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ABSTRAKT

Hlavnim cilem této bakalarské prace je navrhnout a optimalizovat vhodnou metodu pfipravy
transparentnich, fyzikdlné sitovanych hydrogelll s manipulovatelnymi transportnimi
vlastnostmi. Jako modelovy gelotvorny material byl zvolen polyvinylalkohol (PVA) sitovany
metodou cyklického mrazeni a rozmrazovani. Z plvodné navrzenych tfi mechanismd
ovlivnéni optickych vlastnosti takto pfipravenych PVA geld byl na zakladé pilotnich
skriningovych experimentl pro hlubsi navazujici analyzu vybran vliv rychlosti mrazeni.
Mechanické vlastnosti pfipravenych hydrogelt byly analyzovany prostrednictvim reologie
metodou amplitudového (strain sweep) testu. Vnitfni struktura byla vizualizovana pomoci
skenovaci elektronové mikroskopie (SEM). Optimalizovana technika pfipravy transparentnich
PVA gell byla nasledné vyuzita pro pfipravu gell s interpenetrovanou polyelektrolytovou
komponentou (poly(styren sulfonat)). Metodou difuzniho paru s metylenovou modfi jako
difuzni sondou bylo poté experimentalné ovéreno, ze hybridni hydrogelova sit disponuje
modifikovanymi transportnimi vlastnostmi.

ABSTRACT

The main goal of this bachelor thesis is to design and optimize a suitable method for
preparation of transparent physically crosslinked hydrogels with manipulable transport
properties. Polyvinyl alcohol (PVA) crosslinked by cyclic freezing and thawing was chosen as
the model gel-forming material. From the originally proposed three mechanisms of influencing
optical properties of thus prepared PVA gels, the influence of freezing rate was selected on
the basis of pilot screening experiments for a deeper follow-up analysis. The mechanical
properties of prepared hydrogels were analyzed by rheology using strain sweep test.
The internal structure was visualized by scanning electron microscopy (SEM). The optimized
technique for preparation of transparent PVA gels was subsequently used for preparation of
gels with an interpenetrated polyelectrolyte component (poly (styrene sulfonate)). It was then
experimentally verified by diffusion pair method with methylene blue as diffusion probe that the
hybrid hydrogel network has modified transport properties.
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1 UVOD

Hydrogely jakozto materidly sestavajici z trojrozmérné sité polymernich retézcu, které jsou
uvnitf vyplnény vodou, vykazuji unikatni vlastnosti nachazejici Siroké aplikani uplatnéni
v riznych odvétvich prlimyslu, pficemz jejich materidlové kvality, a tedy i aplikacni potencial
se neustale vyviji. S tim jsou spojeny stale vétsi naroky a pozadavky kladebé na pfipravu
hydrogell a modifikaci jejich neuspokojivych vlastnosti pro specifické aplikace. Vlastnosti se
daji ovlivnit zplsobem pripravy nebo inkorporovanim dal$i komponenty do struktury zakladni
sité. Vyhodou takovychto hybridnich bikompotentnich systém(l je moznost zvlast modifikovat
strukturni a zvlast reaktivni slozku.

Tato bakalarska prace se zaméruje na ovéreni vyuzitelnosti polyvinylalkoholu (PVA) pro
pfipravu fyzikalné sitovanych hybridnich polymernich siti. Teoreticka ¢ast bakalarské prace
se proto vénuje obecnému prehledu metod fyzikalné-chemické analyzy hydrogelovych
systtml a také pouzittmu materidlu pro zakladni polymerni prostorovou sit
(polyvinylalkoholu). Polyvinylalkohol (PVA) byl pouzit jako modelovy material pro tvorbu
hydrogel(l predevsim na zékladé jeho Sirokému uplatnéni v biofriendly aplikacich. Motivaci pro
experimentéalni ¢ast bylo posunout se od transparentnich hydrogelli vytvorenych chemickymi
sitovacimi Cinidly (studovanych na pracovisti autora v prfedchozich absolventskych pracich),
k transparentnim PVA hydrogellm, kterych by bylo docileno cestou fyzikalniho sitovani. Proto
byla tato bakalarska prace zamérena na optimalizaci pfipravy transparentnich fyzikalné
sitovanych PVA hydrogelll, které maji mozny aplikac¢ni jako hydrogelové zaklady v semi-
interpenetrovanych polymernich sitich (semi-IPN). Proto je k této praci pfistupovano ze tfech
rliznych materidlovych pohledt, kterymi jsou mechanické, strukturni a transportni vlastnosti
pripravenych hydrogel(.

Pro zhodnoceni mechanickych vlastnosti PVA hydrogell byla zvolena technika oscilacni
reologie, kdy je zkoumana deformacni odezva materiald, pokud je na né plsobeno vnéjsi
mechanickou silou. Tato metoda mlze poskytnout informaci o viskoelastickych vlastnostech,
a tedy i o charakteru testované latky. Pro strukturni analyzu gelt byla vybrana metoda
skenovaci elektronové mikroskopie, kdy vnitini struktura lyofilizovanych vzorkd hydrogeld byla
vizualuizovana a byly sledovany rozdily v ramci porovnani gell o rizném sloZeni nebo riznych
parametrech pfipravy. Hlavni ambici této prace bylo navrhnout a optimalizovat pripravu
transparentni gelové PVA matrice coby strukturni a gelotvorné komponenty pro vyvoj
hybridnich semi-IPN gell s manipulovatelnymi transportnimi vlastnostmi. Jako modelova
komponenta pro modifikaci transportnich vlastnosti geld byl v souladu s predchozimi
experimentalnimi pracemi v ramci feSeného projektu zvolen poly(styren sulfonat) a coby
difuzni sonda metylenova modfr. Pro experimentalni studium transportnich viastnosti byla
zvolena metoda difuzniho paru, pfi niz dochazi k transportu difuzni sondy mezi dvéma
gelovymi difuznimi prostfedimi, které se mohou liSit svym slozenim, strukturou
pfip. bariérovymi schopnostmi. Cilem experimentalni c¢asti prace bylo s vyuzitim takto
navrzené metodiky ovéfit, zda je mozné fyzikalné sitované PVA gely vyuzit jako gelotvornou
a mechanické vlastnosti fidici komponentu semi-IPN hybridnich geld s manipulovatelnymi
transportnimi vlastnostmi.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Gely

Disperzni systémy jsou tvoreny pfinejmensim dvéma slozkami — disperzni fazi (disperznim
podilem) a disperznim prostfedim. Nékteré disperzni systémy (klasifikace dle velikosti
viz Obr. 1) obsahuji Castice pevné faze, jejichz rozméry se pohybuji v koloidnim rozsahu
1 nm az 1 ym. Ty jsou dispergovany v kapalinach a jsou schopny vytvaret gely procesem
gelace. Jedna se o souvislou prostorovou sit prostupujici celym disperznim systémem.
Disperzni podil tvofi spojitou fazi stejné jako je tomu u disperzniho prostfedi. Samostatny
pohyb disperznich &astic neni diky zesitovani mozny. Gely diky této struktufe vykazuji
mechanické vlastnosti, které odpovidaji viastnostem latek v tuhém stavu i pies to, ze tyto gely
maji kapalné disperzni prostfedi. Gelem jsou obvykle oznacovany systémy, které obsahuji
disperzni prostiedi v kapalné formé a je pro né mozné pouzit i obecny nazev — lyogely [1-3].
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Obr. 1 Prehled disperznich systémd [2]

2.1.1 Vznik gela

Proces, pri kterém dochazi ke vzniku gell se nazyva gelace. Struktura gelu muze byt utvarena
nékolika odliSnymi zblsoby. Makromolekularni retézce mohou byt spojovany bud fyzikalnimi
interakcemi, chemickymi interakcemi, anebo mohou vznikat cestou bobtnani jiz existujiciho
xerogelu. Pfi procesu gelace dochazi zpolatku k rozvétvovani polydisperzni prostorové sité
polymeru nazyvané sol. Pokud rozvétvovani polymerni sité pokracuje, ma to za nasledek
postupné snizovani rozpustnosti a zvétSovani velikosti polymeru. Gelace nastava v momenté,
kdy rozvétveny polymer prejde do nerozpustného stavu nekoneéné rozvétvené struktury
a tento kriticky bod se nazyva bod gelace [2, 4, 5]. Gelace zakladni struktury mlze byt
provedena fyzikalni nebo chemickou cestou, jak jiz bylo zminéno vy$e. Dale bude rozebran
pouze fyzikalni zplsob sitovani geld, jelikoz je pro tuto praci stézejni.

