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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zaméfuje na pfipravu alginatovych gelG s moznosti ovlivnéni jejich
finalnich aplikacnich vlastnosti (transparentnost, synereze, viskoelastické vlastnosti, aj.).
Na zakladé literarni reSersSe byly vybrany celkem tfi gelacni strategie vedouci ke gelaci alginatu
sodného, a to iontové sitovani metodou vnéjsi gelace, iontové sitovani metodou vnitini gelace
asitovani alginatu kyselinou fytovou, kterd je schopna tvofit jak iontovou vazbu,
tak intramolekularni vodikové mustky. Nasledné byla provedena optimalizace pfipravy
alginatovych gell, charakterizace jejich mechanickych vlastnosti a na zavér byl sledovan vliv
nékolika faktorti (koncentrace polymeru, mnozstvi sitovaciho Cinidla, doba gelace, ptridavek
sachardzy, aj.) na vysledné vlastnosti pfipravenych geld. V ramci diplomové prace bylo
prokazano, ze na vysledné vlastnosti geld na bazi alginatu sodného ma vliv nejen koncentrace
polymeru, mnozstvi pouzitého sitovaciho cinidla, rychlost gelace Ci synereze, ale v piipade
iontového sitovani metodou vnéjsi gelace také naptiklad typ pouzitého aniontu. Zajimavou
soucasti diplomové prace je také optimalizace stanoveni mechanickych vlastnosti alginatovych
geli kompresnimi testy. Béhem téchto testi dochazi ke stlateni vzorku mezi dvéma
senzory reometru a je meéfena mechanicka odezva vzorku na aplikovanou silu. Jedna se o jeden
z nejlépe predstavitelnych reometrickych testa.

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on the preparation of alginate gels with the potential to influence
their final application properties (transparency, syneresis, viscoelastic properties, etc.). Based
on literature review, a total of three gelation strategies leading to the gelation of sodium alginate
were selected, namely ionotropic gelation by external gelation method, ionotropic gelation
by internal gelation method, and alginate crosslinking with phytic acid, which is capable
of forming both ionic bonds and intramolecular hydrogen bonds. Subsequently, the preparation
of alginate gels was optimized, their mechanical properties were characterized, and finally,
the influence of several factors (polymer concentration, amount of crosslinking agent, gelation
time, addition of sucrose, etc.) on the resulting properties of the prepared gels was monitored.
Within the scope of the thesis, it was demonstrated that the resulting properties of sodium
alginate-based gels are influenced not only by the polymer concentration, the amount
of crosslinking agent used, gelation rate, or syneresis, but in the case of ionotropic gelation
by external gelation, for example, also by the type of anion used. An interesting part
of the thesis is also the optimization of determining the mechanical properties of alginate gels
through compression tests. During these tests, the sample is compressed between two rheometer
sensors, and the mechanical response of sample to the applied force is measured. It is one
of the most easily conceivable rheometric tests.

KLICOVA SLOVA

alginat sodny; polysacharidy, hydrogely; reologie; viskoelastické vlastnosti

KEY WORDS

sodium alginate; polysaccharides, hydrogels; rheology; viscoelastic properties



KOURILOVA, Ludmila. Alternativni zpiisoby sitovani algindtu  sodného vedouct
k hydrogelim s vhodnymi aplikacnimi vlastnostmi. Brno, 2024. Dostupné také z:
https://www.vut.cz/studenti/zav-prace/detail/156927. Diplomova prace. Vysoké uceni
technické v Brng, Fakulta chemicka, Ustav fyzikalni a spotfebni chemie. Vedouci prace Jifi
Smilek.

PROHLASENI

Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné a ze jsem vSechny pouzité
literarni zdroje spravné a Uplné citovala. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem
Fakulty chemické VUT v Bmé a muze byt vyuzita ke komercnim ucelim jen se souhlasem
vedouciho diplomové prace a dékana FCH VUT.

Bc. Ludmila Koufilova

PODEKOVANI:

Na tomto mist€ bych chtéla nesmirné podékovat svému vedoucimu diplomové prace Ing. Jifimu
Smilkovi, Ph.D., a to nejen za neuvéfitelné mnozstvi vénovaného Casu, cennych rad,
optimisticky a pratelsky pfistup, ktery Clovéku pii kazdé konzultaci zlepsil naladu, ale také
zato, ze bych se bez n¢ nikdy nerozhodla pokracovat v navazujicim magisterském studiu
a neveénovala bych se tomu, co me ted’ tak nesmirn€ bavi. Za tohle vSechno mu patii mé velké
diky! Pod€kovani patii také mému konzultantovi Ing. Martinovi Kadlecovi, ktery pfispéchal
na pomoc vzdy, kdyz v laboratofi nastal né&jaky problém a ktery mi taktéz poskytl velké
mnozstvi cennych rad a informaci. Dale bych za celou fadu skvélych rad a pfipominek chtéla
podékovat véem gelaium, predevs§im pak doc. Ing. Petrovi Sedlackovi, Ph.D., Ing. Jifimu
Pribylovi a Ing. Martinovi Sukenikovi. Za podporu béhem studia bych chtéla podékovat také
vSem svym koleglim a pratelim, zejména svoji kamaradce Marice Kobylkové, ktera mi vzdy
byla velkou oporou. Nejvétsi podékovani vSak patii moji rodiné, ktera mé po celou dobu mého
studia maximalné podporovala a bez které by pro mé studium na vysoké Skole ani nebylo
mozne!


https://www.vut.cz/studenti/zav-prace/detail/156927

OBSAH

1 UVOD .ueieceeereeeesessasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssasssssasssssssssasssssssssassessessssssssssasssssns 8
2 TEORETICKA CAST 9
2.1 DISPEIZNT SOUSTAVY ...uveuvenriieiiiiiitiiiisiett ettt sttt ess s ss et e ss e sb et e 9
211 GELY cavieetieeet et 9

2.2 HYATOZELY ..ottt e 10
2.2.1 Déleni hydrogell.......cceevuereeirciiiniiciiiciiic e 10

2.2.2 Priprava hydrogelll..........ccocoeiviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 11

2.2.3  Vlastnosti hydrogell ........c.eoveeveriiiiiiiiiniiniiiiiii e 13

2.3 Rhizobakterie podporujici riist oSN .........ccooiiiiiiiiiiiiiii e 14
2.4 AlGINAL SOANY ...eniiiiiitciieiie ettt s 15
2.5 ViISKOEIASTICITA....ueeueieieieiie ettt s st s e b e s s abe e 16
2.6 SMYKOVA TEOMELIIC ...c.cuvnevieieieiiie ittt ettt s 16
2.6.1  ROLACH TESY . euvreeurieeieeeieeie ettt sttt 16

2.6.2  OSCIHACH TESLY .eouveevieeiieseiee ettt s s 17

2.7 AXIAINT TEOMELIIE ..uvreeveeeieetiee ettt ettt s sa e e e s s s s 20
2.7.1  OSCHACH TESLY weevreueeeiieeeierteee ettt s 20

2.7.2  KOMPIESNT tESLY ..eevvervreiiiiiiiiiiiiiiie ittt s 21

3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY ......coomueveusmmnnesssssssnssssssssnssssssssssssses 22
3.1 Moznosti sitovani polysacharidli..........coceeouerrerierereiiniiiiiiiie i 22
3.2 Moznosti ovlivnéni finalnich aplikaénich vlastnosti hydrogelQ...........cccccoveveurnnnnne. 24

3.3 Zhodnoceni soucasného stavu fesSené problematiky.........ccccocceeviiiiiiiiiiiinicnnnnn. 26

4 EXPERIMENTALN{ CAST.......... ; , , .27
4.1  PouZité ChemiKAliE. .....cooeeieeiieriieicectece e 27
4.2 POUZITE PIISIIOJE 1.vveueeuieneeniesteie ettt ettt st st ea e e sb e b es e ens 27
4.3 POUZILY SOTEWALE ...evveuveeinieetiieceiet ettt sttt sn e 28
4.4 PHPrava VZOTKU.....ccooveueiriiiiiitiieiitiie st 28
4.5 Optimalizace smykovych reometrickych testll.........ccccooviiiiiiiiiiiiiies 28
4.5.1 Oscilacni amplitudOVeE tESTY ....covvevverieriiiiiiiiiiiiie e 28

4.5.2  OSCilacni CaSOVE tESTY .eouvevrereeeieeieiecie ettt e 29

4.6 Optimalizace axialnich reometrickych testl........ccccooeiiininiiiiiiicies 29
4.6.1 Oscilacni amplitudOVeE tESTY ....coveeuviriiniiiiiiiiiiiie e 29

4.6.2  KOMPIESNT tESTY ..veveeureriiiriiiiiiiiiitiit ettt 32



VYSLEDKY A DISKUZE 38

5.1 Iontové sitovani alginatu metodou vnejsi gelace .........ccocovvviniiiiiiniiiieniiiccne, 38
5.1.1 Vybér vhodnych sitovacich €inidel ............cccoovvviiiininie, 38
5.1.2 Optimalizace ptipravy alginatovych gelll .........ccccoeiviiiniiinniiniis 41
5.1.3 Viskoelastické vlastnosti alginatovych gell .........ccccoceeeriiiiiiiiiiiiinnnnn. 46
5.1.4 Shrnuti poznatkl z iontového sitovani alginatu metodou vnéjsi gelace ..... 52
5.2 Iontové sitovani alginatu metodou vnitini gelace ..........ccoeeveviiiniiiiiiniiiiinienn, 53

5.2.1 Shrnuti poznatkl z iontového sitovani alginatu metodou vnitini gelace .... 56

5.3 Sitfovani alginatu kyselinou fytoVOU........cccceiiviiiiiiiiiiiiic e 57
5.3.1 Shrnuti poznatka ze sitovani alginatu kyselinou fytovou ..o 60
5.4  Ovlivnéni finalnich aplika¢nich vlastnosti gelli na bazi alginatu ...................c........ 60
5.4.1 Vliv pfidavku SaCharozy ...........cccceeeceeiviiiiiiiiiiiiiiiiiieciee e 61
5.4.2 Vliv ptidavku fosforeCnantl ...........coceeeveriiiiiiiiiiniieniic e 64
5.4.3 Vliv ptidavku kyseliny Citronoveé.............ccceceiiiviiiiiniiiininiiiiciecieaen 67
5.4.4 Shrnuti poznatkl z Kapitoly ........coceeveireriiiiiiiiiiiiiiieieeie e 69
5.5 Bakterialni al@iNat.......ccceeieriieiiiriiiiiiieie it 69
ZAVER - - - - .73
SEZNAM POUZITE LITERATURY 75
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU ..ccovmvrrmsmmmssssssmmssesssssssssssenss 81
8.1 POUZITE ZKIATKY ...ovivvereetieieeetiiee ettt ettt en e e 81
8.2 POUZILE SYMDOIY....eiiiiiiieiieeiiestiet ettt e 81
PRILOHY 82




1 UVOD

Nezameénitelnym prikopnikem v oblasti materialového inzenyrstvi, jehoz unikatni schopnosti,
jako jsou vysoka biokompatibilita, nizka toxicita, a pfedev§im pak schopnost tvofit pevné,
pruzné gelové struktury s vynikajici stabilitou, je alginat sodny, a pravé tento polymer bude
studovan v ramci predlozené diplomové prace. Jedna se o linearni, zdporné nabity, ve vodé
rozpustny polysacharid, ktery nachéazi Siroké uplatnéni naptiklad v medicinskych aplikacich,
v potravinafském pramyslu, kosmetice a v mnoha dalSich odvétvich. Velké uplatnéni posledni
dobou nachazi také v zemédelstvi, kde slouzi k zadrzovani vody a zivin v pude. Ve vétsiné
piipadu se alginat vyuziva ve formeé hydrogelu, trojrozmérné polymerni sité€ prostupujici celym
disperznim prostfedim schopné absorbovat velké mnozstvi vody (az nékolikanasobek
své puvodni hmotnosti). Tento polymer se ziskava predevsim extrakci z hnédych mofiskych fas,
ale mize byt produkovan také nékterymi bakteriemi, mezi které patfi i vybrané kmeny
bakterii podporujicich rast rostlin (napt. Azotobacter vinelandii). Jedna se o volné Zijici
mikroorganismy, které obyvaji kofeny rostlin a podporuji nejen rast kofenového systému,
ale také vyvoj celé rostliny vCetné€ nadzemni Casti. K jejich zavedeni do ptdy Casto slouzi rizné
nosiCe, kdy nejcastéji vyuzivanou formou nosict t€chto bakterii jsou gelové kulicky, ve kterych
mohou mikroorganismy prezivat dlouhou dobu a zaroven jsou tak chranény pred mechanickym
namahanim ¢i dehydrataci.

Vyhodou bakterii podporujicich rast rostlin schopnych produkovat alginat je moznost
enkapsulace téchto mikroorganismi v alginatovém gelu, piipraveném zesitovanim alginatu
sodného produkovaného samotnymi enkapsulovanymi bakteriemi. Pravé timto tématem
se zabyva projekt probihajici na Fakulté chemické VUT, jehoz soucasti je i predlozena
diplomova prace.

Teoreticka Cast diplomové prace se zabyva uvedenim do problematiky hydrogelovych
materialt a reologie, véetné popisu vybranych reometrickych testd, které budou vyuzity v ramci
experimentalni Casti této prace. Na teoretickou Cast navazuje literarni reSerSe, ktera bude
zaméfena na moznosti sitovani polysacharidi (pfedev§im alginatu sodného) a moznosti
ovlivnéni finalnich aplikacnich vlastnosti alginatovych gela.

Experimentalni Cast je zamétena na optimalizaci fady reometrickych testt, vybér vhodnych
sitovacich Cinidel pro alginat sodny, optimalizaci pfipravy alginatovych geld, popis jejich
mechanickych vlastnosti vhodnymi reometrickymi testy a také moznosti ovlivnéni finalnich
aplikacnich vlastnosti alginatovych gelt (transparentnost, synereze, viskoelastické
vlastnosti, aj.). VeSkeré experimenty jsou provadény na komercné dostupnych alginatech
sodnych a poznatky z experimentalni ¢asti této diplomové prace budou nasledné aplikovany
na bakterialni alginat pfipravovany na pracovisti Fakulty chemické VUT.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Disperzni soustavy

Mame-li systém tvofeny casticemi rozptylenymi ve spojité fazi, mluvime o tzv. disperzni
soustave. V takovych soustavach rozptylené Castice predstavuji disperzni podil a spojitou fazi,
ve které jsou rozptyleny, oznacujeme za disperzni prostfedi. Na zaklad¢ velikosti ¢astic délime
disperze do tfi skupin, a to na hrubé disperze, s ¢asticemi vétSimi nez 1 um, analytické disperze,
jejichz Castice jsou mens$i nez 1 nm a disperze s velikosti Castic v rozmezi 1 nmaz 1 pm
oznacujeme jako koloidni [1].

U hrubych disperzi jsou rozptylené Castice viditelné okem a typickym prikladem téchto
systému je turecka kava (disperzni podil — mleta zrnka kavy, disperzni prostiedi — voda)
& bylinkové maslo (disperzni podil — kousky bylinek, disperzni prostiedi — tuk). Castice
koloidnich disperzi sice nejsou viditelné okem, ale lze je pozorovat elektronovym
mikroskopem, nebo muZzeme kjejich pozorovani vyuzit laserového paprsku.
Ten se na koloidnich ¢asticich rozptyli a tim padem muzeme vidét svazek paprski tvofici
svételny kuzel. Tento jev se nazyva Tyndalliv jev. Mezi koloidni systémy radime naptiklad
krev (disperzni podil — krevni burky, disperzni prostiedi — krevni plazma) nebo polymerni soly
(disperzni podil — polymerni fetézce, disperzni prostfedi — rozpoustédlo). Prikladem
analytickych disperzi jsou pravé roztoky, jako naptiklad roztok chloridu sodného pod soucinem
rozpustnosti (disperzni podil — pevné Castice chloridu sodného, disperzni prostfedi — voda)
nebo roztoky 1é¢iv  (disperzni podil — pevné Castice daného I1éCiva, disperzni
prostiedi — rozpoustédlo) a u téchto systému nejsou rozptylené castice viditelné ani okem
ani pod mikroskopem [1].

2.1.1 Gely

Mezi koloidni disperzni soustavy fadime také tzv. gely. Jednd se o materialy tvorené
trojrozmérmou polymerni siti, kterd zadrzuje velké mnozstvi kapaliny, diky cemuz gely
ziskavaji vlastnosti charakteristické pro pevné latky, ovS§em z hlediska hmotnostniho zastoupeni
jednotlivych slozek se jedna spiS o kapaliny. Mluvime o nich tedy jako o polotuhych
materialech [1]. Na zakladé€ pfitomnosti €i nepfitomnosti kapalné faze délime gely na lyogely,
xerogely a aerogely. Lyogel, je gel s kapalnym disperznim prostfedim, zatimco xerogel je gel,
ze kterého byla odstranéna kapalna faze [2]. V piipadé, ze je xerogel schopen prechazet
botnanim zpét do puvodniho stavu, gel, ze kterého byl pfipraven, povazujeme za reverzibilni.
Naopak v pfipad€, ze po vysuSeni gelu vznikd xerogel, ktery botnanim neni schopen
piejit do pavodniho stavu a absorbuje jen velmi malé mnozstvi vody, oznaCujeme jej
za ireverzibilni [1]. Lyogely mizeme dale rozdélit na organogely, kde je disperzni prostiedi
tvofeno organickym rozpoustédlem, mineralnim olejem nebo rostlinnym olejem
a na hydrogely, které maji vodné disperzni prostredi.



Zvlastni skupinou geld jsou aerogely, coz jsou koloidni disperze, které maji disperzni
prosttedi v podobé plynu. K jejich wvzniku dochazi odstranénim rozpoustédla,
a to za superkritickych podminek (suseni za teploty a tlaku, pti kterych se rozpoustédlo nachazi
v kapalné i plynné fazi, pfiCemz v daném systému jsou tyto faze od sebe nerozeznatelné — obé
faze se spoji do jediné faze s hustotou kapaliny, ktera expanduje a naplni nadobu jako plyn),
za kterych nedochézi ke smrsténi polymerni sité, ¢imz vznika vysoce porézni material [3].

2.2 Hydrogely

Hydrogely jsou ve vodé nerozpustné disperzni systémy tvorené trojrozmérnou polymerni siti
pfipravenou z hydrofilnich polymert ptredstavujicich disperzni podil a kapalného disperzniho
prosttedi v podobé vody [4, 5]. Typicky disperzni podil prostupuje celym disperznim
prostftedim, které je spojité. Vodu absorbovanou hydrofilnimi funkénimi skupinami
polymerniho fetézce oznaCujeme za primarné vazanou [4, 6]. Botnanim téchto hydrofilnich
funk¢nich skupin dochazi k obnazeni hydrofobnich casti polymerniho fetézce, které jsou
nasledné obklopeny dal§imi molekulami vody a v tomto piipadé mluvime o sekundarné vazané
vodé. Kromé primarné a sekundarné vazané vody rozliSujeme i vodu volné vazanou, k jejiz
absorpci dochéazi pisobenim osmotickych hnacich sil a ktera vypliiuje prostor mezi
polymernimi fetézci, vétSimi pory a dutinami. Této absorpci vSak brani pficné vazby tvorici
uzly trojrozmérné polymerni sité, diky ¢emuz hydrogel ¢asem dosahne rovnovazného stavu
botnani a dalsi vodu uz neni schopen do své struktury pojmout [6].

Diky vysokému obsahu vody, poréznosti a mékké ¢i polotuhé struktute se hydrogely velmi
podobaji zivé tkani, a proto jsou Casto vyuzivany v medicinskych aplikacich, kde nachazeji
uplatnéni v tkafiovém inzenyrstvi, pii vyrobé kontaktnich cofek nebo naptiklad jako kryty ran.
Casto se pouzivaji také jako noside 16&iv, kdy se po uvolnéni 16&ivé latky ptivodni trojrozmérma
struktura rozlozi na netoxické produkty (biodegradabilita), které jsou v téle nasledn€ odbourany
nebo vylouceny zté€la ven [5, 7]. Velkou vyhodou téchto materialt jsou jejich laditelné
mechanické a transportni vlastnosti, dobra biologicka rozlozitelnost, biokompatibilita a nizka
toxicita, diky ¢emuz nachazi uplatnéni nejen v medicing, ale také naptiklad v kosmetice,
potravinaiském prumyslu, zemédélstvi, pii Cisténi odpadnich vod a v mnoha dalSich
odvétvich [5, 8].

2.2.1 Déleni hydrogelu

Hydrogely lze klasifikovat na zakladé nékolika kritérii. Podle zdroje pouzitého polymeru
délime hydrogely na pfirodni a syntetické. Mezi pfirodni polymery zahrnujeme naptiklad
polysacharidy jako je alginat [9], agaréza [10], chitosan [11], ¢i hyaluronan [12] a dale
pak proteiny, z nichz mizeme zminit tfeba kolagen [13], elastin [14] a Zelatinu [15]. Naopak
mezi syntetické polymery fadime polyethylenglykol [16], polyvinylalkohol [17],
nebo naptiklad polyakrylamid [18]. Vyhodou pfirodnich hydrogela je jejich biokompatibilita
a biodegradabilita, ale oproti syntetickym hydrogelim maji relativné nizkou mechanickou
pevnost. Na druhou stranu syntetické hydrogely jsou pevné, ovSem jejich priprava
ve vétSiné piipadd vyzaduje pouziti toxickych sitfovacich cCinidel (napt. glutaraldehydu
¢i formaldehydu) [4, 6, 19]. Biokompatibilitu 1ze v nékterych pfipadech zvySit naptiklad
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opakovanym proplachovanim hydrogelu ¢istou vodou ¢i ethanolem, ¢imz dojde k odstranéni
prebytecného sitovaciho ¢inidla a popiipad€ i nezadoucich produktt produkovanych vedlejsimi
reakcemi [6, 20]. Aby bylo u vysledného hydrogelového materialu dosazeno co nejlepsSich
vlastnosti, pouziva se pro jeho piipravu ¢asto kombinace pfirodnich a syntetickych polymert
anebo mohou byt pfirodni polymery chemicky modifikovany [4, 19]. Pfikladem takové
modifikace muze byt karboxylace [21], alkylace [22], acylace [23], esterifikace [24],
sulfonace [25] nebo fosforylace [26].

Podle struktury mizeme hydrogely rozdélit na amorfni, semikrystalické a krystalicke,
pficemz amorfni hydrogely maji ndhodné a nepravidelné usporadani, struktura krystalickych
hydrogeld je pravidelné usporadana a u semikrystalickych hydrogelG se stfidaji amorfni
a krystalické oblasti [19].

Dle zpasobu piipravy hydrogely délime na homopolymerni, kopolymerni, hydrogely
se semi-interpenetrujici  siti  (semi-IPN) a hydrogely s interpenetrujici siti (IPN).
Homopolymery, jsou odvozeny od jednoho druhu monomeru a kopolymery jsou slozeny z dvou
a vice monomert, pficemz homopolymerni i kopolymerni hydrogely obsahuji jeden
typ polymerniho fetézce [19]. Prikladem homopolymeru muize byt poly(vinyl chlorid),
ktery se sklada z nékolika monomernich jednotek vinyl chloridu a pfikladem kopolymeru
mize byt poly(ethylen-vinylacetat), skladajici se zmonomernich jednotek ethylenu
a vinylacetatu [27, 28]. Naproti tomu semi-IPN a IPN hydrogely jsou tvofeny dvéma a vice
typy polymernich fetézclh. Zatimco u semi-IPN hydrogeld jsou fetézce jednoho linearniho
polymeru rozptyleny do sit€ jiného polymeru, IPN hydrogely vznikaji spojenim dvou polymeru,
pfiemz oba polymery tvoii trojrozmérnou sit’ [29, 30]. Jako piiklad semi-IPN hydrogelu Ize
uvést kombinaci karboxymethylchitosanu, alginatu sodného a genipinu jakozto ptirodniho
sifovaciho c¢inidla [31]. V tomto pfipadé genipin reaguje s volnymi aminoskupinami
karboxymethylchitosanu za vzniku sitové struktury a fetézce alginatu sodného jsou touto siti
propleteny bez toho, aniz by byly kovalentné ¢i nekovalentné sitovany. Naopak prikladem IPN
hydrogelu muze byt kombinace alginatu sodného a polyvinylalkoholu sitovanych
glutaraldehydem, jehoz aldehydové skupiny tvoii s hydroxylovymi skupinami alginatu
sodného a polyvinylalkoholu acetalové a etherové vazby, které vedou k tvorbé trojrozmérné
polymerni sité [31].

Dale pak mizeme hydrogely rozdélit naptiklad podle zptsobu sitovani, a to na fyzikalné
sitované a chemicky sitované [32].

