvou riznych roztokd systémem
injekénich pump je dnes jiz uspéSné vyuzivan ke studiu chovani a diferenciace bunck
v prostiedi simulujicim ECM (extracelularni matrix) [10]. Obdobou fizeného michani
kapalnych roztokli v makroskopickém méfitku je mikrofluidika. Tato metoda je diky fizenému
davkovani malych objemu prekurzori do kanalkd o rozmérech mikrometr vysoce specificka.
Mikroskopické meértitko poté umoziuje 1 detekci na urovni jedné buiky a snizuje spotfebu

vyuzitych roztoku [8].

Jednou z dalSich soucasnych a pokrokovych technik je metoda 3D tisku. Prekurzory
hydrogelt jsou davkovany na substrat pomoci pohyblivé tiskové hlavy, ktera je fizena podle
pocitaem navrzeného modelu [1]. Tato aditivni vyrobni metoda umoziuje ménit geometrii,
propojeni a velikost jednotlivych pord v ramci jednotlivych vrstev. Uskalim maze ale byt volba
vhodného kapalného prekurzoru, ktery musi vykazovat dostateCnou rychlost tuhnuti a drzet tak
tvar vytvorené konstrukce. Technologie 3D tisku je hojné vyuzivana v oblasti tkariového

inzenyrstvi pti vyrob€ implantabilnich scaffolda [7].

Do podmnoziny technik 3D tisku pro pfipravu fyzikalniho gradientu mizeme zaradit
metodu stereolitografie. Ta spoc¢iva v postupné fotopolymeraci jednotlivych vrstev kapalného

monomeru pomoci pocitacove fizeného laserového paprsku. Pomoci stereolitografie je mozné
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generovat komplexni prostorovou strukturu [11]. Tvrdost a tloustku jednotlivych vrstev je
mozné fidit pomérem monomeru a fotoiniciatoru, rychlosti skenovani nebo vykonem laseru.
Nutna pritomnost fotoiniciatoru ale mize byt z divodu toxicity nevhodna pii biomedicinskych
aplikacich. PfedevSim v oblasti tkafiového inzenyrstvi je nutny vybér biokompatibilnich
monomert jako je poly(propylenfumarat) (PPF), poly-D,L-laktid (PDLLA) nebo
poly(e-kaprolakton) (PCL) [11] [12].

Sirokou $kalu technik zahrnuje také proces fizeného sitovani a gelace v prostoru fizenim
vné¢jSich podminek. Tyto ,,chytré” hydrogely vykazuji zmény ve svém bobtnacim chovani,
sitové struktute nebo mechanickych vlastnostech v reakci na nejriznéjsi chemické a fyzikalni
podnéty. Nevratné i reverzibilni zmény je mozné vyvolat pomoci fyzikalnich stimuld jako je
teplota, svétlo nebo elektrické/magnetické pole. Mezi chemické podnéty patii naptiklad

pfitomnost iont a biomolekul, které interaguji s polymerni siti [4].

2.1.2 Charakterizace gradientové struktury

Pro zajisténi reprodukovatelné a konzistentni piipravy gradientu v hydrogelové matrici bylo
tteba vyvinout metody, které potvrdi pfitomnost pozadované struktury [13]. Metody
charakterizace muzeme rozdélit na destruktivni a nedestruktivni. Tahové zkousky vedou
k nenavratnému poruseni struktury, zatimco spektroskopické metody jsou analyzy

nedestruktivni [15].

Utinna a jednoducha je metoda vizualizace gradientu pomoci barviv. V ramci vizualni
kontroly se vyuzivaji jak konvencni (napf. potravinarska), tak i fluorescen¢ni barviva (napft.
FITC-dextran, rhodamin B nebo FITC znacené BSA). Barvivo je mozné inkorporovat do

polymerniho solu jiz pfed samotnym zesitovanim [13].

Prikladem spektroskopické metody miize byt infracervena spektrometrie s Fourierovou
transformaci (FTIR), ktera stanovuje pfitomnost specifickych chemickych a funkénich skupin.
Chemicky gradient hydrogelu lze stanovit sestavenim kalibracni kiivky absorpcnich piku
charakteristickych pro vyuzité polymery. Poté 1ze snadno gradient vizualizovat roziezanim
hydrogelu na jednotlivé platy a sledovat zménu poméru absorbance [14]. Mezi dalsi pouzivané
spektroskopické metody vhodné pro charakterizaci gradientovych hydrogeli mizeme zaradit
infraCervenou spektroskopii v blizké oblasti (NIR) nebo rentgenovou fotoelektronovou
spektroskopii (XPS). Nevyhodou charakterizace hydrogel pomoci infracervené spektrometrie
muze byt vysoky obsah silné absorbujici vodné faze, ktera muze ovlivnit vysledna spektra
[15], [16].

Strukturalni analyza hydrogeld, tedy studium morfologické struktury, tvaru a velikosti port,
nam poskytuji techniky elektronové mikroskopie, zeyména skenovaci elektronova mikroskopie
nebo konfokalni mikroskopie s fluorescencné obarvenymi hydrogely [13]. Porézni strukturu ale
nelze pozorovat u hydratovanych hydrogel, a proto je tieba vzorky pred analyzou lyofilizovat

(kryo-SEM). Struktura lyofilizovanych vzorka se ale muze vyrazné lisit od ptivodni struktury
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a pi1 nespravné technice mrazeni mohou vznikat nezadouci artefakty. Vyhodou metody SEM

muze byt moznost analyzy propojeni, tvaru a distribuce pora nebo tloustka stény [17].

Povrchovou topografii hydrogelu 1ze zobrazit pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM),
ktera mapuje povrch s vysokym rozliSenim a zaznamenava moduly pruznosti a drsnost celého
povrchu hydrogelu v jeho nativnim hydratovaném stavu [13],[18]. Mikroskopie atomarnich sil
se ukazala jako vhodna alternativa k transmisni a rastrovaci elektronové mikroskopii pii studiu
biomaterialti v nanoméfitku, ve vodném prostiedi nebo pii experimentalnich podminkach.
Snimacim prvkem mikroskopu je ohebna konzole s ostrou Spickou na konci. Vychyleni této
konzole je zpiisobeno interakci hrotu se vzorkem, coz vyvola odezvu odrazeného laserového
paprsku, ktery je sniman fotodiodovym detektorem. Topografie vzorku je poté ziskavana
z translace zmén napéti odvozenych interakcemi hrot/vzorek a konecny obraz je pocitacove
zpracovan. Vysoky obsah vody a pruzna struktura, které jsou pii aplikaénim vyuziti velkou
vyhodou, mohou pifedstavovat omezeni pii AFM zobrazovani o vysokém rozliSeni. Proto se

doporucuje tuto metodu kombinovat i s jinymi vizualizaénimi technikami [19].

Pro charakterizaci modula pruznosti a viskoelastickych vlastnosti, které mohou slouzit jako
nepiimé stanoveni pfitomného gradientu, 1ze vyuzit reometrii [13]. Moderni reometry jsou
robustni, rychla a citlivd zafizeni, ktera pro méfeni vyzaduji pouze maly objem vzorku.
V zavislosti na mezefe méftici Stérbiny a velikosti méfici geometrie muze byt objem vzorku
mensi nez 1 ml. Casovymi experimenty mizeme sledovat gelaci hydrogelt v realném &ase,
oscilacni amplitudové testy méfi linearni viskoelastickou oblast v zavislosti na amplitudé
deformace a frekvencni oscilaéni testy urcuji linearni platé modul hydrogelu [20]. Nicméné
behem mechanické analyzy dochéazi deformaci hydrogelu a k uvoliiovani vody z polymerni sit¢,
coz muze vést k prokluzovani vzorku z méficiho senzoru. Pro studium gradientu také neni
mozné provést zkousku gelu celistvého a obvykle je nutné gel roziezat na jednotlivé platy

a jejich mechanické vlastnosti navzajem porovnavat [18].

2.1.3 Aplikace

Ze své podstaty jsou gradientové hydrogely funk¢ni struktury a jejich vyhodnych adaptabilnich
vlastnosti je vyuzivano v fadé odvétvi. Biochemické a fyzikalni gradienty jsou zodpovédné za
fizeni mnoha dulezitych biologickych a fyzikalnich procest jako je pohyblivost, migrace,
signalizace a diferenciace bunék. Maji také schopnost ovliviiovat jevy jako je osmotické

bobtnani, smacivost povrchu nebo adsorpce polymeru na substrat [3].

Gradientni struktury jsou pozorovany v fadé biologickych tkani, kde hraji zasadni roli
v jejich fyziologickém vyvoji a zrani. Bunécné gradienty se nachazi v tkanich chrupavcitych,
zubnich, svalovych, epitelidlnich i neuralnich. Epitelialni tkan ma porézni gradient, zatimco
svalova vlakna tvofi strukturalni gradienty. Také na rozhrani kosti a chrupavky nebo kosti
atkané pozorujeme strukturdlni a molekularni gradienty v podélné ose. Proto neni

prekvapenim, ze mySlenka implementace pfirozené se vyskytujicich gradientu i do klinicky
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navrzenych scaffoldli, se rozsifila také do oblasti tkanového inzenyrstvi [21]. Hydrogely
s mikrostrukturou gradientu byly uspésné vyuzity jako nahrada chrupavcité tkané, ktera svou
hustou strukturovanou, ale zarovenl pruznou siti, pfipomina pevny gel. Jelikoz chrupavka
obsahuje molekularni gradient slozeny z chrondrocytt, perichondria a chondroitin sulfatu,
homogenni hydrogely zcela nenapliluji potfebné aplikacni vlastnosti [21]. Piikladem vyuziti
muze byt studie [22], ve které byl védci navrzen Ctyfvrstvy gradientni hydrogelovy scaffold
tvofeny PCL (poly(e-kaprolakton) vlakny s riiznou porozitou. Pfipravené gradientni scaffoldy
vykazovaly heterogenni diferenciaci chondrogennich bunek a zvySovaly angiogenezi

a vaskularizaci uvnitf tkané [22].

Soucasné scaffoldy na bazi hydrogeld maji potencial k urychleni regenerace tkani. Nedavna
studie [23] uvadi uspéSnou pripravu a vyuziti 3D tisknutého gradientu tvofeného zelatinou
a alginatem, ktery svym mikroprostiedim dokaze napodobit strukturu kize a jeji pfirozenou
tuhost. Hydrogel byl sekundarné zesitovan pomoci Ca®* iontl a byly do n& uspé&sné
zapouzdieny kmenové tukové buiiky (ADSC). Piipraveny scaffold vykazoval zlepSenou
angiogenezi a zvySenou hojivost ran ve srovnani s materialem jednotné tuhosti. Ziskané
vysledky potvrzuji navod na SirSi vyuziti této technologie u jinych chronickych ran nebo
tkanovych defekta [23].

Diky svym variabilnim a laditelnym vlastnostem nachéazi hydrogely uplatnéni nejenom
v odvétvi tkanového inzenyrstvi a mediciny, ale také v oblasti tzv. "mekké robotiky®.
Gradientni strukturované aktuatory vykazuji dle zpusobu pfipravy (UV zafeni, pusobeni
elektrického/magnetické pole, 4D tisk,...) jsou Siroce modifikovatelné a nabizi rychlé odezvy
na rizné podnéty [24]. Jednou z realizovanych aplikaci je pfiprava chytrych viceramennych
chapadel, které uchopuji a uvoliiuji pfedméty v reakci na vné&jsi stimuly. V roce 2020 védci
vyrobili ¢tyframenny aktuator, ktery dokaze ve vodnim prostiedi o teploté 50 °C zachytit svymi

rameny objekt, ktery nasledné uvolfiuje v nadobé s vodou o teploté 20 °C [25].

Inspirace ptirodou, zejména rostlinami vedla i k vyvoji meékkych hydrogelovych robota.
Autorim védecké studie Yang a kol. [26] se podafilo pfipravit gradientni hydrogelovy model,
ktery simuluje zabarveni a pohyb listd a okvétnich listkti. Metodou elektroforézy vyvinuly
NIPAm (N-isopropylakrylamid) a DMC (dichlormethan) hydrogel, ktery vykazoval zménu
v reakci na teplotni podnéty. Hydrogelem tvorené okvétni listky reagovali na zvySenou teplotu
smrs$ténim polymerni sité (zabalenim), ale také modrobilou zménou barvy. Tento typ

technologie mize v budoucnosti nachazet uplatnéni v nositelnych 1ékaiskych zatizenich [26].

2.2 Polyvinylalkohol

Polyvinyl alkohol byl poprvé syntetizovan v roce 1924 hydrolyzaci polyvinylacetatu v ethanolu
v zasaditém prostiedi hydroxidu draselného. Dnes se polyvinyl alkohol (PVA) komeréné vyrabi
z polyvinylacetatu, ktery se samotny syntetizuje polymeraci vinylacetatu ve vodnych roztocich

nebo emulzich. Tzv. saponifikace zahrnuje hydrolyzu acetatovych skupin vyménou estert
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s methanolem za pfitomnosti bezvodého methylatu sodného nebo vodného hydroxidu sodného.
[28], [29]. V piipadé nedokonalé hydrolyzy poly(vinyl acetatu) muze byt PVA oznaCovan za
kopolymer, jelikoz obsahuje vétsi mnozstvi acetdtovych funkcénich skupin. Mnozstvi

OH- skupin (% mol) v kone¢ném produktu se nazyva stupen hydrolyzy (DH) [34].

O
Acetatova skupina
Volna
O radikalova a Alkalicka 1
polymerace hydrolyza

T Hydroxylova skupina H

Monomer vinyl acetatu Monomer vinyl acetatu Poly (vinyl alkohol), pokud y =0

Obrazek 1 Mechanismus syntézy polyvinyl alkoholu [34]

Polyvinyl alkohol je bélavy semikrystalicky synteticky polymer bez chuti a zdpachu. Mezi
jeho vyhodné vlastnosti patfi termostabilita, biokompatibilita a netoxicita. Je biologicky
odbouratelny za aerobnich 1 anaerobnich podminek. Komeréné vyrabény polyvinyl alkohol je
dostupny pro molekulovou hmotnost v rozmezi 20 000—400 000 kDa v zavislosti na délce
vychoziho polymeru, stupné hydrolyzy a zda k hydrolyze dochazi za pritomnosti zasady ¢i
kyseliny. Polyvinyl alkohol je vysoce hydrofilni, ale odolny vic¢i vétSin€é nepolarnich
organickych rozpoustédel. Je také rozpustny v nékterych polarnich rozpoustédlech,

napf. dimethylsulfoxid, diethylentriamin nebo formamid [34] [35].

2.2.1 Fyzikalni vlastnosti

Pro spravné pochopeni fyzikalnich vlastnosti polyvinyl alkoholu je nutné studovat fyzikalni
vlastnosti, které maji na chovani polymeru velky vliv a jsou ovliviiovany jiz pfi jeho syntéze.
Jednim z dulezitych parametrt jsou stupen polymerace a stupen hydrolyzy, které jsou urCovany
zbytkovym poctem acetatovych skupin a ovliviiuji nejen vysledné fyzikalni vlastnosti, ale také
specifické funkcéni vyuziti. PVA je dostupny ve dvou formach — cCastené nebo plné
hydrolyzovany. Cim vyssi je stupef hydrolyzy a molekulova hmotnost polymeru, tim obtizng&jsi
je proces rozpousténi ve vodnych roztocich. Tento jev je pfipisovan intramolekulovym
a intermolekulovym H-vazbam a také wvysokému stupni krystalinity. Pro rozpusténi
vysokomolekularniho ¢i hydrolyzovaného PVA je doporuceno provadet rozpousténi v horké
vodé (> 80 °C) po dobu nékolika hodin za intenzivniho michani [28] [29].