2.1.1.1 Fyzikalni sitovani

Plsobenim fyzikalnich interakci, jako jsou vodikové miistky, Van der Waalsovy a polarni sily,
dochazi ke sdruzovani usekl polymernich fetézcli a nasledné ke vzniku gel. Asociace se
uskute€nuje v rliznych castech retézce, ale netvori se na koncovych ¢astech. Spoje téchto
retézcu diky svym rozmér(im, které jsou vétsi nez u kovalentnich vazeb, nesou nazev uzlové
nebo spojné oblasti (Obr. 2 a). Na jednom retézci se diky jeho délce muze vyskytovat mnoho
uzlovych oblasti, ve kterych bude Fetézec spojen s jinym fetézcem [2, 3, 6]. Tyto uzlové oblasti
mohou byt pevné i slabé. U pevnych uzlt vykazuji vzniklé gely viastnosti podobné gelim, které
jsou chemicky sitované. Jsou pevné a mechanicky odolné. Naopak slabé uzlové oblasti jsou
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obsazeny v gelech, které maji nizkou mechanickou odolnost a rozpadaji se pfi jejich vétSim
namahani [7]. Pokud gely vznikaji pfi nepravidelném slu€ovani makromolekul, nazyvaji se
amorfni gely (Obr. 2 b). Pokud se makromolekuly usporadavaji rovnobézné vedle sebe,
dochazi ke vzniku geld s krystalickymi oblastmi (Obr. 2 ¢). V prubéhu starnuti fyzikalné
sitovanych gelll dochazi v dusledku snizovani Gibbsovy energie k reorganizaci struktury.
Tento proces se nazyva zrani gelu a byva doprovazen vylu¢ovanim rozpoustédla ze struktury
gelu, cemuz se fika synereze [3]. Aby mohlo viibec dojit ke spojeni jednotlivych fetézcll, musi
dojit ke snizeni afinity mezi rozpoustédlem a polymerni latkou. Toho Ize docilit zménou
fyzikalnich podminek [2]. Mezi tyto zmény se fadi zména teploty, pH, iontové sily roztoku,
anebo podporou asociace polymernich retézct metodou cyklického mrazeni a rozmrazovani
polymerniho roztoku (tzv. technika freeze-thaw), jak je tomu také v predlozené bakalarské
praci.

a)

Obr. 2 Struktura vysokomolekularnich gelii: a) gel s mechanickym propletenim, b) amorfni gel,
c) gel s krystalickymi oblastmi [2]. Uzlové oblasti gelové sité jsou naznaceny ¢arkované.

2.1.1.2 Metoda cyklického mraZeni a rozmrazovani

Gelace probihajici metodou freeze-thaw je fizena fazovou separaci (Obr. 3 a, b), ktera nastava
pfi mrznuti roztoku, kdy jsou k sobé jednotlivé polymerni retézce pritlacovany narlstajicimi
krystaly pevné faze rozpoustédla (v pfipadé vodnych roztokl krystaly ledu). Velikost krystal(i
se s navysujicim poctem cykl(i zvétsuje (Obr. 3 c). Vzniklé gely jsou poté slozeny z pér, které
jsou obklopeny polymerni kostrou a vyplnény dispernzim prostiedim (Obr. 3 d). Vznikajici
struktura je s opakujicimi se cykly zdokonalovana ve smyslu narustani poctu fyzikalnich
interakci v asociované polymerni fazi. Fyzikalni zesiténi ve formé vodikovych vazeb
a krystalickych polymernich oblasti posiluje stabilitu a mechanickou odolnost gelové
struktury [8].



Obr. 3 Schéma gelace metodou freezefthaw: a) roztok polymeru PVA (0. cyklus), b) fazova separace
v priitbéhu 1. cyklu (1. krystal ledu, 2. krystalicka oblast), c) fazovéa separace pri dal§ich cyklech
(3. narastajici krystal ledu), d) finaini struktura PVA hydrogelu [9]

2.1.2 Klasifikace gelu

K déleni geld mlze byt pristupovano pravé podle zplsobu sitovani (fyzikalni vs. chemické
gely). Ackoliv gely, jak jiz bylo fe€¢eno, vétSinou z hlediska nejmensiho rozméru disperzniho
podilu spadaji do koloidni oblasti, mohou byt taktéz tvoreny i mikroheterogennimi systémy,
jako je tomu napf. u nékterych silikat. Z tohoto pohledu Ize poté gely klasifikovat dle velikosti
disperzniho podilu. Podobnych zpusobd, jak gely délit je cela rad. Napfiklad se gely mohou
klasifikovat dle polymerni slozky, ktera je v nich obsazena, nebo podle rozpoustédlia, ve
ktrerém gelace probiha. Organické polymery, které jsou budto syntetického nebo pfirodniho
charakteru. NejCastéji se vSak déli podle toho, jak se chovaji ve stavu xerogelu. V tomto stavu,
kdy jim bylo odstranéno disperzni prostredi, se tyto gely chovaji reverzibilné nebo ireverzibilné.
Gely reverzibilni, nebo jinak fe€eno vratné, dokazou botnanim prechazet z xerogelu zpét do
formy lyogelu. Pri vysous$eni do formy xerogelu ztraceji disperzni prostredi a zmensuji svij
objem. Naopak gely ireverzibilni maji po vyuseni témér stejny objem jako plvodni lyogely, ale
do plvodniho stavu se nevraci ani pii opétovném kontaktu s disperznim prostredim [2].

2.1.3 Vlastnosti gell

Vlastnosti gell, zejména ty mechanické, zavisi na zplsobu sitovani a od toho se odvijejici
pevnosti uzlG. Gelové systémy, ackoliv je majorita jejich hmotnosti tvorena kapalnym
disperznim prostfedim, vykazuji, alespon do ur€itych mezi, chovani tuhych téles. Hranici
tohoto chovani reprezentuje hodnota te€ného napéti tzv. kritické napéti. Pokud se gel
deformuje pod touto hodnotou kritického napéti, vykazuje ony mechanické vlastnosti elasticky
tuhého télesa. Jakmile je ale naméahan napétim nad touto hodnotou, zacne se chovat jako
viskézni kapalina a ve vnitrni strukture dochazi k nevratnému poskozeni. Gelova sit v takovém
prostiredi ztraci své elastické vlastnosti. [6, 2]. Nékteré gely, které jsou fyzikalné sitované

10



mohou vykazovat unikatni regeneracni schopnosti. Pri aplikaci sily v podobé prudkého tiepani
jsou naruseny slabé vazby mezi polymery a plvodni gel se prevede do stavu solu. Pokud je
vSak tento sol ponechan v klidu, pak se vazby po uréité dobé zanou opét regenerovat
a dochazi k opétovné gelaci. Tomuto jevu se Fika tixotropie (Obr. 4). Mohou také vznikat gely,
jez nemaji stejnou strukturu a vlastnosti, jako mély gely pavodni. To je zplsobeno rdznou
pevnosti uzll, které jsou obsazeny uvnitf systému. Pfi namahani se narusi pouze ty slabé
vazby a systém se rozpadne na velké kusy [2].

sol

Txy = konst. Txy =~ ()

() —» Cas
Obr. 4 Casové zé&vislost zdanlivé viskozity pfi tixotropnim chovéni [2]

2.1.4 Vyuziti gelt

Praktické vyuziti specifickych vlastnosti gelll, popripadé samotného procesu gelace je velice
Siroké. Gely jsou Siroce vyuzivany v potravinarstvi, farmacii, I€karstvi, biologii a v mnoha
dalSich prlmyslovych odvétvich [2]. Béhem poslednich let se dostavaji do popredi
tzv. inteligentni gely, konkrétné tedy hydrogely, které jsou schopné na zménu zakladniho stavu
adekvatné reagovat. Mohou byt pouzity jako scaffoldy pro Ffizenou dopravu |é€Civ, nebo
napfiklad jako Coéky s fizenym zatemnovanim podle intenzity svétla [10, 11].