2.2.2 Priprava hydrogelu

Ke vzniku hydrogelu dochézi tzv. sol-gel fazovym prechodem, kdy je koloidni sol pfeménén
na gel, a to v reakci na ur€ité fyzikalni ¢i chemické podnéty. Mezi fyzikalni podnéty fadime
napfiklad teplotu, elektrické pole, magnetické pole, intenzitu svétla, charakter rozpoustédla
atlak, zatimco mezi chemické podnéty zahrnujeme nejriznéjsi typy sitovacich Cinidel.
Sol-gel fazovy prechod je vSak ve vétsin€ ptipadu reverzibilni, diky ¢emuZ se hydrogely mohou
po odstranéni pusobiciho podnétu vratit do puvodniho stavu [29].
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Chemicky sit’ované hydrogely

Trojrozmérna struktura chemicky sitovanych geli je tvofena kovalentnimi vazbami mezi
dvéma funkénimi skupinami polymeru. Kovalentni vazby mohou byt tvofeny za vyuziti
raznych sitovacich Cinidel, mezi které fadime napiiklad malé molekuly jako jsou formaldehyd,
glutaraldehyd nebo genipin [30].

K sitovani maze dochazet také radikalovou polymeraci monomera s nizkou molekulovou
hmotnosti v pfitomnosti sitovaciho cinidla, kdy iniciatorem reakce muze byt napfiklad
peroxodisiran draselny, peroxodisiran amonny, siran zeleznato-amonny nebo tieba
benzoylperoxid [30]. Chemické hydrogely mohou vznikat také enzymatickym zesiténim,
kdy se pouziva vhodny enzym katalyzujici specifické chemické reakce vedouci ke vzniku
kovalentnich vazeb mezi polymernimi fetézci [33].

Dals$im zptusobem chemického sitovani polymert je tzv. radiacni sitovani, kde neni
zapotiebi zadnych sitovacich Cinidel ani chemickych iniciatorid. Ke vzniku polymerni sité
dochazi vlivem plsobeni ionizujicitho zareni, jako je gama zafeni, rentgenové zareni
nebo elektronovy paprsek, pfiCemz toto zafeni ma dostatek energie potfebné k ionizaci
jednoduchych molekul ve vzduchu ¢i ve vodé€. V koloidnim solu se pak vytvaii podél
polymernich vlaken reaktivni mista a kombinaci téchto volnych radikalti vznikaji kovalentni
vazby tvorici polymerni sit’ [33-35].

Podobné¢ jako u radiacniho sitovani je mozné koloidni sol ozafit také
ultrafialovym, infraCervenym nebo viditelnym svétlem a vtomto pfipadé mluvime
o tzv. fotopolymerizaci [34, 35]. K chemickému sitovani polymeri vSak muze dojit také
napfiklad za wvyuziti Diels-alderovy reakce, Schiffovych bazi nebo tifeba Michaelovou
adici [33].

Fyzikalné sit’ované hydrogely

K fyzikalnimu sitovani polymert dochazi prostiednictvim slabych nekovalentnich interakci,
které se vétSinou tvoii v reakci na zménu podminek prostiedi, jako je teplota, iontova sila,
nebo pH. Diky témto interakcim vznikaji slabé vazby mezi polymernimi fetézci vedouci
k vytvoreni trojrozmérné sité a fadime mezi né€ napiiklad elektrostatické interakce, van der
Waalsovy sily, vodikové vazby a hydrofobni efekty [34, 35]. Vzhledem ke skutecnosti,
ze se jedna o reverzibilni interakce, mohou byt fyzikalni vazby naruSeny zménami fyzikalnich
podminek nebo pasobenim napéti [35].

Hydrogely tvofené na zakladé hydrofobniho efektu vznikaji predev§im kopolymeraci
hydrofilniho monomeru s malym mnozstvim hydrofobnich koncovych skupin ¢i postrannich
fetézcl. Ve vodném prostiedi pak hydrofobni ¢asti polymernich fetézci agreguji ve snaze
minimalizovat kontakt s vodou, coz vede ke vzniku fyzikalnich pfi¢nych vazeb [35, 36].

Biopolymery, v jejichz struktufe se nachazi disociovatelné skupiny, jako jsou karboxylové
nebo aminové, mohou podléhat elektrostatickym interakcim. Takové polymery mohou ve vodé
disociovat, ¢imz ziskaji urity naboj, diky kterému mohou interagovat s opacné nabitymi
protiionty a tvorfit tak trojrozmeérnou sit. Stejné jako u hydrogeld zalozenych na jinych
nekovalentnich interakcich nez elektrostatickych, zalezi i u tohoto typu sitovani na faktorech
jako je pH a teplota, a to pfedev§im proto, ze pH i teplota ovliviiuji stupeni ionizace funkcnich
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skupin a silu interakce mezi nimi [37]. Tvorba gelu vsak zalezi také na faktorech, jako jsou
iontova sila, typ protiiontu nebo hustota naboje [38].

Typickym piikladem iontového sitovani polymerd je sitovani alginatu kovovymi ionty,
nejCasteji vapenatymi, kdy dochéazi k interakci mezi kladné nabitymi vapenatymi ionty
a zaporne nabitymi karboxylovymi skupinami vyskytujicimi se v polymernim fetézci alginatu
sodného [39]. Jeden vapenaty iont se selektivné vaze na Ctyfi jednotky kyseliny guluronové
(viz 2.4) a tvori tak hexagonalni mfizku [40]. Diky reverzibilni povaze iontové vazby mizeme
alginatové gely rozpustit uvolnénim vicemocnych kationtd prostfednictvim iontové vymeénné
reakce sjednomocnymi kationty ¢i komplexnimi anionty s vysokou afinitou k vapenatym
iontim, jako jsou napftiklad fosforecnan, citrat nebo laktat [41].

2.2.3 Vlastnosti hydrogelu

Struktura hydrogelu, vCetné slozeni, orientace vlaken, hustoty zesiténi, obsahu vody a pevnosti
chemickych vazeb, ovliviiuje jeho vysledné vlastnosti jako jsou viskozita, elasticita, botnani,
tuhost ¢i mechanicka pevnost. Strukturni vlastnosti materialu muzeme stanovit napfiklad
pomoci elektronové, konfokalni a optické mikroskopie, mikroskopie atomarnich sil
nebo pomoci takzvanych rozptylovych technik, které vyuzivaji rozptyl svétla, rozptyl neutrona
¢i rentgenové zareni. Kromé informaci o strukture v§ak mtizeme rozptylovymi technikami urcit
také velikost ok a hustotu zesiténi [6].

Botnani

Diky hydrofilnim skupinam zabudovanym v polymernim fetézci maji hydrogely schopnost
vazat velké mnozstvi vody. Tomuto jevu fikame botnani, pficemz u téchto materiald jde
o velice dilezitou vlastnost, protoze pravé botnanim a difizi pfes polymerni sit dochazi
k uvolriovani 1éCiva z hydrogelového systému [4]. Botnani muzeme ovlivnit napfiklad
pomérem mold sitovaciho &inidla a mold opakujicich se polymernich jednotek. Cim vyssi
je tento pomér, tim vice sitovaciho Cinidla pronika do struktury hydrogelu, vznikaji tak vysoce
zesitované hydrogely a botnani je v takovém piipadé omezeno. Na druhou stranu nizsi pomér
molu sitovaciho Cinidla a mol opakujicich se polymernich jednotek vede k méné zesit ovanym
hydrogeliim a botnaci vlastnosti jsou lepsi. To mizeme vysvétlit tim, Zze hust$i polymerni sit
brani pohyblivosti polymernich fetézcl, ty se nejsou schopné vice roztadhnout a tim padem
nemohou pory pojmout vétsi mnozstvi vody [6].

Mechanické vlastnosti

Obecné jsou chemické hydrogely pevnéjsi nez fyzikalni hydrogely, coz je zpuisobeno tim,
ze fyzikéalni sit je tvofena slabymi nekovalentnimi interakcemi (vodikovymi vazbami,
elektrostatickymi interakcemi, van der Waalsovymi silami, aj.), zatimco chemicka sit
je tvofena pevnymi kovalentnimi vazbami [6].
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Mechanické vlastnosti, jako jsou pevnost a viskoelasticita, mizeme stanovit napfiklad
reologickymi a mechanickymi testy a tyto vlastnosti jsou zavislé na slozeni polymeru, obsahu
vody nebo na hustoté a typu zesiténi, které soucasné ovliviiuji také propustnost a degradaci
materidlu [6]. ZvySena hustota zesiténi a stim spojeny nizs§i obsah vody vedou k tvorbé
mechanicky pevnéjsich gell se snizenou propustnosti [42].

Zajimavou vlastnosti gelt je schopnost odolavat tenému napéti, a to az do okamziku,
kdy napéti dosahne urcité hodnoty, pod kterou se gel chova jako elastické tuhé téleso,
ale pfi vysSich napétich jiz dochazi k deformaci materialu. Tato hodnota zavisi na koncentraci
uzIld a na jejich pevnosti [1].

Starnuti geli

Cerstvé piipravené gely podléhaji fadé samovolnych d&jo, béhem kterych dochazi
k preskupovani polymernich fetézct a gel se zatim nenachazi v termodynamické rovnovaze.
Béhem tohoto preskupovani postupné roste pocet styénych bodu, vznika tak hustsi polymerni
sit, a to vede k vytlaCovani disperzniho prostredi, které se jiz do sité nevejde. Tento jev
se nazyva synereze a je podporovan napiiklad zvysenim teploty [1].

Transportni vlastnosti

Rizeni transportnich vlastnosti hydrogelt je dilezité pii posouzeni pouZitelnosti téchto
materiald pro konkrétni aplikaci. Napiiklad v pfipad€, ze bude hydrogel vyuzit jako médium
pro kultivaci bunek, musi mit dobré transportni vlastnosti, aby byl zajis§tén nepfetrzity pristup
k zivinam. Naopak pokud pouzijeme hydrogel pro transport 1é¢iv, omezena schopnost pohybu
makromolekul povede k postupnému uvoliiovani 1é¢iva, coz muze byt vyhodou [43].

K transportu rozpusténych latek uvnitt hydrogelu mize dochazet difuzi v tekuting, ke které
dochazi pusobenim koncentra¢niho gradientu, nebo konvekei s tekutinou, pohanénou tlakovym
gradientem. Zatimco mobilita rozpusténych latek beéhem difuze je definovana tzv. difiznim
koeficientem, mobilita latek proudénim je vyjadiena hydraulickou permeabilitou — pomérem
mezi vnitfni permeabilitou materidlu a dynamickou viskozitou tekutiny. Obecné plati,
ze konvekce i difuze v poréznich materialech rostou s velikosti pord a klesaji s délkou
transportnich drah [43].

2.3  Rhizobakterie podporujici rust rostlin

Vzhledem k rostouci lidské populaci a ubyvajicimu mnozstvi zemédélské pudy v dasledku jeji
degradace jsou ¢im dal vice vyuzivana chemicka hnojiva a pesticidy, coz ma negativni dopad
na zivotni prostfedi. Moznou alternativou pro zvyseni urodnosti pady by mohlo byt vyuZiti
rhizobakterii podporujicich rast rostlin (PGPR = plant growth-promoting bacteria)
jako biohnojiv [44, 45].

Rhizobakterie podporujici rast rostlin jsou volné zijici bakterie, které obyvaji kofeny rostlin
a podporuji jejich rist a vyvoj [46]. Rust rostlin mize byt ovlivnén nékolika stresovymi faktory,
které délime na biotické (rostlinné patogeny a Skidci, jako jsou viry, bakterie, houby, had’atka,
hmyz) a abiotické (pfitomnost t€zkych kovu, sucho, nedostatek zivin, slanost, teplota) [47].
PGPR nejen Ze chrani rostliny pred skidci a patogeny, ale zaroven podporuji rast rostlin
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i za vySe zminénych abiotickych stresovych podminek [47, 48]. Kromé toho diky
své schopnosti vazat dusik, rozpoustét mineraly a produkovat fytohormony mohou tyto bakterie
urostlin zlepSovat jejich pfijem zivin a vody, reguluji kolob&h zivin a zlepSuji kvalitu
pady [48].

Piimé zavedeni bakterii do pidy vSak muze zpusobit nahly pokles populace PGPR
v rhizosfére kvuli konkurenci s pivodni mikroflorou. Z tohoto divodu se ve vét§iné piipada
vyuzivaji razné nosiCe, ve kterych jsou bakterie imobilizovany a nasledné transportovany
do pudy [48]. Nosi¢em mohou byt nékteré anorganické materialy (jil, mastek), organické
materidly (raSelina, dfevéné uhli) nebo polymery (Skrob, chitosan, Zelatina), pficemz jako velmi
slibny material vhodny pro enkapsulaci a nasledny transport PGPR do pudy se ukazuje alginat
sodny. Tento polysacharid je levny, dobfe dostupny, biologicky odbouratelny, Setrny
k zivotnimu prostiedi, podporuje adhezi a kolonizaci mikroorganismil, a kromé toho jej lze
velmi snadno zesitovat pomoci vapenatych iontd [37, 48]. Pomala degradace alginatu
pak umoznuje fizené uvoliovani PGPR do pudniho prostiedi, coz usnadfiuje kolonizaci
mikroorganismi [48]. Pro tento ucCel se alginatové nosiCe nejCastéji pfipravuji ve formé
hydratovanych hydrogelovych makrokulicek nebo suSenych mikrokuli¢ek, ve kterych
zapouzdiené mikroorganismy mohou piezivat dlouhou dobu a zarover jsou tak chranény pred
mechanickym namahanim [45, 48].

24  Alginat sodny

Alginat je netoxicky, biologicky odbouratelny, levny, snadno dostupny a biokompatibilni
biopolymer. Ackoliv se ziskava predevs§im extrakci z hnédych motskych fas, muze byt také
produkovan neékterymi bakteriemi [37]. Ptikladem bakterii produkujicich alginat je Azotobacter
vinelandii, patfici mezi vySe zminéné rhizobakterie podporujici rist rostlin [49].

Z hlediska struktury se jedna o linearni, zaporn€ nabity, ve vodé rozpustny polysacharid
skladajici se zkyseliny P-D-mannuronové (jednotka M) a kyseliny a-L-guluronové
(jednotka G) spojenych B-1,4-glykosidickou vazbou [39, 41]. Jedna se tedy o kopolymer
sestavajici ze zbytka jednotek M a jednotek G, prolozenych sekvencemi sestavajicimi z obou
téchto jednotek, pfiCemz slozeni a sekvence zbytki G a M zavisi na zdroji, ze kterého byl
alginat ziskan a ovliviiuje vysledné vlastnosti tohoto polymeru [38, 41]. Gely pfipravené
z alginatu s vysokym obsahem G sekvenci jsou pomémné tuhé, kiehké, porézni a omezuji
transport rozpusténych latek. Na druhou stranu alginat s vysokym obsahem M sekvenci tvorti
elastiCtéjsi a slabsi gely [41]. To miZeme vysvétlit omezenou rotaci Sesticlennych cukernatych
kruht kolem glykosidickych vazeb a elektrostatickym odpuzovanim mezi nabitymi skupinami
polymerniho fetézce [50].
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Obrazek 1: Chemicka struktura alginatu sodného [51].

Hydrogely na bazi tohoto polymeru lze pfipravit né€kolika zptisoby, a to napriklad
kovalentnim sitovanim, polymeraci volnymi radikaly nebo fazovym pifechodem v reakci
na zmeénu teploty. NejCastéji je vSak alginat sitovan kovovymi kationty, kdy dochazi ke vzniku
iontovych vazeb mezi kovovym kationtem a karboxylovymi skupinami vyskytujicimi
se v polymernim fetézci. Vyhodou tohoto zptisobu sit'ovani je, ze neni nutné pouziti toxickych
rozpoustédel a hydrogel mize byt vytvoren za velmi mirnych podminek [39].

2.5 Viskoelasticita

Podle chovani béhem deformace mizeme materialy rozdélit na viskozni (tekuté vzorky),
elastické (pruzina) a viskoelastické (vétSina material). V piipad€, Ze je material schopen
veskerou deformacni energii ulozit a zpétné ji vyuzit pro obnoveni své puvodni struktury,
mluvime o ném jako o elastickém. Naproti tomu u viskéznich materiala je veskera deformacni
energie rozptylena tokem a dochazi k trvalé deformaci, ktera po odstranéni pusobici sily
pretrvava. Zadné realné materialy vSak nevykazuji idealné viskozni ani idealné elastické
chovani (jedna se pouze o modelové pripady) a vétSina materialti vykazuje Caste¢né viskozni
a ¢astecné elastické chovani. Proto je oznacujeme za viskoelastické [1].

Viskoelastické vlastnosti materiali Ize stanovit pomoci védniho oboru zvaného reologie.
Ta se zabyva tokovym chovanim a deformaci celé fady materialti v reakci na ptsobeni vnéjsich
mechanickych sil [52]. Jednim z odvétvi reologie, slouzici k popisu reologickych vlastnosti
materiald, je tzv. reometrie. Existuje cela fada reometrickych testa od relaxacnich, pies tahové,
stlacovaci, ohybové ¢i smykové az po creepové testy, ovSem mezi nejCastéji vyuzivané
reometrické testy patii jednoznaCné testy tokové a oscilacni. Zatimco tokové testy slouzi
predevsim k popisu latek, u kterych pfevazuje viskdzni povaha, oscilacni testy vyuzivame
pro charakterizaci viskoelastickych materialt [53].

2.6 Smykova reometrie
2.6.1 Rotacni testy

Rotacni testy lze provadét ve dvou raznych rezimech. V prvnim z nich dochazi k rotaci
s fizenou smykovou rychlosti (nebo rychlosti otaceni) a simuluje procesy zavislé na rychlosti
proudéni ¢i objemovém pratoku, jako je nanaseni natéri Stétcem nebo proudéni trubici.
Ve druhém z nich je pfednastaveno smykové napéti (nebo toCivy moment) a tyto testy simuluji
aplikace zavislé na sile, jako je sila potfebna k vytlaCeni pasty ztuby nebo sila potiebna
k uvedeni materialu do pohybu z klidového stavu [54].
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Tokové testy

Typickym piikladem rotacnich testd jsou tokové testy, pii kterych dochazi k postupnému
zvySovani smykové rychlosti a je zaznamenavano smykové napéti ¢i dynamicka viskozita.
Vysledkem méfeni je bud’ tzv. tokova kiivka, coz je zavislost smykového napéti na smykové
rychlosti, nebo tzv. viskozitni kiivka, kterd se vyjadiuje jako zéavislost dynamické viskozity
na smykové rychlosti. Tokové testy provadéné pti nizkych hodnotach smykové rychlosti testuji
viskozitu vzorku pfi velmi malém namahani, naptiklad vlivem gravitacni sily, kdy je systém
v klidu (pfi skladovani v lahvi), zatimco pfi vysokych smykovych rychlostech sledujeme
viskozitu materialu v pohybu (natér barvy na sténu, protiepavani vzorku, aj.) [54].
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T
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®
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¥ [s]
Obrazek 2: Zavislost viskozity na smykové rychlosti — tzv. viskozitni kiivka [55].

2.6.2 Oscilaéni testy

Béhem oscilacnich testi je vzorek davkovan mezi dva sensory reometru (mezi nejbé&znéjsi
usporadani patii deska-deska, kuzel-deska a valec-valec), pficemz horni senzor je schopny
oscilace adolni senzor je staticky [52, 56]. Poté je vzorek vystaven kontinudlnimu
sinusovému namahani v podobé deformace ¢i smykového napéti a je méfena mechanicka
odezva materialu [56]. Sledovanymi veli¢inami jsou viskoelastické moduly, kdy pamétovy
modul (G') slouzi k popisu elastické slozky materialu a ztratovy modul (G") charakterizuje
viskozni slozku materialu [57].

V zavislosti na typu vzorku bude mezi aplikovanym sinusovym napétim a odezvou vzorku
(v podobé deformace) fazovy posun pohybujici se mezi 0° a 90°. Pokud fazovy posun
odpovida 0°, znamena to, ze vzorek nevykazuje zadnou viskozni odezvu a je povazovan za Cisté
elasticky. Budici moment a odezva vzorku jsou tedy ve fazi. Naopak fazovy posun odpovidajici
90° vypovida o tom, ze se jedna o Cisté viskdzni material bez elastické odezvy. Jak uz bylo
feCeno, vétSina realnych materialt vSak nevykazuje Cisté elastické ¢i Cist€ viskozni chovani,
jedna setedy o viskoelastické materialy a jejich hodnota fazového posunu bude v rozmezi
0° az 90° [56].
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Amplitudové testy

Amplitudové oscilacni testy popisuji chovani materialu pfi konstantni frekvenci oscilace
a meénici se amplitudé deformace. Méfeni lze provadét ve dvou riznych usporadanich. Prvnim
z nich je tzv. strain sweep, pti kterém probiha méfeni za fizené smykové deformace a druhym
je stress sweep, ktery je méfen pii fizeném smykovém napéti. Vysledkem méfeni je zavislost
viskoelastickych moduli na napéti ¢i amplitudé deformace a obé osy jsou vynaseny
v logaritmickém meéftitku [52].
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Obrazek 3: Priklad amplitudového deformacniho testu alginatového hydrogelu.

Tento typ testd se pouziva predevs§im k urceni linearni viskoelastické oblasti, ale 1ze jimi
popsat také odolnost daného materialu viéi deformaci. Linearni viskoelastickou oblast
oznaCujeme zkratkou LVO audava rozsah amplitudy deformace (nebo napéti), pii které
nedochazi k naruseni struktury méfeného vzorku. Cim delsi je linearni viskoelasticka oblast,
tim je material odolngjsi vuci deformaci. Po prekroCeni amplitudy deformace lezici v LVO
postupné dochazi k naruseni struktury méfeného materialu, a to az do hodnoty amplitudy
deformace odpovidajici bodu kfizeni, oznacovaného také jako cross over point. V tomto bodé
dochazi k uplné deformaci vzorku a ten ztraci své pavodni vlastnosti [52].

Vzhledem ke skuteCnosti, ze u hydrogelovych materiald prevazuje elastické chovani
nad viskéznim, pamétovy modul nabyva vysSich hodnot nez modul ztratovy. Se zvySujici
se amplitudou deformace vSak za¢nou postupné zanikat vazby drzici polymerni sit pohromadé
a pfi amplitudé deformace odpovidajici bodu kfizeni je struktura gelu natolik zdeformovéana,
ze se hydrogel chova spis jako kapalina nez jako pevna latka a zaCne prevazovat ztratovy
modul [58].
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Frekvencni testy

Stejné jako u amplitudovych testt maji i frekvencni testy dva rezimy. V prvnim piipadé probiha
meéfeni za fizené amplitudy deformace a ve druhém piipad¢ za fizené hodnoty napéti. V obou
rezimech v§ak musi méfeni probihat za konstantni amplitudy deformace (nebo napéti) lezici
v linearni viskoelastické oblasti (stanovené amplitudovym testem) a meénici se frekvence
oscilace. Zda pouzijeme vysokeé ¢i nizké frekvence oscilace zavisi na vlastnostech sledovaného
materialu a na cilech, které si experiment klade. Zatimco pfi vysokych frekvencich simulujeme
rychly pohyb v kratkych ¢asovych tsecich a material nema dostatek casu na regeneraci, nizké
frekvence simuluji pomaly pohyb v klidu v delSich Casovych usecich a material ma dostatek
Casu na regeneraci [52].

V praxi se frekvencni testy nejCastéji pouzivaji pro popis chovani a vnitini struktury
meéfeného vzorku a vysledkem méfeni je zavislost viskoelastickych moduli na frekvenci
oscilace [52].
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Obrazek 4: Priklad frekvencniho oscilacniho testu algindatového hydrogelu.
Casové testy

Casové oscilaéni testy probihaji za konstantni amplitudy deformace (nebo napéti) a zaroveii
pii konstantni frekvenci oscilace. Tento typ testu slouzi k popisu zmén reologickych vlastnosti
materialu v Case béhem vytvrzovani, gelace, suseni, relaxace nebo pfi zkoumani strukturalnich
zmén beéhem starnuti vzorku. Vysledkem meéfeni je zavislost viskoelastickych modula
na Case [52].
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Obrazek 5: Zavislost viskoelastickych modulit na case pro agardzovy gel (koncentrace agarozy
odpovidagici 1 hm. %).