Rozpustnost, krystalinita, mechanické vlastnosti ale také difuzivita jsou ovlivnéné stupném
hydrolyzy. Védecké studie ukazaly, ze roztoky PVA se stupném hydrolyzy nizsim néz 90 %
netvori hydrogely za zadnych experimentalnich podminek. Tvorbu supramolekularnich

struktur ovliviiuje stereoregulace hydroxylovych skupin na fetézci polymeru. Obecné plati, ze
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hydroxylové skupiny ze syndiotaktickych (pravidelné stfidavych) bloka determinuji schopnost
vazby se sousednimi fetézci na rozdil od blokl izotaktickych (na jedné strané roviny fetézce).
Ty jsou naopak zodpovédné za intramolekularni interakce. Z toho plyne, ze polyvinyl alkohol
s dlouhymi syndiotaktickymi fetézci spiSe vede k tvorbé elastickych gelt s vysoce usporadanou
strukturou a vys§i odolnosti vii¢éi mechanickému namahani. Dal§im dulezitym parametrem je
molekulova hmotnost polymeru. Vysokomolekularni polyvinyl alkohol se syndiotaktickym
usporadanim jsou vyuzivany pro pripravu vysoce usporadanych mikrofiofibrilarnich struktur
[30], [31].

Sitovani polymeru je jednim ze zajimavych nastroja, diky kterému je mozné stavajici
strukturu modifikovat a ménit povrchové, tepelné nebo mechanické vlastnosti. Zesitovani
probiha v ramci jedné molekuly (intramolekularni) i mezi riznymi molekulami navzajem
(intermolekularni). Stejné jako u jinych polymerd je mozné PVA sitovat jak chemicky, tak
fyzikalné. Chemické sitovani probihd prostfednictvim sitovacich Cinidel, které vykazuji
zvySenou reaktivitu s pfitomnymi funkénimi skupinami. Kovalentni vazby mezi fetézci
polymeru pomahaji tvorit napiiklad gluataraldehyd, formaldehyd nebo kyselina maleinova.
Fyzikalniho sitovani je nejCastéji dosazeno tvorbou vodikovych vazeb mezi hydroxylovymi
skupinami. Oblibenym typem fyzikalniho sitovani PVA je kryogenni zpracovani ¢i ionotropni
gelace). Kryogelaci vznikaji tepeln€ reverzibilni hydrogely, jejichz dalsi vlastnosti jako je

turbidita mohou byt ovlivnény koncentraci polymeru a vybranym rozpoustédlem [32], [33].

2.2.2 Aplikace

Adheze, vysoka pevnost, flexibilita nebo biokompatibilita ¢ini PVA cennym materidlem
v sirokém spektru obort od biomediciny az po stavebnictvi [34]. Polyvinyl alkohol je vyuZzivan
jako ucinngjsi nahrada ethylenvinyl alkoholu v potravinaiském pramyslu, kde je diky
biokompatibilnim ucinkiim a nizké propustnosti plynt vyuzivan pro baleni potravin. Odolnost
vuéi nepolarnim organickym rozpoustédlim poté chrani potraviny také pied sekundarni
kontaminaci tiskafskymi barvami. Kromé obalovych materiald se PVA diky Zzelating
podobnému chovani pfidava do potravin jako jedlé zahustovadlo. Diky svym vyhodnym
vlastnostem a nizkym vyrobnim nakladim se stava PVA oblibenou alternativou jinych
komercné dostupnych polymert také ve stavebnictvi jako pfisada do natért ¢i lepidel [37]. PVA
hydrogely nachazi fadu biomedicinskych aplikaci pfi vyrobé tkariovych Stépu, kontaktnich
cocek, umélych tkanovych chrupavek, bunéénych scaffoldi nebo pii 1écbé cévni embolie.

Vyuzivaji také pH a termo stimulaci pro pripravu nosicu 1é¢iv [38].

2.3 Vybrané metody pro charakterizaci hydrogelovych gradientu

2.3.1 Reologie

Reologie, doslovné véda o proudéni, je oblast fyziky a fyzikalni chemie zabyvajici se tokovymi
vlastnosti kapalnych latek a deformacni chovani latek pevnych. Vyhodnym spojenim téchto
dvou parametri umoziuje studium mnoha materiald (vCetné hydrogeld), u kterych se

pusobenim dostatecné velké smykové sily méni deformacni chovani na tokové. Smykoveé
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chovani vSech studovanych materiald mizeme pomoci reologie rozdélit na idealné viskdzni,
idealné elastické a viskoelastické [39]. U idealné elastického materialu dochazi k okamzité
reakci na pusobici napéti a deformace neni zavisla na Case. Naopak u idealné viskoznich
materiald nedochazi k okamzité reakci na pusobici sily, deformace je vSak nevratna.
Viskoelastické materialy reagujici deformaci vratné€ €i nevratné v zavislosti na délce a intenzité

pusobici sily [40].

Reologicka charakterizace je Siroce vyuzivanou a vhodnou strategii pro zkoumani smykové
odezvy hydrogelt. Charakterizace smykové odezvy z hlediska zmény toku a potencialnich
objemovych strukturnich zmén je krokem wvpied v pochopeni deformacniho chovani
hydrogelovych materiald. Vyhodou této metody je jeji rychlost, citlivost a nizka spotieba
vzorku [40].

Pro experimentalni stanoveni reologickych parametri se vyuziva méfici metoda reometrie.
Vlastnosti kapalin i pevnych latek (mez toku, viskoelastické moduly nebo ztratovy uhel) 1ze
charakterizovat pomoci rotacnich ¢i oscilacnich testi. Zakladni reometr se sklada ze statického
dolniho a pohyblivého horniho senzoru. Rotaci ¢i oscilaci senzoru dochdzi k namahani
materialu a zaznamenava se jeho odezva pfi riznych smykovych rychlostech. Mezi nejbézné;jsi
meéfici geometrie patii usporadani deska-deska, kuzel-deska nebo vélec-valec. Vybér méfici

geometrie zavisi zejména na viskozité meéfeného vzorku a typu méfeni [39], [41].

Rotacni reometrie

Rotacni reometrie je jednim z nejvice vyuzivanych analyz na poli reometrie. Mechanické
rotacni testy lze provadét ve dvou provoznich rezimech. Prvni moznosti je prednastaveni
rychlosti otaenti, resp. smykové rychlosti a zaznamenavame smykové napéti. Toto nastaveni
simuluje procesy, které jsou zavislé na rychlosti proudéni, napf. nanaSeni barvy §tétcem nebo
prutok trubkou. Druhou moznosti je prednastaveni pusobici sily prostiednictvim krouticiho
momentu nebo smykového napéti a vystupem méfeni je hodnota rychlosti smykové deformace.
V tomto piipadé ma méfeni simulovat déj zavisly na pusobici sile jako je vytlaCovani past.

Vystupem méfeni na rotaCnim reometru jsou tzv. tokové nebo viskozitni kfivky [41].

Oscilacni reometrie

Oscilacni reometrie je hlavni metodou studia viskoelastickych materiald od kapalin az po
taveniny polymert. Jak jiz nazev vypovida, viskoelastické chovani vykazuji materialy na
pomezi idealni kapaliny (viskozni) a ideédlni pevné latky (elastické). Elastické chovani si
muzeme nejlépe predstavit na modelu pruziny. Pii nulové deformaci zachovava model
rovnovazny energeticky stav. Pusobenim sily dochazi k poruSeni energetické rovnovahy
a vzniku elastické sily, ktera brani deformaci vnitini struktury. Pokud je ale takovym napétim

pusobeno na idealni viskozni latku, dochazi k okamzité a trvalé deformaci mikrostruktury [42].

Principem oscilacnich méfeni je vystaveni vzorku sinusové deformaci a zaznamenani

mechanické odezvy vzorku jako funkci ¢asu. Malé mnozstvi vzorku je nadavkovano mezi
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paralelni desky nebo geometrii kuzel/deska a pfedem nastavena amplituda torznich oscilaci
vytvari ve vzorku smykové napéti. Kvantitativni mirou tuhosti je veli¢ina zvana komplexni
modul (G”) [Pa], ktera je pomoci Hookova zakona (rovnice 1) charakterizovana jako pomér

pusobiciho napéti T [Pa] k naméfené deformaci vzorku vy [39], [42]:

G =L, (1)
Y

Pohyb oscilujiciho senzoru 1ze znazornit jako sinusovou kiivku s amplitudou deformace na
osey a casem na ose X. Pfi kontrolovaném deformacnim experimentu se poté kontroluje uhlové
posunuti a z n¢j se pocita vysledna deformace. Pro idealné elasticky material plati, ze smykové
napéti je umérné vysledné deformaci. Maximalni deformace tedy nastavd pii nejvetSim
smykovém napéti a oba parametry jsou tzv. ve fazi. Idealné viskozni material je maximalné
deformovan pifi maximalni rychlosti deformace (smykové napéti je umémné rychlosti
deformace). U smykového napéti a deformace tedy dochéazi k fazovému posunu (J)
o 1/2 a Casovy signal amplitud je zpozdén. U viskoelastickych materialti pozorujeme chovani

odpovidajici fazovému posunu 0 < 6 < 7/2 [41], [42].

Komplexni modul G*, ktery byva charakterizovan vyrazem
G = VTFC, @

se sklada zrealné slozky G' [Pa] oznaCované jako pamétovy (elasticky) modul a slozky
imaginarni (G") [Pa] ozna¢ované jako modul ztratovy (viskozni). Pamétovy modul predstavuje
ulozenou deformacni energii, ktera navraci materialu jeho ptivodni tvar, zatimco modul
elasticky charakterizuje deformacni energii rozptylenou vnitinim tfenim. Viskoelastické pevné
latky jsou charakteristické prevahou pamétového modulu, viskoelastické kapaliny jsou naopak

charakteristické prevahou modulu ztratového [39], [41].

Hodnot viskoelastickych modulti se vyuziva pii popisu deformacniho chovani vzorkt
popisyji amplitudové a frekvencni testy. Béhem amplitudového testu je zaznamenavana odezva
pamétového a ztratového modulu pfi zméné amplitudé deformace. Frekvence oscilace je pfi
tomto typu testu konstantni. Pomoci amplitudového testu muiZzeme stanovit oblast
nedestruktivni oscilace — LVO (linearni viskoelastickou oblast). Frekvenéni testy slouzi
k popisu Casové zavislého vzorku v oblasti nedestruktivni deformace. Vystupem méfeni je
zména viskoelastickych modult v zavislosti frekvenci oscilace, zatimco amplituda deformace

zustava konstantni [41].

DMA neboli dynamicka mechanicka analyza, ktera spada do skupiny oscilacnich testl,
predstavuje jednu z moznych metod charakterizujicich mechanické vlastnosti gradientovych
hydrogelt. Stejné€ jako u amplitudového testu je sledovana odezva materialu na cyklické
pusobeni deformace. Vzorek je nadavkovan mezi dvé méfici geometrie (deska-deska), pfiCemz
horni pohyblivy senzor v tomto pfipadé provadi kompresni pohyb namisto torzniho. Vystupem

meéfteni je viskoelasticky modul (E) [Pa] charakterizujici miru tuhosti materialu [43]:
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E =2 (3)
Y

Symbol 6 v tomto pfipadé znaci aplikované napéti [Pa] a y kompresni deformaci vzorku
(L/Lo). Pokud studovany material vykazuje viskoelastické chovani, aplikované napéti miazeme

definovat jako funkci Casu nasledovné [44]:
o(t) = o, sin (Wt + 6), )

kde ® (Hz) znaci frekvenci a & fazovy posun. Nejbéznéjsim vyuzitim DMA je test termické
stability, pfi kterych je frekvence a amplituda oscilace konstantni, zatimco teplota se
kontinualn€ zvysuje. Timto zpisobem je mozné sledovat napiiklad teplotu skelného prechodu
polymera. Stabilita hydrogelt pii riznych aplikacnich podminkach miize byt studovana pomoci
frekvenénim snimani. Pfi téchto experimentech je nastavena teplota konstantni a frekvence

deformace se v prubéhu testu zvysuje/snizuje [43], [44].

Kompresni testy (z ang. squeeze test) jsou druhou velkou skupinou spadajici pod oscilacni
reometrii, pii kterych je métena sila potfebna k trvalé deformaci mikrostruktury za konstantni
rychlosti stlaCovani [45]. Vzorek je b&hem experimentu stlacovan souosymi kruhovymi
deskami, ¢imz dochazi k jeho radialnimu vytlacovani. Kompresni test je vyhodnou technikou
pro méfeni reologickych vlastnosti materiald, jejichz analyza je v konven¢nich reometrech
obtizna, napt. velmi viskdzni materialy. Pro své snadné nastaveni se s vyuzitim té€chto analyz
muzeme setkat také v oblasti strojirenstvi nebo potravinafstvi. Pro spravné provedeni
experimentu a ziskani uziteCnych vysledkt je nutné dbat na nékteré mérici podminky jako je

rychlost komprese i velikost geometrie tak, aby nedochéazelo k prokluzovani vzorku [46].

2.3.2 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM) je jednou z nejuniverzalnéjsich a vysoce citlivych
technik umoziiujicich studium morfologie mikrostruktury, topologie a chemického slozeni. Pro
svou vysokou ucinnost se stala elektronova mikroskopie prelomovou jak pro védecky vyzkum,
tak i v Sirokém spektru pramyslovych aplikaci. Stejné jako u jinych mikroskopti, hlavni funkci
SEM je zvétsit objekty, které jsou lidskym okem nepozorovatelné. Vysledny obraz je ziskavan
pohybem elektronového svazku, ktery dopada na pozorovany vzorek. Elektronovy mikroskop
dokaze zvétsit pozorovany objekt az 200 000x a jsme nasledné schopni pozorovat objekty

o velikosti v fadech nanometru [47].

Tvorba obrazu pomoci SEM zavisi na ziskdvani signalu produkovaného interakci
elektronovych svazkl a vzorku. Tyto interakce mohou byt pruzné ¢i nepruzné. Pruzny rozptyl
vznika pfi vychyleni dopadajiciho elektronu atomovych jadrem vzorku nebo elektrony vné&jsiho
obalu s podobnymi energetickymi hladinami. Tento druh interakce se vyznacuje zanedbatelnou
ztratou energie a zménou sméru rozptyleného elektronu. Elektrony, které jsou rozptyleny pod
uhlem vétsSim nez 90° se nazyvaji zpétne rozptylené elektrony (Backscattered Electrons — BSE)
a poskytuji uziteCny signal pii zobrazovani objektu. K nepruznému rozptylu dochazi

prostfednictvim dalSich interakci dopadajicich elektrona s elektrony a atomy pozorovaného
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vzorku, pficemz dopadajici elektron primarniho svazku predava svou energii. Vysledkem je
excitace elektront pfi ionizaci atomu, ktera vede ke vzniku sekundarnich elektront. Ty jsou
popisovany jako elektrony s hodnotami energie niz§imi nez 50 eV. Kromé zpétné€ odrazenych
a sekundarnich elektroni se na vysledném obrazu podili také Augerovy elektrony,

charakteristické rentgenové (RTGQG) zareni nebo fotony (katodoluminiscence) [47].

Pii dopadu elektronu na povrch pozorovaného vzorku ve vétsiné pripadi nedochazi
k okamzitému odrazu. Misto toho elektrony pronikaji pfes povrchovou vrstvu na urcitou
vzdalenost, nez dojde ke srazce s atomem vzorku. Tento primarni elektronovy svazek pii tom
vytvari tzv. oblast primarni excitace, ktera generuje razné signaly. Velikost a tvar této oblasti
zavisi na energii elektronového svazku a atomovém cCisle. Hloubka praniku elektronu se zvysuje
s rostouci energii svazku a klesajicim atomovym ¢islem vzorku, jelikoz je v atomu pfitomno
méng¢ Castic, které by prunik elektronu branily. Tvar a objem excitacni oblasti poté ovliviiuje
vysledny obraz — vyuziti vysokého urychlovaciho napéti elektronu povede k hlubokému

pruniku, ale ztracime rozliSeni a tim detailn€jsi informace o povrchu vzorku [47].

Elektronové délo
Anoda Vyrovnavaci civka

. Elektromagneticka cocka

Elektromagneticka ¢ocka

- Elektromagneticka cocka

Cocka objektivu

y |

.~ Komora pro vzorky

Skenovaci civka .