2.2 Hydrogely

Hydrogely bychom mohli charakterizovat jako gely, ve kterych se nachazi voda jako disperzni
prostredi. Maji uzasnou schopnost zadrzovat velké mnozstvi vody a jsou dobfe propustnym
materialem. Autofi Khare a Peppas navrhli strukturni model, ve kterém naznadcili pfitomnost
vody, ktera se nachazi v jakémkoli hydrogelu, ve tfech moznych tfidach. Pokud suchy hydrogel
zacne absorbovat vodu, prvni molekuly vody vstupujici do sité polymeru hydratuji nejpolarnéjsi
hydrofilni skupiny, a to vede k tvorbé primarné vazané vody. Tato skuteénost vede k tomu, ze
cela struktura za¢ne bobtnat a dochazi k tomu, ze hydrofobni struktury se také dostanou do
kontaktu s vodou a zaénou s ni interagovat. To vede k tvorbé hydrofobné vazané vody, ktera
se nazyva jako sekundarné vazana voda. Takto navazané mnozstvi vody se nékdy nazyva
jako celkové vazana voda. Hydrogel je nasledné schopny pfijmout dalSi vodu, a to diky
osmotické sile, ktera sméfuje k nekoneénému fedéni. Proti tomuto dodatenému bobtnani
pUsobi samotné zesitovani, coz se projevuje elastickou retrakéni silou. Takto dosahne
hydrogel rovnovazného stavu nabobtnani. Pfidavna bobtnaci voda, ktera je pohicena po
iontovych, polarnich a hydrofobnich skupinach, se nazyva jako voda volna nebo objemova.
Predpoklada se, ze tato voda vyplfiuje prostor mezi retézci, nebo je uvéznéna uvnitf velkych
poérl, makropord ¢i dutin. Hydrogely mohou byt pfipraveny z polymerl pfirodnich nebo
syntetickych, a podle toho vykazuji charakteristické vlastnosti.
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Mezi dllezité viastnosti hydrogelll se radi jejich také schopnost podiéhat resp. odolavat
dezintegraci a rozpousténi. Ta se odviji od povahy a slozeni hydrogelu. Biodegradabilni
hydrogely obsahuji biochemicky labilni vazby, diky éemuz nachazeji uplatnéni v aplikacich,
jako jsou tkanové inzenyrstvi, hojeni ran nebo enkapsulace 1é€Civ (Obr. 5). Tyto labilni vazby
mohou byt obsazeny pfimo v samotném polymeru, nebo ve vazbach pouzitych k zesitovani.
Tyto vazby se za fyziologickych podminek mohou enzymaticky nebo chemicky narusit,
a hydrogel degraduje. Nej€astéjsim mechanismem biodegradace je hydrolyza [4].

Obr. 5 Bobtnani hydrogelu s naslednym uvolnénim inkorporovaného léciva [12]

Dalsim dulezitym charakteristickym znakem hydrogell je jejich biokompatibilita. Hydrogel
samotny a produkty, které vznikaji pfi jeho degradaci, by nemély byt toxické. Zaroven
se vyzaduje, aby byly kompatibilni s imunitnim systémem. V idealnim pfipadé by se vzniklé
degradacni produkty mély metabolizovat na neSkodné metabolity, nebo by je mélo byt mozné
vylouéit filtraci pres ledviny. Diky hydrofilnimu povrchu jsou hydrogely obecné dobie
biokompatibilni. Jejich povrch ma pfi kontaktu s télnimi tekutinami nizkou volnou mezifazovou
energii, a to ma za nasledek témér nulovou tendenci prilnuti proteint a bunék na tento povrch.
Kromé toho hydrogely pro svou mékkou strukturu nedrazdi okolni tkané. Biokompatibilita je
charakteristicka pro prirodni polymery a vétSinou schazi polymer(m, které maji synteticky
charakter [4, 13].

2.2.1 Metody charakterizace optickych vlastnosti hydrogelt

Mezi zakladni metody, které slouzi k charakterizaci hydrogelovych systém(, se radi optické
metody. Jedna se o fyzikdlni metody, které jsou zaloZzeny na interakci hmoty
s elektromagnetickym zarenim, konkrétné na analyye elektromagnetického zareni, jenz je
vzorkem absorbovano nebo emitovano, pfipadné jeho hmotou prochayi [14]. Nazev optické
metody ma sv(jj plivod v historii, kdy pro analytické potieby byla vyuzivana pouze viditelna
(VIS) slozka elektromagnetického zareni [15].

2.2.1.1 UV-VIS spektrofotometrie

UV-VIS spektrofotometrie se radi mezi fyzikalné-chemické metody. Konkrétné spada pod
molekulovou absorpéni spektrometrii. Zakladem UV/VIS spektrofotometrie je absorpce
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elektromagnetického zafeni vrozsahu ultrafialové (190-400 nm) a viditelné oblasti
(400-780 nm) zfedénymi roztoky molekul. Principem metody je méreni energie, kterou vzorek
pfi prichodu zéareni absorbuje, pficemz absorpce zapficini zménu elektronového stavu dané
molekuly. Absorbance A [-] je charakterizovana jako zaporny dekadicky logaritmus hodnoty
transmitance T [-], coz je vlastné propustnost dané latky pro zareni. Pokud nechdme na vzorek
dopadat monochromatické zareni, tak v dusledku absorpce poklesne plvodni zarivy tok
dopadajiciho paprsku ¢, [W] na nizsi hodnotu ¢ [W]. Tento vztah je vyjadren rovnici (1).
¢
A=—logT=—log(E) (1)
Zavislost absorbance na molarnim extinkénim koeficientu €, [IFmol'-cm™] dané latky,
tloustce kyvety / [cm] a koncentraci ¢ [mol-I''] je matematicky vyjadiena Bouguer-Lambert-
Beerovym zakonem, ktery je vyjadren rovnici (2) (zkracené Lambert-Beerovym zakonem ¢i
B.L.B. zakonem). Této zavislosti se vyuziva ve vétsiné experimentl a obvykle se vyuziva
metoda kalibracni krivky (Obr. 6) [15 - 17].
A/l =& -C- l (2)

Al AH

A4
/\
A [nm] c [mol/l]

Obr. 6 Graf zavislosti absorbance na vinové délce a graf kalibracni kfivky, v kterych jsou znézornény
zavislosti v B.L.B. zékoné [18]

Vysledkem méreni jsou ziskana spektra, jez jsou analyzovana pfi vzbrané vhodné vinové
délce nebo v celém snimaném rozsahu. Jedna se o absorbCni spektra, nebo spektra zavislosti
transmitance na vinové délce. Pouziti B.L.B. zdkona je omezeno pouze na zfedéné roztoky,
u nichz je koncentrace nizsi nez 102 mol-dm=, protoze u vyssich koncentraci se zacina ménit
extinkéni koeficient dané latky (graf neni linearni; Obr. 7), a tudiz se neda pouzit jako
konstantni materialovy koeficient [17].
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Al A

oblast platnosti B.L.B. zakona ' c [molfl]

Obr. 7 Graf zavislosti absorbance na koncentraci znézorriujici lineérni oblast pouzitelnou pro
meéreni [15]

2.2.2 Metody charakterizace mechanickych vlastnosti hydrogelt

Jak uz bylo zminéno, navzdory vysokému relativnimu obsahu kapalného disperzniho prostredi
hydrogely vykazuji mechanické vlastnosti blizké pevnym latkdm. DalSi kliCovy pohled
charakterizaci hydrogel(l tudiz predstavuje analyya jejich mechanickych vlastnosti. Ty mohou
byt ovlivnény metodou sitovani, koncentraci polymerni sité v roztoku nebo koncentraci
sitovaciho cCinidla. Mechanické vlastnosti samy o sobé uzce souvisi s ostatnimi uzitnymi
vlastnosmi gelll, protoze koncentrace polymeru a hustota sitovani ovliviiuje nejen deformacni
charakter, ale napfiklad také rychlost difuze v gelech. Proto se vtéto praci separatné
vénujeme nejen mechanické, ale také transportni charakterizaci studovanych gel(i [19].

2.2.2.1 Reologie

Reologie je samostatny védni obor zabyvajici se studiem mechanickych vlastnosti materiald
(pevnych i kapalnych) a to konkrétné jejich odezvou, pokud je na né plUsobeno vnéjsi
mechanickou silou. Nazev reologie pochazi ze dvou feckych slov — rheos (tok nebo také reka)
a logos (véda) [20]. Mezi hlavni postavy, jez staly u zrodu tohoto védniho oboru jsou
Markus Reiner, ktery se jako prvni zabyval touto tématikou a Eugene C. Bingham, ktery
roku 1929 zalozil reologickou spoleénost , The Society of Reology” [21].

Na téleso m(ize byt nahlizeno jako na idedlni (newtonskou) kapalinu, jejiz deformacni
chovani mlGzeme vyjadrit vztahem pro Newtonlv zakon viskozity, nebo pruzné (hookovské)
téleso, které se fidi Hookovym zakonem, coz ndm ur€uje limitni charaktery chovani realnych
téles [22, 23].

Idealni (newtonska) kapalina — Newtonlv zakon

Tento zakon je pojmenovan podle anglického fyzika (matematika, astronoma, ...) sira Issaca
Newtona a popisuje jednoduchy linearni vztah chovani toku tekutin, ktery je popsany
v rovnici (3).

T=77'a, (3)

kde je vyjadfeno smykové napéti 7 [Pa]. To je zavislé na dynamické vyskozité n [Pa-s; starSi
oznaceni Poise (1 P = 0,1 Pa-s)] a gradientu rychlosti [s], ktery je kolmy ve sméru na rychlost.
Dynamicka viskozita je pro newtonské kapaliny konstantou pro zvolenou teplotu, a proto je
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smykové napéti pfimo umérné smykové rychlosti [24]. Kromé& dynamické viskozity se
u idedlnich kapalin vyskytuje také kinematicka viskozita v [m?s”] a je vyjadiena pomoci
rovnice (4).
=1
V= p ] (4)
kde je podil dynamické viskozity n a hustoty kapaliny p [kg-m®]. Viskozita je pro idealni kapaliny
pfi dané teploté a tlaku konstantou a popisuje jeji vnitini tfeni (Obr. 8) [25, 26].