2.7  Axialni reometrie
2.7.1 Oscilaéni testy

Stejné€ jako u oscilacnich testd provadénych pii deformaci ve smyku dochazi i u oscilacnich
testll s deformaci v tlaku k davkovani vzorku mezi dva senzory reometru, pfiCemz horni senzor
je pohyblivy a dolni nikoliv. Opét je vzorek vystaven ur¢itému sinusovému napéti ¢i deformaci
a poté je méfena odezva materialu na tuto aplikovanou deformacni silu. Hlavnim rozdilem mezi
obéma druhy oscila¢nich testd je smér pohybu horniho senzoru reometru (viz obrazek 6).
Béhem meéfteni se analyzuji viskoelastické vlastnosti materidlu vyjadiené viskoelastickymi
moduly, které jsou na rozdil od moduld v oscilacni reologii znaCeny pismenem E. Pamétovy
modul tedy oznacujeme jako E' a ztratovy modul je vyjadien symbolem E" [59].

tenzni
(tlakova)
deformace

smykova deformace

Obrdazek 6: Smér pohybu horni desky reometru pri oscilacnich testech s deformaci ve smyku
(smykovd reologie) a oscilacnich testech s deformaci v tlaku (axialni reologie) [60].
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Kurceni linearni viskoelastické oblasti se stejné jako v oscilani reometrii vyuzivaji
amplitudové testy, které umoziuji provadéni dalsich testd (frekvencnich, Casovych) pii takové
amplitudé deformace, pfi které nedochézi k naruseni struktury vzorku [59].

2.7.2 Kompresni testy

Béhem kompresnich testi (squeeze testir) dochazi k davkovani vzorku mezi dvé desky
reometru. Nasledné je nastavena rychlost, kterou se horni pohybliva deska reometru pohybuje
dolt a snizuje tak Sitku méfici $térbiny (gap), cimz postupné dochazi k deformaci vzorku ze své
puvodni vysky na novou zmensSenou vySku [61, 62]. Béhem méfeni je zaznamenavana
normalova sila, kterou vzorek na horni desku reometru pusobi. Tento typ testu nachazi
uplatnéni naptiklad pfi popisu vlastnosti materialu pii namahani tlakem. Pro pochopeni vyvoje
struktury vzorku je chovani materialu v reakci na tlak stejné dilezité, jako chovani v reakci
na tah, smykovou deformaci ¢i smykové napéti [61].
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Obrazek 7: Priklad squeeze testu algindtové kulicky zesitované v celém objemu (vievo)
a alginatové kulicky, kterd neni zesitovanda v celém objemu (vpravo).

Na obrazku 7 muzeme vidét priklad squeeze testu alginatovych kulicek, kdy na obrazku
vlevo vidime, jak takovy test probiha v pfipad€, ze je kulicka zesitovana v celém objemu.
Naproti tomu obrazek vpravo ukazuje pribéh squeeze testu provadéného na alginatové kulicce,
ktera v celém objemu zesitovana nebyla a béhem meteni doslo k jejimu prasknuti. To bylo
indikovano nahlym poklesem norméalové sily pii nizkych hodnotach Sitky meéfici §térbiny.
Cervené $ipky uvadi smér, kterym méfeni probiha.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1 Moznosti sitovani polysacharidi

Polysacharidem studovanym v této diplomové praci je alginat sodny, ktery je mozné pripravit
v nékolika raznych formach. Praskova forma alginatu je napiiklad pouzivana v potravinarském
prumyslu jako zahu$tfovadlo a emulgator [63] a ve farmacii muze byt slozkou tablet
¢i obalovych materialt [64]. V potravinaistvi se alginat uplatiuje také napiiklad ve formé
tenkého filmu, oznaCovaného jako potravinaiska folie a vtéto formé slouzi k baleni
potravin [65]. Ve formé mikrokulicek slouzi jako transportni systém pro léky, ristové faktory
nebo napiiklad buriky [66] a alginatova vlakna jsou Siroce vyuzivana pii vyrobé obvazi
na rany [67]. Nejcastéji pripravovanou formou jsou vsak alginatové hydrogely.

Alginat lze sitovat n€kolika zptusoby, piiCemz nejpouzivané€jsi je sitovani pomoci iontt.
Struktura alginatu totiz umoznuje navazani ruznych dvojmocnych iontd, které se vazou
s riiznou afinitou rostouci v nasledujicim potadi: Mg?*, Mn?*, Zn**, Ni**, Co?**, Fe?*, Ca*, Sr**,
Ba2*, Cd**, Cu?* a Pb**. Sitovani je mozné provést také pomoci trojmocnych ionti v podobé
AP* a Fe’* které se mohou vazat na tii karboxylové skupiny alginatového fetézce.
Nejpouzivanéj§im iontem pro sitovani alginatu je vapenaty iont [50].

K iontovému sitovani muze dochazet dvéma raznymi mechanismy znamymi jako vnéjsi
a vnitini gelace, které se 1i§i v tom, jak jsou kationty dodavany a zavadény do alginatu. Vnéjsi
gelace je zaloZena na difiizi vapenatych iontd ze sitovaciho Cinidla do alginatového solu,
zatimco vnitini gelace je zaloZzena na smichani neaktivni vapenaté soli (napf. CaCO3, CaSOx)
s organickou kyselinou (kyselina octovd) nebo s laktonem, kdy nejpouzivanéj§im z nich
je D-glukono-o6-lakton (GDL) [40]. Principem této oddalené gelace je pomald hydrolyza GDL
na kyselinu glukonovou, kterda postupné okyseluje alginat, ve kterém jsou rozptyleny
Castice vapenaté soli a z té se postupnym snizovanim pH zacnou uvolilovat vapenaté ionty.
Dochazi tak k rovnomérnému sitovani alginatu v celém objemu, diky ¢emuz vznik4d homogenni
gel [68].

Autofi €lanku [69] se rozhodli dokazat, ze je alginat mozné sit'ovat také hofecnatymi ionty,
které byly v ptfipad¢ tohoto polymeru dosud povazovany za negelujici. Bylo zjisténo, ze gelace
u tohoto systému nastava pii priblizné 5-10 krat vyssi koncentraci ionti nez u gela na bazi
vapniku. Zarover autofi ¢lanku ukazali, ze sitovani alginatu hofe¢natymi ionty je silné zavislé
na chemickém slozeni alginatu, jelikoz vyssi obsah guluronovych jednotek umoziiuje rychle;jsi
gelaci. Byly zkoumany alginatové prasky ze tii riznych zdroji, pficemz vSechny tfi alginaty
mély pfiblizn€ stejnou molekulovou hmotnost, ale rozdilny obsah guluronovych
a mannuronovych jednotek. Alginat s nejvy$§im obsahem guluronovych jednotek tvoril gel
nejlépe, zatimco u alginatu s nizkym obsahem guluronovych jednotek ke gelaci viibec nedoslo.
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O sitovani alginatu sodného pomoci uhli¢itanu vapenatého v kombinaci s GDL se pokusili
Catherine K. Kuo a Peter X Ma [70], jejichz cilem bylo dosahnout kontrolované rychlosti gelace
pomoci systémii CaCO3—GDL a CaSO4—CaCO3—GDL. I pres nizkou rozpustnost obou
pouzitych vapenatych soli dochazelo v ptipadé CaSO4 - 2 H20 stale k pomérmné rychlé gelaci,
cozvedlo ke vzniku hrudkovitych gelt s heterogenni strukturou. Naproti tomu systém
CaCOs-GDL produkoval homogenni gely a proces gelace v tomto piipadé trval déle. Z tohoto
divodu autofi Clanku vyvinuli gelacni systém CaSO4—CaCOs;—GDL, ktery umoziuje fidit
homogenitu, mechanické vlastnosti a rychlost gelace alginatu upravou molarniho pomeéru
CaCOs: CaSOs4 - 2 H2O, mnozstvim pouzitého véapniku, koncentraci polymeru a teplotou,
pii které gelace probiha. Rychlost gelace se zvySovala s rostoucim mnozstvim vapenatych
iontl, klesajici koncentraci alginatu a vyssi teplotou.

Oddalenou gelaci alginatu pomoci vapenatych soli v kombinaci s GDL se pokusili provést
také Claire Pelaez a Marcus Karel [71]. Ti se rozhodli pouzit tfi rizné systémy, kdy prvnim
z nich byla kombinace 5 g alginatu sodného s 2 g citratu vapenatého a 200 ml vody. V tomto
ptipadé byl alginat rozpustén ve 150 ml vody, citrat vapenaty byl suspendovan ve zbylych 50 ml
vody apoté byla suspenze citraitu zamichana do alginatu, smés byla nalita do forem,
zakryta aochlazena. Druhy systém tvorfilo 5 g alginatu sodného; 2,44 g dihydratu
hydrogenfosfore¢nanu vapenatého; 5,04 g GDL a 200 ml vody. Alginat byl opét rozpustén
ve 150 ml vody a ve zbylych 50 ml vody byl rozpus§tén GDL, ke kterému byl pfidan
hydrogenfosfore¢nan. Ob¢ slozky byly zamichany do sebe, smés byla nalita do forem, zakryta
a ochlazena. Posledni systém se skladal z 5g alginatu sodného; 1,4g bezvodého
hydrogenfosfore¢nanu vapenatého; 2 g kyseliny adipové a 200 ml vody. V tomto piipade
byl alginat a hydrogenfosforecnan rozmichan ve 150 ml vody a po rozpu$téni alginatu
byla ke smési vmichana kyselina adipova rozpusténa ve zbylych 50 ml vody. Gelace opét
probihala ve formach. Nevyhodou pfipravenych gelti bylo, ze u nich velmi rychle dochazelo
k synerezi, coz vede ke zmenSeni objemu gelu, které podporuje sitovani fetézcu alginatu diky
blizkému kontaktu polymernich fetézct. Vznikaji tak tvrdsi a kirehCi gely, protoze se zmensuje
prostor mezi fetézci, ktery je bézné€ naplnény vodou. Autorim ¢lanku se podafilo synerezi
vyslednych gel zpomalit pfidavkem sacharozy.

Loredana Elena Nita a kol. [72] pro pfipravu alginatovych gela pouzili kyselinu fytovou,
ktera je hlavni slozkou rostlinnych semen, ma antioxidacni a protirakovinné ucinky a muze
byt vhodnou alternativou k dalsim drahym pfirodnim sitovacim cCinidlim, jako je genipin.
Tato kyselina ma ve své struktuie velky pocet aniontd schopnych tvofit s kationty iontové
vazby, ale zaroven ma velké mnozstvi hydroxylovych skupin, které umoziiuji tvorbu
vodikovych mustkt. Hydrogely v této studii byly pfipraveny za pouziti riznych poméru
alginatu a kyseliny fytové, kdy bylo za stalého michani k alginatu (0,05 g alginatového prasku
rozpusténého v 5 g vody) po kapkach pfidano specifické mnozstvi zminované kyseliny
(koncentrace 50 hm. % ve vod¢) a smés byla michéana pres noc za vzniku homogenniho roztoku,
ktery béhem 24 hodin vytvofil hydrogel. Vysledky infracervené spektroskopie s Fourierovou
transformaci potvrdily pfitomnost intramolekularnich vodikovych vazeb mezi alginitem
a kyselinou fytovou.
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Zarover autofi ¢lanku dokazali, ze ma na tvorbu gelu zasadni vliv pomér alginatu a kyseliny
fytové. Idealni podminky pro sol-gel fazovy prechod byly pozorovany pii poméru
alginat : kyselina fytova v rozmezi 2-3,5 (autofi ¢lanku v§ak neuvadi o jaky pomér se konkrétné
jedna — hmotnostni ¢i objemovy pomér). Nad a pod timto rozmezim byly ziskany pouze ¢iré
roztoky, u kterych k zadné gelaci nedoslo. Dle tabulky uvedené v ¢lanku, zobrazujici chemické
slozeni gelt, odpovida vysledna koncentrace kyseliny fytové v alginatovych gelech
0,00028-0,00050 hm. %. Na obrazku8 mizeme vidét fazovy diagram komplexu
alginat — kyselina fytova [72].
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Obrazek 8: Fazovy diagram komplexu algindt — kyselina fytova [72].

Prace [73] se zabyva alginatem chemicky modifikovanym methakrylatovymi skupinami, ktery
byl sitovan pusobenim ultrafialového (UV) zafeni v pfitomnosti fotoiniciatoru. Tvorba gelu
byla monitorovana pomoci reometru a byl vyhodnocen bod gelace. Dynamika sitovani
a hodnoty viskoelastickych moduld byly ovlivnény intenzitou UV zafeni (3—15 mW-cm2)
a stupném methakrylace (5-25 %). Bylo zjisténo, ze snizeni intenzity UV zafeni snizuje pocet
volnych radikalt tvotfenych fotoiniciatorem, a to vede ke zpomaleni rychlosti sitovani. Nizsi
pocet volnych radikalti zaroveni vede k niz§imu stupni zesiténi a tim padem také k niz§im
hodnotam viskoelastickych modulti. Zaroven bylo prokazano, ze vyssi stupefi methakrylace
vede k pevnéjsim geliim s vyssimi viskoelastickymi moduly, zatimco nizsi stupen methakrylace
vede k méné pevnym geltim s niz§imi viskoelastickymi moduly.

3.2  Moznosti ovlivnéni finalnich aplika¢nich vlastnosti hydrogeli

Pozadavky na vysledné vlastnosti hydrogelovych materialt se pro kazdou aplikaci lisi. Zatimco
mekei hydrogely nachézi uplatnéni napiiklad v kosmetice ¢i pfi vyrobé kontaktnich cocek,
pevnéjsi hydrogely slouzi k vyrobé implantatt, zubnich nahrad nebo v robotice. S pevnosti
materialu uzce souvisi rychlost gelace, ktera mize ovlivnit vysledné mechanické vlastnosti
gelu a tim 1 omezit aplikovatelnost daného materialu. Dal§im parametrem rozhodujicim
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o vyuzitelnosti hydrogelu muaze byt také Cirost, ktera je dulezita predevS§im pii vyrobé
kontaktnich ¢ocek. Dulezitou roli hraje také jev zvany synereze, ktery je ve vétSiné piipada
nezadouci a jehoz zpomaleni muze vyrazné€ prispét k pouzitelnosti hydrogeli v nékterych
aplikacnich oblastech. Hydrogely maji oproti jinym materialim velkou vyhodu v podobé jejich
laditelnych vlastnosti, které si mtizeme upravit podle toho, jakym zptisobem ma byt v budoucnu
hydrogel vyuzit.

Napriklad Katsuyoshi Nishinari a Yapeng Fang [74] poskytli pfehled o uvolfiovani
sacharozy a dalSich cukrii z agarovych geli. Autofi ¢lanku uvadi, Ze pridavek sacharozy
do agarovych roztokd vede ke snizeni synereze vyslednych geld, pfiCemz prubeh synereze
je diskutovan jak v klidovém stavu, tak pfi uvolfiovani tekutiny, které je vyvolané kompresi.
Me¢étenim absorbance bylo zjisténo, ze ptidavek sachardzy snizuje zakal agarovych gelt a gely
jsou tedy cifejsi. Kromé snizeni synereze a zakalu hydrogela ptidavek sacharozy také zvysSuje
viskoelastické moduly. Moznym vysvétlenim téchto zjisténi mize byt fakt, Ze s pridavkem
sachardzy dochazi ke zmenSovani velikosti ok, a to znemoziuje difuzi v gelu, a tedy
i uvoliiovani sacharézy [74]. Isamu Kaneda [75] vysvétluje toto chovani tak, ze u rozpoustédla,
ke kterému byla pfidana sacharéza, doslo ke snizeni rychlosti toku v porézni agar6zové siti,
protoze piidavkem sachardzy doslo ke zménam viskozity rozpoustédla obsahujiciho sacharozu
a také ke zméné v mikroskopicke strukture agar6zovych geld. Dosud vSak nebyl zjistén presny
mechanismus ovlivnéni synereze pifidavkem sacharozy.

Vysledné vlastnosti alginatovych hydrogelti 1ze ovlivnit koncentraci alginatu a vapenatych
iontl. Se zvySujici se koncentraci alginatu obecné roste sila gelové struktury, ov§em nadmérna
koncentrace alginatu muze snizit schopnost diftize vapenatych iontd matrici, a to vede
ke snizeni moznosti sitovani polymernich fetézci. Pro rozsah koncentraci alginatu
1,3-1,7 hm. % vS§ak nebyly pozorovany zadné vyznamné odchylky ve struktute gelu [39].

Cilem autord c¢lanku [39] bylo optimalizovat postup pfipravy alginatového hydrogelu
s odpovidajicimi mechanickymi vlastnostmi. Pro tyto ucely pouzili ve své studii koncentraci
alginatu v rozmezi 0,1-2,9 hm. %, zatimco koncentrace vapenatych iontd byla analyzovana
v rozmezi 0,4—4,6 hm. %. Nejlepsi schopnost zadrzovat vodu mél alginatovy hydrogel
pfipraveny z alginatu o koncentraci 2,7 hm. % a chloridu vapenatého o koncentraci 0,9 hm. %,
pri¢emz tento gel byl schopny zadrzet asi 76 % vody.

Vyznamny vliv na vysledné vlastnosti hydrogelt muze mit také pH. Studie [9] zkoumala
silu gelu a synerezi kvadrovych alginatovych gel (2x2x1,4 cm) v zavislosti na dobé gelace,
koncentraci roztoku chloridu vapenatého (0,05 mol/dm>-0,20 mol/dm?) a pH (4-11) metodou
vnéj§i gelace. Roztoky chloridu vapenatého byly pfipraveny o koncentraci 0,05, 0,10, 0,15
a 0,20 mol/dm® a pH bylo upraveno kyselinou octovou nebo hydroxidem sodnym. Poté byly
do jednotlivych jamek 3D tisténé akrylonitrilbutadienstyrenové ¢tvercové formy (2 cm dlouhé,
2 cm $§iroké a 4 cm vysoké) pridany 4 g alginatového solu o koncentraci 2 hm. %, ke kterému
byl pfidan roztok chloridu vapenatého o urcité koncentraci, pH a hmotnosti. Forma byla zakryta
a skladovana pfi pokojové teploté a po gelaci bylo nutné gely ponotit do roztoku chloridu
vapenatého kvili vytvrzeni. Takto pfipravené gely mohly byt analyzovany.
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Sila gelu rostla se zvySujicim se mnozstvim dostupnych vapenatych iontd, a to az do urcité
hodnoty, po jejimz dosazeni se ustalila. To autofi Clanku vysvétluji tim, ze nad urcitou
koncentraci chloridu vapenatého gely dosahly osmotické rovnovahy, kdy dochézi k rovnovaze
mezi synerezi a reabsorpci vody. Zaroven bylo zjisténo, ze difuzi vapenatych iontd z vnéjsku
do vnitrku alginatového solu doslo ke vzniku gelovych zon s vySsi koncentraci na vnéjSim
povrchu a nizkou koncentraci v jadru gelt. Vysledky také ukazuji, ze pevnost gelu roste
se zvySujici se dobou gelace, ovSem opét jen do urcité doby a poté pevnost poklesne nebo
se ustali. To autofi clanku vysvétluji tim, Ze jiz byla vyCerpana v§echna mista alginatu schopna
vazat vapenaté ionty a dalsi sitovani jiz neni mozné [9].

Vlastnosti alginatu vyrazné ovlivnilo také pH, kdy od pH 4 s jeho narGstem rostla viskozita
alginatu a maximalni viskozity bylo dosazeno pii pH 6-7. Nasledné se viskozita zacala
snizovat. To je zpusobeno tim, ze pii kyselém pH jsou karboxylové skupiny protonizovany,
coz vede ke snizeni odpudivé sily mezi t€mito skupinami a synereze je tedy dominantnéjsi
nez resorpce vody, diky ¢emuz dochazi ke smrsténi struktury gelu. Na druhou stranu
pii alkalickém pH se karboxylové skupiny disociuji, ziskavaji zaporny naboj a pisobi mezi
nimi odpudivé sily, které vedou k tvorbé dutin, takze gely maji tendenci absorbovat vodu,
aby zaplnily prazdny prostor ve své struktute [9].

Autori €lanku [76] zkoumali chovani alginatovych hydrogelt v tahu v zavislosti na volbé
alginatového polymeru a zptsobu jeho zpracovani, kdy hydrogely byly pfipraveny sitovanim
2% alginatu siranem vapenatym. Alginat s vysokym obsahem kyseliny guluronové vedl
ke vzniku siln¢jSich geld nez alginat s vysokym obsahem kyseliny mannuronové. To mizeme
vysvétlit tim, Ze kyselina guluronové diky své struktuie 1épe vaze vapenaté ionty a muze
tak tvofit polymerni sit. Zaroven byl zkouman vliv fosfore¢nand, kdy jejich zvySena
koncentrace vedla nejen ke snizeni modult v tahu, ale také prodlouzila dobu gelace alginatu.
Fosfore¢nanové ionty totiz prechodné vazou vapenaté ionty, coz nejprve snizuje celkovy pocet
iontl dostupnych pro sitovani alginatu, ale Casem fosfore¢nan puisobi jako systém pomalého
uvolnovani dalsich iontd.

3.3  Zhodnoceni soucasného stavu reSené problematiky

Provedena literarni reSerSe poukazuje na nékolik zplsobli sitovani alginatu zahrnujici
jak vngjsi, tak vnitini gelaci a poukazuje na fadu faktori, které mohou ovlivnit vysledné
vlastnosti alginatovych hydrogelt, a tedy i pouzitelnost daného materialu pro konkrétni
aplikaci. V literarni reSersi bylo prokazano, Ze vyznamny vliv na vlastnosti alginatovych gela
ma koncentrace alginatu sodného i sitovaciho cinidla, pomér G a M bloka v alginatu,
pH arychlost gelace. Vlastnosti geli na bazi polysacharidi ovliviiuje také napiiklad
koncentrace fosfore¢nant a piidavek sacharozy.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1

4.2

Pouzité chemikalie

e alginat sodny, Cistota neuvedena (ROTH)

e alginat sodny, Cistota neuvedena (Thermo Fisher Scientific)
e chlorid vapenaty, p.a. (Lach-Ner)

e chlorid zineCnaty, Cistota > 98 % (Lach-Ner)

e tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého, p.a. (Sigma-Aldrich)
e hydrat octanu vapenatého, Cistota > 99 % (Sigma-Aldrich)
e hydrat laktatu vapenatého, > 98 % (Sigma-Aldrich)

e heptahydrat siranu zeleznatého, p.a. (Lach-Ner)

e siran hotfecnaty, p.a. (Penta)

e hexahydrat chloridu hote¢natého, p.a. (Penta)

e kyselina fytova, 50 % (Sigma-Aldrich)

e amoniak, 25-29 %, p.a. (Penta)

e chlorid amonny, p.a. (Penta)

e uhlicitan sodny, p.a. (Fluka)

e hydrogenuhlicitan sodny, p.a. (Penta)

e uhlicitan vapenaty, Cistota > 98 % (Lach-Ner)

e glukono-delta-lakton, Cistota > 99 % (Sigma-Aldrich)

e kyselina citronova, p.a. (Penta)

e hydrogenfosfore¢nan draselny, p.a. (Penta)

e dihydrogenfosfore¢nan draselny, p.a. (Penta)

e sacharoza, p.a. (Penta)

e ultracista voda (Milli-Q)

Pouzité pristroje

e reometr (Discovery HR-2, TA Instruments)

e senzory
» deska se zdrsnénym povrchem o priméru 20 mm (sériové Cislo: 115802)
»  deska s hladkym povrchem o prameéru 25 mm (sériové Cislo: 547229.001)
»  deska s piskovanym povrchem o priméru 8 mm (sériové ¢islo: 109411)
» soustifedéné valce (sériové Cislo: 989938)

e vicemistna magneticka michacka (Variomag poly)

e analytické vahy (Denver Instruments S-603)

e analytické vahy (Denver Instruments 224A)

e pfistroj pro pfipravu ultracisté vody (Purelab Classic — 091083-GBR-001)

e prutokovy termostat (Solid State, TCube edge)

e pH metr (Mettler toledo)

e vicerychlostni injekéni pumpa R99-E (Razel scientific instruments)

e hustomér DMA 4500 (Anton Paar, sériové Cislo: 80398455)
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4.3 Pouzity software

e TRIOS (TA Instruments)
e MS Excel (Microsoft)

4.4  Priprava vzorku

Nejprve byl pfipraven roztok alginatu sodného (ROTH) o pozadované koncentraci. K navazce
alginatu sodného v pevné formé byla pifidana ultracista voda (napftiklad pii pripravé alginatu
o koncentraci 1 hm. % byl na 100 ml alginatového solu navazen 1 g alginatu sodného a objem
byl na pozadovanych 100 ml doplnén ultraistou vodou) a suspenze byla nasledné¢ michana
na magnetické michacce (150 RPM, laboratorni teplota), a to az do iplného rozpusténi alginatu,
které bylo indikovano vznikem solu bez okem detekovatelného pevného podilu (piiblizné
6 hodin).