Cotka objektivu -_

Detektor sekundarnich elektront

- Drzak vzorku

] % | Pohyblivy stolek

Obrazek 2 Schéma konstrukce rastrovaciho elektronového mikroskopu [47]
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Zakladni schéma rastrovaciho elektronového mikroskopu, které zobrazuje Obrazek 2,
muzeme rozd€lit na tubus a télo, které nese fadu detektorti. Uzivatel ma piimy kontakt s témito
primarnimi komponentami mikroskopu a jejich fizeni ma pfimy vliv na kvalitu snimka.
Sekundarni zafizeni rastrovaciho elektronového mikroskopu tvori rizna zafizeni jako jsou
vakuové pumpy, vodni chladiCe nebo elektronika, bez kterych rovnéz mikroskop nemuze
fungovat. Zdrojem elektronového svazku je tzv. elektronové délo. To se sklada z wolframového
vlakna a slouzi jako zdroj elektront, jejichz magnitudu a zrychleni 1ze ménit. Sila, kterou jsou
elektrony prochézi kolonou a dopadaji na vzorek zavisi na pouzitém urychlovacim napéti, které
se pohybuje v rozmezi 2 az 30 kV v zavislosti na typu zkoumaného vzorku a pozadovanych
informacich. Elektronové délo pracuje ve vakuu, aby nedochézelo k rozptylu emitovanych
elektrond. Opticky systém mikroskopu se sklada z elektromagnetickych Cocek (kondenzatoru
a objektivu), clon, stigmatoru a skenovacich civek. Jeho hlavni funkci je vytvofit elektronovou
sondu, ktera skenuje vzorek ve forme rastru. Detektory pfipojené k mikroskopu sbiraji a prevadi
signaly a prevadi je na elektricky impuls, ktery je pocitaCovym softwarem pieveden na obraz

¢i disperzni rentgenové spektrum (EDS) [47], [48].

Rastrovaci elektronovy mikroskop je vyuzivan pro charakterizaci mikro a nano struktury
Siroké skaly materiall jako jsou kovy, slitiny, keramika, polymery, ale také filtry, membrany
nebo folie. Moznost vysokého rozliSeni, hloubky a ostrosti v kombinaci s ¢asovou nenarocnosti
ucinila SEM oblibenou metodou v mnoha oblastech vyzkumu. Mezi limitace této metody ale
patfi nutnost vzorky analyzovat pifi vakuu a nemohou byt analyzovany v mokrém stavu. Nativni
struktura nékterych biomaterialt je upravu nenavratné zni¢ena. Studované vzorky také musi

byt vodivé a je proto nutné je ¢asto pred pozorovanim pokryt tenkou vrstvou kovu [48].

2.4 Difuze

V soustavach s koncentracnim gradientem dochézi samovolné k jeho vyrovnani procesem
zvanym difuze. Ta je projevem Brownova pohybu a zakladni hnaci silou je rozdil chemickych
potencialt difundujicich latek v riznych c¢astech soustavy. Smér difuze vzdy kopiruje
koncentracni gradient a latky tak prechazi z prostfedi o vyS§i koncentraci do prostiedi
o koncentraci nizsi. Tim se systém snazi dosdhnout termodynamické rovnovahy. Rychlost
prechodu Castic zavisi na jejich velikosti — s rostoucim polomérem castic rychlost difuze klesa.
Rychlost difuze ve stacionarnim poli definovana jako latkové mnozstvi difundujici slozky i,
které projde jednotkovou plochou kolmou ke sméru difuze, popisuje veli€ina zvana difuzni tok
Ji[49], [50], [51].

Difuzni tok J; [mol - m™ - s7'] pfi jednosmérné stacionarni difuzi 1. Fick{iv zakon jako soucin
. dc; . , ..
koncentraéniho gradientu d—: [mol -dm™ - m™!] a difuzniho koeficientu D;[m? - s!]:
dCi (5)

Ji=Di -

Difuzni koeficient je Ciselné roven latkovému mnozstvi difundujici ¢astice, ktera projde

jednotkovou plochou za jednotku Casu pfi jednotkovém koncentraénim gradientu. Znaménko
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minus v této rovnici znazornuje difuzi rozpusténé latky ve sméru klesajici koncentrace. Symbol
parcialni derivace znaci, ze dané veliCiny jsou také funkci teploty, tlaku a popt. Casu. V pripade
zmeény koncentra¢niho gradientu v Case mluvime o tzv. nestacionarni difuzi, kterou popisuje
2. Fickav zakon. Jak koncentracni gradient, tak difuzni tok se méni s polohou a je popisovan
nasledovné [50], [51]:

dCi _ dZCi (6)

& - Dige

Integraci vztahu dostaneme zavislost ci = ¢i (x, 1) [51].

Difuze rozpusténych latek v hydrogelech je ¢ini jedineCnymi pii uplatnéni v celé rade
oboru. Vyuzivaji se pro zapouzdieni bun€k, jako biosenzory, systémy pro podavani 1é¢iv nebo
jako scaffoldy v oblasti tkaniového inZenyrstvi. Pro pochopeni fizeni difuznich procesu

v hydrogelovych matricich byla vyvinuta fada matematickych modelti, mezi které patfi:

1. Hydrodynamicka teorie, ktera uvazuje tfeni mezi rozpusténou latkou a okolni
polymerni siti hydrogelu.

2. Teorie volného objemu, ktera predpoklada transport rozpusténé latky
prostiednictvim volnych prostord mezi molekulami.

3. Obstrukeni teorie, kterda modeluje polymerni sit’ jako zdbranu pro difuzi rozpusténé
latky s kapalinou [52].

difundujici
& castice ©

rozpoustédlo

Obrazek 3 Schéma zakladnich difuznich teorii (zleva hydrodynamicka teorie, teorie volného
objemu, obstruk¢ni teorie) [53]

Hydrodynamicka teorie difuze je tou zdaleka nejvyuzivanéjsi a vychazi ze Stokes-

Einsteinovy rovnice:

— kT (7

6mnrg
kde k, znaCi Boltzmanovu konstantu, # dynamickou viskozitu [Pa‘s], rs hydrodynamicky
polomér [m] a T termodynamickou teplotu [K]. V té se predpoklada, ze difundujici molekula
ma pravidelny kulovity tvar a jeji rozmery jsou vyssi v porovnani s molekulami rozpoustédla.

Predpokladem pro tuto teorii je také fakt, ze molekula se pohybuje konstantni rychlosti [54].
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V hydrogelu je difuzivita rozpusténych latek ovlivnéna pfitomnosti polymernich fetézc,
které tvorfi prostorovou sit. Samotny transport latek poté probiha predevsim v oblastech
volnych dutin v polymernti siti, které jsou vyplnény rozpoustédlem. Faktory ovlivilyjici tento
volny objem (primérna velikost ok, pohyblivost polymernich fetézcl, existence nabitych
skupin,...) maji vliv také na pohyb rozpusténych latek. Obecné plati, ze difuzivita rozpusténé
latky u fyzikalné sitovaného hydrogelu klesa s rostouci hustotou sesitovani, s rostouci velikosti

difunduyjicich Castic a s klesajicim objemovym podilem vody v gelu [52], [54].

3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Metoda freeze/thaw pro pripravu hydrogelovych matric

Fyzikalni hydrogely, tedy takové, u jejichz pfipravy neni vyuzito zadnych sitovacich ¢inidel,
jsou slibnymi materidly vyuzivanymi zejména v oblasti tkaniového inzenyrstvi a mediciny.
Jednou z moznych pfiprav fyzikalné sitovaného hydrogelu je metoda cyklického zmrazovani
a rozmrazovani, ktera je v poslednich letech zkoumana zejména za vyuziti polysacharida.
Polysacharidové kryogely jsou vyhodné jejich dobfe zdokumentovanou biokompatibilitou
a netoxicitou. Kryogely vznikaji procesem kryogelace, coz je specificky typ gelace, pii kterém
je zasobni roztok oSetfen mrazicim médiem. Polymerni kryogel je makroporézni heterofazovy
gel, ktery vznikl prvotnim zamrazenim po danou dobu a jeho naslednym rozmrazenim.
Nezbytnou podminkou pro uspésnou gelaci je predpoklad krystalizace roztoku. Mrazenim
roztoku poté dochazi k nucenému usporadani polymernich fetézct vlivem vzniku krystalkt

vody, coz vede ke vzniku fyzikalnich spoju, které zistavaji pti rozmrznuti neporuseny [55].

Zaklady metody freeze/thaw za vyuziti polyvinyl alkoholu (PVA) polozili Peppas a kol. jiz
vroce 1975 [56], kdy sledovali rozptyl svétla v zavislosti na poctu cyklu zmrazovani
a rozmrazovani. Vodny roztok PVA (15 hm. %) byl mrazen po dobu 45-120 minut a nasledné
dlouhodobé rozmrazovan (az 12 hodin). Vysledkem jejich pozorovani byl zavér, ze s vySSim
poctem mrazicich cyklt dochazi k nartstu intenzity rozptylu svétla z divodu vytvoreni hustsi
krystalické mikrostruktury. Zaroven se ukazalo, ze intenzita rozptylu se zvySuje, pokud je

roztok Sokoveé zmrazen [56].

Poznatky ptredchozi studie vyuzili pti priprave fyzikalniho kryogelu autofi studie Kim a kol
[57]. Jejich hlavnim cilem bylo vyuziti kryogelace pro ptipravu hydrogelu s gradientem tuhosti,
ktery by umoznil sledovat diferenciaci specifickych typtu buneék. Forma z polypropylenu (PP)
o vysce 11,5 cm naplnéna 5% roztokem PVA byla mrazena pomoci tekutého dusiku po dobu
5 minut, coz zajistilo zamrznuti roztoku v podélném sméru. Forma byla nasledné ponechana po
dobu 6 hodin pfi laboratorni teploté. Tento postup byl opakovan celkem desetkrat, diky cemuz
dochazelo ke gelaci roztoku a vzniku hydrogelu s definovanym gradientem tuhosti. Usp&sné

vytvoreni gradientové struktury autofi studie potvrdili pomoci mechanickych testi [57].

Modifikaci metody cyklického mrazeni se vé€novali autoti Zhu a kol [58]. V jejich studii

zkombinovali pfistup mrazeni spole¢né s iontovou smerovou difuzi, kterou dosahli pfipravy
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gradientového gelu s kontinualni zménou hustoty porézni struktury hydrogelu. Diky synergii
zmrazovani a vylu€ovani soli vznikl v hydrogelové matrici gradient s nizkymi moduly
pruznosti v horni ¢asti gelu, ktery byl zptsoben vznikem krystalkii ledu, a vy$§im modulem
v spodni Casti hydrogelu, kde dochazelo k vylu€ovani soli. Pro ptipravu byl vyuzit 15% roztok
polyvinyl alkoholu prelity do formy, ktera byla zjedné strany prekryta semipermeabilni
membranou. Strana formy s membranou byla poté ponoiena do 25% roztoku NaCl pii snizené
teploté (-15 °C) po 8 hodin. Béhem této doby dochazelo k difuzi iontd Na* a CI, ¢imz
dochazelo k agregaci PVA fetézci pomoci H-vazeb a efektu samousporadani (self-assembly)
procesem vysolovani. Zaroven vznikala na opacné stran¢ formy porézni struktura pfi vzniku
krystalkl ledu. Spojenim efektu vysolovani a vzniku krystalt je poté dosahnuto vytvoreni
kontinualni gradientové struktury. Faze rozmrznuti trvala 6 hodin, pii které byl gel ponofen do
deionizované vody, ¢imz bylo zaji§téno vymyti zbylé soli. Tato metoda predstavuje ucinny
navrh pfipravy gradientového hydrogelu, ktery byl poté ve studii UspéSné testovan jako

hydrogelovy senzor reagujici na namahani pomoci tlaku [58].

Pro ptipravu hydrogelu pomoci metody cyklického mrazeni a rozmrazovani je mozné vyuzit
také pridavku jiného polymeru, kterym je mozné modifikovat strukturu dle vybrané aplikace.
Kombinaci polyvinyl alkoholu a kyseliny hyaluronové zkoumali autofi studie
Heang Oh a kol [59]. Kyselina hyaluronova je vysokomolekularni polysacharid, ktery se
bézné vyskytuje v extracelularni matrix a hraje dilezitou roli v bunééném rastu, migraci
a diferenciaci. Ptipraveny hydrogel je proto poté mozné vyuzit jako model pro diferenciaci
kmenovych bunék nebo jejich migrace, jelikoz jeho struktura napodobuje strukturu lidské
kostni dfené. Pro pfipravu byl pouzit 5% roztok PVA a 2% roztok kyseliny hyaluronové, které
byly nality do valcové formy. Ta byla opakované ponotovana do tekutého dusiku. Faze mrazeni
trvala 30 minut, po které byl vzdy vzorek ponechan 6 hodin pfi laboratorni teploté. Tento proces
byl opakovan celkem desetkrat. Finalni gel vykazoval gradientovou strukturu a byl ur¢en jako
vhodny pro studium diferenciace Sirokého spektra bunék a maze byt proto i v budoucnu vyuzit

pro studium vlivu tuhosti substratu na diferenciaci kmenovych bunék [59].

3.2 Metody ovérovani gradientové struktury hydrogeli

Gradientové hydrogely predstavuji unikatni moznost, jak efektivné fesit omezené aplikacni
schopnosti tradi¢nich homogennich hydrogelt. Hydrogely s prostorovou zménou v alespoii
jedné ze svych vlastnosti napomahaji svou strukturou 1épe napodobit pfirozené prostiedi jako
je kloubni chrupavka nebo extracelularni matrix [60]. Pro biomedicinské aplikace je proto
nezbytné nejen tuto komplexni strukturu fidit, ale také ji pomoci vhodnych technik
charakterizovat. Pravé charakterizacni techniky jsou kli¢ové pro studium vztahu gradientové

mikrostruktury a vyslednych vlastnosti gelu [61].

Kombinaci strukturni analyzy a mechanickych testi pro charakterizaci anizotropniho
dvouvrstvého gradientového hydrogelu popisuje odborna studie autortt Su a kol [62]. Finalni

struktura hydrogelu byla dosazena dvoukrokovou piipravou — v prvnim kroku byl piipraven
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PVA hydrogel pomoci metody smerového zmrazovani a rozmrazovani (DFT). Nasledovala
metoda elektroforézy, pomoci které byly syntetizovany castice hydroxyapatitu (HA) v jedné
poloving pripravené hydrogelové PV A matrice. Pro potvrzeni a charakterizaci vnitini struktury
byly odebrany 3 vzorky — z oblasti smési PVA a HA, oblasti Cistého PVA a jejich rozhrani.
Mechanicka analyzy vzorkti zahrnovala tlakové a tahové testy. Prilozené kiivky napéti
a deformace znazoriuji zvySovani modulu pruznosti od vzorku z oblasti bez ¢astic HA k oblasti
s obsahem HA. Zaroven oblast s vyskytem hydroxyapatitu vykazuje nejvyssi hodnotu meze
pevnosti v tahu jak v kolmém, tak pfimém sméru ke sméru tuhnuti. Potvrzeni existence
gradientové struktury bylo provedeno také pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie. Na
porizenych snimcich lze vjednom ze vzorkii pozorovat vyskyt castic HA o velikosti
200-600 nm, které vypliuji poéry hydrogelové matrice a hranici jejich vyskytu ve vzorku

odebraném na rozhrani dvouvrstvého hydrogelu [62].