}IJ ]IJ'
Obr. 8 Newtonska kapalina — tokova krivka (vlevo) a viskozitni kiivka (vpravo) [25]

Pokud viskozita neni konstantni, mluvime o tzv. nenewtonskych kapalinach a ty se nefidi
podle Newtonova viskozitniho zakona. Viskozita se méni v zavislosti na pouzitém smykovém
napéti, smykové rychlosti a Case [25].

Pruzné (hookovské) téleso — Hookuv zakon

Tento zakon byl popsan anglickym fyzikem Robertem Hookem. Popisuje idealné pevné latky,
které se plsobenim sil (tahem, tlakem) idealné pruzné deformuiji. Plati pro né vztah popsany
v rovnici (5).

on=E "¢, (5)

kde je vyjadfeno normalové napéti o, [Pa]. To je zavislé na konstanté umérnosti, nazvané jako
Yonglv modul pruznosti (modul pruznosti v tahu; materidlova konstanta) E [Pa] a relativni
prodlouzeni ¢ [-]. Pro pruznou deformaci tahem je normalové napéti pfimo umérné relativnimu
prodlouzeni. Pfi relativnim prodlouzeni délky dochazi zaroven Kk relativnimu pfiénému
zkraceni [27].

2.2.2.2 Viskoelastické latky

Vétsina realnych materidll nevykazuje idedlni chovani, takze je nemlizeme pfimo popsat
Newtonovym nebo Hookovym zakonem. Mluvime tedy o viskoelastickych latkach. Pokud na
né budeme pusobit silou, budou ¢astecné vykazovat obojetny charakter — kombinaci chovani
idealni kapaliny a idealni pevné latky souc¢asné, a proto se daji popsat viskdznimi i elastickymi
parametry [23]. Pokud aplikujeme napéti na elastické materidly, je deformace zavisla pouze
na velikosti pouzitého napéti. U viskdznich latek se pfi plsobeni napéti deformace linearné
zvySuje, a to s urcitou specifickou rychlosti [6]. Jelikoz se nékteré materialy deformuji velice
pomalu, pouziva se tzv. Debofino Cislo, které nam vyjadfuje, ze nékteré materialy se mohou
chovat jako kapaliny, pokud na né nahlizime dostate¢né dlouhou dobu.

D, =2, (6)
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Debofino Cislo D, vyjadfuje podil charakteristického €asu materialu 2 (relaxaéni €as; vyjadiuje
urcitou tvarovou pamét materialu) a ¢asu pozorovani 8, béhem kterého plsobime na material
silou. Toto €islo nabyva hodnot od nuly do nekoneéna. Materialy s hodnotou okolo nuly se jevi
jako dokonale tekouci kapaliny, a naopak pro hodnoty blizké nekone&nu se materialy jevi jako
dokonale tuha télesa [6, 28].

Mezi viskoelastické latky mUzeme zaradit v podstaté vSechny latky, ale typické jsou
predevsim polymery a jejich rizné disperzni formy, napfiklad polymerni roztoky a gely. Pro
méreni viskoelastickych vlastnosti téchto materiall se ¢asto pouzivaji oscilacné testy a méreni
se provadi na pristrojich zvanych reometry [28, 29].

2.2.2.3 Reologické parametry — komplexni modul a ztratovy uhel

Vyhodnocenim oscilacnich méfeni jsou ziskany parametry jako jsou komplexni modul G* [Pa]
a ztratovy (fazovy) uhel § [°]. Obé tyto veli€¢iny spolu popisuji viskdzni a elastické chovani latek
a jsou zavislé na aplikované frekvenci a teploté [30]. Komplexni modul, popsany rovnici (7), je
komplexni Cislo, které se sklada ze slozky realné (vratné) a slozky imaginarni (nevratné),
a udava informaci o rigidité vzorku, tj. celkové odolnosti vii¢u deformaci bez ohledu na jeji
charakter (elastickz vs. viskozni). Elasticka slozka (pamétovy modul) G’ [Pa] je realnou
slozkou, naproti tomu viskézni slozka (ztratovy modul) G [Pa] je reprezentovana slozkou
imaginarni (Obr. 9). Vztah mezi nimi se da vyjadfit pomoci rovnice (8).

G'=G'+i-G", (7)

G”

tan(6) = — (8)

G’

kde i znaci imaginarni jednotku. Ztratovy uhel mlze nabyvat hodnot od 0°, coz je
charakteristické pro idealni pevné latky az po 90°, kdy se latky chovaji jako idealni kapaliny.
Oblast mezi témito hodnotami je charakteristicka pro viskoelastické latky a hranice 45° nam
tuto oblast déli na télesa s prevahou elastické slozky (tzv. solid-like, hodnoty od 0° do 45°)
a na télesa s prevahou viskozni slozky (tzv. liquid-like, hodnoty od 45° do 90°) [30, 31].

S

osa

Imaginarni

—_

Realna
osa

Obr. 9 Zobrazeni sloZek viskoelastickych moduld [32]
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2.2.3 Metody charakterizace realné struktury hydrogelt

Abychom mohli hydrogely charakterizovat z hlediska vnitfni struktury, pfipadné realizovat
strukturni mapovani jejich fyzikalnich vlastnosti, je vhodné vyuzit mikroskopické techniky.
Vzhledem k redlné velikosti téchto systém( je vhodné pouzit skenovaci elektronovou
mikroskopii (SEM) nebo transmisni elektronovou mikroskopii (TEM). OvSem pfed pouzitim
téchto technik musime vzorek zbavit rozpoustédia, a to napfiklad lyofilizaci [4, 33].

2.2.3.1 Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie je kli€ova technika ultrastrukturni analyzy, ktera se v soucastnosti
hojné vyuziva v riznych védeckych i primyslovych odvétvich. Od klasické svételné
mikroskopie se liSi pouzitym zobrazovacim médiem. Svételny mikroskop vyuziva fotony,
naopak elektronovy mikroskop vyuziva urychlené elektrony. Ty maji oproti fotonllm mnohem
mensi vinovou délku, coz zvySuje rozliSeni metody. Elektrony vznikaji na katodé a ve sméru
k anodé jsou urychlovany urychlovacim napétim diky éemuz nabydou velkého mnozstvi
kinetické energie [34]. Celé méfeni musi probihat ve vakuu, aby elektrony neinteragovaly
s jinymi molekulami nebo sami se sebou. Optické €ocky jsou nahrazeny elektromagnetickymi
¢ockami, které fokusuji svazek elektronl na urcité misto se zkoumanym vzorkem. P¥i interakci
elektron-vzorek dochazi ke vzniku signalu, ktery je pocitaem vyhodnocen a vysledny obraz
je zobrazen prostrednictvim obrazovky. S dobfe korigovanym vyhodnocovacim systémem
elektronového mikroskopu a dobrymi vstupnimi podminkami mutze byt dosazeno rozliseni az
50 pm [35, 36].

2.2.3.2 Skenovaci elektronova mikroskopie

Roku 1931 spatfil svétlo svéta prvni elektronovy mikroskop. Jednalo se o transmisni
elektronovy mikroskop. Na ten skenovaci (skenovaci elektronova mikroskopie, SEM) bylo
nutné vyckat az do roku 1938. V tomto roce se povedlo némeckému fyzikovi Manfredovi von
Ardenne popsat (jak teoreticky, tak prakticky) princip SEM a je povazovan za jeho vynélezce
i pfes fakt, ze ho fyzicky nesetrojil. To se povedlo vroce 1942 americkému védci
V. K. Zworykinemovi. Ten vynalezl detektor sekundarnich elektronl (fotonasobic), ktery byl
pro tuto analyzu stézejni [37].

Princip metody SEM spociva v zobrazovani povrchovych struktur poté, co vzorek interaguje
s primarnim svazkem elektronu, ktery ze vzorku vyrazi elektrony o riznych hodnotach energii
(Obr. 10). Ty jsou detekovany na fotonasobici, kde je intenzita signalu kaskadovité zesilena
a nasledné prevedena do viditelného obrazu na monitoru. Fokusovany primarni svazek
elektronl skenuje vzorek bod po bodu v sitovitém systému — rastru. Takto mizeme ziskat
informace o jeho povrchové vrstvé, nebo fezu ve vzorku. Mezi dalSi mozné vyuziti SEM patfi
zjisténi rozmér( ¢astic ¢i pord, prvkova analyza nebo elektricka vodivost [38 — 40].