Pripraveny sol byl ponechan 24 hodin v lednici a poté z néj byly do jamek kultivacni desky
pfipraveny alginatové hydrogely (pramér jedné jamky, a tedy i gelu odpovidal 22 mm)
prikapanim vhodného sitovaciho cinidla k urcitému objemu alginatového solu. Gely
byly 24 hodin ponechany v exsikatoru s vodou a nasledné mohly byt podrobeny
reologickym experimentim. Podrobny popis pfipravy jednotlivych gelG bude popsan
ve vysledcich a diskuzi v kapitole 5.

4.5 Optimalizace smykovych reometrickych testu
4.5.1 Oscilacni amplitudové testy

Stanoveni viskoelastickych vlastnosti alginatovych hydrogelt amplitudovymi testy s deformaci
ve smyku bylo provedeno pomoci reometru Discovery HR-2 (TA Instruments) s usporadanim
senzori deska/deska o pruméru 20 mm. Aby bylo zabranéno prokluzovani vzorku mezi
deskami reometru, byla pouzita vroubkovana geometrie se zdrsnénim 0,2 mm (viz pfiloha 2).
Kazdy typ gelu byl podroben dvéma amplitudovym testim (parametry nastaveni ukazuje
tabulka 1), ze kterych byly vypocteny primémé hodnoty viskoelastickych modult vcetné
smérodatné odchylky. Amplitudové testy s deformaci ve smyku byly provedeny
pii parametrech nastaveni bézné vyuzivanych pro hydrogelové vzorky podobného charakteru,
tudiz v tomto piipadé€ nebylo nutné provadeét zadnou optimalizaci métreni. Pouze bylo ovéreno,
Ze jsou tyto parametry vhodné i pro méfeni alginatovych hydrogelt.

Tabulka 1: Parametry nastaveni amplitudovych testii s deformaci ve smyku.

teplota 25 °C
Cas relaxace a temperace 120 s
vysSka méfici §térbiny 1000 um
axialni sila <0,3N
frekvence oscilace 1 Hz
rozsah amplitudy deformace 0,001-1000 %
pocet bodu na dekadu 8
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4.5.2 Oscilacni ¢asové testy

Casové testy byly taktéz provadény pomoci reometru Discovery HR-2 (TA Instruments), oviem
v tomto piipad€ bylo pouzito usporadani senzord valec/valec (viz pfiloha 3). Na zacatku
experimentu musel byt nejprve proveden amplitudovy test s deformaci ve smyku, na zaklade
kterého byla pro dany vzorek vybrana hodnota amplitudy deformace lezici v LVO ata byla
pouzita pii provedeni Casového testu. Méfeni bylo provadéno pri teploté 25 °C a bézné
vyuzivané frekvenci oscilace odpovidajici 1 Hz.

Jedinym vzorkem, ktery byl v ramci ptedlozené diplomové prace podroben Casovému testu,
byl alginat o koncentraci 1 hm. % sitovany uhliitanem véapenatym v kombinaci s GDL,
kdy hmotnostni pomér CaCO3 : GDL odpovidal 1:45. Na zaklad¢ provedené¢ho amplitudového
testu byla pro Casovy test vybrana amplituda deformace 0,05 %.

Tabulka 2: Parametry nastaveni casovych testii.

teplota 25 °C
frekvence oscilace 1 Hz
amplituda deformace 0,05 %

4.6  Optimalizace axialnich reometrickych testu
4.6.1 Oscilacni amplitudové testy

Amplitudové testy s deformaci v tlaku byly stejné jako amplitudové testy s deformaci ve smyku
provedeny pomoci reometru Discovery HR-2 (TA Instruments) susporadanim senzort
deska/deska se zdrsnénym povrchem (zdrsnéni 0,2 mm) o priméru 20 mm. I v tomto pifipadé
byl kazdy typ gelu podroben celkem dvéma amplitudovym testim, ze kterych byly vypocteny
prumérné hodnoty viskoelastickych modulll véetné smérodatné odchylky. JelikoZ tato metoda
na rozdil od amplitudovych testi s deformaci ve smyku neni na fakulté tolik prostudovana, bylo
nutné provést optimalizaci nastaveni. Rozsah amplitudy deformace byl nastaven v maximalnim
mozném rozmezi, a to 0,001-10 % a pro lepsi vizualizaci naméfenych dat byl pocet boda
na dekadu zvysSen na 15. V nésledujicich kapitolach bude provedena optimalizace nastaveni
vhodné vysky méfici stérbiny a frekvence oscilace.

Vybér vysky mérici Stérbiny

K 4,5 ml 1% alginatu (ROTH) bylo za stalého michani postupné pfikapano 1,25 ml chloridu
vapenatého o koncentraci 0,1 mol/dm®, &imz vznikl alginatovy hydrogel o objemu 4,5 ml
a zustalo 1,25 ml nezreagované smési. Vysledna koncentrace alginatu v pfipraveném gelu tedy
odpovidala 1 hm. % (po piidani ethanolu k nezreagované smeési nedoslo ke vzniku srazeniny,
tudiz mazeme fict, ze v nezreagované smési zadny alginat nezistal) a koncentrace chloridu
vapenatého v gelu odpovidala 0,308 hm. % (za predpokladu, ze se veSkeré sitovaci ¢inidlo
navaze na alginat a nezreagovanych 1,25 ml je pouze vyloucené disperzni prostiedi, které se jiz
do sitovité struktury gelu neveslo). Na Sesti takto pfipravenych gelech byly po 24 hodinach
od pripravy provedeny amplitudové testy pii teplote 25 °C, axialni sile 0,3 N, frekvenci oscilaci
1 Hz, rozsahu amplitudy deformace 0,001-10 %, 15 bodech na dekadu a s vyskou méfici
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Stérbiny 0,5; 1; 2; 3; 4 nebo 5 um. Nejspolehlivéjsi vysledky byly naméfeny pii §ifce méfici
Stérbiny odpovidajici 2 um, a proto byla pro vSechny dal§i experimenty pouzita pravé tato
hodnota.

Vybér frekvence oscilace

Pro vybér vhodné frekvence oscilace bylo pouzito dalSich sedm alginatovych geld,
pfipravenych smichanim 4,5 ml 1% alginatu (ROTH) s 1,25 ml chloridu vapenatého
o koncentraci 0,1 mol/dm?. Tyto gely byly podrobeny amplitudovym testlim s deformaci
v tlaku pfi teploté 25 °C, axialni sile 0,3 N, Sifce méfici Stérbiny 2 um, rozsahu amplitudy
deformace 0,001-10 %, 15 bodech na dekadu a s frekvenci oscilaci 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 1; 1,5
a 2 Hz. Nejspolehlivejsi vysledky byly naméfeny pii frekvenci oscilaci 1,5 Hz, a pravé proto
byla tato hodnota pouzita u vSech dalSich experimenti. Vzhledem ke skuteCnosti, ze byly
v rozsahu amplitudy deformace 0,001-0,01 % naméteny nepresné vysledky a jednotlivé body
v grafu byly nepravidelné rozptyleny (pfi takto nizkych amplitudach deformace tedy nebylo
mozné zarucCit spolehlivost ziskanych vysledkl), byl v dalSich experimentech rozsah amplitudy
deformace snizen na 0,01-10 %.

Zajimavé vysledky méfeni vSak byly pozorovany také ptfi frekvenci oscilaci 0,1 Hz.
Jak mtuzeme vidé€t na obrazku 9, pfi amplitudach deformace lezicich v rozsahu 0,001-0,01 %
byl ztratovy modul vyssi nez modul pamét'ovy, nasledné se moduly zacaly postupné vyrovnavat
a az od amplitudy deformace odpovidajici priblizné 0,05 % zacal pamét'ovy modul prevySovat
modul ztratovy. Experiment byl celkem 5x zopakovan, ale zavislost viskoelastickych modulti
na amplitudé deformace méla vzdy stejny prabéh, jako vidime na obrazku 9.
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Obrazek 9: Amplitudovy test s deformaci v tlaku — frekvence 0,1 Hz.

Pro ovéfeni pravdivosti vysledki méfeni byly provedeny dva frekvencni testy pii amplitudé
deformace 0,005 % a 1 %. Méfeni bylo stejn€ jako u amplitudovych testti provedeno pfi teploté
25 °C, axialni sile 0,3 N, Sifce méfici Stérbiny 2 pm a 15 bodech na dekadu. Rozsah frekvence
oscilace odpovidal 0,01-10 Hz.
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Obrazek 10: Frekvencni test s deformaci v tlaku — amplituda deformace 0,005 %.
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Obrazek 11: Frekvencni test s deformaci v tlaku — amplituda deformace 1 %.

Jak mizeme vidét na obrazku 10, pii frekvenci oscilaci 0,1 Hz a amplitudé deformace
0,005 % byl stejné jako u amplitudového testu na obrazku 9 ztratovy modul vyss§i nez modul
pamétovy. Stejné tak frekvencni test pfi amplitudé deformace 1 % zobrazeny na obrazku 11
odpovida vysledkim amplitudového testu na obrazku 9, kde je pamétovy modul vyssi
nez modul ztratovy.

Vzhledem k tomu, Ze dana problematika nebyla predmétem vyzkumu této diplomové prace,
jejiz obsah je 1 tak pomérné rozsahly, mohlo by byt dané téma podrobnéji prozkoumano v ramci
dal§iho vyzkumu, naptiklad v budoucich zavére¢nych pracich.

Zavery 7 optimalizace

Na zakladé provedené optimalizace byly vSechny amplitudové testy s deformaci v tlaku
provedeny pii nastaveni, které uvadi tabulka 3.
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Tabulka 3: Parametry nastaveni amplitudovych testii s deformaci v tlaku.

teplota 25°C
Cas relaxace a temperace 120 s
gap 2000 pum
axialni sila <0,3N
frekvence oscilace 1,5 Hz
rozsah amplitudy deformace 0,01-10 %
pocet bodt na dekadu 15

4.6.2 Kompresni testy
Priprava alginatovych kulicek

Kompresni testy (tzv. squeeze testy) byly provedeny na alginatovych kuli¢kach, pfi¢emz cilem
experimentt bylo nejen charakterizovat mechanické vlastnosti alginatovych kulicek, ale také
zjistit, zda jsou kuliCky zesitované v celém objemu ¢i nikoliv. Aby bylo mozné provést
optimalizaci méfeni téchto testd, bylo nutné piipravit kuli¢ky o stejné velikosti. K tomuto ucelu
byla pouzita automatickd pumpa sinjekéni strikackou naplnénou alginatem (ROTH)
o koncentraci 1 hm. % (viz obrazek 12), pod kterou byla vlozena magneticka michacka
a sklenéna miska se sitovacim ¢inidlem (chloridem vapenatym o koncentraci 0,1 mol/dm?),
do které bylo vlozeno magnetické michadlo. Diky tomu, ze tla¢ila pumpa na pist stiikacky stale
stejnou rychlosti, kapaly do misky se sitovacim Cinidlem stejné velké kapky alginatu a tim
padem vznikaly stejné velké alginatové kulicky. Sitovaci ¢inidlo bylo nutné neustale michat
na magnetické michacce, aby kapky alginatu nekapaly stale na stejné misto a neklesala tak
v jejich okoli koncentrace sitovaciho Cinidla.

32



Vybér mérici geometrie

Squeeze testy byly provedeny pomoci reometru Discovery HR-2 (TA Instruments)
s usporadanim senzorti deska/deska. Jelikoz by vroubkovana geometrie mohla alginatové
kuli¢ky poskodit a zaroven by kulicky mohly zalézat mezi vroubky, byla béhem squeeze testii
pouzita geometrie s hladkym povrchem. Alginatova kulicka byla vlozena mezi senzory
reometru a horni senzor byl nastaven do takové polohy, aby se kulicky lehce dotykal,
ale netlacil na ni.

Pro prvni squeeze test byly pfipraveny alginatové kulicky, které byly ponechany
v sitovacim ¢inidle po dobu 2 minut, poté byly proplachnuty vodou a nékolik kulicek bylo
zvazeno. Hmotnost kuli¢ek odpovidala 0,080+0,001 g. Experiment byl proveden s rychlosti
stlaceni vzorku odpovidajici 8 pum/s a vzhledem k tomu, ze mély kulicky primér 5-6 mm,
byla pouzita geometrie o pruméru 8 mm.
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Obrazek 13: Squeeze test s mérici geometrii o priuméru 8 um.

Jak ukazuje obrazek 13, nejprve dochazelo k narGstu normalové sily a pfi Sifce méfici
Stérbiny odpovidajici pfiblizn€ 1 030 um najednou doslo k jejimu poklesu. Ten byl zptsoben
tim, ze kulicka beéhem stlaCeni zacala prokluzovat mezi deskami reometru, az uplné vyklouzla
z méfici Stérbiny, horni senzor jiz na kulicku netlacil, a proto byl pozorovan prudky pokles
normalové sily. Na konci experimentu byla kulicka zvazena (vCetné disperzniho prostiedi, které
bylo béhem stlaCovani vzorku vytlaCeno z polymerni sité) a jeji hmotnost byla porovnana
s pocatecni hmotnosti kulicky na zaCatku experimentu. Bylo zji§téno, ze doslo k poklesu
hmotnosti kulicky z ptvodnich 0,080 g na 0,070 g, coz mohlo byt CasteCné zpusobeno
odpafenim vytlaceného disperzniho prostredi, ale jelikoz byl pfi vazeni zbylych alginatovych
kulicek taktéz zaznamenan vyrazny pokles hmotnosti a v nasledujicich hodinach hmotnost déale
klesala (prestoze byly kulicky ulozeny v exsikatoru s vodou), nemiizeme pokles hmotnosti
kulicky béhem experimentu pfifazovat pouze tomu, Ze bylo odpafeno disperzni prostiedi.
Pokles hmotnosti u vSech alginatovych kuli¢ek mohl byt zptsoben také tim, ze u Cerstve
pfipravenych kulicek jesté dochazelo k mensimu pfeskupovani polymernich fetézct
a s pfibyvajicim mnozstvim spoju v sitovité struktufe postupné dochazelo k vytlacovani
disperzniho prostiedi, které se jiz do struktury neveslo (jev zvany synereze).

Proto byl experiment zopakovan, ovSem tentokrat byly kulicky po pfipravé 24 hodin
uchovany v plastovém kelimku prikrytém dvojitou vrstvou parafilmu (aby nedochazelo k jejich
vysychani) a zarover byla pouZzita geometrie o pruméru 25 mm, aby kulicka béhem stlatovani
nemohla tak snadno vyklouznout z méfici Stérbiny.
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Obrazek 14: Squeeze test s mérici geometrii o priuméru 25 mm.

Jak muzeme vidét na obrazku 14, v tomto ptipadé jiz k poklesu normalové sily nedoslo.
Kulicka nevyklouzla z méfici Stérbiny a zaroven béhem stlaCovani ani nedoSlo k jejimu
prasknuti (které by taktéz vedlo k poklesu normalové sily), coz znamend, ze kulicka byla
zesitovana v celém svém objemu. Béhem vazeni bylo zji§téno, ze hmotnost vSech pfipravenych
kuli¢ek byla na pocatku experimentu stejnd, jako hmotnost kulicek zaznamenana o 4 hodiny
pozdéji, takze muzeme fict, ze se jiz kulicky nachazely v termodynamické rovnovaze,
nedochazelo k dalSimu pfeskupovani polymernich fetézci a kulicky neztracely disperzni
prostfedi tak rychle, jako u prvniho experimentu. K mensimu poklesu hmotnosti doslo akorat
u meéfené kulicky, jejiz hmotnost béhem méfeni klesla z ptivodnich 0,118 g na 0,114 g,
coz mohlo byt piisobeno odparenim mensiho mnozstvi disperzniho prostredi, které bylo béhem
stlacovani kulicky vytlaceno na spodni desku reometru vyhiatou na 25 °C.

Vybér rychlosti stlaceni vzorku

Pro vybér vhodné rychlosti stlaceni vzorku byly provedeny 4 squeeze testy s vyuzitim horniho
senzoru reometru o pruméru 25 mm s hladkym povrchem a s alginatovymi kulic¢kami
ptipravenymi 24 hodin pfedem. Kuli¢ky byly zamérmé piipraveny tak, aby nebyly zesitovany
v celém svém objemu (byly ponechany v sitovacim cinidle pouze 60 s), diky ¢emuz mohl
byt sledovan vliv rychlosti stlaceni vzorku na to, pti jaké normalové sile a Sifce méfici §térbiny
dojde k prasknuti kuli¢ky. Rychlost stlaceni vzorku byla nastavena na 1; 3; 5 nebo 7 um/s.
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Obrazek 15: Squeeze testy — optimalizace rychlosti stlaceni vzorku.

Jak mizeme vidét na obrazku 15, vysledky méfeni pii rychlosti stlaceni vzorku odpovidajici
3,5 a7 um/s se nijak vyrazné nelisi a kulicky praskly pfiblizné pfi stejné Sifce méfici Sté€rbiny
a pti stejné normalové sile. Kulicky méfené pii rychlosti stlaeni vzorku odpovidajici 1 um/s
vSak vykazovaly odlisné chovani. K jejich prasknuti doslo pfi témér dvakrat tak velké
norméalové sile a pifi poloviéni Sifce méfici Stérbiny nez u zbylych trech kulicek métenych
pii vyssich rychlostech deformace. To by mohlo byt zpisobeno tim, Ze pfi rychlosti stlaceni
vzorku odpovidajici 1 um/s dochézelo k deformaci velmi pomalu a gelové kulicky mély
dostatek Casu na obnovu své poskozené struktury. Zatimco test provedeny pfi stlacovani vzorku
rychlosti 7 um/s trval necelych 11 minut, pfi stlaovani vzorku rychlosti 1 um/s test trval
hodinu a Ctvrt.

Zda pouzijeme vétsi ¢i menSi rychlost stlaeni vzorku zéavisi na vlastnostech sledovaného
materialu a na cilech, které si experiment klade. Zatimco rychlost stlaceni vzorku odpovidajici
1 um/s muzeme pouzit v piipadé, ze chceme sledovat vliv mensiho namahani vzorku na jeho
deformaci v delsim Casovém useku, vys$si rychlosti stlaceni vzorku pouzijeme v pfipadé,
ze chceme sledovat vliv vét§iho namahani vzorku na jeho deformaci v kratSim casovém useku.
V pripad€, Ze chceme pouze porovnavat chovani nékolika odlisnych vzorki béhem deformace
anebo chceme zjistit, zda je kulicka zesitovana v celém svém objemu ¢i nikoliv, mizeme
v ramci uspory ¢asu pouzit rychlost stlaceni vzorku odpovidajici 7 pm/s.

Zavéry z optimalizace

Jednou z reologickych metod, kterymi lze charakterizovat mechanické vlastnosti
hydrogelovych materialti jsou tzv. squeeze testy. Ty vSak nebyly predmétem vyzkumu této
diplomové prace, a proto nebudou v praci dale diskutovany. Optimalizace méfeni tohoto druhu
kompresnich testd a poznatky z optimalizace budou vyuzity v dalSich zavére¢nych pracich
provadénych na Fakulté chemické VUT. Na zakladé provedené optimalizace je pro budouci
testy doporuCeno meéteni squeeze testii s vyuzitim geometrie deska-deska s hladkym povrchem
a pramérem horni desky odpovidajicim 25 mm, alginatovymi kulickami pfipravenymi 24 hodin
pfedem a pfi parametrech nastaveni uvedenych v tabulce 4.
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Tabulka 4: Parametry nastaveni squeeze testil.

teplota

25 °C

rychlost stlaceni vzorku

7 um/s

Sitka méfici §térbiny

3000—4000 um (podle velikosti kulicky)
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato diplomova prace byla zpracovavana v ramci zakladniho vyzkumu GACR realizovaného
na Fakulté chemické VUT, jehoz naplni byla pfiprava bioinokulantti, zalozena na enkapsulaci
PGPR v alginatovém gelu, tvofeném zesitovanim alginitu sodného produkovaného pfimo
enkapsulovanymi bakteriemi. Vzhledem ke skuteCnosti, ze bakterie produkuji alginat
o pomérné nizké koncentraci (méné nez 0,4 hm. %), bylo nutné najit vhodna sitovaci Cinidla,
kterymi by bylo mozné takto zfedény alginat zesitovat. Cilem diplomové prace tedy bylo najit
vhodna sitovaci Cinidla pro sitovani alginatu sodného (v idealnim piipadé o takto nizkych
koncentracich) a nasledné optimalizovat pfipravu alginatovych gell, a to s ohledem na jejich
finalni aplikacni vlastnosti (transparentnost, synereze, viskoelastické vlastnosti, aj.).

5.1 Tontové sitovani alginatu metodou vnéjsi gelace

Jednim z nejb€znéjsich postupt sitovani alginatu sodného je iontové sitovani metodou vnéjsi
gelace, zaloZené na difuzi iontd (nejCastéji vapenatych) ze sitovaciho Cinidla do alginatového
solu. Tato kapitola se bude zabyvat vybérem vhodnych sitovacich ¢inidel vedoucich k vnéjsi
gelaci alginatu, optimalizaci pfipravy alginatovych gelt a charakterizaci jejich mechanickych
vlastnosti vybranymi reometrickymi testy.

5.1.1 Vybér vhodnych sit’ovacich ¢inidel

Z alginatu sodného (ROTH) o koncentraci 1 hm. % byla postupnym fedénim pfipravena
koncentracni fada tohoto biopolymeru, a to o koncentracich 0,50; 0,25; 0,15; 0,10 a 0,05 hm. %.
Nasledné bylo odpipetovano 5 ml alginatu o koncentraci 1,00 hm. % a k nému bylo za stalého
michani (150 RPM, laboratorni teplota) pfikapavano vybrané sitovaci cCinidlo. V pfipadé,
ze doslo ke vzniku gelu, byl experiment zopakovan i s algindtem o nizs§i koncentraci
(0,50 hm. %). Timto zptisobem byl experiment opakovan az do chvile, kdy k sitovani alginatu
nedoslo. V tu chvili byla zaznamenana nejnizsi koncentrace alginatu, pii které tento polymer
s danym sit'ovacim ¢inidlem jesté tvoril gel. Vysledky sitovani a seznam pouzitych sitovacich
¢inidel uvadi tabulka 5, pfi¢emz koncentrace sitovacich ¢inidel jsou piepocteny na bezvody

stav.
Tabulka 5: Sitovaci cinidla pouZita pvi vnéjsi gelaci algindtu.
sitovaci ¢inidlo C ¢inidia [mol/dm®] | W aiginam [hm. %]
chlorid vapenaty 0,1 >0,15
chlorid zineCnaty 0,1 >0,15
chlorid méd’'naty 0,1 >0,10
chlorid hoteCnaty 0,1 -
siran horeCnaty 0,1 -
siran zeleznaty 0,1 -
dusi¢nan vapenaty 0,1 >0,10
octan vapenaty 0,1 >0,10
laktat vapenaty 0,1 >0,15
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Vidime, ze alginat nejlépe tvoril gely s chloridem médnatym, dusiCnanem vapenatym
a octanem vapenatym, kterymi se podafilo zesitovat alginat o koncentraci 0,10 hm. % a vySsi.
Alginat o koncentraci 0,15 hm. % a vys§i se podafilo uspéSné zesitovat také chloridem
zineCnatym, chloridem vapenatym a laktatem vapenatym. Naopak siranem zeleznatym
se alginat nepodafilo zesitovat vubec, stejné jako hofeCnatymi solemi v podobé€ siranu
hotecnatého a chloridu hotecnatého. Jak jiz bylo fe¢eno v kapitole 3.1, Fuat Topuz a spol. [69]
prokazali, ze je sitovani alginatu mozné provést chloridem hofeCnatym o koncentraci
0,1 mol/dm?, pti¢emz gelace nastava pii priblizné 5-10 krat vy$§i koncentraci ionti nez u geldi
na bazi vapniku. To, zda k sitovani alginatu opravdu dojde ¢i nikoliv zavisi na poméru jednotek
kyseliny a-L-guluronové (G blok) a jednotek kyseliny B-D-mannuronové (M blok) v jeho
struktufe. Autofi cClanku zkouseli sitovat tfi rizné alginaty sodné s rliznymi pomery
G a M bloku, pricemz alginat s nejvys§im obsahem G blokd se autorim ¢lanku podafilo
zesitovat 1 pii koncentraci polymeru odpovidajici 2 hm. %, zatimco alginat s nejnizSim
obsahem G bloku tvofil gely pouze pii koncentraci 4 hm. % a vyssi.