Potvrzeni gradientu hustoty sitovani pomoci mechanickych testd vyuzili také autofi jiz
zminovaného odborného clanku Kim a kol [57]. Finalni PVA hydrogel, vytvoreny pomoci
metody freeze/thaw, byl roziezan na 13 stejné velkych casti, pficemz kazdou byla urCena
hodnota kompresniho modulu. Z naméfenych hodnot kompresniho modulu vyplyva, ze
schopnost odolavat mechanické deformaci postupné klesd v podélném sméru. Kompresni
modul ¢asti gelu s nejintenzivnéjSim kontaktem dosahuje hodnot 24 kPa, zatimco ¢ast gelu,
ktera v kontaktu s tekutym dusikem skoro nebyla ma hodnotu kompresniho modulu zhruba
1 kPa. Diferenc¢ni skenovaci kalorimetrie byla v tomto vyuziti jako dalsi metoda nepfimého
stanoveni gradientové mikrostruktury. Zkoumani tvorby krystaliti mezi fetézci PVA byly
hodnoceny sledovanim teploty a entalpie tani. Hydrogel byl pro experiment roziezdn na
13 stejnych casti a lyofilizovan Kalorimetricky zaznam byl sledovan od teploty 25 °C do
teploty 250 °C s rychlosti ohfevu 10 °C/min. Vyhodnocovany byly parametry teploty a entalpie
tani, které odecteny z kfivky tani. Krystalinita jednotlivych hydrogelovych fezi byla vypoctena
podilem dané entalpie tani (AHm) a hodnotou AHm 100% krystalického PVA. Vysledky
naznaCuji zvySujici se hodnoty teploty tani i1 rostouci krystalinitu se zvySujici se tuhosti
jednotlivych hydrogelovych fezl. Zvysujici se krystalinita, tedy schopnost vytvaret pravidelné
molekularni utvary, taktéz neptimo potvrzuje vzniklou strukturu s gradientem hustoty sesiténi.
Vznik gradientové struktury si autofi vysvétluji delsi dobou kontaktu s tekutym dusikem a nizsi

teplotou ve spodni ¢asti formy [57].

3.3 Studium transportnich jevu u hydrogeli

Uspéch hydrogelt pro jejich aplika¢ni vyuziti v nejriizn&jsich oblastech zajmu je uréovan nejen
jejich strukturnimi a mechanickymi vlastnostmi, ale také témi transportnimi. Hydrogely se diky
svym zajimavym vlastnostem stdle vice vyuzivaji pro transportni dodavani 1éciv [63],
v tkanovém inzenyrstvi [64] nebo pro enkapsulaci bunék [65]. Studium distribuce a transportu
malych molekul mize byt zasadni napfiklad pro chondrocyty zapouzdiené v hydrogelovych

nahradach chrupavek. Pro zajisténi zivotaschopnosti bunek je potfebna plynuld difuze zivin
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a nasledné vylouceni bunék extracelularni matrix pii hojeni tkané. Pfi vyvoji kontaktnich cocek
je nutné zajistit dostateCnou difuzi kysliku, aby nedochéazelo k edému rohovky. Neméné
dilezita je studium modelového transportu a uvoliovani aktivnich latek z hydrogeld pro
dosazeni spravného davkovani. Proto jsou stale zkoumany nové pfistupy, jako je NMR
(spektroskopie nuklearni magnetické rezonance) [66], FCS (fluorescencni korelacni
spektroskopie) [69] nebo mikrofluidni zatfizeni [67], [68], k charakterizaci molekularni difuze

a distribuce v hydrogelové mikrostruktuie [70], [71].

Velmi oblibenym a pfistrojové nenarocnym zplisobem studia difuznich charakteristik jsou
systémy difuznich cel. Ty se skladaji z dvou komor, pfijimaci a donorové, mezi kterymi je
umisténa membrana ¢i hydrogel. Tyto difuzni cely mohou byt jak statické, tak prutokové.
U statickych difuznich cel jsou vzorky odebirany v danych casovych intervalech a odebrany
objem je dopliiovan Cistym médiem. Moznosti je ale také instalace automatickych méficich
sond, napt. UV-VIS spektrometricka, ktera detekuje zménu koncentrace solutu v definovanych
Casovych intervalech. Statické difuzni cely je poté mozné rozdélit dale na vertikalni
a horizontalni. Naopak u pratokovych cel dochazi k neustalé obnové Cistého prijimaciho média
pomoci pumpy [72]. Piikladem muze byt studie autord Falk a kol. [73], ktefi vyuzili difuzni
cely pro méfeni difuzniho koeficientu paracetamolu pfes makroporézni chitosanovy hydrogel.
Difuzivita hydrogelu byla sledovana pfi rizné hmotnostni koncentraci chitosanu (1 az 5 hm. %)
a pii razné laboratorni teploté (0-60 °C). Chitosanovy hydrogel (10 kDa) byl piipraven
rozpusténim zvoleného mnozstvi chitosanu v 0,2 M roztoku kyseliny octové. Poté byla smes
nalita do teflonové formy (primér 63,5 mm), vysuSena pomoci tekutého ledu (60 minut)
a lyofilizovana (48 hodin). Xerogel byl poté resuspendovan ponoifenim do vodného roztoku
ethanolu. Donorova cela obsahujici vodny roztok paracetamolu a pfijimaci cela
s deionizovanou vodou byly oddé€leny 1,5 mm silnou vrstvou hydrogelu a aparatura byla
umisténa do vodni lazné€ o teplotach 0, 25, 37 a 60 °C. Béhem experimentu bylo z obou komor
periodicky odebirano 0,5 ml roztoku, které byly analyzovany pomoci HPLC (vysokoucinna
kapalinova chromatografie). Vysledky této studie je pozorované snizeni hodnot difuzniho
koeficientu pifi zvySujici se koncentraci polysacharidu a tim i1 mensi porovitosti. Dal§im
zavérem studie byla také teplotni zavislost. Hodnota difuzniho koeficientu paracetamolu roste
s rostouci teplotou a zavislost kopiruje Arrheniovu kinetiku s aktivacni energii v fadu
25 az 30 kJ/mol. Protoze je zjiSténa hodnota aktivacni energie je vySsi nez aktivacni energie
pro difuzi malych molekul ve vode (18 az 20 kJ/mol), je zifejmé Ze i viskozita hydrogelu hraje

dulezitou roli pti molekularni difuzi [73].

Moderni metodou pro analyzu difuznich a vazebnych vlastnosti v biologickych a
materidlovych védach je tzv. FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) neboli
metoda obnoveni fluorescence po fotovybéleni. FRAP metoda je oblibena zejména v bunécéné
biologii, kde pomaha ve studiu pohybu proteind a lipidi v plazmatické membrané, cytoplazme

nebo jadie. Technologie je zalozena na fluorescencni mikroskopii, kterd umoziiuje sledovat
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lokélni transport molekul v mikrometrovém meéfitku. Kratky laserovy puls o vysoké intenzité
lokalné piasobi na vzorek, ¢imz dochazi k vybéleni fokusované oblasti. To zptusobi vznik
lokalniho koncentra¢niho gradientu fluorofort, ktery vyvola difuzi neporusenych fluorofora
z okoli vybéleného vzorku. Kvantitativni informace je poté ziskavana z ¢asu narastu opétovné
fluorescence, ktera je umérna rychlosti difuze fluorescencné znacenych molekul [74]. Metodu
FRAP vyuzili pro sviij vyzkum autori ¢lanku Karvinen a kol [75]. Cilem vyzkumu bylo
studium mikrostruktury hydrogelt na bazi alginatu, hyaluronanu a polyvinyl alkoholu sitované
pomoci hydrazonu. Vedle difuznich parametrt byla pozornost zameétena také na viskoelastické
vlastnosti a strukturni parametry jako je velikost ok polymerni sité, primérna molekulova
hmotnost polymeru a hustota sitovani. Jako difuzni Castice byly do hydrogelovych vzorka
pfimichany castice FITC-dextranu o molekulovych hmotnostech 20, 150, 500 a 2000 kDa.
Snimky hydrogeli byly pofizovany pomoci laserového skenovaciho konfokalniho mikroskopu
v konstantni hloubce 100 um ode dna misky. Celkové byla pofizena sekvence 250 snimkd.
V procesu béleni byl pouzit argonovy laser (488 nm) a jeho intenzita byla nastavena na 100 %,
zobrazovani probihalo s pouzitim laseru s intenzitou pouhé 2 %. FITC byl excitovan pii vinové
délce 488 nm a emise byla detekovana v rozsahu 496 nm az 650 nm. Zavérem meéfeni bylo
stanoveni difuznich koeficienti FITC-dextranti o riznych molekulovych hmotnostech, pficemz
vyplyva, Ze obnoveni fluorescence probiha rychleji a v plné mife u dextrani s nizsi
molekulovou hmotnosti (20 kDa a 150 kDa), zatimco u dextranti o vys$si molekulové hmotnosti
(500 kDa a 2000 kDa) dochazi pouze k ¢astecnému obnoveni po fotovybéleni. Tento jev muze
byt vysvétlen zvySujici se velikosti prostorové struktury molekuly s vys$§i molekulovou
hmotnosti, pfipadné vazebnymi interakcemi fluoroforu a polymerniho fetézce. Na hodnotu
difuzniho koeficientu méla vliv také koncentrace pouzitého polymeru, kdy se zvySujici se
koncentraci polymeru klesala hodnota difuzniho koeficientu. Protoze byla vyuzita molekula,
ktera nevykazuje zadné vazebné interakce se slozkami hydrogelu, zdrzeni molekulové difuze

bylo zplisobeno spise sterickym branénim [75].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

e Polyvinyl alkohol Sigma-Aldrich s.r.o.; Mw = 111 kDa, CAS: 25213-24-5
e Polyvinylalkohol Sigma-Aldrich s.r.o.; Mw = 57 kDa, CAS: 9002-89-5

e Methylenova modf Penta s.r.o.; CAS: 122965-43-9, M; = 319,85 g/mol

e Rhodamin 6G Sigma Aldrich s.r.0.; ¢. Sarze: BCBX7237

e Chitosan Sigma Aldrich; Mw = 250 kDa; CAS: 9012-76-4

e Kyselina citronova Penta s.r.o.; CAS: 77-92-9

e Chlorid sodny — kuchyriska sl
e Kapalny dusik

e Deionizovana voda

4.2 Pouzité pristroje a zarizeni

e Reometr Discovery HR-2, TA Instruments

e Analytické vahy Denver Instruments 224 A

e Magneticka michacka Thermo Scientific Poly 15

e Laboratorni chladni¢ka s mraznickou =~ GORENJE RB6288 W

e Susici vahy IR 35 DENVER Instruments

e Rastrovaci elektronovy mikroskop Carl Zeiss AG, EVO LS 10

e Lyofilizator Biotrade Instruments, VirTis BenchTop K
e UV-VIS spektrometr Hitachi High-Technologies U-3900H

Nasledujici kapitola shrnuje popis postupu experimentalni ¢asti diplomové prace, ktera muaze
byt rozdélena na 3 kapitoly. Uvodni kapitola popisuje proces optimalizace piipravy polyvinyl
alkoholovych hydrogela s gradientem v hustoté sesiténi. Nasleduje kapitola popisujici vybrané
instrumentalni techniky prokazujici gradientové struktury charakterizaci strukturnich
a mechanickych vlastnosti. ZavéreCna kapitola experimentalni cCasti se vénuje studiu
transportnich vlastnosti pfipravenych hydrogeli, které byly demonstrovany pomoci difuznich

experimentu.

4.3 Optimalizace pripravy hydrogelu s gradientem hustoty sit’ovani
V experimentalni Casti této diplomové prace byla zaméfena pozornost na piipravu hydrogelt
s gradientem hustoty sesitovani na bazi polyvinyl alkoholu pomoci metody mrazeni/tani
(ang. freeze/thaw). Metoda cyklického mrazeni a rozmrazovani nabizi zajimavy pfistup
piipravy fyzikalné sitovanych hydrogelti zejména diky moznosti modifikace vyslednych
vlastnosti hydrogelu pomoci gelacnich podminek (teplota, délka a pocet cykli mrazeni/tani).
Pro tuto praci byly vybrany parametry koncentrace a molekulové hmotnosti polymeru, délka
cykll mrazeni a tani, pocCet cyklli a rizné zpusoby rozmrazovani, které budou jednotlivé

popsany v nasledujicich kapitolach.
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Prvnim krokem byla pfiprava zdsobniho PVA roztoku, ktery byl nésledné sitovan. Pro
optimalizaci ptipravy hydrogelt byly na zakladé studia literatury [36] vybrany 2 koncentrace
polymeru — 5hm. % a 10 hm. %. Koncentrace 5 hm. % je uvadéna jako nejniz§i mozna
koncentrace PVA pro pfipravu stabilnich hydrogeli pomoci metoda, zatimco koncentrace
10 hm. % je napfi¢ studiemi nejcastéji vyuzivana. Pfiprava proto probihala navazenim 5 g ¢i
10 g praskového PVA, které bylo rozpousténo v mensim objemu ultracisté vody a nasledné
doplnéno na celkovy objem 100 ml. Pro studium vlivu riznych molekulovych hmotnosti byl
vybran polyvinyl alkohol o M,, =30, 57 a 111kDa. Se zvysujicim se stupném hydrolyzy,
koncentraci i molekulovou hmotnosti je proces rozpousténi PVA naro¢néjsi kvuli vysokému
poctu H-vazeb a vysokému stupni krystalinity [36]. Pro dosazeni uplného rozpousténi proto
byly jednotlivé roztoky michany za zvySené teploty (90 °C) na magnetické michacce pfi
alesponi 250 ot./min po dobu nejméné 3 hodin. K pfipravenym roztokim bylo ptidano také
barvivo Rhodamin 6G o vysledné koncentraci 0,6 g/dm? pro lepsi vizualizaci procesu gelace

a tvorby gradientové struktury.

4.3.1 Vliv podminek zmrazovani/tani

Proces gelace roztoki polymert byl zajistén jiz zminénou metodou cyklického mrazeni
arozmrazeni s vyuzitim tekutého dusiku (-196 °C) jako mraziciho média. Vyhodou této
metody je moznost fizeni vysledné podoby hydrogeli pomoci zmény mrazicich
a rozmrazovacich podminek. Pro potieby této diplomové prace byla pozornost zaméfena na
poCet a délku mraziciho a délku a teplotu rozmrazovaciho cyklu. Soucasti byla také
optimalizace ponofovani prekurzoru v podobé roztoku polymeru do mraziciho média pro

tvorbu stabilni gradientové struktury.

Vznikly sol byl pfed mrazenim nadavkovan do polystyrenové (PS) plastové kyvety
(1x1x4,5 cm), kterd byla zakryta parafilmovou folii, Tento krok byl zafazen bé&éhem
optimalizace pro minimalizaci kontaktu s mrazicim médiem, ktery ovliviioval proces gelace
vrchni vrstvy hydrogelu. Optimalizace ptipravy byla zahajena opakovanim 10 mrazicich cykld,
behem kterych byla kyveta ponofena do tekutého dusiku po dobu 2 minut a nasledné byla
30 minut ponechéna stat pii laboratorni teploté. Stejné jako koncentrace polymerniho
prekurzoru tvoii pocet cykli mrazeni a tani zasadni roli ve finalni podobé pfipravenych
hydrogelt. Pocet cykli byl tudiz také zvolen na zakladé védeckych publikaci [36], [57], které
naznacuji, ze provedeni 10 cykl je maximalni pocCet vhodny pro zvySeni mechanické stability
hydrogelu. Avsak po studiu viskoelastickych vlastnosti jednotlivych vrstev hydrogelu bylo od
tohoto poctu cykl upusténo. Pii analyze postupu pripravy hydrogela byl pozorovan vznik gelu
v celém objemu jiz po 5 mrazicich cyklech. Po opakovaném mrazeni jiz vzniklého gelu nebylo
stanovenych 30 minut dostateCnych pro uplné rozmrazeni celého objemu vzorku, a to zeyména
ve stiedni Casti hydrogelu. To vedlo k vys§i mife sitovani stfedni vrstvy, coz bylo pro

vyslednou podobu gradientové struktury vzorku nezadouci. Z tohoto divodu byla doba cyklu
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tani prodlouzena na 60 minut, coz zajistilo rozmrznuti vzorku v celém objemu. Zarovein byl

snizen pocet mrazicich cykll na 5, aby byla dodrzena celkova doba ptipravy hydrogelu.

Obrazek 4 Prubéh piipravy hydrogelu pomoci metody mrazeni/tani (5 cyklit)

Béhem optimalizace zptisobu mrazeni byly zkoumany celkem 4 zpisoby ponotfovani kyvety
do mraziciho média. Prvnim zpisobem bylo ponoieni kyvety do Y4 jeji vysky, dale ponoreni
V5 vysky kyvety anebo postupné zanorovani kyvety béhem mraziciho cyklu az do 34 vysky
kyvety vSechny po dobu 2 minut. Posledni, 4. zptisob mrazeni, spocival v zanofovani kyvety

do % jeji vysky po dobu pouze 1 minuty.