Hydrogely nemohou byt diky svému vysokému obsahu vody méfeny pomoci SEM
v nativnim stavu, musi se vysusit. Pokud se to udéla klasickou cestou, mize dochazet
k narusovanim vnitini struktury hydrogelu, popfipadé zméné vlastnosti, které nativni hydrogel
ma. Pro méfeni v hydratovaném stavu se pouzivaji kryoSEM techniky. Odstranéni vody je
vSak pouze jedna z uprav, které vzorek Cekaji. Pfed samotnym méfenim musi dale projit
napfiklad fixaci, ¢isténim a vétsina vzork( hlavné pokovenim, kvlli zajisténi vodivosti nezbytné
pro pozadovany kontrast [37].
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sloZeni a vazebné stavy pruzné rozptylené elektrony
nekoherentné pruzné strukturni analyza
rozptylené elektrony '
absorbované elektrony

morfologické informace (TEM)

Obr. 10 Schéma interakce priméarniho elekironového svazku se vzorkem s naslednym uvolnénim
elektronti/zareni o riznych signalech, které nesou informace o vzorku. Pokud je vzorek dostateéné
tenky, nékteré elektrony projdou (typické pro STEM) [41]

2.2.4 Metody chcarakterizace transportnich viastnosti hydrogelt

2.2.4.1 Difaze

Difuze je projevem Brownova pohybu (Obr. 11), kdy se v navenek nehybné soustavé
presouvaji Castice, které se snazi presunout z oblasti koncentrovanéjsi do oblasti s nizsi
koncentraci. Cely proces se uskuteChuje bez pifesné danych prostorovych drah, a pravé tento
nahodny proces pfispiva v dlisledku k vyrovnani koncentrace v systému. Tudiz v kone¢ném —
rovnhovazném — stavu jsou €astice rozptyleny v celém objemu a nedochazi k jejich castému
shlukovani [42].

Obr. 11 Schéma Brownova pohybu — déj probihajici v prostoru, zde v§ak zachyceny prumét do jedné
roviny [43]
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Rychlost samotné difize maze byt ovlivnéna zménou pocatecnich podminek, které jsou pro
ni stézejni. Jedna se o velikost astic, teplotu a vlastnosti prostfedi, v némz ma byt difuze
uskute¢néna. Difuze mUze probihat ve vSech prostredich (kapaliny, plyny a pevné latky), ale
bude se u nich vyrazné ménit pravé zminéna rychlost Sifeni €astic. V plynech, kde ¢asticim
nebrani nic v pohybu se rychlost difize uskute¢nuje fadové 10 cm-min. V kapalinach se
rychlost difize pohybuje fadové kolem 0,05 cm-min™ a u pevnych latek jsou projevy tohoto
pohybu minimalni, s rychlosti pouze okolo 10° cm-min”', protoze c¢astice jsou pevné vazané
v krystalové mfizce a mohou se pohybovat (,pfeskakovat®) pouze na vedlejsi volna mista [44].
Rychlost difuze v roztocich polymer( se pohybuje mezi rychlostmi v kapalinach a rychlostmi
v pevnych latkach. Samotna rychlost maze byt hodné ovlivnéna nehomogenitou systému, kdy
je rychlost ovlivnéna predevsim velikosti koncentracniho gradientu. Hnaci silou difuze
v nehybné fazi je rozdil chemického potencialu, potazmo koncentrace slozky ve dvou mistech
systému, mezi kterymi tento dé&j probiha. Pfi konstantni teploté a tlaku se obecné uvadi, ze
maximalni prace dw, ktera musi byt jind nez objemova, je rovha zméné chemického potencialu
du. Uskuteciuje se to pfi transportu jednoho molu latky z mista o chemickém potencialu u na
misto s chemickym potencialem, jehoz hodnota je rovna u + du. V systému, kde je chemicky
potencial funkci prostorové souradnice x, dostavame rovnici (9).

dw = (Z—‘;)p'T dx, (9)

pokud ovéem dosadime tento vztah do obecného vyjadieni prace, dostaneme rovnici (10).
dw = —Fdx, (10)

tento vztah Ize interpretovat jako silu, ktera plisobi na 1 mol castic. Tato sila F plsobi
v opacném sméru, nez je tomu u gradientu chemického potencialu.

Sila vyjadfuje pouze tendenci ¢astic se spontanné rozptylovat coz je nasledkem druhého
termodynamického zakona a systém se tim padem snazi dostat do stavu s nejvyssi entropii,
¢imz dospéje do stavu, ve kterém bude mit nejmensi vnitfni energii [45].

2.2.4.2 Fickovy zakony

Vroce 1855 se némeckému Iékafi a fyziologovi Adolfu E. Fickovi povedlo formulovat
matematicky aparat difuze, dnes na jeho pocest oznacované jako tzv. Fickovy zakony. Zjistil,
ze pohyby, které se uplatruji pfi difuzi (neusporadany pohyb molekul) jsou analogické pohybu
molekul pfi vedeni tepla. Prvni Fick(lv zakon predstavuje rychlost pienosu latky difuzi, ktera je
umérna gradientu koncentrace v ur€itém misté. Dle druhého Fickova z&kona je zména
koncentrace v urCitém misté a jeji rychlost, zpUsobena difuzi, a ta je Umérna koncentra¢nim
gradientem vtomto misté. Konstanta umérnosti je oznaCovana jako difuzni koeficient
D [m?s'] a vyjadfuje pocet molll dané slozky, ktera projde jednotkovou plochou za jednotku
¢asu pfi jednotkovém gradientu koncentrace slozky [46].

Prvni FickGv zakon

Pokud se soustava nachazi ve stavu, kdy je konstantni koncentra¢ni gradient, poté v ni
probiha tzv. stacionarni difuze, pro kterou byl odvozen prvni Fickliv zékon. V tomto pfipadé je
koncentrace funkci prostorové orientace, ¢asu a difuzni tok J [mol'm?2-s'] je umérny
koncentra¢nimu gradientu grad ¢ [mol-m™].

J=-D-gradc= —D-Vc (12)
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Difuzni tok ma zde charakter vektorové veli€iny a odpovida mnozstvi latky, které je pfeneseno
pres jednotkovou plochu za jednotku Casu. Stacionarni difize je pohanéna koncentra¢nim
gradientem, ale samotna difuze probiha proti tomuto gradientu [47]. Molekuly se béhem
samotného difuzniho transportu pohybuji z mista s vys$Si koncentraci do mista s nizSi
koncentraci, a proto se v rovnici objevuje zaporné znaménko.

Pokud by stacionarni difuze probihala ve sméru jedné z os (napf. osy x), Ize predeslou rovnici
(12) upravit na tvar, ktery bude vhodné;si [46]:

— B
Je=-D-(5). (13)
Druhy Ficklv zakon

Druhy Fick(v zékon plati pro nestacionarni difuzi a vyjadriuje zménu koncentrace latky, ktera
difunduje systémem, v case. Obecné vyjadfeni druhého Fickova zakona je popsano
rovnici (14).

% =div(D -gradc¢) = D - divgrad c (14)
pokud D # D(c), tak plati druha ¢ast rovnice (14).

Rovnice (14) neni zavisla na presné zvoleném souradnicovém systému, tudiz mlze byt
vyjadrena v riznych podobach. Pokud v$ak transformujeme souradnicovy systém, mizeme
tim docilit zjednoduseni celého matematického popisu soustavy. Napfiklad, pokud bude
nestacionarni difuze probihat ve sméru osy X, Ize rovnici (14) upravit na tvar:
dc _ . (a_zc 104 ac)’

at 9x2 ' Adx ox

(15)
ktery, pokud je plocha A konstantni, je mozné dale upravovat na tvar [32]:

dc d%c

5= (5) (16)
Tato rovnice je ve své podobé stejna jako rovnice pro vedeni tepla, a proto je mozné pfi

podobné zadanych pocéate€nich a okrajovych podminkach prevadét jednotlivé ulohy z oblasti
transportu tepla, resp. Hmoty mezi sebou [45, 46].