Jelikoz se alginat od firmy ROTH (M =259 kDa) o koncentraci 1 hm. % nepodafilo
zesitovat, byl experiment zopakovan s alginatem o vyss§i molekulové hmotnosti (= 372 kDa),
jehoz dodavatelem je firma Thermo Fisher Scientific. Béhem provedené optimalizace piipravy
alginatovych gel, ktera bude diskutovana v nasledujici kapitole (5.1.2), bylo zjisténo,
ze na pfipravu homogenniho gelu pfipraveného z 4,5 ml alginatu o koncentraci 1 hm. %
je nutné pouzit minimaln& 1,25 ml chloridu vapenatého o koncentraci 0,1 mol/dm?>. Jelikoz
je na zesiténi alginatu zapotiebi 5-10 krat vice hofecnatych iontli nez ionti vapenatych,
na4,5ml alginatu o koncentraci 1 hm. % bylo pouzito 6,25-12,5 ml hofeCnaté soli
o koncentraci 0,1 mol/dm?. Typy sitovacich ¢inidel a jejich objemy ukazuje tabulka 6.

Tabulka 6: Objemy pouzitych hovecnatych soli na 1,8 ml algindtu.

siran hofecnaty (c = 0,1 mol/dm?®) | chlorid hofecnaty (c = 0,1 mol/dm?)
Cislo jamky V cinidla [m1] Cislo jamky V cinidla [ml]
1 2,5 7 2,5
2 3,0 8 3,0
3 3,5 9 3,5
4 4,0 10 4,0
5 4,5 11 4,5
6 5,0 12 5,0

Ani v jednom ptipadé vSak ke vzniku gelu nedoslo, a to ani po 24 hodinach. Jak jiz bylo
feCeno na uvodu kapitoly 5, bakterie produkuji alginat sodny o koncentraci mensi
nez 0,4 hm. %. Jelikoz se hofeCnatymi ionty nepodafilo zesitovat ani alginat o koncentraci
1 hm. %, bylo vzhledem k cilim predlozené diplomové prace zbytecné snazit se o stanoveni
minimalni koncentrace alginatu sodného, pii které bude tento polymer s hofeCnatymi ionty jeste
tvotit gel. Bylo tedy pouze ovéfeno, zda je opravdu mozné zesit ovat alginat hotfeCnatymi ionty
a zda bude mit na sitovani vliv typ pouzitého aniontu hofecnaté soli.
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Experiment byl tedy zopakovan s alginatem o koncentraci 5 hm. % (pii této koncentraci
se autorum ¢lanku podaftilo zesitovat vSechny zkoumané alginaty sodné), a to jak s alginatem
o molekulové hmotnosti 372 kDa (Thermo Fisher Scientific), tak s alginatem o molekulové
hmotnosti 259 kDa (ROTH). Jak miZeme vidét na obrazku 16, siranem hotfecnatym se alginat
od vyrobce ROTH zesit'ovat nepodaftilo, zatimco chlorid hotec¢naty piiblizn€ po 3—4 hodinach
vytvoril alginatové gely. Stejné vysledky byly pozorovany také u alginatu od spolecnosti
Thermo Fisher Scientific.

a chloridem horecnatym (jamky 7-12).

Horecnatymi ionty se tedy podatilo zesitovat oba typy alginatu sodného (ROTH; Thermo
Fisher Scientific), ov§em pouze o koncentraci 5 hm. % a pouze chloridem hotecnatym. Alginat
o koncentraci 1 hm. % se ani v jednom piipadé zesitovat nepodafilo, a to ani autorim vySe
zminéného ¢lanku [69].

Finalni vybér vhodnych sit’ovacich cinidel

Existuje tada studii, ktera potvrzuje, Ze na iontové sitovani alginatu sodného ma vliv typ
pouzitého kationtu [50], ovSem vysledky sitovani alginatu hotfecnatymi ionty ukazaly, ze ma
pravdépodobné na tvorbu geld vliv také typ aniontu. Zatimco chlorid hofe¢naty o koncentraci
0,1 mol/dm? s alginatem tvofil gely, u siranu hote¢natého o koncentraci 0,1 mol/dm® ke gelaci
nedoslo. Zaroven se alginat nepodafilo zesitovat ani siranem zeleznatym, pfestoze zeleznaté
soli tento polymer obvykle situji velmi dobte [50].

Pravé ztoho davodu, ze je vliv kationtd na iontové sifovani alginatu sodného dobie
prozkouman, zatimco vliv aniont nikoliv, byla pro dalsi experimenty pouzita sitovaci Cinidla
s rozdilnymi anionty a spole¢nym kationtem, a to konkrétné chlorid vapenaty, laktat vapenaty,
dusi¢nan vapenaty a octan vapenaty.
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5.1.2 Optimalizace pripravy alginatovych gelu

Veskeré experimenty uvedené v této kapitole byly provedeny na alginatu od dodavatele ROTH.
Ke 4,5 ml alginatu sodného o koncentraci 1 hm. % bylo za stalého michani (150 RPM,
laboratorni teplota) postupné piikapano pozadované mnozstvi sitovaciho Cinidla a poté byla
zaznamenana hmotnost vzniklého gelu a objem nezreagované smési. Obrazek 17 ukazuje
zavislost hmotnosti gelu na objemu pouzitého sitovaciho Cinidla (CaCl2). Muzeme videét,
ze nejprve dochazi s pridavkem chloridu vapenatého k nartistu hmotnosti gelt a od pridavku
odpovidajicimu 0,75 ml se hmotnost gela relativn€ ustali (drobna odchylka mezi hmotnostmi
gelll je zpusobena viskdzni povahou alginatu, ktera znemoznuje presné odpipetovani 4,5 ml
tohoto polymeru). Pravé pii pridavku 0,75 ml sitovaciho ¢inidla dojde k zesit'ovani veSkerého
alginatu sodného o Cemz vypovida nejen nasledné ustaleni hmotnosti gelt, ktera ptiblizné
odpovida i hmotnosti odpipetovanych 4,5 ml alginatu, ale zaroven bylo toto tvrzeni ovéfeno
ptidavkem dvojnasobného mnozstvi ethanolu k nezreagované smési. Pfidavek ethanolu by mél
v piipad¢ pfitomnosti nezesitovaného alginatu vést k jeho vysrazeni. K vysrazeni v§ak nedoslo,
takze pfi ptidavku 0,75 ml chloridu vapenatého opravdu doslo k zesitovani veskerého alginatu
sodného.
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45 + 075 ¢
4,0
35 +
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0,0 ' ' . L L L L
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Obrazek 17: Zavislost hmotnosti gelu na objemu pouZitého sitovaciho cinidla (CaCl).

Po pridavku 0,75 ml chloridu vapenatého ke 4,5 ml alginatu sodného sice doslo k zesitovani
veskerého polymeru, ale vznikl na omak velmi mekky, ne zcela homogenni gel. S dalSim
ptidavkem sitovaciho Cinidla rostla pevnost i homogenita vzniklych gelq, a to az do okamziku,
kdy objem pouzitého chloridu vapenatého odpovidal 1,25 ml. Od tohoto pfidavku se jiz vzhled
alginatovych gelti nijak neménil a jednalo se o homogenni gely (nejen po vizualni strance,
jak ukazuje obrazek 19, ale homogenita byla ovéfena i reometrickymi experimenty, které
budou diskutovany v nasledujici kapitole). Pii pohledu na obrazek 18, ktery znazorfiuje
zavislost objemu nezreagované smeési na objemu pouzitého sitovaciho ¢inidla, mizeme vidét,
ze od piidavku 1,25 ml chloridu vapenatého zaroven doslo k vét§imu nardstu objemu
nezreagované smesi nez v piipadé vSech ostatnich pfidavku sitovaciho Cinidla. Tento narast
by mohl byt zpasoben tim, Ze jiz doslo k Gplnému zesiténi alginatovych fetézci obsazenim
vSech mist schopnych véazat vapenaté ionty, ¢imz vznikla rigidni polymerni sit, ktera jiz nebyla
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schopna vice kapaliny pojmout a ¢ast kapaliny tedy byla vytlacena ven z polymerni sité.
Na druhou stranu pii menSich pifidavcich chloridu véapenatého byl nizsi stupeni zesiténi,
trojrozmeérna polymerni sit’ tedy byla vice flexibilni, mohla se 1épe roztahnout a tim padem také

pojmout vice kapaliny.

Vkapaliny [ml]
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Obrazek 18: Zavislost objemu nezreagované smési na objemu pouZzitého
sitovaciho cinidla (CaCls).

Obrazek 1\9: Alginat o koncentraci 1 hm. % s pridavkem 0,75 ml chloridu vapenatého
o koncentraci 0,1 mol/dm’ (vlevo) a algindt s pridavkem 1,25 ml chloridu vdpenatého

o koncentraci 0,1 mol/dm’ ( vpravo).

Stanoveni minimalniho mnozstvi sitovaciho ¢inidla potfebného pro zesitovani veSkerého
alginatu sodného obsazeného ve 4,5 ml 1% solu tohoto polymeru (V min) a mnozstvi sitovaciho
¢inidla potfebného pro zesit'ovani alginatu, od jehoz pridavku vznika homogenni gel (V n), bylo
stejnym zpusobem jako u chloridu vapenatého provedeno také u dusi¢nanu vapenatého, octanu
vapenatého a laktatu vapenatého. Vysledky experimentt jsou shrnuty v tabulce 7.
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Tabulka 7: Objemy sitovacich cinidel vhodné pro sitovani algindtu sodného o koncentraci 1 hm. %.

sitovaci &inidlo Vut pomer e pomer

[ml] | (V aiginatu: V ¢inidia) | [ml] | (V aiginatu : V cinidia)
chlorid vapenaty (0,1 mol/dm?®) | 0,75 6,0:1 1,25 36:1
dusi¢nan vapenaty (0,1 mol/dm?®) | 1,00 45:1 2,00 45:2
octan vapenaty (0,1 mol/dm?) 0,75 6,0:1 1,50 30:1
laktat vapenaty (0,1 mol/dm?) 0,75 6,0:1 1,25 3,6:1

Jak mizeme vidét, nejmensi mnozstvi sitovaciho Cinidla potfebného pro vznik homogennich
alginatovych gelt bylo pouzito u chloridu vapenatého a laktatu vapenatého, zatimco octanu
vapenatého bylo zapotfebi 1,2krat vice a dusi¢nanu vapenatého 1,6krat vice nez piedchozich
dvou vapenatych soli.

Béhem optimalizace piipravy alginatovych gela bylo také zjisténo, Ze kromé mnozstvi
pouzitého sitovaciho ¢inidla maji na homogenitu vysledného gelu vliv dalsi dva faktory.
Prvnim znich je rychlost otaCek nastavend na magnetické michacce béhem prikapavani
sitovaciho €inidla. Ta musi byt co nejnizsi (150 RPM), protoze v opacném piipadé se v kadince
s alginatem vytvoii vir, pfikapavané sitovaci Ccinidlo se zane hromadit ve stfedu
kadinky u magnetického michadélka a tim padem vznikne gel, ktery je uprostied velmi pevny
a na okrajich mazlavy. Zaroveni mize pfi vyssich rychlostech otacek michadélko rozbit okraje
gelu a ten se nasledné zacne trhat na mensi kousky. Druhym faktorem ovliviiujicim homogenitu
gelu je také zpusob prikapavani sitovaciho Cinidla. To nesmi byt prikapavano piilis rychle (opét
by vznikla mista s vétsi hustotou zesiténi a mista s mensi hustotou zesiténi) a musi byt
prikapavano na okraj kadinky. V opatném ptipadé by doslo ke stejnému problému jako
pii vy$si rychlosti otaek — veskeré sitovaci Cinidlo by se hromadilo ve stiedu kadinky a vznikl
by tak nehomogenni gel.

Jak jiz bylo feCeno vySe, problém byl také s pipetovanim alginatu. Kvuli jeho viskozni
povaze nebylo mozné presné odpipetovat jeho pozadované mnozstvi a mezi hmotnostmi
pfipravenych gelt byla jista odchylka (kolem 0,12 %). Z tohoto divodu byl zvolen novy zptsob
odméfovani pozadovaného mnozstvi alginatového solu potfebného k piiprave gelu,
a to za pomoci vazeni. Aby bylo mozné navazit 4,5 ml alginatu, bylo nejprve nutné zjistit,
jakou ma alginat hustotu. Jelikoz byl v ramci diplomové prace pouzivan alginat o riznych
koncentracich, byla sestavena kalibra¢ni kfivka udavajici zavislost hustoty alginatu na jeho
koncentraci. Pro tento ucel byla pfipravena koncentra¢ni fada alginatu (0,00; 0,10; 0,15; 0,25;
0,35; 0,505 0,65; 0,75; 0,85 a 1 hm. %) a poté byla pomoci hustoméru DMA 4500 (Anton Paar)
u kazdého pfipraveného solu zmeétfena jeho hustota. Méfeni bylo provedeno ve tiech
opakovanich, ze kterych byl vypocitan praimér. Nakonec byl sestaven graf zavislosti hustoty
alginatu na jeho koncentraci, jednotlivé body grafu byly prolozeny linearni regresi a z rovnice
kalibra¢ni pfimky mohla byt dopocitana hustota pro jakoukoliv koncentraci alginatového solu.
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Obrazek 20: Zavislost hustoty algindtu na jeho koncentraci ve vodném roztoku.

Hmotnost 4,5 ml alginatu se pohybovala od 4,49 do 4,51 g v zavislosti na koncentraci
polymeru. Jelikoz Slo alginatovy sol navazit s presnosti na 2 desetinna mista jen obtizné, bylo
vzdy navazovano 4,5 g alginatu bez ohledu na jeho koncentraci.

NiZ8i koncentrace algindtu

Jak uz bylo feCeno na uvodu kapitoly 5, bakterie podporujici rast rostlin (Azotobacter
vinelandii), se kterymi se pracuje na Fakulté chemické VUT, jsou schopny produkovat alginat
o maximalni koncentraci 0,4 hm. %. NejCastéji je vSak produkovan alginat o koncentraci
0,2 hm. %. Z tohoto divodu bylo provedeno také stanoveni minimalniho mnozstvi sitovaciho
¢inidla potfebného pro zesit'ovani veskerého alginatu sodného (ROTH) obsazeného ve 4,5 ml
0,4% a0,2% solu tohoto polymeru (V min) a mnozstvi sitovaciho c¢inidla potiebného
pro zesitovani alginatu, od jehoz pfidavku vznika homogenni gel (V u.). Toto stanoveni bylo
provedeno stejnym zpusobem, jako u alginatu o koncentraci 1 hm. % (viz zaatek kapitoly
5.1.2). Vysledky experimentti shrnuje tabulka 8.

Tabulka 8: Objemy sitovacich Cinidel vhodné pro sitovani alginatu o koncentraci 0,4 a 0,2 hm. %.

chlorid vapenaty (c = 0,1 mol/dm?)

W ale. [hm. %] V min, [ml] V g [ml]
1,00 0,75 1,25
0,40 0,75 1,25
0,20 0,75 1,50

dusi¢nan vapenaty (c = 0,1 mol/dm?)

W ale. [hm. %] V min, [ml] V u [ml]
1,00 1,00 2,00
0,40 1,00 2,00
0,20 1,00 2,00
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Experiment byl proveden se sitovacimi ¢inidly v podobé chloridu vapenatého o koncentraci
0,1 mol/dm? a dusiénanu vapenatého o koncentraci 0,1 mol/dm?. Vysledky sitovani alginatu
o koncentraci 0,4 hm. % a 0,2 hm. % se shodovaly s vysledky sitovani alginatu o koncentraci
1 hm. % (jediny rozdil byl v mechanické pevnosti vyslednych gelt, kdy bylo vizualné i na omak
patrné, ze sniz§i koncentraci alginatu pevnost geli klesala). Mechanické vlastnosti
alginatovych gelti pripravenych z alginatu sodného o koncentraci 1 hm. % budou
charakterizovany v kapitole 5.1.3.

Ackoliv je zajimavé, Ze je na zesitovani stejného mnozstvi alginatu o tfech ruznych
koncentracich zapotiebi stejné mnozstvi sitovaciho Cinidla, vzhledem k rozsahu této prace
nebylo dale zkouméano, pro¢ tomu tak je. Dana problematika by vSak mohla byt zajimavym
tématem pro ptipadné budouci zavérecné prace.

Zavéry z optimalizace

V této kapitole byla provedena optimalizace pfipravy alginatovych gelt, pfipravenych
iontovym sitovanim alginatu metodou vnéjsi gelace. Béhem optimalizace bylo zji§téno, ze ma
na vyslednou homogenitu gela vyrazny vliv to, do jakého mista pfikapavame sitovaci Cinidlo
a dalezitou roli hraje i rychlost michani smési a rychlost, jakou je Cinidlo pfikapavano.
Vysledné vlastnosti gelti 1ze ovlivnit také mnozstvim pouzitého sit ovaciho ¢inidla. Od urcitého
pridavku sitovaciho Cinidla (V pin) dochéazi k zesitovani veskerého alginatu pritomného
ve smési, ale vznikly gel neni homogenni. S dalsim ptidavkem cinidla homogenita gell roste,
a to az do pfidavku oznacovaného jako V g, od kterého jiz vznika homogenni gel. Objemy
jednotlivych sitovacich ¢inidel vhodné pro sitovani alginatu sodného uvadi tabulka 7, pficemz
bylo dokazano, ze tyto pridavky sitovacich Cinidel lze pouzit nejen pro sitovani alginatu
o koncentraci 1 hm. %, ale také pfi nizSich koncentracich tohoto polymeru.

Na zakladeé poznatkd z provedené optimalizace byl navrzen nasledujici postup pfiipravy
alginatovych geld. Do kadinky bylo navazeno 4,5 g alginatu, k tém bylo vlozeno magnetické
michadélko a kadinka byla umisténa na magnetickou michacku. Rychlost michani byla
nastavena na 150 RPM, pfi¢emz michani bylo provadéno za laboratorni teploty. Poté bylo
k alginatovému solu pomalu piikapavano sitovaci ¢inidlo (koncentrace 0,1 mol/dm?),
které bylo nutné prikapavat na okraj kadinky (aby se nehromadilo na stfedu a nevznikl
tak nehomogenni gel). Doporucené objemy sitovacich Cinidel potfebné pro zesit ovani alginatu
uvadi tabulka 7, pficemz pro vznik homogenniho gelu je nutné piidat minimalné takovy objem
sitovaciho Cinidla, ktery je v tabulce oznacovan jako V u. Poté byl gel vyjmut z kadinky
a 24 hodin ponechan v exsikatoru s vodou, aby bylo pied jeho dal§im vyuzitim dosazeno stavu
termodynamické rovnovahy. Gely pfipravovany vramci této diplomové prace byly
v exsikatoru uchovavany v jamkach kultivacni desky, protoze jich bylo pfipravovano velké
mnozstvi a kultivacni deska o 12 jamkach nezabira tolik mista, jako 12 kadinek.
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5.1.3 Viskoelastické vlastnosti alginatovych gelu

V ramci této kapitoly bude prokazano, ze od pridavku urcitého mnozstvi sitovaciho Cinidla
(viz tabulka 7, kde je objem sitovaciho cCinidla potfebny pro pfipravu homogennich
alginatovych gelt oznacen jako V ) dochazi ke vzniku homogennich gel, a to nejen
z vizualniho hlediska, ale také z hlediska mechanickych vlastnosti. Zaroven bude sledovan vliv
aniontll na mechanické vlastnosti alginatovych gelt pripravenych sitovanim alginatu sodného
o koncentraci 1 hm. %. Mechanické vlastnosti geli byly stanoveny amplitudovymi testy
s deformaci ve smyku a amplitudovymi testy s deformaci v tlaku.

Amplitudové testy s deformaci ve smyku

Nejprve byla studovana homogenita piipravenych alginatovych geld. Pro kazdy typ sitovaciho
¢inidla (octan, dusi¢nan, chlorid a laktat vapenaty) byly pfipraveny dva gely, dle postupu
na konci kapitoly 5.1.2 a po 24 hodinach od piipravy byl kazdy gel horizontalné roziiznut
na dvé poloviny. Pro jedno sitovaci ¢inidlo tedy vznikly 4 kousky gelu a ty byly oznaceny jako
horni ¢ast, dolni vnitiek, horni vnitfek a spodni Cast (viz obrazek 21). Poté byl kazdy kousek
gelu podroben amplitudovému testu o parametrech nastaveni uvedenych v experimentalni
Casti — konkrétné v tabulce 1. Dany kousek gelu byl davkovan mezi senzory reometru takovym
zpusobem, aby jeho Cervené oznacCena Cast na obrazku 21 sméfovala smérem k horni desce
reometru.

Gel 1
e e
P horni cast
. dolni vnitfek
Gel 2
— horni vnitrek
[ spodni &ast

Obrazek 21: Znaceni jednotlivych kouskil gelil.

Vysledky amplitudovych testi s deformaci ve smyku pro alginat sitovany chloridem
vapenatym ukazuje obrazek 22. Muzeme vidét, ze vSechny Ctyfi kousky gelu vykazovaly
shodné viskoelastické vlastnosti. Stejné vysledky méfeni byly pozorovany také u 1% alginatu
sitovaného dalSimi tfemi sitovacimi ¢inidly — octanem véapenatym, dusi¢nanem vapenatym
a laktatem vapenatym.

Z vysledka tedy jasné vyplyva, ze po piidavku sitovaciho Cinidla oznaCovaného jako V g
(chlorid vapenaty — 1,25 ml; laktat vapenaty — 1,25 ml; octan vapenaty — 1,50 ml a dusi¢nan
vapenaty — 2,00 ml) ke 4,5 g alginatu dochazi ke vzniku homogennich geld, a to nejen
z vizualniho hlediska, ale také z hlediska mechanickych vlastnosti.
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Obrazek 22: Vysledky amplitudovych testii s deformaci ve smyku pro alginat o koncentraci 1 hm. %
sitovany chloridem vdpenatym o koncentraci 0,1 mol/dnr’.

V dal$im kroku byl sledovan vliv aniontt na gelaci alginatu sodného a zaroven bylo cilem
oveéfit, zda po pridavku sitovaciho Cinidla odpovidajicimu V g (viz tabulka 7) dojde opravdu
v polymernich fetézcich k obsazeni vSech mist schopnych vazat vapenaté ionty
(coz by vysvétlovalo nahly narist objemu nezreagované smési na obrazku 18). V takovém
ptipadé by se s dalsim pfidavkem sitovaciho Cinidla nemély ménit mechanické vlastnosti
vzniklych gelt (byla by obsazena vSechna mista schopna vazat vapenaté ionty, tudiz dalsi
ptidavek sitovaciho cinidla by nemohl vést k dalSimu sitovani alginidtu a tim padem
by se nezménily ani mechanické vlastnosti).

Nejprve byly pro kazdy typ sitovaciho cCinidla pfipraveny dva gely, pfiCemz objem
sitovacich ¢inidel potfebny pro zesitovani 4,5 g alginatu o koncentraci 1 hm. %
odpovidal objemu oznacovanému jako V g (viz tabulka 7). Po 24 hodinach od pfipravy
byl kazdy gel podroben amplitudovému testu s deformaci ve smyku o parametrech nastaveni
uvedenych v experimentalni ¢asti — konkrétné v tabulce 1. U kazdého typu sit'ovaciho ¢inidla
tedy byla provedena 2 méfeni, ze kterych byl vypocitan pramér véetné smérodatné odchylky.
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Obrazek 23: Vysledky amplitudovych testil s deformaci ve smyku — optimalizovany objem
sitovacich cinidel (V u).

Jak muizeme vidét na obrazku 23, sitovanim alginatu sodného dusiCnanem vapenatym
vznikly gely s pevnéjsimi uzly, coz se projevilo naristem viskoelastickych moduli
(v porovnani s ostatnimi sitovacimi ¢inidly). Nejméné pevné byly gely pfipravené sitovanim
alginatu chloridem vépenatym a laktatem véapenatym, jejichz viskoelastické moduly byly
nejnizsi.

Viskoelastické moduly alginatu zesit ovaného octanem vapenatym byly pfiblizn€ 1,5% vyssi
nez u alginatu sitovaného laktatem a chloridem vapenatym, ale asi 1,5 nizsi nez viskoelastické
moduly alginatu sitovaného dusi¢nanem vapenatym. Na mechanické vlastnosti jednotlivych
gelti v§ak nemusel mit vliv typ aniontu. Mlzeme si v§imnout, ze nejvyssi viskoelastické
moduly mél sice alginat sitovany dusiCnanem vapenatym, ale na jeho pfipravu také bylo
pouzito nejvetsi mnozstvi sitovaciho €inidla (2,00 ml). Druhy nejpevnéjsi gel byl z alginatu
sitovaného octanem vapenatym, na jehoz pfipravu bylo zapotiebi 1,50 ml této soli. Nejméné
pevné gely byly pfipraveny sitovanim alginatu chloridem vapenatym a laktatem vapenatym,
na jejichz pfipravu bylo pouzito 1,25 ml sitovaciho cinidla. Rozdil mezi mechanickymi
vlastnostmi jednotlivych gelti tedy mohl byt zptisoben tim, Ze byl na zesitovani alginatu pouzit
u kazdého sitovaciho ¢inidla odlisny objem.