Jak jiz bylo zminéno vySe, na tvorbu stabilni gradientové struktury ma vliv nejen doba cyklu
tani, ale také jeho teplota, ktera ovliviiuje vysledné mechanické vlastnosti hydrogelové
mikrostruktury. Soucasti optimalizace cyklu tani proto byly vyzkouSeny 3 razné postupy.
Prvnim postupem bylo ponechéani kyvety se zmrazenym solem pfi laboratorni teploté. Druhy
zpusob, ktery se snazil o pozvolny prechod nizké teploty zahrnoval 20 minut ponofeni do
ledové tfisté se soli (-2 °C), nasledovalo 20 minut v lednici (4 °C) a poslednich 20 minut byla
kyveta ponechdna pfi laboratorni teploté. Po reologickém méfeni, pfi kterém byly rozdily
jednotlivych pfistupi porovnavany, byl tento zpisob byl shledan jako nevhodny, jelikoz

nedochazelo k uplnému rozmrznuti solu. Jako nejvhodnéjsi byl vybran pfistup, pii kterém je
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kyveta nejprve umisténa do lednice na 30 minut, poté je 30 minut ponechana pfti laboratorni
teploté. Tento zpusob zajist'uje, ze nedochazi k Sokové zméné teploty, ktera by mohla narusovat
stabilitu polymernich fetézct, ale zaroven zajiStuje dostatecné dlouhou dobu pro rozmrznuti

vzorku ve stanové délce cyklu.

Obrazek 5 Porovnani miry gelace pfi ruznych podminkach cyklu tani, a) laboratorni teplota,
b) lednice + laboratorni teplota, ¢) ledova lazen + lednice + laboratorni teplota

Pro porovnani vlivu teploty pii mrazicim cyklu byl pfipraven také hydrogel s homogenni
hustotou sitovani. Motivaci tohoto porovnani bylo potvrzeni, ze opakovanym kontaktem
s mrazicim médiem o velmi nizké teploté nedochéazi k degradaci spodni vrstvy hydrogelu
a naruseni pozadované postupné gradientové struktury. Pripraveny roztok polymeru, pouzivany
také pfi priprave gradientovych hydrogeld, byl podroben 5 cyklim mrazeni a tani. V tomto
ptipadé mrazici cyklus trval 30 minut, zatimco cyklus tani trval 60 minut. Nasledné byly
porovnavany mechanické vlastnosti homogenniho hydrogelu se s nejhustéji sesitovanou

(spodni) casti hydrogelu gradientového.

4.3.2 Priprava gradientovych hydrogelu s pridavkem biopolymeru

Vedle optimalizace podminek pfipravy a vlastnosti hydrogelu s gradientem v hustoté sesiténi
byla béhem experimentalni Casti na zaklade¢ literarni reSerse [76], Chyba! Nenalezen zdroj
odkazu. vénovana pozornost také studiu vlivu ptidavku chitosanu do polyvinyl hydrogelové
sit€. Pavodni postup piipravy byl pro semi-interpenetrovanou sit CasteCné pozmeénén. Pro
pfipravu gelovych prekurzora byly vybrany objemové pomeéry polymert 80:20 (PVA/CH) a
60:40 (PVA/CH), diky ¢emuz bylo mozné sledovat také vliv mnozstvi pfidaného biopolymeru.
Polyvinyl alkohol byl pfipraven dle klasického postupu uvedeného v kapitole 4.3 ve vyssi
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koncentraci (6,25 hm. % a 8,33 hm. %) tak, aby po smichani polymert byla jeho vysledna
koncentrace stale 5 hm. %. Pro vyslednou koncentraci 1 hm. % roztoku chitosanu bylo
rozpusténo 5 ga 2,5 g ve 100 ml vodném roztoku 5 hm. % kyseliny citronové a sol byl nasledné
michan na magnetické michacce (nejméné 250 ot./min) po dobu alespori 24 hodin. Vzniklé
roztoky polymert byly smichany a ponechany na magnetické michacce po dobu alespon
60 minut. Poté byl opakovan stejny postup mrazeni a tani jako u piipravy PVA hydrogela
(kapitola 4.3.1).

4.4 Vybrané metody pro potvrzeni gradientové struktury hydrogelu

Pro prokazani uspésného pripraveni gradientového hydrogelu a porovnani vlivu rtznych
parametru pii jejich pripraveé byla vybrana fada charakteriza¢nich metod. Mechanické vlastnosti
hydrogelt byly studovany pomoci reologickych testa, struktura hydrogelové sité s gradientem
hustoty sesiténi byla pozorovana pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie a pevny podil

polymerni sité byl stanoven pomoci susicich experimenta.

4.4.1 Mechanicka charakterizace hydrogelu

Pro charakterizaci mechanickych vlastnosti jednotlivych vrstev gradientovéh hydrogelu bylo
vyuzito méfeni pomoci reometru Discovery HR-2 od spole¢nosti TA Instruments. Pro
charakterizaci deformacniho chovani, které uzce souvisi s hustotou sitovani hydrogelt, byly
vybrany oscilacni amplitudové testy, oscilacni amplitudovy test a test kompresni. Pro kazdy
z téchto testt byl pripraveny hydrogel vyjmut z plastové kyvety a pomoci skalpelu roziezan na
3 stejné velké casti (spodni, stfedni a horni). Ze spodni a vrchni ¢asti bylo pred timto rozdélenim
odfezan cca 1 cm Siroky pruh hydrogelu, jehoz struktura mohla byt ovlivnéna kontaktem
s plastovou kyvetou ¢i mrazicim meédiem. VSechna naméfena data byla zpracovana
v softwarovém progragu Trios spoleCnosti TA Instruments a nasledné upravena do podoby
grafu v MS Excel.
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Obrazek 6 Priprava hydrogelu pro reologické méteni

Prvnim vybranym testem je test amplitudovy, ktery poskytuje informace o mechanickych
vlastnostech studovanych hydrogelti v rozsahu oblasti linearni viskoelasticity (LVO). Béhem
tohoto mé&feni byl vzorek umistén mezi geometrii deska-deska se zdrsnénym povrchem dolniho
senzoru (0,2 mm). Primér horniho pohyblivého senzoru byl 20 mm (20 mm parallel plate,
Peltier plate CrossHatched — 115802). Pii kazdém z méfeni byla nastavena temperace
Peltierovy desky na konstantni teplotu 25 °C a vzorky byly za této teploty pifed méfenim
relaxovany po dobu 180 s. Pro amplitudové testy, pii kterych je frekvence oscilace konstantni
(1 Hz), byla nastavena rostouci amplituda deformace v logaritmickém méfitku s 8 body na
dekadu v rozmezi 0,01-1000 %.

Dalsim typem experimentu byly oscila¢ni axialni testy, béhem kterych byla také vyuzita
geometrie deska-deska. Zatimco u amplitudovych oscilac¢nich testi je méfena odezva na
deformaci kroutivym momentem, pii axialni dynamické mechanické analyze senzor deformuje
vzorek oscilaci ve sméru osy y a namaha tak material stlaCovanim. Prvnim krokem tohoto
experimentu bylo postupné snizovani méfici geometrie az do hodnoty pracovni mezery
1000 um tak, aby pred zacatkem méfeni nebyla hodnota axialni sily vys§i nez 3 N. Druhym
krokem bylo jiz samotné méteni, které probihalo za konstantni teploty 25 °C, frekvence pohybu

horniho senzoru 1 Hz a amplitudé oscilace 0,1 — 20 %.

Poslednim provadénym reologickym testem byl test kompresni. Béhem tohoto testu dochazi
k postupnému stlacovani vzorku konstantni rychlosti, pfi€emz je pfistrojem zaznamenévana
odezva v podobé zmény normalové sily. Po nadavkovani vzorku na méfici geometrii
deska-deska s hladkym povrchem o priméru 25 mm (25 mm parallel plate, RH chamber,

Stainless steel, Disposable — 547229.001) byla horni méfici geometrie snizena tak, aby pfilnula
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k povrchu hydrogelu bez jeho stlaCeni. Nasledné byl spustén experiment, pii kterém byl vzorek

stlacovan rychlosti 7 um/s nebo 4 um/s az do bodu jeho nevratné deformace.

4.4.2 Strukturni analyza rastrovaci elektronovou mikroskopii

Priprava gradientového hydrogelu pro analyzu pomoci SEM byla provedena dle postupu
uvedeného v kapitole 4.3. Hotové vzorky byly nasledné skalpelem roziezany na 3 stejné velké
Casti. Aby byla vnitini struktura hydrogelu zachovana co mozna nejblize nativnimu stavu,
rozfezané Casti hydrogelu byly prevedeny do formy xerogelu Sokovym zmrazenim po dobu
nekolika minut pomoci tekutého dusiku. Takto ptipravené xerogely byly nasledné umistény do
lyofilizatoru, kde byly dodatecné dosuSeny. Vzorky poté byly rozlomeny, aby bylo mozné
sledovat povrch 1 vnitini strukturu polymerni sit€ a vybrané reprezentativni ¢asti xerogelu byly
pokryty tenkou vrsvou zlata pomoci naprasovacky. Vzorky byly zobrazovany pomoci
rastrovaciho elektronového mikroskopu Carl Zeiss AG, EVO LS 10.

4.4.3 SuSici experimenty

Susici experimenty za vyuziti susicich vah IR 35 Denver Instruments byly poslednim zptisobem
charakterizace pripravenych gradientovych polyvinyl alkoholovych hydrogeld. Stejné jako
u predchozich experimenti byly hydrogely pro analyzu pfipraveny standardnim zptasobem dle
kapitoly 4.3. Poté byly vzorky skalpelem rovnéz roziezany na 3 stejné velké casti a jednotlivé
podrobeny susicim testim. Teplota suseni byla nastavena na 110 °C a hmotnost vzorku byla
zaznamenavana v intervalech 30s. Meéfeni bylo pozastaveno po ustadleni hmotnosti
jednotlivych vzorkd. Ziskana data byla zpracovana v programu MS Excel v podobé grafu

a vypoctu suchého podilu.

4.5 Difuzni experimenty
Studium transportnich vlastnosti PVA gradientovych hydrogeltt bylo provadéno pomoci
difuznich experimenti, béhem nichz byla sledovana absorpce ¢i uvolfiovani barviva

methylenové modii v hydrogelové matrici.

Pro difuzni experimenty byly pfipraveny 2 sady hydrogelovych vzorkd. Pro prvni sadu
vzorku, které byly piipravovany za ucelem studia absorpce barviva z roztoku barviva, byl
ptipraven 5 hm. % roztok PVA stejné, jako je uvedeno v kapitole 4.3 s vyjimkou ptridavku
barviva Rhodaminu 6B. Také cyklické mrazeni a tani prekurzord v kyvetach odpovidalo
zminénému postupu, kyvety byly v tomto piipadé€ ale plnény az po horni okraj. Pro druhou sadu
vzorku, u kterych bylo zaznamenavano uvolfiovani barviva z hydrogelové sité, byla pozménéna
piiprava solu PVA. Zména spocivala v nahrazeni cisté deinonizované vody roztokem
methylenové modfi v koncentraci 0,1 g/l. Piipraveny sol byl stejn€ jako u prechoziho postupu

plnén do plastovych kyvet az po horni okraj a standardné mrazen v 5 cyklech.
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Obrazek 7 Hydrogely s obsahem methylenové modii, 57 kDa (vlevo), 111 kDa (vpravo)

Pro studium difuze barviva do struktury hydrogelu byly vybrany hydrogely
0 2 molekulovych hmotnostech (57 kDa, 111 kDa) a také hydrogely s ptidavkem chitosanu
(PVA/CH 80/20 obj. %; 60/40 obj. %), jejichz ptiprava je popsana vyse v kapitole 4.3.2. Difuze
barviva byla sledovana ponofenim kyvety s hydrogelem do 20 ml roztoku methylenové modri
o koncentraci 0,01 g/1. Prostup barviva do hydrogelu byl sledovan ze strany nejvyssi a nejnizsi
porozity zmé&nou kontaktni strany oto¢enim hydrogelu v kyveté. Ubytek koncentrace barviva
roztoku barviva byl sledovan v ¢ase 0; 24; 48; 72 a 96 hodin pomoci UV-VIS spektrometru.
Detekce probihala v rozmezi vinovych délek 400-700 nm s rychlosti skenovani 600 nm/min
pfi Sifce Stérbiny monochromatoru nastavené na 2 nm. Zakladni linie (baseline) byla stanovena
pomoci Cisté destilované vody, ktera byla vyuzita jako referencni vzorek. Ziskana data byla

zpracovana pomoci programu MS Excel.

Druhou c¢ast difuznich experimentt tvofily experimenty zamétfeny na uvolfiovani barviva ze
struktury hydrogelu jeho ponofenim do ultracisté vody. Pro studium uvoliiovani barviva ze
struktur hydrogelu byly pfipravené vzorky hydrogelti vytazeny z kyvety a rozifezany na 3 stejné
velké Casti, liSici se mirou sesiténi, o hmotnosti pfiblizné 1 g. Celkem 6 vzorki roziezaného
hydrogelu bylo ponofeno do 20 ml ultracisté vody a byla pomoci UV-VIS spektrometru byla
zaznamenavana zména absorbance roztoku po 30 minutach po dobu 2 hodin. Ziskana data byla

taktéz zpracovana v programu MS Excel.
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Obrazek 8 Pripravené¢ vzorky pro stanoveni transportnich vlastnosti uvolilovanim barviva
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato diplomova prace si kladla za cil optimalizovat pfipravu hydrogelti s koncentracnim
gradientem, a to za vyuziti vybraného polymeru — polyvinyl alkoholu, pomoci metody
fyzikalniho sitovani (cyklické mrazeni a tani). Zakladni charakteristikou takovych hydrogela
je zména v alespon jedné z vlastnosti napti¢ hydrogelovou siti a zaroven absence chemickych
sitovacich Cinidel, pro které mohou byt gradientové hydrogely nejvétsim pfislibem, tedy
tkanové inzenyrstvi. Pro pfipravu gradientovych hydrogelt byla proto v této praci vybrana
metoda cyklického mrazeni a tani. Béhem optimalizace ptfipravy byla pozornost vénovana
nejen vybéru polymeru a jeho molekulové hmotnosti, ale také parametrim spojenym se
samotnym mrazenim/tanim, jako je délka obou cykli ¢i jejich teplota. Tyto parametry

vyznamnym zpusobem ovliviiuji finalni vlastnosti pfipravenych gradientovych hydrogelt.

Pro ovéfeni pfitomnosti vytvorené gradientové struktury a charakterizace mechanickych
vlastnosti jednotlivych vrstev hydrogela byly vzorky méfeny pomoci oscilacni reometrie, ktera
popisyje jejich viskoelastické chovani. Pro doplnéni viskoelastickych vlastnosti byla soucasti
studia hydrogela data doplnéna o studium kinetiky suseni pomoci susicich vah a také snimky
z rastrovaciho elektronového mikroskopu prokazujici gradientovou strukturu. Rovnéz bylo
soucasti diplomové prace také studium transportnich vlastnosti a jejich mozného ovlivnéni
pomoci pfitomného koncentra¢niho gradientu. Pro studium transportnich vlastnosti byly
vyuzity difuzni experimenty za pouziti modelového kladn€ nabitého barviva methylenové
modfi. Vysledky experimentalni ¢asti diplomové prace nabizi jeden z moznych piistupu
k ptipraveé gradientovych hydrogelt a jejich charakterizace a zaroven navrhuje dalsi postupy ve

studiu takovych materiala.

5.1 Charakterizace pripravy hydrogelu s gradientem v hustoté sesiténi

Polyvinyl alkohol, jako synteticky semikrystalicky polymer, byl na zakladé¢ literarni reserSe
vybran pro pfipravu gradientového hydrogelu s hustotou sesiténi pomoci metody cyklického
mrazeni a tani. Béhem optimalizace pfipravy takového hydrogelu byla pozornost vénovana
zejména nékolika faktorim pfipravy, které ovliviiuji vysledny hydrogel. Mezi tyto faktory
pattila délka cyklu mrazeni i tani, jejich teplota, poCet cykla a také zptisob ponofovani kyvety

do mraziciho média beéhem cyklu mrazeni.