2.2.4.3 Metoda difazniho paru

V metodé difiznich pard (Obr. 12) se sleduje transport difundujici latky mezi dvéma difdznimi
prostredimi. Jedno difuzni prostredi se nazyva jako zdrojova Cast (v pfipadé analyzy gelovych
systémU zdrojovy gel), ve které je obsazena nenulova koncentrace difundujici latky (difazni
sondy). Druhé difuzni prostredi se oznacuje jako pfijimaci ¢ast (pfijimaci gel) a obsahuje mensi
(pfipadné nulovou) koncentraci difuzni sodny. Na pocatku experimentu jsou obé ¢asti spojeny
a probiha mezi nimi transport sledované latky, napfiklad barviva jako je ilustrovano na
Obr. 12. V presné stanovenych intervalech jsou obé ¢asti rozdéleny a probiha méreni prostupu
sledované latky v rliznych polohach [48].
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Obr. 12 llustrace principu metody difazniho paru
2.3 Polyvinylalkohol

Polyvinylalkohol (PVA) byl poprvé syntetizovan hydrolyzou polyvinylacetatu v ethanolu
s pfidavkem silné z&sady v podobé hydroxidu draselného. Povedlo se to némeckym
organickym chemikim W.O. Hermannovi a W. Haehnelovi v roce 1924. Komer¢né se PVA
nejCastéji vyrabi kontinualnim procesem z polyvinylacetatu, pfi kterém jsou acetatové skupiny
hydrolyzovany esterovou zaménou s methanolem. V8e probiha za pfitomnosti bezvodého
methoxidu sodného nebo vodného hydroxidu sodného. Jedna se o translucentni bilou nebo
krémové zbarvenou praskovitou latku krystalického charakteru bez zapachu a chuti. Fyzikalni
vlastnosti PVA uzce souvisi s polymerizaénim stupném a také se stupném hydrolyzy (podle
toho ho Ize rozdélit do dvou skupin — €asteéné hydrolyzovany a plné hydrolyzovany; Obr. 13).
Napriklad polymerizaéni stuperi ovliviiuje jeho rozpustnost; PVA se tim hiife rozpousti, ¢im je
jeho polymerizacni stupen vyssi. Rozpustnost je ¢astecné ovlivnéna také stupném hydrolyzy,
ten ale pfedevsim ovliviiuje viskozitu vzniklého roztoku. Uplné hydrolyzovany PVA vykazuje
viskoznéj$i charakter, nez je tomu u vzorku se stejnym polymeryzacnim, ale nizSim
hydrolyzacnim stupném. Pro stupef hydrolyzy nizSi nez cca 88% je PVA Iépe rozpustny za
niz8ich teplot nez pfi teplotach zvySenych [49; 50].

a) b)
E cH: cH +— cH, CH — FCcH:— cHS
| | I
OH ? OH
n "
C=0
- | =
CH:

Obr. 13 Césteéné (a) a piné (b) hydrolyzované PVA [49]
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2.3.1 Struktura

PVA se vyskytuje v podobé linedrniho polymerniho fetézce tvoreného uhlikovymi atomy, které
jsou k sobé vazany jednoduchymi vazbami s hydroxylovou skupinou, ktera je navazana na
kazdém druhém uhliku a stupen polymerizace urcuje, kolik zakladnich jednotek je v molekule
PVA obsazeno [49]. Toto usporadani plati pro idealni molekulu PVA. Bohuzel pfi syntéze se
vytvareji molekuly PVA o rliznych prostorovych modifikacich. Pokud se hydroxylové skupiny
sefadi na jedné strané fetézce, jedna se o tzv. izotaktickou modifikaci (Obr. 14 a). Jestlize se
jednotlivé skupiny pravidelné stfidaji z jedné strany na druhou, mluvime o syndiotaktické
modifikaci (Obr. 14 b). A nakonec, pokud jsou hydroxylové skupiny rozhazeny v rlizném,
nepravidelném usporadani, jedna se o ataktickou modifikaci (Obr. 14 c) [49 — 52].

H H s H
a) ’

OH OH OH OH OH
b)

OH H OH H OH
c)

OH OH OH H H

Obr. 14 Prostorova modifikace PVA: a) izotakticka, b) syndiotakticka, c) atakticka [53]

Dulezity je také pohled na strukturu z hlediska pritomnosti 1,2 glykolovych struktur. Pokud
by mél vzniknout fetézec s idealnim rozlozenim, bude obsahovat molekuly v poloze
hlava-pata, coz odpovida 1,3 glykolové struktuie. Nékdy ov§em béhem spojovani jednotlivych
molekul dojde ke spojeni v poloze hlava-hlava, a toto uspofadani odpovida zminénym
1,2 glykolovym strukturam.

Jak jiz bylo feceno, dllezita je také hydrolyza jednotlivych acetatovych skupin, protoze podle
téchto zbylych skupin uréujeme hydrolyzovanost dané molekuly a od toho se odvijeji jeji
vlastnosti [50; 51].

2.3.2 Vyroba

PVA nelze syntetizovat z monomerni jednotky vinylakoholu, jelikoz se nejedna o stabilni
slou€eninu [49]. Na prvni pohled by se mohlo zdat, Ze moznou cestou pro syntézu PVA je
acetaldehyd. Nastava zde problém, pfi kterém hydroxylova skupina, ktera se nachazi na
stejném atomu uhliku jako dvojna vazba, podléha pfesmyku na aldehyd. Proto se PVA musi
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syntetizovat hydrolyzou polyvinylacetatu. A to je dlvod, pro¢ PVA obsahuje vzdy urcité
mnozstvi zbytkovych polyvinylacetatovych skupin [54].

Polyvinylacetat se pfipravuje polymeraci z monomeru vinylacetatu a pfi procesu pfipravy je
rozpustén v methanolu, ve kterém bude probihat hydrolyticka reakce za pfritommnosti
katalyzatoru. Jako katalyzator jsou nejcastéji pouzivany silné baze, jako napfiklad hydroxid
draselny nebo sodny. Zménou reakénich podminek muze byt ovlivnéna konecna struktura
vznikajiciho polymeru. Reakénimi podminkami, jako je reakéni teplota, koncentrace
katalyzatoru, €as reakce nebo charakter rozpoustédia, je ovlivnéno finalni mnozstvi a rozlozeni
zbytkovych acetatovych skupin v Fetézci [55].

2.3.3 Vlastnosti

2.3.3.1 Fyzikalni vlastnosti

Dle stupné hydrolyzy a primérné molekulové hmotnosti polymeru se méni stupen krystalinity.
Tento fakt ovliviiuje fadu fyzikalnich vlastnosti jako napfiklad pevnost, rozpustnost nebo
permeabilitu pevného PVA. Uz pocéateéni podminky pfi syntéze z polyvinylacetatu ovlivauji
vysledné vlastnosti. Jak ovlivhuje hydrolyza a molekulova hmotnost vysledné viastnosti je
interpretovano na Obr. 15. PVA obsahujici casteéné hydrolyzované fetézce obsahuje zbytkové
acetatové skupiny a ty nasledné snizuji krystalinitu. To ma za nasledek nizsi pevnost a vyssi
rozpustnost vysledného materialu, nez je tomu u pIné hydrolyzovanych systémi. Casteéné
hydrolyzované PVA se daji povazovat za kopolymery a plné hydrolyzované PVA, lze
povazovat za homopolymery [56].

Zvyseni viskozity

Zvyseni pevnosti v tahu

Zvyseni odolnosti k vodé
Zvyseni pruznosti Zvyseni adhezni sily
Zvyseni citlivosti na vodu Zvyseni odolnosti k rozpoustédIiur
Zvyseni solvatace Zvyseni sily sidperze

MOLEKULOVA HMOTNOST

KLESAJICI _ ROSTOUCI

% HYDROLYZY

Zvyseni pruznosti Zvyseni odolnosti k vodé

Zvyseni sily disperze Zvyseni pevnosti v tahu

Zvyseni citlivosti na vodu Zvyseni odolnosti k rozpoustéditim
Zvyseni adheze k hydrofobnim povrchim Zvyseni adheze k hydrofilnim povrchim

Obr. 15 Charakteristické viastnosti PVA v zavislosti na molekulové hmostnosti a stupni hydrolyzy [57]
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Velikost vzniklych krystall ovliviiuje bod tani, ktery se u plné hydrolyzovaného PVA
pohybuje v rozmezi od 220 do 267 °C a skelny piechod se objevuje kolem 85 °C [56; 57].
Rozpustnost PVA ve vodé je ovlivnéna hydrolyzou daného vzorku. Hydrolyza zpusobi
navys$eni hydroxylovych skupin, které podporuji tvorbu vodikovych mustku, které nasledné
snizuji rozpustnost ve vodé. Ac¢koliv se ¢astesné hydrolyzované PVA rozpousti jiz pfi nizSich
teplotach, tak pIné hydrolyzované PVA pro kompletni rozpusténi potrebuje teploty vyssi nez
90 °C. Mezi dal8i vysoce polarni rozpoustédla vhodna pro rozpousténi PVA se fadi napfiklad
dimethylsulfoxid (DMSO), acetamid a dimethylformamid. Viskozita je vlastnost, ktera vzriista
se zvySujicim se stupném hydrolyzy, ale zaroven klesa, pokud se zvysuje teplota. Pokud ma
PVA vysoky stupen hydrolyzy, tak viskozita vzriista i pokud je material v klidu a mize dochazet
ke gelaci. Tomu se da zabranit pfidanim malého mnozstvi nizkomolekularnich alifatickych
alkohol nebo mog&oviny. Tim se viskozita stabilizuje. Caste¢né hydrolyzované roztoky PVA
vykazuji vys$si stabilitu viskozity samy o sobé [56].