Soucasné s gely na jejichz pfipravu bylo pouzito optimalizované mnozstvi sitovaciho
¢inidla, potiebné pro vznik homogennich gelt (V n), byla pripravena také varka geli, na jejichz
ptipravu bylo pouzito stejné mnozstvi sitovaciho ¢inidla bez ohledu na typ pouzité vapenaté
soli. Ke 4,5 g alginatu o koncentraci 1 hm. % tedy byly vzdy pfikapany 2 ml sitovaciho €inidla
(jelikoz maji vSechna pouzita sitovaci ¢inidla koncentraci 0,1 mol/dm?, koncentrace vapniku
by méla byt ve vSech gelech stejna). Kazdy typ gelu byl opét pfipraven dvakrat a z vysledku
meéfeni byl vypocitan prumér v¢etné smérodatné odchylky. Po 24 hodinach od pfipravy byly
gely podrobeny amplitudovym testim s deformaci ve smyku o parametrech nastaveni
uvedenych v experimentalni casti — konkrétné v tabulce 1.
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Obrazek 24: Vysledky amplitudovych testii s deformaci ve smyku — 2 ml sitovacich cinidel.

Pti pohledu na obrazek 24 si mizeme v§imnout, ze v tomto pripadé mély gely pfipravené
zesitovanim alginatu sodného chloridem vapenatym, octanem vapenatym a laktatem
vapenatym srovnatelné viskoelastické vlastnosti, zatimco alginat zesitovany dusi¢nanem
vapenatym byl méné pevny, coz se projevilo niz§imi hodnotami viskoelastickych modult.
Tabulka 9 udava praimérné hodnoty pamétovych modult lezicich v LVO pro jednotlivé typy
gelt (jelikoz byl u ztratovych modulti pozorovan stejny trend jako u modulti pamétovych,
nebyly dale diskutovany).

Tabulka 9: Primérné hodnoty pamétovych modulii lezicich v LVO pro jednotlivé typy geli.

sitovaci ¢inidlo pH [-] | V ctinidla [ml] G' [Pa] V ¢inidla [ml] G' [Pa]
chlorid vapenaty 7,2 1,25 861+71 2,00 2 313+123
laktat vapenaty 7,2 1,25 873+190 2,00 2 550£76
octan vapenaty 7,2 1,50 1251+106 2,00 2 423+42
dusi¢nan vapenaty 6,2 2,00 1 717+£36 2,00 1 626175

Z provedenych amplitudovych testi s deformaci ve smyku jasné vyplyva, ze od piidavku
sifovaciho Cinidla potifebného pro pfipravu homogennich gelti (V u) sice vznika homogenni
gel, ale s dal§im pfidavkem sitovaciho Cinidla se nadale méni jeho mechanické vlastnosti.
To by znamenalo, ze objem sitovaciho ¢inidla potfebny pro pfipravu homogennich gelt (V n)
neni roven objemu sitovaciho cinidla, od jehoz pfidavku jsou obsazena vSechna mista
v polymernim fetézci, ktera jsou schopnd vazat vapenaté ionty. Je tedy otazkou,
¢im je zpusobeny nahly nartst objemu nezreagované smeési na obrazku 18, ale pfi piidavku
sitovaciho Cinidla, pfi kterém k tomuto nartstu dojde, vznika homogenni gel.

Dal§im zajimavym zjisténim je, ze pii pfidavku stejného mnozstvi sitovaciho ¢inidla (2 ml)
o stejné molarni koncentraci (0,1 mol/dm?) maji alginatové gely na bazi dusiénanu vapenatého
niz8i viskoelastické moduly nez gely pfipravené pomoci zbylych tfech sitovacich cinidel.
Kdyz se podivame na tabulku 9, vidime, ze zatimco pH chloridu vapenatého, laktatu
vapenatého a octanu vapenatého odpovidalo 7,2, pH dusi¢nanu vapenatého bylo 6,2. Jak jiz
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bylo feCeno v kapitole 3.2, Tezar Ramdham a kol. [9] prokazali, ze na vysledné vlastnosti
alginatovych gelG ma vyrazny vliv pravé pH, kdy kyselejsi pH vede k protonizaci
karboxylovych skupin v algindtovém fetézci, ¢imz se snizi odpudivé sily mezi témito
skupinami, dochézi ke smrsténi struktury gelu a tim padem jsou gely mechanicky pevnéjsi.
Naopak pii zasadit€jsim pH karboxylové skupiny disociuji, ziskavaji zaporny naboj, pasobi
mezi nimi odpudivé sily a ty vedou k tvorbé dutin, takze gely maji tendenci absorbovat vice
vody, ¢imz se stavaji elasti¢téj§i a méné mechanicky pevné. Jelikoz ma dusi¢nan vapenaty nizsi
pH nez zbylé tii vapenaté soli, mél by vést ke vzniku gelt s vy$$imi mechanickymi vlastnostmi.
Vysledky méfeni vSak ukazaly pravy opak. Muzeme tedy predpokladat, ze za rozdil mezi
mechanickymi vlastnostmi alginatovych gelti na bazi dusi¢nanu vapenatého a alginatovych
gelli na bazi zbylych vapenatych soli nemlze rozdilné pH, ale pravdépodobné ma v nékterych
ptipadech na sitovani alginatu vliv typ pouzitého aniontu.

Toto tvrzeni potvrzuji také vysledky sitovani alginatu chloridem hofeCnatym a siranem
hofe¢natym, mezi kterymi zadny vyrazny rozdil v pH nebyl. Zatimco pH chloridu hofe¢natého
odpovidalo 6,0 a touto soli se alginat zesitovat podafilo, siranem hofe¢natym se alginat
zesitovat nepodafilo a jeho pH bylo 6,3. Stejné jako siranem hofecnatym se nepodafilo alginat
zesitovat ani siranem zeleznatym, jehoz pH se pohybuje kolem 2,0.

Amplitudové testy s deformaci v tlaku

To, zda ma na sitovani alginatu sodného vliv typ pouzitého aniontu vapenaté soli, bylo ovéreno
také pomoci amplitudovych testi s deformaci v tlaku. Opét byl kazdy typ alginatového gelu
pfipraven ve dvojim provedeni (jak s optimalizovanym mnozstvim sitovaciho cinidla
vedoucim ke vzniku homogennich gelt — V u, tak objemem sit'ovaciho ¢inidla odpovidajicim
2 ml bez ohledu na typu pouzité¢ vapenaté soli). Po 24 hodinach od pfipravy byl kazdy gel
podroben amplitudovému testu s deformaci v tlaku o parametrech nastaveni uvedenych
v experimentalni ¢asti — konkrétné v tabulce 3. Nasledné byl pro kazdy typ gelu vypocitan
pramér ze dvou provedenych méteni véetné smerodatné odchylky a byl vynesen graf zavislosti
viskoelastickych modulti na amplitudé deformace.

Jak vidime na obrazku 25 a na obrazku 26, u amplitudovych testd s deformaci v tlaku byl
pozorovan stejny trend jako u vysledk amplitudovych testd s deformaci ve smyku. V piipadé
pouziti optimalizovaného mnozstvi sitovaciho ¢inidla potfebného pro vznik homogennich geld,
si opé€t mizeme v§imnout toho, ze nejvyssi hodnoty viskoelastickych modult byly naméteny
u alginatu pfipraveného sitovanim dusicnanem vapenatym. Naopak nejnizS§i hodnoty
viskoelastickych moduld byly naméfeny u alginatu zesitovaného chloridem vapenatym
a laktatem vapenatym. Viskoelastické moduly alginatu zesitovaného octanem vapenatym byly
vyS$si nez u alginatu sitovaného laktatem a chloridem vapenatym, ale nizsi nez viskoelastické
moduly alginatu sitovaného dusiCnanem véapenatym. Pfi zvySeni mnozstvi pouzitého
sitovaciho Cinidla na 2 ml doslo stejné jako u amplitudovych testi s deformaci ve smyku
i u amplitudovych testi s deformaci v tlaku k narastu viskoelastickych modulti u alginatu
sitovaného chloridem, laktitem a octanem vapenatym. Po pfidavku 2 ml sitovacich ¢inidel
byly tedy viskoelastické moduly alginatu sitovaného dusiCnanem vapenatym mensi
nez viskoelastické moduly alginatu sitovaného zbylymi tfemi vapenatymi solemi.
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Obrazek 25: Vysledky amplitudovych testii s deformaci v tlaku — optimalizovany objem
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5.1.4 Shrnuti poznatki z iontového sitovani alginatu metodou vnéjsi gelace

V ramci této kapitoly se podafilo zesitovat alginat sodny o koncentraci 0,10 hm. % a vic,
a to chloridem médnatym, dusiCnanem vapenatym a octanem vapenatym. Chloridem
vapenatym, chloridem zineCnatym a laktatem vapenatym se pak podafilo zesit'ovat také alginat
o koncentraci 0,15 hm. % a vic. Jelikoz se koncentrace bakterialniho alginatu pohybuje kolem
0,40 hm. % a min, pfiCemz nejCastéji vznika alginat o koncentraci 0,20 hm. %, vSechna
zminéna sitovaci Cinidla by méla byt schopna bakterialni alginat zesitovat. Ke vzniku gelu
doslo také sitovanim alginatu chloridem hofecnatym, ovSem v tomto pifipadé se podafilo
zesitovat alginat o koncentraci 5 hm. % a pfi koncentraci alginatu odpovidajici 1 hm. %
ke vzniku gelu nedoslo. Pro sitovani bakterialniho alginatu tedy neni chlorid hotec¢naty piilis
vhodnym sitovacim c¢inidlem. Jelikoz bylo dal§im cilem této kapitoly sledovat vliv aniontu
na mechanické vlastnosti piipravenych gelt, v dalSich experimentech byl alginat sitovan pouze
sitovacimi ¢inidly se stejnym kationtem (Ca®*) a lisicim se aniontem. Konkrétné se jednalo
o chlorid vapenaty, laktat vapenaty, octan vapenaty a dusi¢nan vapenaty.

Dale byla provedena optimalizace piipravy alginatovych gelt iontovym sitovanim metodou
vnéjsi gelace. Ze zavislosti hmotnosti vzniklého gelu na mnozstvi pouzitého sitovaciho Cinidla
bylo stanoveno minimalni mnozstvi sitovaciho ¢inidla, potfebné pro zesitovani veskerého
alginatu pritomného v daném odpipetovaném objemu alginatového solu (V pin). Poté byl
ze zavislosti objemu nezreagované smeési (alginatu a sitovaciho ¢inidla) na objemu pouzité
vapenaté soli stanoven objem sitovaciho ¢inidla potfebny pro pfipravu homogennich
alginatovych gelt (V u). Vysledky téchto experimenti ukazuje tabulka 7. Bylo zjisténo,
Ze stanovené objemy oznacené jako V min. a V H jsou stejné pro alginat o koncentraci 1 hm. %
a zaroven 1 pro alginat o nizsich koncentracich, coz je pomérn¢ zajimavé zjisténi. Nasledné byl
na zakladé provedené optimalizace piipravy alginatovych gel navrzen vhodny postup sitovani
studovaného polymeru. Do kadinky bylo navazeno 4,5 g alginatu, ktém bylo vlozeno
magnetické michadélko a kadinka byla umisténa na magnetickou michacku. Michani bylo
provadéno pii laboratorni teploté s rychlosti otacek odpovidajici 150 RPM. Poté bylo
k alginatovému solu pomalu pfikapavano sitovaci ¢inidlo (na pfipravu homogenniho gelu
musel objem pouzitého sitovaciho ¢inidla presahnout stanovenou hodnotu V g a s dalSim
pridavkem byla zvySovana mechanicka pevnost alginatového gelu). Aby bylo zabranéno vzniku
nehomogenniho gelu, bylo nutné pfikapavat sitovaci ¢inidlo na okraj kadinky. Nakonec byl gel
z kadinky vyjmut a 24 hodin ponechan v exsikatoru s vodou, aby pred jeho dal§im vyuzitim
bylo dosazeno stavu termodynamické rovnovahy.

Na zavér byla provedena charakterizace mechanickych vlastnosti pfipravenych alginatovych
gelt. Béhem té bylo zjisténo, Ze od piidavku sitovaciho ¢inidla oznacovaného jako V y vznikaji
homogenni gely, a to nejen z vizualniho hlediska, ale také z hlediska mechanickych vlastnosti.
Zaroven bylo zjisténo, ze objem sitovaciho Cinidla potiebny pro pfipravu homogennich gelt
(V H) neni roven objemu sitovaciho ¢inidla, od jehoz pfidavku jsou obsazena vSechna mista
v polymernim fetézci, ktera jsou schopna vazat vapenaté ionty. S dal§im pfidavkem tedy rostla
mechanicka pevnost alginatovych gelt. V pfipad€, ze byl u vSech typu sitovacich Cinidel
(o shodné molarni koncentraci) pouzit stejny objem dané vapenaté soli, mél alginat zesitovany
chloridem vapenatym, laktatem vapenatym a octanem vapenatym stejné mechanické vlastnosti.
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Na druhou stranu alginat zesitovany dusicnanem vapenatym meél o néco niz§i mechanickou
pevnost. Rozdil v mechanickych vlastnostech jednotlivych gelt byl pravdépodobné zptsoben
rozdilnymi typy aniontl pouzitych vapenatych soli, o cemz sv€d¢i nejen rozdil v mechanickych
vlastnostech, ale také skutecnost, ze se alginat nepodarilo zesit'ovat ani jednou soli ze skupiny
sirantl.

5.2 Tontové sitovani alginatu metodou vnitini gelace

Dal§$im bézné vyuzivanym zpusobem sifovani alginatu sodného je iontové sitovani
metodou vnitini gelace. V tomto pfipadé dochazi ke smichani omezené rozpustné vapenaté
soli (napt. CaCOs, CaSOs) s organickou kyselinou (napt. CH3COOH) nebo s laktonem
(nepouzivangjsi z nich je D-glukono-8-lakton). Timto zptsobem dochazi k oddalené gelaci,
kterd zacina pomalou hydrolyzou D-glukono-6-laktonu (GDL), béhem které vznika kyselina
glukonova a ta postupné okyseluje alginat, ve kterém jsou rozptyleny ¢astice vapenaté soli.
Postupnym snizovanim pH se zacne pfislusna omezené rozpustna sul rozpoustét a tim padem
disociovat, coz vede kuvolfiovani vapenatych iontl schopnych tvofit s alginatem
trojrozmeérnou polymerni sit. Dochazi tak k rovhomérmému sitovani alginatu v celém objemu,
diky ¢emuz vznikd homogenni gel.

V ramci diplomové prace Jany Kryslové [77], provadéné na Fakulté chemické VUT, byla
uskutecnéna optimalizace vhodného poméru GDL a uhli¢itanu vapenatého pro sitovani
alginatu sodného. Jelikoz bakterie produkuji alginat s obsahem uhli¢itanu vapenatého
odpovidajicim koncentraci 1 g/l, byla v praci pouzivana pravé tato koncentrace zminéné
vapenaté soli. Jako idealni pomér GDL a uhlicitanu vapenatého se ukazal pomér 8 ml alginatu
s obsahem uhlicitanu vapenatého odpovidajicim koncentraci 1 g/l (tedy 0,008 g uhlicitanu)
ku 2 ml GDL o koncentraci 1 mol/dm? (0,35628 ¢ GDL). Hmotnostni pomér CaCOs: GDL
tedy odpovidal 1:45.

Na zakladé téchto informaci byl nejprve pfipraven alginatovy gel s vySe uvedenym pomérem
pouzitych latek a ten byl podroben ¢asovému testu, aby bylo ovéfeno, zda opravdu dochazi
pii vySe zminéném pomeéru CaCOs3; a GDL k oddalené gelaci alginatu. Do 12,5 g alginatu
o koncentraci 1 hm. % bylo pfimichano 0,0125 g uhli¢itanu vapenatého a smeés byla
nadavkovana do spodniho valce reometru. Poté bylo ke smeési pfidano 3,125 ml GDL
o koncentraci 1 mol/dm?®, smés byla lehce promichana (v ramci 3 sekund) a ihned poté byl
spustén Casovy test o parametrech nastaveni uvedenych v experimentalni ¢asti — konkrétné
v tabulce 2.

Jak muzeme vidét na obrazku 27, po piiblizné 25 sekundach doslo u viskoelastickych
modultl k bodu kfizeni, coz znamena, ze pravé v tomto okamziku zacala probihat gelace.
Nasledné zacaly viskoelastické moduly postupné rust a po priblizné€ 30 minutach doslo k jejich
postupnému ustalovani. To vypovida o tom, ze gelace probihala pfiblizné prvnich 30 minut
a poté uz dochazelo jen k mensimu dotvareni polymerni sit¢ a preskupovani polymernich
fetézcu. Cely prubéh Casového testu je uveden v priloze 5.
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Obrdzek 27: Casovy test 1% algindtu sitovaného uhlicitanem vdpenatym v kombinaci s GDL.

Gely pfipravené vySe zminénym postupem vSak nebyly pfili§ pevné, a proto byl dale
sledovan vliv ptidavku uhliCitanu vapenatého, ktery by mél vést ke vzniku pevnéjsich gelt.
Do kazdé jamky kultivacni desky byly navazeny 4 g alginatu o koncentraci 1,25 hm. % a k t€ém
byl pfimichan 1 ml smési uhli¢itanu vapenatého a ultracisté vody (smichanim pozadovaného
objemu suspenze uhli¢itanu vapenatého o koncentraci 5 hm. % a doplnénim ultracistou vodou
na pozadovany objem 1 ml — viz tabulka 10). Timto zptisobem vznikl alginat o koncentraci
1 hm. % s pozadovanym obsahem uhli¢itanu vapenatého. Nakonec bylo k alginatu
v jednotlivych jamkach kultivaéni desky vzdy pfimichano 1,25 ml GDL o koncentraci
1 mol/dm’.

Tabulka 10: Priprava gelii — sitovani 1% algindtu uhlicitanem vapenatym v kombinaci s GDL.

obsah uhliCitanu koncentrace a objemy pouzitych latek

¢islo | m cacos W alg, V aig. W cacos | V cacos | V vody C GDL V 6oL

gelu [g] [hm. %] [ml] [¢/100ml] [ml] [ml] | [mol/dm?] | [ml]
1 0,005 1,25 4 5 0,1 0,9 1 1,25
2 0,010 1,25 4 5 0,2 0,8 1 1,25
3 0,015 1,25 4 5 0,3 0,7 1 1,25
4 0,020 1,25 4 5 0,4 0,6 1 1,25
5 0,025 1,25 4 5 0,5 0,5 1 1,25
6 0,030 1,25 4 5 0,6 0,4 1 1,25
7 0,035 1,25 4 5 0,7 0,3 1 1,25
8 0,040 1,25 4 5 0,8 0,2 1 1,25
9 0,045 1,25 4 5 0,9 0,1 1 1,25
10 0,050 1,25 4 5 1,0 0,0 1 1,25
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Obrazek 28: Viiv pridavku uhlicitanu vdpenatého na vysledné viastnosti gelil, pripravenych
sitovanim algindtu o koncentraci 1 hm. % uhlicitanem vdapenatym v kombinaci s GDL.

Na obrazku 28 muzeme vidét, jak gely vypadaly po 24 hodinach od pfipravy. Prvnim
rozdilem mezi pfipravenymi gely, kterého si mizeme vSimnout, je jejich rozdilna velikost,
atoipres to, ze byl pouzit stejny objem findlni smési. S pridavkem uhli¢itanu vapenatého
dochazelo ke vzniku ¢im dal mensich geld. To lze vysvétlit tim, ze ¢im vice uhli¢itanu bylo
k alginatu pfidano, tim vice se ve smési nachazelo vapenatych ionti schopnych tvorit
s alginatovymi fetézci trojrozmérnou polymerni sit’ a tim vyssi také byla hustota sitovani. Husta
polymerni sit' zpusobila vytlatovani disperzniho prostiedi, které se jiz do polymerni sité
neveslo, a to vedlo nejen ke vzniku mensich geld, ale také pevnéjSich a méne elastickych gelt.
U poslednich gell si také mizeme v§imnout mirného zakalu. Ten byl zpliisobeno tim, Ze se jiz
ve smesi vyskytovalo pfili§ mnoho uhli¢itanu a nedoslo tedy k jeho uplnému rozpusténi.

Experiment byl zopakovan také s algindtem o koncentraci 0,4 hm. %, pti¢emz postup
pripravy gelt, véetné objemu a koncentraci pouzitych latek, byl stejny jako u 1% alginatu.
Rozdil byl pouze v koncentraci tohoto polymeru, kdy na pfipravu 5 ml alginatu o koncentraci
0,4 hm. % s pozadovanym obsahem uhli¢itanu véapenatého byly pouzity 4 ml alginatu
o koncentraci 0,5 hm. % a k t€ém byl pfidan 1 ml suspenze uhliitanu ve vod¢ (viz tabulka 10).
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Obrazek 29: Viiv pridavku uhlicitanu vapenatého na vysledné viastnosti gelil, pripravenych
sitovanim algindtu o koncentraci 0,4 hm. % uhlicitanem vdpenatym v kombinaci s GDL.

Jak miZeme vidét na obrazku 29, stejné jako u alginatu o koncentraci 1 hm. % dochazelo
i vtomto piipadé€ s pfidavkem uhli¢itanu vapenatého ke vzniku pevnéjSich geld o mensim
objemu a ¢im dal vice se projevovala synereze alginatovych gelt.

5.2.1 Shrnuti poznatku z iontového sit'ovani alginatu metodou vnitfni gelace

V této kapitole bylo provadéno iontové sitovani alginatu sodného metodou vnitini gelace.
Jelikoz koncentrace uhli¢itanu vapenatého obsazeného v bakterialnim alginatu odpovida 1 g/l,
byly pfipravovany gely pravé o této koncentraci zminéné vapenaté soli. Na zakladé
optimalizace vhodného poméru uhlicitanu vapenatého a GDL, provedeného v ramci diplomové
prace Jany Kryslové [77], byl na pfipravu alginatovych gel pouzivan uhli¢itan vapenaty a GDL
v hmotnostnim poméru 1:45. Pfiblizné po 25 sekundach od smichéani vSech slozek potifebnych
pro pfipravu alginatového gelu doslo ke gelaci alginatu, ktera trvala pfiblizné 30 minut. Systém
se vSak nenachazel v termodynamické rovnovaze (nadale dochazelo k preskupovani fetézct
v polymerni siti) a proto byly gely pred dalSim vyuzitim ponechany 24 hodin v exsikatoru
s vodou. Timto zpuisobem vznikaly elastické gely s pomérné nizkou mechanickou pevnosti.
Bylo vsak prokazano, ze pravé mechanickou pevnost alginatovych gelt 1ze zvysit pridavkem
uhli¢itanu vapenatého. V ramci kapitoly 5.4 budou zkoumény dal§i moznosti ovlivnéni
finalnich aplikacnich vlastnosti alginatovych gelti pfipravenych iontovym sitovanim alginatu
metodou vnitini gelace.
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5.3  Sitovani alginatu kyselinou fytovou

Mezi sitovaci ¢inidla vedouci ke vzniku alginatovych gelti fadime nejen soli, ale také fadu
kyselin. Prikladem muaze byt kyselina fytova (KF). Jedna se o pfirodni antioxidant,
ktery je hlavni slozkou rostlinnych semen, ale nachazi se také napiiklad v obilovinach
¢i lusténinach.

O sitovani alginatu kyselinou fytovou se pokusili Loredana Elena Nita a kol. [72].
V této studii bylo na pfipravu alginatovych gelG pouzito 5 ml alginatu o koncentraci
odpovidajici 1 hm. % (0,05 g alginatu bylo rozpusténo v 5 g vody) a k tém bylo za stalého
michani postupné piikapavano pozadované mnozstvi (15-150 ul) kyseliny fytové o koncentraci
50 hm. % ve vodé¢. Jak ukazuje obrazek 8 (viz kapitola 3.1), ke vzniku gelu doslo pfi piidavku
kyseliny fytové odpovidajicim 40-70 pl.

Nejprve tedy bylo vyzkouseno sit'ovani alginatu kyselinou fytovou dle autort ¢lanku. K 5 ml
alginatu o koncentraci 1 hm. % byla postupné prikapavana kyselina fytova o koncentraci
50 hm. %. Timto zpuisobem vsSak vznikaly spiS nehomogenni gelové agregaty nez gely
a z tohoto divodu byl postup pfipravy alginatovych gelti na bazi kyseliny fytové upraven,
a to nasledujicim zptisobem. Do kazdé ze 14 jamek kultivacni desky byly navazeny 4 g alginatu
o koncentraci 1,25 hm. % a k tém byl pfimichan 1 ml ultraisté vody smichané s urcitym
objemem 50% kyseliny fytové (viz tabulka 11). Timto zptisobem vznikl alginat o koncentraci
1 hm. % s pozadovanym obsahem kyseliny fytové.