Pfi vybéru hmotnostni koncentrace byla pro naslednou piipravu upfednostnéna koncentrace
5 hm. %, se kterou se podafilo pfipravit stabilni hydrogely jiz pifi 5 mrazicich cyklech. Zaroven
nebyly pozorovany rozdily mezi vytvofenou gradientovou strukturou pfi vyuziti vyssi
molekulové hmotnosti. Z celkové 3 zkoumanych molekulovych hmotnosti PVA
(30,57 a 111 kDa) byly vybrany pouze dvé vyssi hodnoty. Pfi pokusu o pfipravu hydrogelu
s nejniz§i vybranou molekulovou hmotnosti PVA prekurzor netvotfil zadné nebo pouze
nestabilni hydrogelové struktury. Zaroven vybrané molekulové hmotnosti tvofi stale dobry

zaklad pro studium vlivu tohoto parametru.
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Jako nejvhodnéjsi byla zvolena ptfiprava, béhem které byl sol PVA mrazen pomoci tekutého

dusiku v 5 opakujicich cyklech, pficemz doba mrazeni byla 1 minuta a doba tani 60 minut.

Kyveta s prekurzorem hydrogelu byla do mraziciho média ponofena do % vysky kyvety

a proces tani probihal stfidavé v laboratorni lednici (30 minut) a nasledné pii laboratorni

teploté (30 minut). Vybrana ptiprava zajistila vznik stabilni hydrogelové gradientové struktury

s reprodukovatelnymi vysledky. Tato tvrzeni byla ovéfena pomoci fady vybranych

instrumentalnich technik, které budou popsany v nasledujicich kapitolach.

5.2 Metody charakterizace gradientovych hydrogelu

5.2.1 Reologicka méreni

Pro prvotni charakterizaci pripravenych hydrogelii z hlediska jejich viskoelastickych vlastnosti

a porovnani mechanické pevnosti jednotlivych ¢asti gradientovych hydrogelt byl vyuzit

amplitudovy oscilaéni test s fizenou smykovou deformaci (strain sweep).

100 -

G', G" [Pa]

® (' stfedni vrstva
G' spodni vrstva
0000000000000.... G' horni vrstva
0o O G" stiedni vrstva
¢ Py G" spodni vrstva
) G" horni vrstva

o
o
o
0000
O OOOO O&

09 4 O

o
0000000000° @0

0,01

0,1 1 10 100 1000
Amplituda oscilace [%]

Obrazek 9 Amplitudovy oscilacni graf PVA gradientového hydrogelu

Vystupem takového méfeni jsou kiivky paméfového (elastického) G a ztratového

(viskdzniho) G modulu, které svym charakterem vykazuji chovani typické pro hydrogely. Ty

1 navzdory vysokému obsahu vody vykazuji viskoelasticky charakter s pfevahou elastické

slozky nad slozkou viskozni. Tvar kiivek také urcuje linearni viskoelastickou oblast (LVO),
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kterd ohraniCuje oblast vratné deformace vzorku. Za oblasti LVO pozorujeme piekiizeni
elastického a viskdzniho modulu, tzv. bod toku (z ang. flow point), za kterou dochazi
k vyraznému poklesu elastického a viskozniho modulu a struktura hydrogelu je nenavratné

poskozena.

U gradientovych hydrogeld muze byt amplitudového testu vyuZzito pro charakterizaci
mechanické pevnosti jednotlivych ¢asti gradientového hydrogelu. Zakladni hypotézou je poté
navysovani viskoelastickych modult s vyssi hustotou sesiténi. Pro porovnani byly proto pro
jednotlivé vrstvy spocitany (rovnice (2) hodnoty komplexniho modulu G*, ktery charakterizuje
celkovou rigiditu a deformacni zavislost materialu. Vysledky komplexniho modulu v zavislosti
na mife deformace pro gradientovy hydrogel o molekulové hmotnosti 57 kDa znazoriuje
Obrazek 10. Jak je na prvni pohled patrné, hodnoty komplexniho modulu stfedni vrstvy
hydrogelu pfevysuji hodnoty vrstvy spodni, coz je v rozporu s pavodni hypotézou. I po
zménach parametrt pii postupu byly tyto vysledky neménné, a proto byl amplitudovy oscilacni

test shledan jako nevhodny pro charakterizaci tohoto typu hydrogelu.
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Obrazek 10 Amplitudovy oscilacni test PVA gradientového hydrogelu (57 kDa)

Po literarni reSersi tfady védeckych publikaci [57], [58], [62], které se charakterizaci
mechanickych vlastnosti gradientovych hydrogelt vénuji, byl vybran axialni oscilacni test
(DMA) jako novy zpusob charakterizace vrstev hydrogelu. Na rozdil od amplitudovych testd
dochazi pfii axidlnim pohybu horniho méficiho senzoru k cyklickému stlacovani vzorku. Pohyb

senzoru tak kopiruje smér narustu krystaliti (usporadané vrstevnaté struktury nahodné
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rozptylené v neusporadané amorfni polymerni matrici [78]), které v prekurzoru vznikaji vlivem

cyklického mrazeni a tani.
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Obrazek 11 Axialni oscilacni test PVA gradientového hydrogelu (57 kDa)

Vybrany graf axialniho oscilacniho testu (Obrazek 11), méteny pro hydrogel piipraveny
s polymerem o molekulové hmotnosti 57 kDa, jiz znazoriiuje ocekavany pokles
viskoelastickych moduli. Nejvyssi hodnota komplexniho modulu nalezi spodni Casti
hydrogelu, jakozto Casti s nejvyssi hustotou sesiténi. S vyssi polohou Casti gelu v hydrogelu
dochazi ke ztrat€¢ mechanické pevnosti a poklesu hodnot viskoelastickych moduli. Tento
vysledek naznaCuje moznost dosazeni zmény viskoelastickych vlastnosti napii¢ gradientovym

hydrogelem pomoci cileného kontaktu s mrazicim médiem.
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Obrazek 12 Axialni oscilacni test PVA gradientového hydrogelu (111 kDa)

Protoze byla vSechna potvrzujici méfeni provadéna pro 2 molekulové hmotnosti polymeru
PVA, Obrazek 12 nabizi vysledek stejného axialniho oscilacniho testu pro hydrogel s vyssi
molekulovou hmotnosti (111 kDa). Stejné¢ jako u predchoziho vzorku i1 zde dochazi
k pozorovatelnému snizovani komplexniho modulu E*, coZ potvrzuje pokles hustoty uzll

v hydrogelové siti.

Pokud vysledky téchto méfeni porovname, muzeme pozorovat stejny pribéh odezvy na
vnéjsi axialni deformaci, hodnoty viskoelastickych modult se v§ak zasadné lisi. U hydrogelu
s témert o polovinu nizs§i molekulovou hmotnosti doslo k vyraznému poklesu pevnosti a hodnota
komplexniho modulu se snizila o témét 250 000 Pa. Obecné proto mizeme fici, ze mechanické
vlastnosti hydrogeltt mohou byt cilené modifikovany pomoci molekulové hmotnosti vyuzitého

polymeru.

Pro potvrzeni vysledkl ziskanych pomoci axialniho oscila¢niho testu (DMA) byl vybran
také druhy zastupce axialnich testl — test kompresni. Pfi tomto typu méfeni je analyzovany
vzorek konstantni rychlosti stlacovan horni pohyblivou deskou, pficemz je pfistrojem
zaznamenavana odezva vzorku zménou normalové sily, kterd je pro jeho stlateni nutna
vykonat. Pfi srovnani jednotlivych vrstev gradientovych hydrogelt je poté jejich ménici se
struktura mozna sledovat zménou strmosti naméfenych kiivek. Prikladem muze byt pfilozeny
Obrazek 13, ktery znazorfiuje odezvu normalové sily s ménici se méfici §térbinou. Zatimco
maximalni naméfena normalova sila (50 um) byla u spodni, nejvice porovité, vrstvy hydrogelu
vyvinuta pii pracovni Sté€rbin€ 1000 pm, stejna normalova sila byla u horni vrstvy gelu vyvinuta
az pri Stérbiné 700 um. Tyto data potvrzuji hypotézu vétsi mechanické odolnosti u spodnich

vrstev hydrogela s vy$si hustotou sit'ovani.
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Obrazek 13 Graficka zavislost pracovni §térbiny na normalové sile pro vrstvy gradientového
hydrogelu (111 kDa)
Stejné jako u predchozi analyzy nabizi Obrazek 14 zajimavé srovnani pii vyuziti polymeru
s niz§i hodnotou molekulové hmotnosti. I presto, ze tvar kiivek kopiruje pfedchozi grafickou
zavislost, maximalni vyvinuta axialni sila je v tomto piipadé az o 2 fady nizsi. To znamena, ze

méfici geometrie vyvinula o 2 fady nizsi normalovou silu pfi stejné mife stlaceni.
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Obrazek 14 Graficka zavislost pracovni §térbiny na normalové sile pro vrstvy gradientového
hydrogelu (57 kDa)

5.2.2 SusSici vahy
Druhé vybrana technika prokazujici pfitomnost gradientové struktury byla realizovana pomoci

susicich vah. Cilem tohoto experimentu bylo srovnani rychlosti ubytku hmotnosti za dané
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teploty a urCeni konecného pevného podilu jednotlivych ¢asti hydrogelu. Motivaci byl
predpoklad nejen ruznych hodnot pevnych podilt, ale také rozdilnych rychlosti odpafovani

disperzniho prostredi.

Ptipravené hydrogely byly suseny pii teploté 110 °C, dokud nedoslo k ustaleni hmotnosti
vzorku, tedy nejméné 30 minut. Vysledky suSicich experimenti znazornuji
tzv. termogravimetrické kiivky (Obrazek 15 a Obrazek 17) popisujici relativni ubytek
hmotnosti jednotlivych vrstev, ktery odpovida ztraté disperzniho prostiedi v ¢ase. Pro lepsi
prehlednost jsou termogravimetrické kfivky znazornény na Obrazek 16 a Obrazek 18 ve
zizeném Casovém intervalu (5-11 minut). Z prilozenych grafi vyplyva, Ze existuje zavislost
mezi stupném sesiténi a rychlosti odpafovani disperzniho prostfedi. V prvnich 5 minutach
pozorujeme rychly pokles hmotnosti vS§ech vzorkd, ktery je zpusoben Sokovym ohfevem
vzorku, coz vedlo k uvolnéni voln€ vazaného disperzniho prostredi (vody). U hornich vrstev,
tedy téch s nejmensi hustotou sitovani, pak dochazelo k rychlej§imu uvoliiovani disperzniho
prostfedi. Naopak spodni ¢ast hydrogelu, ktera ma nejvétsi hustotu sitovani polymerni sité,
vykazuje ubytek hmotnosti nejpomalejsi. Rozdilnou odezvu muzeme pozorovat také pfi
porovnani hydrogel o 2 studovanych molekulovych hmotnostech. Hydrogel tvoreny
polymerem s niz§i molekulovou hmotnosti uvoliiuje vodu z hydrogelové matrice rychleji a

dochazi také k diivéj§imu ustaleni jeho hmotnosti.
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Obrazek 15 Krivky zavislosti relativniho ibytku hmotnosti na case (57 kDa)
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Obrazek 18 Susici kiivky pro vybrany ¢asovy usek 5-11 minut (111 kDa)

Bez ohledu na zvolenou molekulovou hmotnost 1ze posouzenim smérnice jednotlivych
kiivek pozorovat pouze malé rozdily. Ze ziskanych vysledku lze tedy obecné oznacit miru

zadrZeni vodného prostifedi PV A hydrogela i se zménou v molekulové hmotnosti za podobné.

Vysledky susicich kiivek jsou doplnény o procentualni hodnotu suchého podilu pro kazdou
z roziezanych Casti gelu (Tabulka 1). I pfes rozdilné molekulové hmotnosti 1 hodnoty pevnych
podili naznacuji zvySujici se hustotu polymerni sité s nizsi polohou vrstvy v hydrogelu. U obou
vzorkll doslo k Castecné odchylce od ocekavané hodnoty suchého podilu dle pfipravy
(5 hm. %). Vzniklé odchylky mohly byt zpiisobeny pfitomnosti pevné vazané vody, pro jejiz
odpareni by bylo nutné zvysit teplotu suseni.

Tabulka 1 Hodnoty procentualniho obsahu pevného podilu ve studovanych hydrogelech

57 kDa 111 kDa
Spodni vrstva 6,14 % 8,47 %
Stiedni vrstva 4,94 % 6,56 %
Horni vrstva 4,59 % 6,25 %

5.2.3 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Pro studium morfologickych vlastnosti a struktury hydrogelové sité byla vyuzita metoda
rastrovaci elektronova mikroskopie. Diky této technice je mozné odhalit, na kolik je struktura
porovnavanych vzorkt odlisna a napomaha pfi charakterizaci jednotlivych vrstev gradientové
struktury hydrogelu. Pro potfeby této diplomové prace byly vybrany vzorky hydrogela
o molekulové hmotnosti 111 kDa. Pfipraveny gel byl roziezan na 3 stejné velké Casti, které
byly pfevedeny do formy xerogelu (postup popsan v kapitole 4.4.2) a dale lyofilizovany. Aby
bylo mozné potidit fotografii v dostatecném rozliSeni a byla zajiSténa nezbytna vodivost
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vzorku, lyofilizované vzorky byly také pomoci vakuové naprasovacky pokryty tenkou vrstvou

zlata.

Struktury jednotlivych vrstev a rozdily mezi nimi jsou zachyceny na Obrazek 21. Jiz na
prvni pohled je viditelna kompaktni porézni struktura s rtznou velikosti port. Rozdily
v morfologii jednotlivych vrstev je mozné pozorovat pro vSechna vyuzita piiblizeni, nejlépe
vSak odlisnosti struktur zndzorfiuji fotografie s pfiblizenim 2000x. Hydrogelova sit vykazuje
charakter gradientu se snizujici se velikosti poru pfi nizsi poloze vrstvy v hydrogelu. Tento fakt
naznacuje, ze ¢im intenzivnéj$i kontakt ma prekurzor polymeru s mrazicim médiem, tim vice
jsou k sobé jednotlivé polymerni fetézce natlaCovany nardstajicimi krystaly pevné faze
rozpoustédla. Pofizené snimky dopliuji reologickd a suSici meéfeni potvrzujici vznik

gradientové struktury s hustotou sesiténi.