2.3.3.2 Chemické viastnosti

Samotna struktura PVA vykazuje podobnou reaktivitu jako je tomu u vicesytnych alkohol(l
a diky tomu muze reagovat s rlznymi polarnimi latkami. Nejcastéj$i reakce, které na PVA
fetézci probihaji jsou reakce, pfi kterych vznikaji acetaly (reakce hydroxylovych skupin
s aldehydy), nebo esterifikani reakce (hydroxylové skupiny reaguji s organickymi kyselinami).
PVA se da velice jednoduse zesitovat sitovacimi Cinidly jako jsou kyselina borita, nebo
napfiklad glyoxal [56].

2.3.3.3 Biodegradace

Hlavni retézec PVA je tvoren vazbami uhlik-uhlik, a presto muze byt biologicky odbouran za
vzniku vody a oxidu uhli¢itého. Tato raritni vlastnost je mozna i pres skute¢nost, ze se jedna
o synteticky polymer [58]. Pevna struktura PVA je velice odolnd, ale hydrogely na této bazi
jsou degradovatelné desitkami mikroorganism(i [56]. V priibéhu degradace dochéazi za pomoci
oxidaz k oxidaci 1,3 hydroxylovych skupin na 3-hydroxyketony a 1,3-diketony. Ty nasledné
dale §tépi vazby uhlik-uhlik a vznikaji fetézce s karboxylovymi a methylenovymi skupinami na
koncich [59].

2.3.4 Pouziti

PVA diky svym vlastnostem nachazi vyuziti v mnoha odli$nych pramyslovych odvétvich. Kv(ili
biokompatibilité, nizké mezifazové energii, kterd ma za nasledek nizké sorbéni tendence vIci
proteinlm a télnim derivatim, se hojné vyuziva v mediciné a farmacii. Hydrogely PVA se
mohou pouzivat jako membrany, hydrofilni povlaky pro urychleni a zlepSeni regenerace
poranéni, kontaktni ¢oc¢ky, nebo jako nosice I€Civ pro fizené uvolhovani aktivni slozky [60].
Dalsi vyuziti nachazi napfiklad v potravinarském prumyslu, kde se diky svym vlastnostem,
které vykazuji podobné chovani jako zelatina, pouziva jako jedlé zahustovadlo. Jako
modulator viskozity mGze byt ovéem pouzit i pfi vyrobé inkoust, lepidel, nebo pro impregnaci
papiru proti tukim a rozpoustédiim [49, 54]. PVA se diky své dobré rozpustnosti ve vodé
pouziva jako koloid, ktery stéricky stabilizuje polymerni disperze. Z PVA se daiji pfipravit ve
vodé rozpustné folie, které se mohou pouzit jako obalovy material. DalSim moznym vyuzitim
pro PVA je vyroba syntetickych textilnich viaken [49].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1 Priprava transparentnich hydrogell na bazi PVA

3.1.1 Hydrogely pfipravované s organickymi rozpoustédly

Pripravé hydrogelll na bazi PVA s vysokou transparentnosti a mechanismu, jak této vysoké
transparentnosti dosahnout se vénovali autofi studie [61]. Samotnd metoda sitovani
freeze-thaw, ktera byla v tomto experimentu pouzita je zaloZzena na presném stridani cykl(
mrazeni a nasledného tani vzorku polymeru, kdy jiz po nékolika malo cyklech vznika
pozadovana polymerni sit. Obecny mechanismus pouzité fyzikalni sitovaci metody byl popsan
v podkapitole 2.1.1. Autofi citované studie pfipravovali hydrogely rozpousténim 16,7 hm. %
PVA ve vodnych roztocich dimethylsulfoxidu (DMSO) o rGznych koncentracich (od 0 az do
100 %). Rozpousténi probihalo ve vodni lazni pfi teploté 90 °C a roztoky byly po celou dobu
michany. Nasledné byly nality do forem, ve kterych byly podrobeny cyklovani, coz znamena,
ze byly nejprve pfi —18 °C po dobu 7 hodin mrazeny a nasledné 3 hodiny ponechany pfi
pokojové teploté. Pocet cykll byl stanoven na 7. V tomto experimentu byly testovany rlizné
vlastnosti, napfiklad pravé transparentnost, krystalinita, mechanicka pevnost anebo slozeni
jednotlivych hydrogell. Pro zkoumani optickych vlastnosti, které jsou pro nas v této praci
stézejni, pouzili metodu zkoumani svételné transmitance. Pro jeji méfeni pouzivali 754UV-VIS
spektrofotometr (Shanghai Spectrum Instruments). Vzorky byly proméfeny pfii sedmi rdznych
vinovych délkéach ve spektralnim rozsahu 425-700 nm a nasledné porovnany s propustnosti
umélé rohovky nebo kontaktni Cocky. Bylo zjisténo, ze ¢&im vysSSi byla vinova délka
dopadajiciho zareni, tim se také zvysovala propustnost PVA hydrogelll sitovanych metodou
freeze-thaw. Pravé mechanismus vzniku polymerni sité je stézejni pro finalni vlastnosti.
Krystalické domény PVA, které béhem tohoto cyklu vznikaji ovliviuji smér, intenzitu svétla
a ovliviuji fyzikalni vlastnosti jako jsou rozptyl svétla, refrakce a odraz svétla, které ovliviuji
transparentnost vzniklého PVA hydrogelu. Bylo zjisténo, ze se zvySujici koncentraci DMSO ve
vzorku se zvySuje jejich transparentnost. To v8e plati pro vzorky ve vodnych roztocich
obsahujicich az 80 hm. % DMSO, kdy je dosazeno maxima a nasledné pfi dalsim navysovani
koncentrace DMSO transparentnost zacina klesat. Zminény vzorek s 80 hm. % vodného
roztoku DMSO vykazuje nejvy$si propustnost, ktera se pohybuje pfiblizne okolo 99,810,2 %,
coz je hodnota, ktera je témér totozna s hodnotou pfirozené lidské rohovky, ktera se pohybuje
v rozmezi 99,7-99,9 %. VVzorky pfipravené v této studii maji veliky aplikaéni potencial v oblasti
umélych rohovek a kontaktnich ¢ocCek. Stale by v8ak mél byt bran zietel na pfitomnost
zbytkové DMSO v gelu.