Tabulka 11: Pridavky KF vcetné hmotnostniho obsahu kyseliny a algindtu ve smési (nikoliv v gelu).

Hiallo gelu PH genn Vkr m Kr W KF W alg. W alg/W KF
-] [ul] mg] | [hm. %] | [hm. %] 1]
1 4,04 5 2,5 0,05 1,00 20,00
2 3,78 10 5 0,10 1,00 10,00
3 3,55 15 7,5 0,15 1,00 6,67
4 3,27 20 10 0,20 0,99 5,00
5 3,17 25 12,5 0,25 0,99 4,00
6 2,98 30 15 0,30 0,99 3,33
7 2,59 40 20 0,40 0,99 2,50
8 2,37 50 25 0,49 0,99 2,00
9 2,20 60 30 0,59 0,98 1,67
10 2,12 70 35 0,69 0,98 1,43
11 2,05 80 40 0,78 0,98 1,25
12 1,90 90 45 0,88 0,97 1,11
13 1,87 100 50 0,97 0,97 1,00
14 1,70 150 75 1,44 0,96 0,67

Jak mizeme vidét na obrazku 30, pii pfidavku kyseliny fytové odpovidajicim 5-15 pl
ke vzniku gelu nedoslo. Malé mnozstvi gelu vzniklo pii pridavku 20 a 25 ul kyseliny fytové
a pti pfidavku 30 pl doslo k zesitovani alginatu v celém objemu za vzniku homogenniho gelu.
S dalsimi ptfidavky sitovaciho Cinidla nadale vznikaly alginatové gely, ovSem ty nebyly tak
homogenni jako alginat s ptidavkem 30 pl kyseliny fytové. Experiment byl proveden ve dvou
duplikatech, pticemz vysledky sitovani byly v obou piipadech totozné.
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Obrazek 30: Vysledky sitovani algindtu kyselinou ﬁ/tovou.

Tyto vysledky sitovani neodpovidaji vysledkiim uvedenym ve vyse zminéném clanku [72].
Zatimco autoti clanku uvadi, ze ke gelaci alginatu doslo pouze pii pridavku kyseliny fytové
odpovidajicim 40-70 ul, vramci této diplomové prace se podafilo alginat zesitovat
pfi ptidavku 20-150 pl kyseliny fytové. Moznym vysvétlenim této odchylky ve vysledcich
by mohla byt rozdilna molekulova hmotnost pouzitych alginati. Zatimco v ramci této praci byl
pouzit alginat o molekulové hmotnosti 259 kDa, autofi ¢lanku pouzili alginat o vyrazné nizsi
molekulové hmotnosti (uvedena molekulova hmotnost alginatu odpovidala 90 Da, ovSem
zaroven autofi prace odkazuji na ¢lanek, v némz se molekulova hmotnost alginatu pohybovala
kolem 90 kDa —> pravdépodobné se tedy jedna o pieklep a molekulova hmotnost alginatu
pouzivaného v ramci ¢lanku zabyvajiciho se sitovanim alginatu kyselinou fytovou odpovidala
90 kDa). Sitovani alginatu s vys$si molekulovou hmotnosti by mélo byt snadnéjsi, a proto
se v této praci podarilo vytvorit alginatové gely na bazi kyseliny fytové pii vétSim rozpéti
ptidavka sitovaciho Cinidla.

Pfi pohledu na tabulku 11 si mizeme v§imnout, Ze sitovanim alginatu kyselinou fytovou
vznikaji gely s pomérné nizkym pH (1,70-3,27 v zavislosti na objemu pouzitého sitovaciho
¢inidla). To by u bakterialniho alginatu mohlo predstavovat pomémé velky problém, protoze
by pfi tak kyselém pH bakterie enkapsulované v alginatovém gelu dlouho nepftezily. Z tohoto
divodu bylo nutné pH alginatovych gela zneutralizovat.

Prvni pokus o zvySeni pH alginatu sitovaného kyselinou fytovou spocival v promyvani gelu
ultracistou vodou. Ke 4 ml alginatu o koncentraci 1,25 hm. % byl pfidan 1 ml ultracisté vody
smichané se 150 pl kyseliny fytové. Smé&s byla promichana a vznikly gel byl vlozen do litrové
lahve s ultracistou vodou. Dvakrat denné byla voda v 1ahvi vyménéna a bylo zméfeno pH
alginatu. Zatimco pocatecni pH gelu odpovidalo 1,70, po tfech dnech promyvani se pH gelu
zvysilo na 5,30 a dale se nijak neménilo. Gel vSak béhem promyvani vyrazn€ nabobtnal

58



a jakakoliv dal§i manipulace s nim byla témé&f nemozna (pii dotyku se gel zacal rozpadat
na mensi kousky). Promyvanim gelu ultracistou vodou tedy sice doslo ke zvySeni jeho pH,
a to bez toho, aniz by se sit’ rozpadla a gel se rozpustil, ale nabobtnani gelu znemoznilo jeho
jakékoliv dalsi vyuziti.

Bylo tedy vyzkouseno, zda by bylo mozné pfipravit gely s vyssim pH pufrovanim alginatu.
Pro tento ucel byl pfipraven amoniakalni, uhli¢itanovy a fosfatovy pufr a v téch byl alginat
rozpustén. Pouzité chemikalie vCetné jejich mnozstvi uvadi tabulka 12.

Tabulka 12: Chemikdlie potiebné na prFipravu pufri a jejich vysledné pH.

11,468 g 1,431 g 9,05

Navazka 1,25 g alginatu vzdy byla rozpusténa v takovém mnozstvi pufru, aby vysledny
objem smési odpovidal 100 ml. Alginat byl 24 hodin michan na magnetické michacce
(150 RPM, laboratorni teplota) a poté bylo provedeno sitovani kyselinou fytovou, a to stejnym
zpusobem, jako u alginatu rozpusténého ve vodé (ke 4 ml alginatu o koncentraci 1,25 hm. %
byl pfidan 1 ml pufru s pozadovanym piidavkem kyseliny fytové a smés byla dikladné
promichana). Objemy piidavka kyseliny fytové uvadi tabulka 11. V pfipadé amoniakalniho
a fosfatového pufru vsak ani v jednom piipadé€ ke vzniku gelu nedoslo. Po ptridavku kyseliny
fytové k alginatu v uhli¢itanovém pufru zacalo dochéazet ke vniku bublin (rozklad uhli¢itanu
na H O a CO»2) avzniklo malé mnozstvi gelu, ovSem jak mizeme vidét na obrazku 31,
do druhého dne doslo k jeho Gplnému rozpusténi. Ani u jednoho pufrovaného alginatu tedy
nedoslo ke vzniku gelt.

80; 90; 100 a 150 ul v den pripravy (nahore) a 24 hodin od pripravy (dole).
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5.3.1 Shrnuti poznatku ze sit'ovani alginatu kyselinou fytovou

Tato kapitola se zabyvala sitovanim alginatu sodného kyselinou fytovou. Bylo zjisténo,
Ze na sitovani 5 ml alginatu o koncentraci 1 hm. % je zapotrebi 20—150 pul kyseliny fytové
(pomér w ag/W kr ve smési tedy odpovidal 0,67-5,00). Timto zpisobem vSak vznikaji gely
o prili§ nizkém pH, coz muze byt pro enkapsulaci PGPR do alginatovych gelt pfipravenych
z alginatu produkovaného pfimo samotnymi bakteriemi pomérné velky problém. Pfi tak nizkém
promyvanim v ultracisté vodé, ov§em béhem promyvani gel vyrazné nabobtna a pfi jakémkoliv
dotyku se zacne lamat na mensi kousky. Bylo tedy vyzkouseno také zvySeni pH pufrovanim
alginatu za pomoci amoniakalniho, uhli¢itanového a fosfatového pufru. Ani v jednom piipade
vSak po piidavku kyseliny fytové nedoslo ke vzniku gelt. V ramci diplomové prace se tedy
bohuzel nepodafilo optimalizovat piipravu alginatovych gelt na bazi kyseliny fytové, které
by mély optimalni pH. Moznym feSenim by mohlo byt vyuziti vyse uvedenych pufra s nizsi
iontovou silou. Obecné je znamo, ze iontova sila negativnim zptsobem ovliviiuje proces gelace.
V navazujici praci bych tedy doporucovala, aby bylo vyzkousSeno sitovani alginatu kyselinou
fytovou v pufrovanych systémech s niz§i iontovou silou.

5.4  Ovlivnéni finalnich aplikacnich vlastnosti gelii na bazi alginatu

Pro kazdou aplikaci hydrogelti jsou vyzadovany specifické aplika¢ni vlastnosti, jako jsou
mechanicka pevnost, Cirost nebo naptiklad biokompatibilita. Proto je dualezité, umét tyto
vlastnosti upravovat dle potteb dané aplikace. Jak jiz bylo prokazano v predchozich kapitolach,
jednim z faktord ovliviiyjicich vlastnosti vyslednych hydrogelti je koncentrace polymeru.
Cim niz§i je koncentrace alginatu, tim niz§i je mechanicka pevnost vysledného gelu, vyjadiena
hodnotami viskoelastickych modulli, zatimco napfiklad Cirost geli sniz§i koncentraci
polymeru roste. Dal§im dualezitym faktorem je mnozstvi pouzitého sitovaciho ¢inidla, s jehoz
pridavkem roste stupeti zesiténi a tim padem roste také mechanicka pevnost alginatového gelu.
Vysledné vlastnosti hydrogelt 1ze ovlivnit také rychlosti zesiténi, ktera ma vliv naptiklad
na jeho homogenitu. S vySssi rychlosti zesiténi vznikaji méné homogenni gely, zatimco pfi nizsi
rychlosti zesiténi vznikaji vice homogenni gely. Velkym problémem pii piiprave
hydrogelovych materiala je také jev zvany synereze. Tato kapitola se bude zabyvat ovlivnénim
finalnich vlastnosti alginatovych hydrogeld, a to predev§im se zaméfenim na fizeni rychlosti
zesiténi alginatu a zpomaleni synereze. Synereze je nezadouci predev§im ztoho divodu,
ze vede ke zmenseni objemu gelu, coZ muze mit negativni dopad na jeho funkci, a to zejména
pokud je vyuzivan jako nosi¢ 1éCiv. V tomto piipadé€ totiz mize ztrata disperzniho prostiedi
z hydrogelové matrice vést k nekontrolovanému uvoliiovani léCivych latek. Zaroven synereze
ovliviluje mechanické vlastnosti hydrogelu, kdy muze tento jev vést k oslabeni hydrogelové
struktury a zhorSeni jeho schopnosti udrzet tvar nebo odolavat mechanickému zatizeni.
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5.4.1 Vliv pridavku sacharézy

Katsuyoshi Nishinari a Yapeng Fang [74] ve své praci uvedli, Ze u agarovych gelt lze synerezi
zpomalit pfidavkem sacharozy. Pravé z tohoto divodu bude v této kapitole sledovan vliv
ptidavku sachardzy na synerezi alginatovych gelu.

Do kazdé jamky kultivaéni desky byly navazeny 4 g alginatu o koncentraci 1,25 hm. %,
ve kterych bylo rozpusténo pozadované mnozstvi sacharozy (viz tabulka 13). Poté byl ke smési
pfimichan 1 ml suspenze uhliitanu vapenatého ve vodé o koncentraci 5 g/l (coz odpovida
ptidavku 0,005 g uhli¢itanu), ¢imz vznikl alginat o koncentraci 1 hm. % s pozadovanym
obsahem uhligitanu vapenatého. Nakonec bylo ptidano 1,25 ml GDL o koncentraci 1 mol/dm?
(hmotnostni pomér CaCOs3: GDL tedy odpovidal 1:45). Takto piipravené gely byly 24 hodin
ponechany v exsikatoru s vodou. S pfidavkem sacharozy vSak ke zpomaleni synereze nedoslo
a vSechny gely vyloucily pfiblizné stejné mnozstvi disperzniho prostredi.

Zajimavé je, ze kdyz byl experiment zopakovan také s alginatem o koncentraci 0,5 hm. %
(po pridavku 1 ml suspenze uhli¢itanu vapenatého ve vodé vznikl alginat o koncentraci
0,4 hm. % s pozadovanym obsahem uhlicitanu), byl pozorovan naprosto odliSny vysledek.
V tomto piipadé bylo po 24 hodinach od pftipravy gela s pfidavkem sachardzy pozorovano
urychleni synereze a rozpad jednotlivych geli. Vysledky obou provedenych experimentd
muzeme vidét na obrazku 32. Oba experimenty byly provedeny ve dvou duplikatech,
a to s totoznymi vysledky. Pro¢ doslo u 0,4% alginatu s pfidavkem sacharozy k urychleni
synereze a rozpadu gelt vSak v této diplomové praci nebylo z ¢asovych davodu dale zkoumano,
¢imz vznikl dal$i zajimavy namét pro budouci zavérecné prace.

Tabulka 13: Obsah sacharo’i ve smési ifi ii‘iiravé i’ednotlivi'ch ieli’t.

M sacharozy [&] 0,00 10,07 10,14 | 0,21 | 0,28 | 0,35 | 0,42 | 0,49 | 0,56 | 0,63 | 0,70
W sacharszy [hm. %] | O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obrdzek 32: Viiv pridavku sacharozy na vlastnostzalgmatovych gelil (referencm vzorek* algmat
s nulovym obsahem sacharozy) s hmotnostnim pomérem CaCQOjs: GDL odpovidajicim 1:45.
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Pti poslednim pokusu o zpomaleni synereze alginatovych gelli bylo snizeno mnozstvi GDL,
¢imz bylo dosazeno zpomaleni gelace, a naopak bylo zvySeno mnozstvi pfidaného uhli¢itanu
vapenatého, které by melo vést k vyssi hustoté zesiténi, a tedy 1 k vyraznéj§Simu projevu
synereze. Na piipravu alginatovych geli bylo pouzito 5 ml alginatu o koncentraci 0,5 hm. %
s obsahem uhlicitanu odpovidajicim 0,058 g, pozadované mnozstvi sacharozy (viz tabulka 13)
a 1,25ml GDL o koncentraci 0,7859 mol/dm® (coz odpovida piidavku 0,175 g GDL).
Hmotnostni pomér CaCOs3: GDL tedy odpovidal 1:3. Divodem ke zméné hmotnostniho
poméru CaCOs: GDL byl fakt, ze jsme chtéli ovéfit, zda snizeni mnozstvi GDL povede
k ovéfeni vlivu sachardzy na zpomaleni synereze (viz vyse).

Jak mizeme vidét na obrazku 33, v tomto pfipade dochazelo s pfidavkem sacharozy nejprve
ke zpomaleni synereze, ov§em od pfidavku odpovidajicimu 0,49 g se synereze postupné zacala
opét projevovat ¢im dal vice. Jak uvedl ve svém ¢lanku Isamu Kaneda [75], zpomaleni synereze
by mohlo byt zptisobeno tim, ze u rozpoustédla (v nasem piipadé voda), ke kterému byla
pfidana sachardza, doslo ke snizeni rychlosti toku v porézni polymerni siti v disledku zvyseni
jeho viskozity. Od pridavku sachardzy odpovidajicimu 0,49 g vSak mohla zacit pfevySovat
hygroskopickd povaha tohoto sacharidu, ¢imz doSlo k postupnému fedéni rozpoustédla
obsahujiciho sacharézu vodou a synereze se opét zacala projevovat ¢im dal vyraznéji. Tento
experiment byl proveden celkem trikrat a ve vSech ptipadech byly pozorovany stejné vysledky.

-~ s — e e

Obrazek 33: Viiv bfidavku sacharo;zy“ﬁa viastnosti alginc’ztov;;h géli? s hlhomosmz’m
pomerem CaCOs : GDL odpovidajicim 1:3.
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Vliv sachar6zy na rychlost synereze byl prokazan také pomoci reologickych experimentd,
konkrétn€ s vyuzitim oscila¢nich amplitudovych testi s deformaci ve smyku. Pro tento ucel
byly opét pfipraveny alginatové gely s hmotnostnim pomérem CaCOs3: GDL odpovidajicim 1:3
a s obsahem sacharozy 4; 7 a 10 hm. %, pficemz kazdy tento gel byl pfipraven dvakrat. Zaroven
byly pfipraveny také dva referencni vzorky bez pfitomnosti sachardzy. VSechny piipravené
gely byly podrobeny amplitudovym testim s deformaci ve smyku o parametrech
nastaveni uvedenych v experimentalni ¢asti — konkrétné v tabulce 1. Vysledky méfeni ukazuje
obrazek 34.

100000
'
&
. ReeeRsesteeeeeeeesses,
= 10000 F 884,
Qo g e F
ﬁ '%*ngxxxxxxxxxxxxxxxxgx* ii‘
4 > ¥ [ ]
° * ()
g T Bl ®
T) 1000 i Al " x x x
3 G' (reference) G" (reference) |
4 G' (c=4 hm. %) G" (c=4 hm. %) 4
> G' (c=7 hm. %) G" (¢c=7 hm. %)
0 G' (c=10 hm. %) % G" (c=10 hm. %)
100 1 L L 1 1
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

Amplituda deformace [%]

Obrazek 34: Vysledky amplitudovych testii s deformaci ve smyku — viiv pridavku sacharozy.

Tabulka 14: Priimérné hodnoty viskoelastickych modulii algindtovych gelii s pFidavkem sacharozy.

C sacharozy [hm. %] G' [Pa] odchylka [Pa] G" [Pa] odchylka [Pa]
0 15967 1 800 3 864 638
4 13 566 96 3298 50
7 11 806 620 2751 64
10 16 176 1332 3 855 296

Z prumérnych hodnot viskoelastickych modult lezicich v LVO, uvedenych v tabulce 14,
muzeme vidét, Ze s pridavkem sachardzy nejprve dochazelo nejen ke zpomaleni synereze,
ale také ke snizeni hodnot viskoelastickych moduli. U pfidavku sacharézy odpovidajicim
0,70 g vsak doslo k nahlému nartstu viskoelastickych modult, coz odpovida také zvySenému
projevu synereze. Zpomaleni synereze zpusobené piidavkem sacharozy totiz vede ke vzniku
geli s vyS§im obsahem vody a s niz§i mechanickou pevnosti. Od piidavku sacharozy
odpovidajicimu 0,49 g se vSak synereze zaCne postupné projevovat ¢im dal vyrazngji,
z polymerni sité€ je tedy vytlacovano vice kapaliny, a to vede ke vzniku mensich geld s niz§im
obsahem vody a vyss§i mechanickou pevnosti. To vysvétluje prvotni pokles viskoelastickych
modult a jejich narast u pridavku 0,70 g sachardzy.
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5.4.2 Vliv pridavku fosforecnanu

Jak jiz bylo feCeno, na vysledné vlastnosti alginatovych gelt ma také vyrazny vliv rychlost
gelace, kdy s nizsi rychlosti dochazi ke vzniku vice homogennich gela. Hydrogely s oddalenou
gelaci jsou cCasto vyuzivany v oblasti regenerativni mediciny a tkaniového inzenyrstvi,
kdy dochazi k injekcni aplikaci polymerniho solu na pozadované misto a az poté dochazi
ke gelaci daného polymeru vlivem externiho stimulu (napf. tepelna zména, ultrazvukova
vlna, atd.).

Jak ve své praci uvadi Jeanie L. Drury a kol. [76], dobu gelace 1ze prodlouzit naptiklad
ptidavkem fosforeCnanovych iontd, které prechodné vazou vapenaté ionty, coz v tivodni fazi
gelace snizuje celkovy po&et iontd dostupnych pro sitovani alginatu. Casem vsak fosfore¢nan
pusobi jako systém pomalého uvolfiovani dalSich vapenatych iontd, coz vede k pomalejsi
a postupné gelaci vedouci ke vzniku homogennich gelt.

Byl tedy piipraven roztok hydrogenfosfore¢nanu draselného o koncentraci 0,2871 mol/dm?
(pH=8,98). Poté¢ byly do jamek kultiva¢ni desky navazeny 4 g alginitu o koncentraci
1,25 hm. % a k tém byl pfimichan 1 ml suspenze uhli¢itanu vapenatého ve vodé€ o koncentraci
5 g/l (ptidavek 0,005 g uhli¢itanu). Timto zpasobem vznikl alginat o koncentraci 1 hm. %
s pozadovanym obsahem uhlicitanu vapenatého. Do kazdé jamky bylo nasledné napipetovano
pozadované mnozstvi fosforeCnanu (viz tabulka 15) a nakonec bylo ke smési pfimichano
1,25 ml GDL o koncentraci 1 mol/dm®. Takto pfipravené gely byly 24 hodin ponechany
v exsikatoru s vodou a poté byly podrobeny amplitudovym testim s deformaci ve smyku
o parametrech nastaveni uvedenych v experimentalni ¢asti — konkrétné v tabulce 1. Experiment
byl proveden dvakrat, pficemz vysledky byly v obou pfipadech shodné.

Tabulka 15: Obsah hydrogenfosforecnanu ve smési pii pripravé jednotlivych geli.

1 0,0 0,000 2,92
2 0,1 0,010 2,94
3 0,2 0,020 2,94
4 0,3 0,029 2,96
5 0,4 0,038 2,95
6 0,5 0,047 2,97

Obrdzek 35: Sitovani alginc’z uhlicitanem vc’zpnatym v kombinaci s GDL — viiv z’davku
hydrogenfosforecnanu draselného.
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Obrazek 36: Vysledky amplitudovych testii s deformaci ve smyku — zesitovany alginat s pridavkem
hydrogenfosforecnanu draselného.

S pfidavkem hydrogenfosforecnanu bylo pii pfipravé jednotlivych geld pozorovano
(vizuéaln€) prodlouzeni doby gelace a mirné zpomaleni synereze, coz bylo potvrzeno také
reometrickymi experimenty. Pfi pohledu na obrazek 36 mizeme vidét, ze s pfidavkem
hydrogenfosforecnanu draselného doslo k mirnému poklesu viskoelastickych moduld,
ktery se vSak mezi jednotlivymi pfidavky nijak vyrazné neliSil. VySe uvedeny pokles
viskoelastickych modultl je v ramci chyby méfeni vyjadiené pomoci smérodatné odchylky.
Pravé ztohoto divodu jiz nebyly proméfeny posledni dva pfipravené gely (s obsahem
hydrogenfosforecnanu odpovidajicim 0,038 a 0,047 hm. %). Pokles viskoelastickych modulti
mohl byt zptisoben vyS$im stupném hydratace jednotlivych gelt, ktery byl zptsoben
prodlouzenou dobou gelace a zpomalenim synereze. Neni vSak vylouceno, ze za pokles
viskoelastickych modultl také CasteCné muze to, ze fosforeCnanové ionty prechodné vazou
vapenaté ionty ve smesi.

Aby bylo ovéfeno, zda ma na gelaci alginatu vliv pouze piitomnost fosforecnant nebo zda
hraje roli také pH, byl experiment zopakovan s dihydrogenfosfore¢nanem draselnym o stejné
molarni koncentraci, jez byla pouzita v ptipadé hydrogenfosfore¢nanu (0,2871 mol/dm?).
Postup pripravy geld byl taktéz totozny. Zatimco pH hydrogenfosfore¢nanu o koncentraci
0,2871 mol/dm?® odpovida 8,98, pH dihydrogenfosfore¢nanu o stejné koncentraci odpovida
4,49. Pridavky dihydrogenfosforecnanu véetné jeho hmotnostni koncentrace ve smési uvadi
tabulka 16.
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Tabulka 16: Obsah dihydrogenfosforecnanu ve smési pri pripravé jednotlivych geli.

1 0,0 0,000 2,93
2 0,1 0,008 2,93
3 0,2 0,015 2,92
4 0,3 0,023 2,92
5 0,4 0,030 2,91
6 0,5 0,037 2,92

Obrazek 37: Sitovdni almatu uhlicitanem vapenatym v kombinaci s GDL — viiv pFidavku
dihydrogenfosforecnanu draselného.
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Obrazek 38: Vysledky amplitudovych testii s deformaci ve smyku — zesitovany alginat s pridavkem
dihydrogenfosforecnanu draselného.