Ackoliv je metoda SEM casto vyuzivana pro charakterizaci hydrogeld, je nutné pfi
vyhodnocovani vysledkd brat zietel na jeji omezeni. Na vyslednou podobu polymerni sité
a velikosti pord ma totiz znacny vliv priprava vzorku, ktera zahrnuje skokovou zménu teploty
vzorkti 0o malém objemu. Béhem lyofilizace dochazi v hydrogelu ke vzniku krystalka ledu, které
mohou hydrogelovou sit’ narusovat a vést ke vzniku kryoartefaktt, viz Obrazek 19. Vzhledem
k uvedenym divodim neni metoda vhodna pro méfeni velikosti jednotlivych pora, mize byt

vSak uzite¢na pro srovnani struktury vzorka s rozdilnymi parametry piipravy.

o " i .
il e S D, 4 i w
1024768 Pixel Size=6805nm 500kv SE1 WD=948mm Mag= BO00KX |Probe= 100pA 3um

Obrazek 19 Fotografie zhroucené hydrogelové struktury, piiblizeni 5000x

Mimo vnitini strukturu hydrogelu, jejiz zobrazeni bylo hlavni motivaci pro pozorovani
pomoci SEM, byly potizeny také snimky povrchu vzorkid. Porovnani jednotlivych povrchii
spodni, stfedni a horni Casti, které znazorfiuje Obrazek 20, muze nabidnout také dalsi zajimavy
vhled do rozdilt jednotlivych vrstev. Ackolivi v tomto pfipadeé budou povrchy vzorkt ¢astecné

poskozeny, mizeme pozorovat trend snizujici se usporadanosti mikrostruktury. Jak je vidét na
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Obrazek 19, nejvice usporadanou a ucelenou strukturu ma spodni ¢ast hydrogelu, ktera ma
nejhustéjsi sit’ gelotvorné slozky (polymerni sit€). Naopak je tomu u horni ¢asti hydrogelu,
u které nepozorujeme zadné pravidelné struktury ¢&i vladkna typicka pro PVA hydrogely.
Muzeme se tedy domnivat, ze husté sesiténa oblast s malymi poéry dokazala narust krystala

zbrzdit a mikrostruktura nemusela byt znatelné narusena.
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Obrazek 20 Snimky povrchu PVA gradientového hydrogelu s pfiblizenim 5000x z rastrovaciho
elektronového mikroskopu (111 kDa)

I ptesto, ze je pomoci metody rastrovaci elektronové mikroskopie mozné sledovat rozdily
ve strukturnich vlastnostech jednotlivych vzorkd, pro dalsi méfeni by bylo vhodné tuto metodu
doplnit o jiné analyzac¢ni techniky jako napt. mikroskopii atomarnich sil. Vyhodou mikroskopie
atomarnich sil je nejenom moznost snimat vys§i mnozstvi vzorkl v jejich nativnim stavu pfi
atmosferickém tlaku. Mikroskopie atomarnich sil umoziiuje kromé studia topografie také
analyzu jinych fyzikalnich vlastnosti (napt. elasticky modul, adhezi, povrchovy naboj,...)

v realném Case [79].
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Obrazek 21 Snimky jednotlivych ¢asti gradientového hydrogelu s riznym priblizenim z rastrovaciho elektronového mikroskopu (111 kDa)
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5.3 Vliv pridavku biopolymeru na vysledné mechanické vlastnosti

Béhem optimalizace pfipravy gradientovych hydrogelti byl jako dalsi proménny parametr
pfipravy vybran také ptidavek vhodnych aditiv v podobé polysacharidi, ktery by stejné jako
ostatni parametry mohl byt vyuzit pro moznou modifikaci mechanickych 1 transportnich
vlastnosti. Pro tyto ucely byly vybrany gradientové hydrogely s molekulovou hmotnosti
111 kDa, u kterych mohla byt sledovana vyrazn€jsi zména v mechanickych a nasledné
i transportnich vlastnostech. Pti vybéru modifikatort byla pozornost zaméfena zejména na
chitosan, jehoz vyhodné vlastnosti jako biokompatibilita nebo antimikrobialni ¢inky mohou

zlepsit aplikacni vyuziti syntetickych polymert jako je polyvinyl alkohol [76], [77].

Priprava hydrogelt s ptidavkem polysacharidi probihala dle postupu popsaného
v kapitole 4.3.2. Takto pfipravené vzorky byly poté roziezany na 3 stejné velké Casti, které byly
jednotlivé proméfeny pomoci axialniho oscilacniho testu (DMA), ktery byl ovéfen pro studium
mechanickych vlastnosti PVA gradientovych hydrogela v¢etné porovnani jednotlivych vrstev.
Semi-IPN hydrogely stejné jako nemodifikované gradientové hydrogely vykazuji
viskoelasticky charakter chovani (Obrazek 22). Tomu napovida tvar kiivek viskoelastickych
modult s pfevahou elastické slozky nad viskozni. Vzhledem k nemoznosti nastaveni vysSich
hodnot amplitudy deformace pro vybrany test nepozorujeme bod toku (z ang. flow point), pti
némz by doslo k trvalé deformaci hydrogelu. Mizeme vsak vidét, ze pii vysSich mirach zacina
dochazet k poklesu viskoelastickych modult a stejn€ jako u PVA hydrogelt bez ptidavku

hydrogelu by pfi zvySovani smykového napéti k trvalému poskozeni doslo.

Za predpokladu, ze vrstvy mezi jednotlivymi hydrogely nabyvaji podobnych rozdilt
v hodnotach viskoelastickych modull, mizeme hydrogely s riznym pfidavkem biopolymeru
porovnavat dle komplexnich modult jejich spodnich Casti. Obrazek 22 srovnava spodni Casti
hydrogelli s obsahem 0, 20 a 40obj. % chitosanu. Obecné¢ mizeme sledovat pokles
komplexniho modulu se zvySujicim se obsahem chitosanu. Tento jev muze byt vysvétlen
snizovanim stupné krystalinity PVA s vy$sim obsahem chitosanu. Dal§im vysvétlenim muze
byt tendence chitosanu, jakozto kladné nabitého polysacharidu, vazat se na polymerni fetézec
PVA a zabraniovat tak tvorbé slabych vazebnych interakci, které pomahaji zvySovat pevnost
hydrogelu. Nizsi schopnost odolavat mechanické deformaci muze byt zplsobena méné
usporadanou a vice porovitou strukturou jednotlivych polymernich fetézci, které se poté
vlivem pusobiciho smykového napéti rychleji poskodi. Spojeni syntetického a pfirodniho
polymeru s laditelnymi mechanickymi vlastnostmi nabizi Siroké spektrum moznosti napi. pro
tkaniové inzenyrstvi [76], [77].
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Obrazek 22 Vybrany axialni oscila¢ni test PVA/CH 80/20 obj. % gradientového hydrogelu
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Obrazek 23 Srovnani komplexnich modulii spodnich vrstev hydrogelii s riznymi pridavky
chitosanu
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5.4 Difuzni experimenty

Finalni ¢asti této diplomové prace bylo studium transportnich vlastnosti gradientovych
hydrogelt pomoci difuznich experimenti. Primarni ambici bylo zjistit moznost ovlivnéni
transportnich  vlastnosti  gradientovych hydrogelt, jejichz finalni kompozice byla
optimalizovana na zacatku experimentalni Casti. Pro sledovéni transportu byla vybrana
hydrofilni modelovd sonda v podobé kladn€é nabitého organického barviva
(methylenova modi). Prubéh transportnich experimenti byl zkouman jak vizualné, tak i za
vyuziti UV-VIS spektrometrie. Pro ziskani ucelené predstavy o transportnich vlastnostech PVA
hydrogelt byla sledovana jak difuze molekul barviva do hydrogelové matrice, tak jeho
uvolinovani do prostfedi destilované vody. Difuznim experimentim byly podrobeny také
hydrogely s inkorporovanou biopolymerni slozkou, kterda by mohla vysledné transportni

vlastnosti taktéz ovlivnit.

5.4.1 Studium absorpce barviva do struktury hydrogelu

Transportni vlastnosti hydrogelt byly nejprve porovnavany na zaklad€ absorpce barviva do
struktury hydrogela. Konkrétni popis postupu piipravy hydrogelti i samostatnych experimentt
je detailn€ popsan v kapitole 4.5.

Prvnim transportnim experimentem bylo studium vlivu hustoty sesiténi na difuzi barviva do
struktury hydrogelu. Pro tyto ucely byly 2 vzorky pfipraveného vysokomolekularniho
hydrogelu (111 kDa) vyjmuty z ptivodnich kyvet a vlozeny do kyvet novych tak, aby vrchni
kontaktni vrstva byla tvofena nejméné & nejvice zesitovanou &asti gelu. Ubytek koncentrace
roztoku barviva byl vyhodnocovan zménou absorpcnich spekter ziskanych grafii zpracovanych

v programu MS Excel.
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Obrazek 24 Absorpéni spektrum PVA hydrogelu (111 kDa) s kontaktni nejméné porovitou
vrstvou
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Obrazek 25 Absorpéni spektrum PVA hydrogelu (111 kDa) s kontaktni nejvice porovitou vrstvou
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Obrazek 26 Graficka zavislost zmény koncentrace v ¢ase u vzorku s rozdilné pérovitou kontaktni
vrstvou hydrogelu (111 kDa)

Na Obrazek 26 je znazornéna zavislost koncentrace roztoku MM v Case pro vzorky
s rozdilnou hustotou hydrogelové sité jako tou kontaktni. Jiz na prvni pohled je u obou vzorka
mozné pozorovat vyznamny pokles koncentrace po prvnich 24 hodinach a po zbylou dobu
experimentu jiz k menSimu poklesu po ustanoveni rovnovahy. I ptes podobny charakter obou
kiivek vSak mizeme pozorovat rozdily vlivem zmény struktury, ptes kterou barvivo difunduje.
U hydrogelu, jehoz kontaktni strana byla nejvice porovita sledujeme mensi ubytek koncentrace
a dochazi k ustanoveni rovnovahy jiz po 24 hodinach. U druhého vzorku, jehoz kontaktni strana
je naopak porovita nejméné, dochazi k vétSimu poklesu koncentrace, coz znaci vy§§i miru
difuze barviva do mikrostruktury hydrogelu. To muze byt vysvétleno vétsimi velikostmi port
mezi polymernimi fetézci, které nebrani prostupu barviva. Vysledky ziskané méfenim
absorpcnich spekter potvrzuji také vizualni hodnocent, pfi kterych byla pozorovana vétsi mira

absorpce u vzorku s kontaktni vrstvou jako tou méné€ porovitou.
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Obrazek 27 Mira absorpce barviva pies rizn€ porovitou strukturu hydrogelu po 24 hodinach

Stejna méfeni byla provedena jesté u vzorkt o niz§i molekulové hmotnosti (57 kDa) a také
u vzorkd se semi-IPN siti (PVA/chitosan) v objemovych pomérech 80/20 a 60/40 PVA/CH.
V tomto piipad€ byla ale jiz vyhodnocena také mira poklesu koncentrace. Pro kvantitativni
vyhodnoceni naméfenych dat bylo proto nezbytné sestavit kalibracni pfimku MM. Pripravena
kalibracni kiivka byla sestavena proméfenim roztokd o vybranych koncentracich na UV-VIS
spektrometru. Z absorpéniho spektra byla vybrana hodnota 665 nm, ktera odpovida
absorpénimu spektru pro methylenovou modr. Ze ziskané rovnice linearni zavislosti (Ptiloha 5)

se poté vychazelo pii vypoctech koncentraci pro jednotlivé hydrogely.

Pfi hodnoceni vlivu molekulové hmotnosti a aditiva v podobé kladné nabitého
polysacharidu chitosanu byl postup obdobny. Jednotlivé vzorky gela byly ponoreny do 20 ml
roztoku MM (0,01 g/l) a pokles absorbance byl sledovan pro nejméné i nejvice pédrovitou
kontaktni stranu v Casovém tseku 0-96 hodin. Kromé porovnani poklesu absorbance byly ze
ziskané kiivky linearni regrese vypocitany hodnoty koncentraci, které shrnuje Tabulka 2. Pro
lepsi vizualizaci ziskanych dat a jejich porovnani byly stejné jako v predeslém piipadé hodnoty
koncentraci vizualizovany grafickou zavislosti ubytku koncentrace roztoku barviva v Case
(Obrazek 28 a Obrazek 29).

53



Tabulka 2 Vypocitan¢ hodnoty koncentraci roztoku MM pro vzorky hydrogela v ¢ase 0-96 hodin
(3 — 1 =nejméné porovita vrstva jako kontaktni, 1 — 3 = nejvice poérovita vrstva jako kontaktni)

Koncentrace - 10° [g/1]
57 kDa 111 kDa 80/20 PVA/CH 60/40 PVA/CH
Cas[hod] 3—1 1-3 | 3—-1 1-3 | 3—1 1-3 | 3—1 1-3

0 10 10 10 10 10 10 10 10

24 5,2 7 6,8 7,1 8,2 8,2 8,3 8.8

48 49 6,3 6,7 6,7 8 8,1 8,7 8,5

72 4,5 6,2 6,3 6,4 7,8 7,7 8,5 8,4

96 4.4 6,1 6,4 6,5 7,8 7,8 8,7 8,3
60/40 PVA/CH
80/20 PVA/CH

0,010 - 111 kDa

57 kDa

= 0,009 -

20

s

2z 0,008 -

S

=

=

é 0,007

3

£ 0,006 -

=

3

g

> 0,005 -

0,004 T . )
0 24 48 72 96
Cas [hod]

Obrazek 28 Zména koncentrace roztoku barviva v ¢ase pro vzorky pii difuzi pfes nejméné
pérovitou vrstvu hydrogelu
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Obrazek 29 Zména koncentrace roztoku barviva v Case pro vzorky pii difuzi pres nejvice
pérovitou vrstvu hydrogelu

Na zaklad¢é vybéru molekulové hmotnosti, stupné sesiténi ¢i pfidavku polysacharidu do
struktury hydrogelu muzeme sledovat moznosti modifikace transportnich vlastnosti
pfipravenych vzorki. Pfi porovnani zmeény porovitosti materialu pozorujeme u vsSech
zminénych vzorkd, stejné jako u predchoziho vzorku, trend poklesu schopnosti absorpce
barviva do struktury, pokud obsahuje pocatecni vrstva hydrogelu pfi difuzi nejvice hustou
polymerni sit. Tento vysledek opét potvrzuje, ze zvySeny pevny podil zamezuje rychlému
prostupu castic do jeho struktury.

Pokud se podivame na rozdily vyuzitych molekulovych hmotnosti, i tady nachazime prostor
pro moznou laditelnost transportnich vlastnosti. Pti difuzi pfes nejméné i nejvice porovitou
oblast hydrogelu dochazi k rychlejsi difuzi barviva do struktur nizkomolekularniho hydrogelu.
Dutivodem je vyssi obsah disperzniho prostiedi a méné rigidni a husta hydrogelova sit’, ktera za

stejnou dobu propusti vét§i mnozstvi Castic barviva.

55



Mw = 57 kDa ; Mw = 111 kDa

Obrazek 30 Rozdilna difuze barviva gradientovych hydrogelii o rozdilné molekulové hmotnosti,
48 hodin

Poslednim parametrem sledovanym pfi difuznich experimentech byl vliv pfidavku
chitosanu. Také v tomto ptipadé sledujeme trend snizujici se rychlosti prostupu barviva do
hydrogelu s vys§im obsahem polysacharidu. Retézce polysacharidu jsou v tomto piipadé
rozptyleny mezi vysoce strukturovanou sit polyvinyl alkoholu, coz mize byt vysvétlenim pro
pomalejsi pohyb Castic barviva skrz pory polymerni sité. Stejné jako u predchozich porovnani
i tady u vzorkl pozorujeme trend pomalejsi absorpce barviva u vzorku s difuzi pfes nejhustéji

propletenou hydrogelovou sit’.

100 PVA 80/20 60/40
111 kDa PVA/CH

Obrazek 31 Mira absorpce barviva MM do hydrogelu s riznym pfidavkem biopolymeru, 72 hodin
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Ze ziskanych vysledk méfeni lze usuzovat, Ze transportni vlastnosti gradientovych
hydrogelli je mozné modifikovat. Cilené ladit tyto vlastnosti je mozné jednak hustotou sesiténi
kontaktni vrstvy pii difuzi, ale také zménou molekulové hmotnosti vyuzitého polymeru,
piipadné piidanim biopolymeru do struktury gradientovych hydrogelt. I pfesto, ze cilem
diplomové prace bylo zjisténi mozné laditelnosti, vysledky méfeni mohou byt vhodnym
praktickym zakladem pro dalsi transportni experimenty vcetné analyzy kinetiky absorpce
barviva do struktury hydrogelu. V takovém ptipade by bylo vhodné zkoumat kinetiku difuze
zejména v prvnich 24 hodinach, pfi kterych dochazi k prichodu nejvétsiho mnozstvi Castic

barviva.

5.4.2 Studium uvolnovani barviva z gradientového hydrogelu

Druhym typem transportnich experimentd, které byly v ramci studia transportnich vlastnosti
hydrogelovych matric studovany je uvolfiovani barviva ze struktury hydrogelu. Piiprava
hydrogelt, ktera je blize popsana v kapitole 4.5, spocivala v pfidani barviva methylenové modri
ve formé roztoku nahrazenim ultracisté vody pfi pfipravé. Takto pfipravené soly polymeru byly
poté podrobeny standardni pfipravé cyklického mrazeni a tani. Hotové hydrogely, které byly
pro ustanoveni rovnovahy vzdy ponechany alespori 24 hodin v klidu za snizené teploty, byly
poté roziezany na 3 stejné velké ¢asti. Ty byly vlozeny do 20 ml Cisté destilované vody, jejiz
zmeéna absorbance byla v ¢asovych intervalech méfena pomoci UV-VIS spektrometru.
Vysledné hodnoty absorbanci byly poté za pomoci sestavené kalibracni piimky prepocitany na
zmeénu koncentrace, které jsou uvedeny v prilozené Tabulce 3. Pro lepsi nazornost byla data

také prevedena do grafickych zavislosti (Obrazek 32 a Obrazek 33).