Pfi pohledu na obrazek 38 muzeme vidét, ze gely s pfidavkem dihydrogenfosforecnanu
draselného vykazovaly totozné chovani jako gely s pfidavkem hydrogenfosfore¢nanu
draselného. To, zda na prodlouzeni doby gelace pouzijeme hydrogenfosforecnan
¢i dihydrogenfosforecnan tedy nema pfi tak malych pridavcich zadny vliv, a to ani vzhledem
k rozdilnému pH obou soli.
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Jelikoz se amplitudovymi testy s deformaci ve smyku nepodafilo prokazat vliv ptidavku
fosforeCnant na viskoelastické vlastnosti alginatovych gelt, byla v ramci diplomové prace
provedena také série amplitudovych testi s deformaci v tlaku o parametrech nastaveni
uvedenych v experimentalni ¢asti — konkrétné v tabulce 3. Cilem téchto provedenych
experimenti bylo prokazat, zda ma pridavek fosforeCnant vliv na vysledné mechanické
vlastnosti alginatovych gelt. I kdyz bylo méfeni nékolikrat opakovano, vliv ptidavku
fosfore¢nant nebyl v tomto ptipad€ pozorovan, a proto tyto zavislosti nejsou v praci uvedeny.

Je tedy otazkou, zda s piidavkem fosforecnanti opravdu u amplitudovych testi s deformaci
ve smyku dochazelo k poklesu viskoelastickych moduld, nebo je tento pokles zanedbatelny
v ramci smérodatné odchylky meéteni. V kazdém piipadé po vizualni strance bylo patrné,
ze s piidavkem fosfore¢nanu byla prodlouzena doba gelace a ze struktury gelu bylo do druhého
dne vylouceno mensi mnozstvi disperzniho prostedi nez u bez pfitomnosti fosforecnant.

5.4.3 Vliv pridavku kyseliny citronové

Jak jiz bylo nékolikrat zminéno, na vysledné vlastnosti alginatovych geli mize mit kromé
jiného také vliv doba gelace. Jelikoz pfi pomalejsi gelaci vznikaji vice homogenni gely,
je ve vétsin€ pripada vhodnéjsi gelaci spiSe zpomalit nez zrychlit. Jsou vSak pripady, kdy mize
urychleni gelace hrat v nas prospéch. Jednim ze zpusobu, jak urychlit gelaci alginatu
sitovaného uhli¢itanem vapenatym v kombinaci s GDL je okyseleni smé&si, ¢imz je urychleno
uvoliovani vapenatych iontd zuhliCitanu. Toho muzeme dosahnout napfiklad vys§im
ptidavkem GDL ¢i pfidavkem libovolné kyseliny. V této kapitole bude sledovan vliv ptidavku
kyseliny citronové (ktera sama o sob& CasteCné situje alginat sodny) na prubéh gelace
a vysledné vlastnosti alginatovych gela.

Priprava gelli byla provedena stejnym zptisobem, jako v predchozi kapitole, s tim rozdilem,
7e misto fosfore¢nanu byl piidan stejny objem kyseliny citronové o koncentraci 1 mol/dm?
(pH=1,38). Kazdy gel byl opét ptipraven dvakrat a poté byly vSechny gely podrobeny
amplitudovému testu s deformaci ve smyku o parametrech nastaveni uvedenych
v experimentalni ¢asti — konkrétné v tabulce 1.

Tabulka 17: MnozZstvi kyseliny citronové ve smési pri pripravé jednotlivych geli.

gislo gelu Vicitronov¢ [ml] C kecitronové [hm. %] pH gemu [-]
1 0,0 0,000 2,94
2 0,1 0,300 2,84
3 0,2 0,590 2,78
4 0,3 0,871 2,71
5 0,4 1,142 2,66
6 0,5 1,405 2,58
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Obrazek 39: Sitovani algindtu uhlicitanem vapenatym v kombinaci s GDL — viiv pFidavku
kyseliny citronové.
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Obrazek 40: Vysledky amplitudovych testii s deformaci ve smyku — zesitovany alginat s pridavkem
kyseliny citronové.

S pridavkem kyseliny citronové dochazelo nejen k urychleni gelace (po vizualni strance),
ale jak muzeme vidét na obrazku 39, byla pozorovana intenzivnéjsi synereze (vznikaly
objemove mensi gely, z jejichz struktury bylo vylouceno vice disperzniho prostiedi). Ta se v§ak
nijak vyrazné nepodepsala na mechanickych vlastnostech alginatovych geld. Na obrazku 40
vidime, ze spiidavkem kyseliny citronové ujednotlivych geld sice mimé vzrostly
viskoelastické moduly, ale vzhledem k odchylkam meéfeni se viskoelastické vlastnosti gelt
nijak zvlast neliSily. MiZeme tedy fict, ze s pfidavkem kyseliny citronové sice vznikaly gely
o menS§im objemu, které by tedy mely byt mechanicky pevnéjsi (diky niz§imu obsahu
disperzniho prostredi), ov§em jak jiz bylo feCeno v kapitole 2.2.2, citrat (sul kyseliny citronové)
vaze vapenaté ionty, ¢imz ve smési klesne pocet vapenatych iontd schopnych tvofit polymerni
sit’ a dochazi tak k destabilizaci gelu. V tomto ptipadé vsak pravdépodobné doslo k vyrovnani
tohoto destabilizacniho jevu ztratou disperzniho prostiedi a viskoelastické vlastnosti
vyslednych gell se tedy s pfidavkem kyseliny citronové nijak zvlast neménily.
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Vliv piidavku kyseliny citronové byl stejn€ jako vliv ptidavku fosforecnant sledovan také
amplitudovymi testy s deformaci v tlaku o parametrech nastaveni uvedenych v experimentalni
casti — konkrétné v tabulce 3, avSak ani v tomto pfipadé nebyl ve vysledcich méfeni pozorovan
zadny trend, a proto nebyly v praci uvedeny.

5.4.4 Shrnuti poznatku z kapitoly

V predchozich kapitolach bylo prokazano, ze na vysledné vlastnosti alginatovych geltt ma vliv
napfiklad koncentrace polymeru (¢im niz§i je koncentrace alginatu, tim nizsi je mechanicka
pevnost vysledného gelu, zatimco napfiklad Cirost geld s nizsi koncentraci polymeru roste),
ale také mnozstvi pouzitého sitovaciho Cinidla, s jehoz pfidavkem roste stupenl zesiténi a tim
padem roste také mechanicka pevnost gelt. Vysledné vlastnosti gelt 1ze vSak ovlivnit také
napriklad rychlosti gelace a dilezitou roli hraje jev zvany synereze, ktery vede ke vzniku gela
sniz§im podilem disperzniho prostfedi a vysSsimi hodnotami viskoelastickych moduld.
To muze byt v urCitém ohledu prospésné, ale vétsinou je tento jev nezadouci. V nékterych
ptipadech jej Ize zpomalit pfidavkem sacharozy, coz se v této praci podafilo pouze u alginatu
sitovaného uhlicitanem vapenatym v kombinaci s GDL, jejichz hmotnostni pomér
odpovidal 1:3 (CaCOs: GDL). Ke zpomaleni synereze dochédzelo az do pridavku 0,49 g
sacharozy (jejiz koncentrace ve findlni gelové kompozici odpovidala 7 hm. %) a poté se zacala
synereze projevovat zase ¢im dal vice a tim padem byla pfitomnost sachardzy spise
kontraproduktivni. To by mohlo byt zptisobeno tim, Ze se od ptidavku 0,49 g sacharozy zacala
projevovat hygroskopicka povaha tohoto disacharidu, coz vedlo k fedéni disperzniho prostiedi,
které pak snadné&ji mohlo vytékat ven z polymerni sité. Vysledky pozorovani byly potvrzeny
také reologickymi experimenty.

V ramci této kapitoly byl sledovan také vliv doby gelace. Ta byla prodlouzena pomoci
ptidavku fosfore¢nani (KoHPO4 ¢i KH2POs) a naopak zkracena pridavkem CsHgO7, piiCemz
s jednotlivymi pridavky fosfore¢nani ¢i kyseliny citronové nedochazelo k nijak vyraznym
zménam ve viskoelastickych vlastnostech jednotlivych gelt.

5.5 Bakterialni alginat

Vyse zminéné kapitoly se vénovaly vybéru vhodnych sitovacich Cinidel a optimalizaci pfipravy
alginatovych geld, a to vSe s ohledem na vlastnosti alginatu produkovaného bakteriemi
(Azotobacter vinelandii), kterym je vénovan projekt probihajici na Fakulté chemické VUT,
v ramci kterého je predlozend diplomova prace zpracovavana (viz zacatek kapitoly 5).
Byla tedy vybrana sitovaci €inidla s jejichz vyuzitim nevznikaly gely o pfili$ nizkém pH (které
by mohlo vést k umrti bakterii) a kterymi bylo mozné zesitovat alginat o koncentraci mensi
nez 0,4 hm. %. Poznatky z predchozich kapitol byly na zavér diplomové prace aplikovany
na samotny alginat produkovany bakteriemi, kdy bylo provedeno iontové sitovani metodou
vnitini a vngjsi gelace. Kyselina fytova byla vynechana kvuli jejimu pfilis nizkému pH. Zaroven
bylo vyzkouseno, zda bude i u bakterialniho alginatu pozorovan rozdil ve viskoelastickych
vlastnostech pfi pouziti rozdilnych aniontti béhem iontového sitovani metodou vnéjsi gelace.
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Byly tedy pfipraveny gely z bakterialniho alginatu sitovaného chloridem vapenatym,
dusi¢nanem vapenatym a uhli¢itanem vapenatym v kombinaci s GDL. Do 8 jamek kultivacni
desky bylo navazeno 4,5 g alginatu a k tém byly pfidany 2 ml dusi¢nanu nebo chloridu
vapenatého. Do dalSich 4 jamek kultiva¢ni desky bylo navazeno 5 g alginatu a k t€ém bylo
pfimichano 1,25 ml GDL o koncentraci 1 mol/dm? (v tomto piipadé nebylo nutné piidavat
uhli¢itan vapenaty, protoze byl jiz obsaZen v kultivaénim médiu s alginatem). Hmotnostni
pomér CaCOs: GDL tedy odpovidal 1:45. Pro kazdy typ sitovaciho Cinidla tedy byly
pfipraveny celkem 4 gely, které byly nasledné podrobeny amplitudovému testu s deformaci
ve smyku o parametrech nastaveni uvedenych v experimentalni ¢asti — konkrétné v tabulce 1.
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Obrazek 41: Vysledky amplitudovych testii bakteridlniho alginatu sitovaného chloridem vapenatym
a dusicnanem vdapenatym — hodinu po pripravé.

10000
= G' - chlorid
=9} G" - chlorid
z G' - dusi¢nan
—§ 1000 F G' - dusi¢nan
g
QO
~Z
.8
& 100 f
(0]
S
4
S
10 1 1 L L L 1
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000 10000

Amplituda deformace [%]

Obrazek 42: Vysledky amplitudovych testii bakteridlniho alginatu sitovaného chloridem vapenatym
a dusicnanem vdpenatym — den po priprave.
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Obrazek 43: Vysledky amplitudovych testii bakteridlniho alginatu sitovaného uhlicitanem
vapenatym v kombinaci s GDL — den po priprave.

o~ T' 3 \

Obrazek 44 Bakteridini lginc’zt sitovany dusicnanem vapenatym (gel 1), chloridem vdpenatym
(gel 2) a uhlicitanem vapenatym v kombinaci s GDL (gel 3).

Jelikoz u gelti dochazi jesté nekolik hodin od zesitovani k dotvareni trojrozmérné polymerni
sité a preskupovani polymernich fetézcu, byly v predchozich kapitolach vSechny gely méfeny
az 24 hodin po piipravé a do té doby byly uchovavany v exsikatoru s vodou. Jelikoz vlivem
metabolickych procest bakterii obsazenych v alginatu postupné dochazi k jeho rozkladu, byly
v tomto ptipadé od kazdého typu sitovaciho Cinidla dva gely proméfeny hodinu po piiprave
(viz obrazek 41) a dva gely den po pripravé (viz obrazek 42). U prvni varky gelt tedy sice
nebylo z hlediska procesu gelace dosazeno termodynamické rovnovahy, ale zaroven bakterie
nezacaly rozkladat alginat, zatimco u druhé varky naopak byla dokoncena gelace, ale bakterie
mohly zpusobit §tépeni fetézci alginatu na mensi fragmenty. Vyjimkou byl alginat sitovany
uhlicitanem vapenatym v kombinaci s GDL, u kterého dochazelo k oddalené gelaci, a tudiz jej
nebylo mozné zméfit v den pfipravy, ale pouze den po pfiprave (viz obrazek 43).

Tabulka 18 shrnuje vysledky vSech provedenych amplitudovych testd, konkrétné primeérné
hodnoty viskoelastickych modult lezicich v LVO a pH pfipravenych geli. Mazeme vidét,
Ze pii iontovém sit'ovani metodou vnéjsi gelace byl i u bakterialniho alginatu pozorovan vliv
typu aniontu na vysledné mechanické vlastnosti pfipravenych geli. Pfi pouziti stejného objemu
chloridu a dusi¢nanu véapenatého o stejnych molarnich koncentracich dochazelo v piipadé
chloridu vapenatého ke vzniku mechanicky pevnéjsich gelti nez v pripadé alginatu sitovaného
dusi¢nanem vapenatym. Tento trend byl pozorovan jak u geli méfenych hodinu po pfiprave,
tak u geld méfenych den po priprave.
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Pii sitovani bakteridlniho alginatu uhli¢itanem vapenatym (pfitomnym v kultivanim
médiu) v kombinaci s GDL dochézelo k pomalé gelaci a vznikaly rosolovité gely s nizkou
mechanickou pevnosti, o ¢emz sveéd¢i nizké hodnoty viskoelastickych modulii. Do budoucna
by tedy bylo vhodné pred samotnym sitovanim alginatu produkovaného bakteriemi zvysit
koncentraci uhli¢itanu vapenatého ve smési.

Tabulka 18: Priimér viskoelastickych modulil leZicich v LVO u bakteridlniho algindtu.

sitovaci hodinu po pripravé den po pripraveé
¢inidlo G' [Pa] G"[Pa] | pH gelu [-] G' [Pa] G" [Pa] | pH gen [-]
CaCl, 614+143 91+35 6,35 1 074+£300 | 178456 6,89
Ca(NO3)» 234467 28+8 6,44 586+216 90+44 6,60
CaCOs3 + GDL - - - 18+10 10,6 3,06

Jelikoz je koncentrace alginatu produkovaného bakteriemi variabilni a neni presné znama
(odhaduje se nékde v rozmezi 0,25-0,35 hm. %), nebylo mozné porovnat vysledky sitovani
alginatu produkovaného bakteriemi s vysledky sitovani komerc¢niho alginatu. Cilem této
kapitoly bylo ovéfit, zda je mozné bakterialni alginat zesitovat optimalizovanymi postupy
prevzatymi z predchozich kapitol predlozené diplomové prace. Ukazalo se, ze vS§echny gelacni
postupy, jejichz optimalizace byla v ramci této prace provedena na komercnich alginatech
(s vyjimkou sitovani alginatu kyselinou fytovou, kterd ma pfili§ nizké pH a neni tedy pro
piipravu gelt z bakterialniho alginatu vhodna), byly aplikovatelné také na bakterialni alginat.
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6 ZAVER

Hlavnim cilem predlozené diplomové prace byla optimalizace pfipravy alginatovych gela
s moznosti ovlivnéni jejich finalnich aplikacnich vlastnosti (transparentnost, synereze,
viskoelastické vlastnosti, aj.). Prvnim a také nejdulezitéj§im krokem byl vybér vhodnych
sitovacich cinidel, vedoucich k zesitovani alginatu sodného. Nasledovala optimalizace
pfipravy alginatovych geli vybranymi gelacnimi postupy, jejich charakterizace vhodnymi
instrumentalnimi technikami pfedev§im s ohledem na mechanické vlastnosti a na zavér
diplomové prace byl sledovan vliv nejriznéjSich faktord na vysledné aplikacni vlastnosti
alginatovych gelt (koncentrace polymeru, mnozstvi pouzitého sitovaciho ¢inidla, rychlost
gelace, rychlost michani smési, aj.).

Literarni reSerSe se zaméfovala na vybér vhodnych gela¢nich postupt vedoucich ke gelaci
alginatu. Byly tedy vybrany celkem tfi gelacni postupy, a to iontové sitovani metodou vnéjsi
gelace, iontové sitovani metodou vnitini gelace a sitovani alginatu kyselinou fytovou, ktera
je schopna tvorit jak vodikové mustky, tak iontovou vazbu. Aby bylo mozné po priprave gela
provést charakterizaci jejich viskoelastickych vlastnosti, bylo nejprve nutné provést
optimalizaci méfeni vybranych reometrickych testi. V ramci experimentalni Casti tedy byla
provedena optimalizace oscilacnich amplitudovych testi s deformaci v tlaku a zaroven bylo
ovéreno, zda bude nastaveni oscilaCnich amplitudovych testi s deformaci ve smyku bézné
pouzivané u gelovych vzorkii podobného charakteru pienosné také na alginatové gely.
Zajimavou soucasti experimentalni Casti byla také optimalizace kompresnich testt, jez byla
provedena na alginatovych kulickach a jejiz poznatky sice nebyly vyuzity v ramci této
diplomové prace, ale byly aplikovany v dalSich zavérecnych pracich provadénych na Fakulté
chemické VUT.

Pii vybéru vhodnych sitovacich Cinidel bylo nutné vzit v ivahu, ze bakterie produkujici
alginat, jimz je na pracovisti Fakulty chemické VUT v soucasnosti vénovana velka pozornost
a jimz se vénuje projekt zdkladniho vyzkumu v ramci kterého je tato prace zpracovavana,
produkuji tento biopolymer pouze o pomérné nizké koncentraci (méné nez 0,4 hm. %). Bylo
tedy nutné najit sitovaci Cinidla, kterd dokdzou alginat o tak nizké koncentraci zesitovat.
Veskeré experimenty provadéné v ramci této diplomové prace byly provedeny na komercné
dostupnych alginatech a poznatky z téchto experimentd byly nasledné aplikovany na alginat
ziskany bakterialni produkci. Jelikoz je cilem zminéného projektu enkapsulace bakterii v gelu
z alginatu produkovaného samotnymi bakteriemi, bylo nutné vzit v potaz také vysledné pH
pfipravenych gelti. To nesmi byt pfili§ nizké ani pfili§ vysoké, jinak by doslo k usmrceni
bakterii.

I kdyz se v ramci iontového sitovani alginatu metodou vnéjsi gelace podafilo najit hned
nekolik vhodnych sitovacich Cinidel, nakonec byly vybrany pouze Ctyfi vapenaté soli (chlorid,
laktat, octan a dusi¢nan), na kterych byl soucasné s optimalizaci pfipravy alginatovych gelt
také zkouman vliv aniontll na vysledné mechanické vlastnosti t€chto gelt. Davodem, proc byl
zkouman vliv aniontl na gelaci alginatu byl ten, Ze se v ramci vybéru vhodnych sitovacich
¢inidel pro sitovani alginatu nepodafilo tento biopolymer zesit'ovat zadnym ze siranli nezavisle
na kationtu. Bylo prokazano, ze typ pouzitého aniontu ma v nékterych piipadech opravdu vliv
na gelaci a mechanické vlastnosti alginatovych geli. Nejen ze se pii vybéru vhodnych
sitovacich ¢inidel nepodafilo zesit'ovat alginat ani jednou soli ze skupiny sirand, ale vysledky
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reometrickych experimentll také ukazaly, Ze sitovanim alginatu dusiCnanem vapenatym
vznikaji gely s niz§i mechanickou pevnosti nez v piipadé zbylych tfech vapenatych soli. Toto
tvrzeni bylo podpoteno také vysledky sitovani bakterialniho alginatu, kde taktéz dochézelo
v pfipadé sitovani alginatu chloridem vapenatym ke vzniku mechanicky pevnéjSich gela
nez v pripadée sitovani alginatu dusi¢nanem vapenatym.

Iontové sitovani alginatu metodou vnitini gelace bylo v ramci této prace provedeno pomoci
uhlicitanu vapenatého (jez je obsazen v kultivatnim médiu pouzivaném pti kultivaci bakterii
produkujicich alginat sodny) v kombinaci s D-glukono-6-laktonem. U tohoto typu gela byly
zkoumany nejen jejich mechanické vlastnosti, ale také prubeh a doba gelace.

Poslednim provedenym gela¢nim postupem v této praci bylo sitovani alginatu kyselinou
fytovou, ov§em timto zpusobem vznikaly gely s pfili§ nizkym pH. Pufrovanim celé kompozice
pii gelaci alginatu sice doslo ke zvySeni pH, ovSem po piidavku kyseliny fytové nedoslo
ke vzniku geld. Sice se pH alginatovych geld na bazi kyseliny fytové podafilo zvysit
promyvanim v ultracisté vod€, ovSem gely natolik nabobtnaly, ze jakékoliv nasledna
manipulace s nimi téméf nebyla mozna. Zaroven se piijmutim disperzniho prostiedi zasadnim
zpusobem zmeénily viskoelastické vlastnosti pfipravenych gelt.

Dalsi kapitola praktické ¢asti predlozené diplomové prace byla zaméfena na ovlivnéni
finalnich aplikacnich vlastnosti alginatovych geli. V ramci této kapitoly bylo prokazano,
ze na vysledné vlastnosti geli ma vliv napfiklad doba gelace a dulezitou roli hraje také jev
zvany synereze, ktery je ve vétSiné piipadi nezadouci (napfiklad pouzijeme-li alginatovy gel
jako nosi¢ 1€é¢iv, mize vlivem synereze dochazet k nekontrolovatelnému uvoliiovani 1écivé
latky z gelové matrice). Ten lze v nékterych pfipadech zpomalit pfidavkem sacharozy,
coz se v této diplomové praci podafilo pouze u alginatu zesitovaného uhliCitanem vapenatym
v kombinaci s GDL o hmotnostnim poméru 1:3 (CaCOs3 : GDL).

Doba gelace byla fizena pridavkem fosfore¢nant ¢i kyseliny citronové. Zatimco piitomnost
fosfore¢nant vedla k prodlouzeni doby gelace a ke vzniku gelt s vy$§im obsahem disperzniho
prostfedi, pfidavkem kyseliny citronové doSlo k urychleni gelace a ke vzniku menSich
(z hlediska objemu) gelG s niz§im obsahem disperzniho prostiedi. Vysledky experimentd
provadénych v predchozich kapitolach vSak ukazaly, ze 1ze vysledné vlastnosti alginatovych
geld fidit také naptiklad koncentraci polymeru. Cim niZsi je koncentrace alginatu, tim nizsi je
mechanicka pevnost vysledného gelu, zatimco napfiklad Cirost gelti s niz$i koncentraci
polymeru roste. Dilezitou roli ma také mnozstvi pouzitého sitovaciho ¢inidla, sjehoz
pfidavkem roste stupen zesiténi a tim padem roste také mechanicka pevnost gelt. Ovlivnit
muzeme také naptiklad homogenitu vysledného gelu, a to nejen rychlosti gelace, kdy pomalejsi
gelace vede ke vzniku vice homogennich geli nez rychlejsi gelace, ale také zpisobem
pfikapavani sitovaciho €inidla (rychlosti pfikapavani, rychlosti michani smési, aj.). Na zavér
diplomové bylo provedeno také sitovani samotného bakteriadlniho alginatu a charakterizace
mechanickych vlastnosti ptipravenych gela.

Kromé¢ fady optimalizovanych gela¢nich postupt ¢i reometrickych testd diplomova prace
nabizi také mnoho namétd pro mozné budouci zavérecné prace. Ty by se mohly zaméfit
napiiklad na sitovani bakteridlniho alginatu o variabilnich koncentracich ¢i molekulovych
hmotnostech, kde by mohly byt aplikovany optimalizované gelacni postupy predlozené v této
diplomové praci.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Pouzité zkratky

semi-IPN
IPN
PGPR
LVO
GDL

Uuv
GACR
RPM

KF

semi-interpenetrujici polymerni sit’ (semi-interpenetrating polymer network)

interpenetrujici polymerni sit’ (interpenetrating polymer network)
rhizobakterie podporujici rust rostlin (plant growth-promoting bacteria)
linearni viskoelasticka oblast

D-glukono-8-lakton

ultrafialova (ultraviolet)

Grantova agentura Ceské republiky

pocet otacek za minutu (round per minute)

kyselina fytova

8.2  Pouzité symboly

GV
G"

2053 <=3

pamétovy modul (deformace ve smyku) Pa
ztratovy modul (deformace ve smyku) Pa
pamétovy modul (deformace v tlaku) Pa
ztratovy modul (deformace v tlaku) Pa
dynamicka viskozita Pa-s
smykova rychlost st
objem ml
hmotnost g
hmotnostni koncentrace hm. %
molarni koncentrace mol/dm?
molarni hmotnost g/mol
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9 PRILOHY

Priloha 1: Reometr Discovery HR-2 (TA Instruments).

Priloha 2: Mérici geometrie se zdrsnénym povrchem.
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Priloha 5: Kompletni priitbéh casového testu 1% algindtu sitovaného uhlicitanem vapenatym
v kombinaci s GDL.
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