Tabulka 3 Vypocitané hodnoty koncentraci roztoku MM pro difuzi ze vzorki hydrogeli v Case

0-120 minut
Koncentrace - 10° [g/1]

Cas [min] 0 3 60 90 120

spodni vrstva 0,07 1,20 2,23 3,20 3,25

57 kDa | stredni vrstva 0,11 1,08 2,46 3,23 3,40
horni vrstva 0,14 1,59 3,02 3,78 3,80

spodni vrstva 0,10 1,67 2,58 3,14 3,22

I11kDa | stfedni vrstva 0,14 1,43 2,89 3,72 4,13
horni vrstva 0,14 1,78 3,51 3,88 4,37
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Obrazek 32 Zména koncentrace prijimaciho roztoku pii uvoliiovani barviva z hydrogelu (57 kDa)
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Obrazek 33 Zména koncentrace prijimaciho roztoku pii uvolfiovani barviva z hydrogelu
(111 kDa)
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ZvySovani koncentrace pfijimaciho roztoku pii studiu uvoliiovani barviva ze struktury
hydrogelu o molekulové hmotnosti 57 kDa je vidét na Obrazek 32. U horni ¢ast hydrogelu je
po celou dobu experimentu sledovano nejrychlejsi narust koncentrace uvoliiéného barviva,
zatimco stfedni a spodni vrstva hydrogelu dosahuji srovnatelnych vysledka. I piesto je ale
mozné pozorovat ustanoveni rovnovahy v ¢ase 90 minut a postupny pokles uvolnéného barviva

s rostouci hustotou sesiténi v ¢ase ukonceni experimentu.

Stejny trend v chovani pozorujeme také u hydrogelu o molekulové hmotnosti 111 kDa.
V Casovém intervalu 120 minut mizeme sledovat postupny narast koncentrace uvolnéného
barviva do prostfedi destilované vody. V prvnich 30 minutach experimentu nedoslo
k vyraznému odliSeni uvolnéni barviva v ramci 3 roziezanych vrstev. To se vSak méni od
60 minuty, kde se uvolnéné barvivo lisi v zavislosti na hustoté sesiténi jednotlivych vrstev.
Nejstrme;jsi nartust koncentrace barviva byl naméfen pro horni ¢ast hydrogelu, ktera obsahuje
nejméné porovitou mikrostrukturu. Mnozstvi uvolnéného barviva se poté snizovalo s vyssim
pevnym podilem polymeru v hydrogelové siti, pri¢emz je tento trend pozorovany po celou dobu

experimentu.

Vysledky obou difuznich experimenti naznacuji jistou zavislost mezi hustotou sesiténi
a ochotou uvoliiovat inkorporované barvivo do struktury hydrogelu. Protoze bylo ale béhem
experimentu nakladano pouze se nizkoobjemovymi vzorky, koncentrace uvolnénych barviv
dosahuji pouze velmi malych hodnot. Pro potvrzeni této teorie by proto bylo vhodné tento
experiment opakovat se vzorky o vét§$im objemu nebo navysit puvodni koncentraci barviva

v prekurzoru hydrogelu.
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6 ZAVER

Predlozena diplomova prace si kladla za cil optimalizovat pfipravu polyvinyl alkoholovych
gradientovych hydrogeli a pomoci vhodnych instrumentalnich technik tuto strukturu potvrdit.
Zaroven byla pomoci jednoduchych experimenti zkoumana moznost cilené ladit jejich

viskoelastické a transportni vlastnosti postupnou zmeénou v hustoté jejich sesiténi.

Prvotni fazi byl vybér vhodné metody fyzikalniho sitovani polyvinyl alkoholu. S ohledem
na mozné vyuziti v oblasti mediciny a tkariového inzenyrstvi bylo nutné u pfipravovanych
hydrogeltl zachovat nezbytnou biokompatibilitu a biodegradabilitu, ktera by mohla byt
pfidanim chemického sitovadla ¢i jiného aditiva naruSena (studium biokompatibility
a biodegradability vSak nebylo cilem predlozené diplomové prace a nabizi tak namét pro
navazujict VéKP). Na zakladé literarni reSerse [57], [59] byla za timto GCelem zvolena metoda
cyklického mrazeni a tani (ang. freeze-thaw) za vyuziti tekutého dusiku jako mraziciho média.
Béhem optimalizace byla vénovana pozornost riznym parametrum piipravy jako je
koncentrace a molekulova hmotnost vyuzitého polymeru, pocet cykli mrazeni a tani, teplota
mrazeni a tani nebo zptsob mrazeni formy se solem polymeru tak, aby doslo k vytvoreni
pozadované gradientové struktury. Testovanim vSech zminénych parametri bylo zjisténo, ze
ovliviluji nartst krystald ledu a tvorbu prostorové hydrogelové sité a tim i vyslednych
mechanickych ¢i transportnich vlastnosti. Na zakladé tfady reologickych testd (amplitudovy,
axialni oscilacni a kompresni test) byl zvolen vhodny postup pfipravy, ktery zahrnoval 5 cyklt
mrazeni a tani, pfiCemz délka mraziciho cyklu byla 1 minutu a délka cyklu tani 60 minut.
Zaroven bylo béhem cyklu tani dbano na to, aby nedosSlo k Sokovému narustu teploty
a z celkovych 60 minut byl vzorek na 30 minut umistén do prostiedi o teploté 4 °C. Z celkové
4 riznych pristupi mrazeni formy s prekurzorem bylo jako nevhodnéjsi zvoleno ponofeni
kyvety az do % jeji vysky, které zajiStovalo tvorbu gradientové struktury se zménou v hustoté
sesiténi. I pfes pomérné Casov€é narocnou piipravu bylo docileno pfipravy stabilnich PVA

hydrogell s pfitomnym gradientem v hustoté sesiténi.

Pro charakterizaci a potvrzeni gradientové struktury hydrogelu byly vybrany celkem
3 instrumentalni techniky, které zahrnovaly mechanickou analyzu pomoci oscila¢niho
reometru, strukturni analyzu pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu a analyzu obsahu
pevného podilu realizovanou pomoci suSicich vah. Prvni vybranou metodou bylo zjisténi
viskoelastickych vlastnosti pomoci oscilacniho reometru. Pfed meéfenim byl pfipraveny
hydrogel vyjmut z formy a roziezan na 3 stejn¢ velké Casti — spodni, stfedni a horni Cast.
Roziezanim hydrogelu na 3 ¢asti byly definovany 3 vzorky, u kterych byla ocekavana zmena
viskoelastickych vlastnosti v zavislosti na zméné hustoty sesiténi. Nejprve byly provedeny
amplitudové testy, diky kterym byly ziskany informace o viskoelastickém chovani a linearni
viskoelastické oblasti. I presto, ze jsou amplitudové testy pro charakterizaci hydrogelovych
materiali bézné vyuzivany, pro potieby charakterizace PVA gradientovych hydrogelt se tato

metoda neosvédcila, jelikoz jeji vysledky nekorespondovaly s vysledky ostatnich prokazujicich
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meéteni. Proto byly vybrany 2 alternativni metody, a to axialni oscilacni test a test kompresni.
Axialnim oscilacnim testem, béhem kterého byl vzorek periodicky namahan s danou
amplitudou deformace 0,1-20 %, byla zjisténa zvySujici se mira odolnosti vii¢i mechanické
deformaci se snizujici se polohou vrstvy v hydrogelu. Tento jev mize byt vysvétlen zvysujici
se hustotou sitovani z divodu intenzivnéjsiho kontaktu smrazicim médiem. Hypotéza
zvySujici se mechanické odolnosti u vrstev s vice porézni strukturou byla potvrzena také
pomoci kompresnich testd. Pfi snizovani méfici Stérbiny byla u casti hydrogeld s nizkou
porovitosti potieba vykonat niz§i normalova sila nez u ¢asti hydrogeld s vysokou porovitosti.
Vysledky kompresnich testi dopliiuji vysledky axialniho oscilacniho testu a potvrzuji Gspésnou
ptipravu gradientové struktury. Rozdilné chovani hydrogelu bylo pozorovano také pii zméné
molekulovych hmotnosti hydrogelovych vzorkd, kdy hydrogely s nizsi molekulovou hmotnosti
(57 kDa) odpovidaly niz§im hodnotam komplexnich modulti oproti hydrogelim, u jejichz

ptipravy bylo vyuzito vysokomolekularniho PVA (111 kDa).

Druhé metoda charakterizujici jednotlivé vrstvy gradientové struktury vyuzivala fizeného
suSeni pomoci susicich vah. Cilem tohoto experimentu bylo ovéfit, zda dochazi vlivem ménici
se hustoty sesiténi ke zvySené schopnosti vazat disperzni prostfedi v prub€hu suSeni. Na
zakladé ziskanych termogravimetrickych kiivek ziskanych pro jednotlivé Casti hydrogela je
patrné, ze hustota polymerni sité ovliviiuje rychlost uvoliiovani disperzniho prostredi. Stejné
jako u predchoziho méteni byla zjisténa také zavislost mezi zvolenou molekulovou hmotnosti
polymeru pfi pripravé a vyslednymi vlastnostmi. U hydrogelti s nizsi molekulovou hmotnosti
dochazi k rychlej§imu ubytku celkové hmotnosti vzorku a dosahuji niz§ich hodnot pevnych

podilt oproti hydrogelim s vy$$im hmotnostnim zastoupenim.

Posledni metodou charakterizace gradientové vrstvy byla analyza morfologickych
vlastnosti pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu. Na pofizenych snimcich byla
sledovana typicka porézni struktura se zmeénou ve velikosti port u jednotlivych vrstev.
Zachycena byla také povrchova struktura jednotlivych xerogelt, ktera vykazovala nejvyssi
miru usporadani u Casti s nejvyssi hustotou polymerniho sesiténi, coz znaci jeho vysokou
odolnost 1 vici Sokovému zmrazeni pii upravé materialu. I presto, ze vysledky potvrzuji
predikovany trend snizovani velikosti port u nizsich vrstev hydrogelu, bylo pro sledovani
nativni struktury s realnou velikosti port doporuceno doplnéni jiné strukturni metody, kterou

je napiiklad mikroskopie atomarnich sil.

Simultanné s optimalizaci a charakterizaci gradientové struktury hydrogeld byl studovan
vliv ptidavku biopolymeru na jeho vysledné mechanické vlastnosti. Semi-interpenetrovatelné
hydrogely byly vyvinuty se zdmérem zlepSeni aplikacniho vyuziti, a to apravou mechanickych
¢i transportnich vlastnosti. Pro potieby této diplomové prace byl zkouman vliv pfidavku
1 hm. % chitosanu (80/20 a 60/40 obj. %) pomoci axialniho oscilaéniho testu za vyuziti
oscilacniho reometru. Ze ziskanych vysledkd byl zjistén trend snizujicich se hodnot

viskoelastickych moduli se zvySujicim se obsahem biopolymeru. Moznost modifikace
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vyslednych vlastnosti takovych systémi muze vést k presnéj$im a vyhodnéjsim aplikacim

v oboru medicinskych aplikaci.

V druhé casti této diplomové prace byly zkoumany transportni vlastnosti pfipravenych
hydrogelovych matric pomoci difuznich experimentt. Pro ziskani celkové predstavy o difuznim
chovani byly provedeny experimenty jak transportu barviva (methylenové modri) do struktury
hydrogelu, tak jeho uvolfiovani po pfedchozi inkorporaci. B€hem difuznich experimentt byl
zkouman nejen vliv hustoty sesiténi jednotlivych vrstev, ale také molekulové hmotnosti
a mnozstvi polysacharidu. Ze stanovenych ubytkd koncentrace roztokd barviva jsme dosli
k zavéru, ze u Casti hydrogelu s vys§i hustotou sesiténi dochdzi obecné k pomalejsi difuzi.
Trend snizujici se rychlosti difuze byl sledovan také pii zvySeni molekulové hmotnosti
polymeru tvorticiho hydrogel. Oba z uvedenych jevi je mozné vysvétlit zmensujici se velikosti
ok hydrogelové sité, které propousti mensi mnozstvi barviva. Poslednim z analyzovanych
parametri byl vliv pfidavku chitosanu. I vtomto piipadé byla prokazana zavislost mezi
mnozstvim pfidaného biopolymeru a transportnimi vlastnostmi. U semi-IPN hydrogel byla jiz
pfi vizualnim hodnoceni pozorovana pomalejsi difuze nez u hydrogelu tvofeného Cistym PVA.
Pfitomné chitosanové fetézce zapliiuji prostor pord PVA sit€ a dochazi tak k zabranéni
rychlej§iho prostupu barviva. Pfi studiu uvolilovani inkorporovaného barviva ze struktury
hydrogelu byl stejné jako u studia absorpce potvrzen vliv hustoty sesiténi jednotlivych vrstev.
Uvolnovani barviva probéhlo nejrychleji u casti hydrogelu s méné hustou polymerni siti
a u hydrogelu tvorfeného polymerem o nizsi molekulové hmotnosti. Rozdily mezi jednotlivymi
vrstvami vSak mohly byt Castecné ovlivnény malym objeme vzorkli a nizkou koncentraci
roztoku barviva pti pfipraveé. Proto by bylo vhodné se pfi budoucim studiu transportnich
vlastnosti téchto hydrogelti zaméfit na ziskani vétsiho poctu vzorkt nebo provadét tato méreni

pro vzorky o vétSim objemu.

Zaveérem lze fici, Ze byla uspésn€ optimalizovana pfiprava hydrogelt s gradientem v hustoté
sesiténi pomoci fyzikalni metody freeze-thaw za vyuziti tekutého dusiku jako mraziciho média.
Zaroven byla vyuzita fada instrumentalnich technik, kterymi se podafilo charakterizovat
mechanické, strukturni i transportni vlastnosti vyslednych vzorkt a vliv vybranych parametra

pfi pfipravé na vyslednou strukturu hydrogelu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
8.1 Seznam pouzitych zkratek

Zkratka Vyznam zkratky

ADSC kmenové tukové buriky

AFM mikroskopie atoméarnich sil

BSE zpétné odrazené elektrony

DFT smeroveé zmrazovani a rozmrazovani

DH stuperi hydrolyzy

DMA dynamicka mechanicka analyza

DMC dichlormethan

ECM extracelularni matrix

EDS disperzni rentgenové spektrum

FCS fluorescencni korelacni mikroskopie
FRAP metoda obnoveni fluorescence po fotovybéleni
FTIR infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
HA hydroxyapatit

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
CH chitosan

LVO linearni viskoelasticka oblast

MM methylenova modrt

NIPAm N-isopropylakrylamid

NIR infraCervena spektroskopie v blizké oblasti
NMR spektroskopie nuklearni magnetické rezonance
PCL poly(e-kaprolakton)

PDLLA poly-D,L-laktid

PP polypropylen

PPF poly(propylenfumarét)

PS polystyren

PVA polyvinyl alkohol

RTG rentgenove zareni

SEM rastrovaci elektronova mikroskopie
Semi-IPN semi-interpenetrované polymerni sité
UV-VIS ultrafialova a viditelna spektroskopie

XPS rentgenova fotoelektronova spektroskopie

71



PRILOHY

1 000 000 A
aAaAaAaAaA~aAAa
100000 { ® & @ 00000 aa
a
<
&
m
m O O 0008 8e
Co0000000098°
10 000 1 Pamétovy modul - spodni vrstva
Ztratovy modul - spodni vrstva
® Pamét'ovy modul - stfedni vrstva
O Ztratovy modul - stfedni vrstva
Pamétovy modul - horni vrstva
Ztratovy modul - horni vrstva
1 000 T T T :
0,01 0,1 1 10 100

Amplituda deformace [%]

Piiloha 1 Axialni oscila¢ni test gradientového PV A hydrogelu (57 kDa)
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