Ve studii [62] se autofi zabyvali vyvojem vysoce transparentniho makroporézniho hydrogelu
s obsahem vody vy$Sim nez 90 % a kombinaci PVA s nanocelulosou. Studie a nasledny vyvoj
zapocaly z dlvodu vnéjsich pozadavkl vyrobcl mékkych kontaktnich ¢ocek na vhodny
material. Existuje nékolik hydrogell s ryznymi fyzikalné-chemickymi vlastnosmi pro toto
vyuziti. Hydrogely jsou obecné pfili§ mékké a je zapotrebi je vystuzit vhodnym materialem,
abychom doséahli vysokého obsahu vody bez zhor§eni mechanickych vlastnosti. V tomto
vyzkumném tymu se povedlo dokazat, ze kompozitni hydrogel ma index lomu blizky indexu
lomu vody a velmi dobré vlastnosti blokujici UV zareni. V tomto kontextu se priihledny PVA
hydrogel jevi jako vhodny a velice zajimavy kandidat na cenové dostupny, biokompatibilni
a mechanicky silny material pro kontaktni €o¢ky s vysokym obsahem vody. MyS$lenka pouziti
PVA hydrogelll pro kontaktni ¢oCky a keratoprostetické aplikace byla poprvé objeva
japonskymi védci z Kjétské univerzity na konci 80. a zacatkem 90. let. Hyon a jeho
spolupracovnici [63] vyvinuli metodu pro vytvoreni prihledného PVA hydrogelu za pouziti
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smésného rozpoustédla, které obsahovalo vodu a nékolik organickych rozpoustédel jako je
ethanol, glycerin, ethylenglykol a dimethylsulfoxid, k rozpusténi PVA. Hydrogely byly nasledné
pfipravovany metodou freeze-thaw. Optimélnich mechanickych a optickych vlastnosti bylo
dosazeno pomoci systému rozpoustédla DMSO/voda a zejména pro pomér 80/20. Abychom
pochopili vliv rozpoustédla na prihlednost PVA hydrogel(l, je dulezité pochopit princip gelace.
Kdyz je homogenni roztok PVA zchlazen z vysoké teploty na —20 °C, dochazi ke gelaci
fyzikalni cestou. DMSO je lepsSi rozpoustédio pro PVA nez voda a jejich smésné roztoky. PVA
retézce jsou ve vodnych roztocich vice svinuté, nez je tomu v Cistém roztoku DMSO, tam jsou
protazené. Po ochlazeni PVA ve smiSeném rozpoustédle dochazi ke snizeni rozpustnosti
PVA, coz vede k postupnému oddéleni fazi a pfipadnému mistnimu zesitovani formou vzniku
krystald PVA. Faktory jako je koncentrace PVA, stupen deacetylace, molekulovd hmotnost
a slozeni rozpoustédla jsou proto dilezité pro gelaci. Mechanické vlastnosti zavisi predevsim
na molekulové hmotnosti PVA a koncentraci. Lze pfipravit silné hydrogely o vysoké
molekulové hmotnosti, ale pfiprava je pomérné naro¢na, jsou drahé a nasledné zpracovani je
diky vysoké viskozité témérF nemozné. Jednou z moznych alternativ, jak vyresit vnitfni obsah
vody a zajistit pozadované mechanické vlastnosti je pfidani (vyztuzeni) jiného materialu, ktery
zajisti i pozadované optické vlastnosti. Nalézt takovyto material je ovéem pomérné naroéné.
Predchozi studie ukazuji, ze nativni celulosa je vynikajici slozkou pro zpevnéni PVA matrice,
ovSem jeji pfidavek vede ke snizeni transparentnosti. Na druhou stranu, optické vlastnosti
celulosy mohou byt vylepSeny, pokud bude celulosa pouzita ve formé nanocelulosy. Zejména
nanocelulosa vyrobena za pfitomnosti 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl radikalu (TEMPO) je
pruhledna a ma vysokou kapacitu zadrzovani vody. Samotna pfiprava hydrogelu probihala
smisenim 3 g PVA a rlznych koncentraci celulosy se smésnym rozpoustédiem DMSO/MQ
(Super cista voda, Milli-Q), aby se dosahlo koncentrace 10 hm. % PVA. Poméry slozeni
rozpoustédel se ménily v ndvaznosti na pozadavcich. Samotné roztoky byly pfipravovany
v olejové lazni zahfivanim pfi 100 °C a za stalého michani po dobu 2 hodin. Nasledné byly
vzorky odlity do pfislusnych polypropylenovych forem, ve kterych byly gelovany pfi =20 °C po
dobu 24 hodin. Vytvorené gely byly vyjmuty z forem a nasledné dialyzovany po dobu alespon
48 hodin ve vodé pro odstranéni DMSO. V této studii bylo zjiSténi, ze zavedenim modifikované
celulosy do PVA hydrogelu umoznuje vyrabét sady s vysokym obsahem vody s vyjimeénymi
optickymi vlastnostmi, jako je index lomu podobny vodé, vysoka transparentnost pro viditelné
svétlo a blokace pro UV zareni. Kromé toho ma hydrogel makroporézni strukturu naplnénou
vodou, coz je dulezité pro pohodli pfi noseni kontaktnich ¢ocek, vysokou propustnost pro
kyslik, nizkou adsorpci proteinli a biokopatibilitu.

Ve studii [64] se autofi zabyvali vyvojem optimalniho materialu pro design umélé rohovky,
tak aby napodoboval dlilezité vlastnosti lidské rohovky. Optimalizace nahrady rohovky by méla
smérovat k napodobeni predevsim jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Vyzkum je zalozeny
na faktu, ze onemocnéni rohovky je podle WHO (Svétova zdravotnicka organizace) jednou
z nejvétsich pri¢in slepoty po celém svété. Ackoli je transplantace rohovky nejCastéjSim
zplUsobem |éCby rohovky, omezeni v podobé skladovani rohovkové tkané, kulturnich ci
nabozenskych bariér stale predstavuje celosvétovy problém. Proto se vyvoj umélych rohovek
stava slibnou alternativou pro transplantaci rohovky. V této studii byly pfipraveny tfi typy
hudrogeltl PVA s rlznym stupném polymerace (PVA1799, PVA2499 a PVA2699) pomoci
metody freeze-thaw. Uméla rohovka vyrobena z Cistého PVA hydrogelu ma vSak vysoce
hydrofilni povrch, coz stézuje jeji ukotveni epitelovou tkani rohovky. Zlepseni téchto viastnosti
se nejCastéji provadi smichanim nebo roubovanim PVA s jinym polymerem, jako je chitosan,
kolagen, celulosa. Tato modifikace ale vzdy vede ke snizeni propustnosti svétla a zvySeni
adsorpce proteint. Optimalni nahrada rohovky by méla byt opticky ¢ira, mechanicky pevna,
odolna v{ci adsorpci protein(l a méla by podporovat integraci s okolnimi tkanémi. Predchozi
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vyzkum [63] naznacil, Ze mechanické vlastnosti a opticka propustnost hydrogell PVA maxima
pfi koncentraci 20 hm. % PVA a koncentraci organického rozpoustédla (DMSO) 80 obj. %.
V této studii byly tedy za téchto podminek pfipraveny vsechny vzorky PVA hydrogeli pouze
s rliznym stupném polymerace. Smési byly pfipravovany pri teploté 95 °C po dobu 4 hodin za
stalého michani, poté byly ponechany 1 hodinu odstat, aby se docililo zredukovani pény
a nasledné byla takto pfipravena polymerni smés nalita do ploché formy, ve které byla ochlaze
na na —20 °C a ponechan tak po dobu 8 hodin. Po uplynuti této doby byl vzorek vyndan
a ponechan 4 hodiny pfi laboratorni teploté. Cyklus zmrazeni a tani byl opakovan osmkrat. Po
ukonceni posledniho cyklu byly takto pfipravené hydrogely promyvany deionizovanou vodou
kvuli vyméné DMSO v gelu za vodu. Nasledné byly vzorky testovany riiznymi metodami, aby
se povedlo zjistit, ktery vzorek PVA bude pro danou aplikaci nejvhodnéjsi. Po nasledném
posouzeni z hlediska transparentnosti, obsahu vody, kontaktnich uhli vody, mechanickych
vlastnosti a adsorpce protein(i byl jako nejvhodné;jsi vybrat PVA2499. Jeho fyzikalné-chemické
vlastnosti se nejvice blizi vlastnostem prirozené rohovky. Pruhlédné optické jadro muze
poskytovat podobné mikroprostredi jako pfirozena rohovka.

3.1.2 Hydrogely pfipravované ve vodném prostredi

Pripravou vysoce opticky cirych hydrogelt z polymerniho vodného roztoku bez pouziti
organického ko-rozpoustédla, jako je napfiklad DMSO, se zabyvali autofi studie [65]. Jako
metoda sitovani byla opét pouzita metoda freeze-thaw, ktera se osvédgila pfi tvorbé fyzikalné
sitovanych hydrogelll. Ov§em mrazeni a tani indukuje nahodné distribuovanou heterogenitu
ve strukture hydrogelu, ktera vede k zakalenosti PVA hydrogel(i. Podle dostupné literatury Ize
transparentni PVA hydrogely syntetizovat pouze s pomoci smésného rozpoustédla
obsahujiciho vodu a DMSO. Tento proces zahrnuje dvé pomérné kritické podminky. Zaprvé je
zde pouzivan organosolv v podobé DMSO, a zadruhé teplotni krok pfi mrazeni, ktery se
pohybuje okolo hranice —20 °C, coz je nevyhovujici podminka, pokud by se inkorporovaly
biologické materialy. Skupina autorl této studie proto v tomto ¢lanku demonstruje, ze Ize
vyrobit prihledné PVA hydrogely i z Cistého vodného roztoku PVA provedenim gelace
metodou freeze-thaw v teplotnim rozmezi od 0 °C az po laboratorni teplotu. Dale urcili, ze
udrzovani vSech konstantnich parametrl procesu a systematickd zména koncentrace
polymeru ma kli€ovy vliv na krystalinitu, porozitu, teplotu skelného prfechodu a botnani
hydrogell. V experimentu byly vodné roztoky PVA (8, 10, 12 a 14 hm %) pfipraveny
rozpusténim PVA v destilované vodé za stalého michani a zahfivani na 80 °C. Nasledné byly
ponechany pii laboratorni teploté, dokud nevymizely bubliny. Roztoky byly posléze nality do
forem o priméru 27,31 mm a tloustce 2,17 mm. Nasledné byly vystaveny cyklim mrazeni
a tani, které sestavaly z 8 hodin mrazeni pfi 0 °C a naslednych 16 hodin tani pfi laboratorni
teploté (37+2 °C). VSechny vzorky podstoupily 15 cykld. Charakterizace byla provedena ihned
po poslednim cyklu, aby se zabranilo ucinkdm starnuti zplsobenych naslednym skladovanim.
Tato studie je prvnim uspésnym pokusem pfipravit prihledné PVA hydrogely bez pouziti
organického ko-rozpoustédla jako je DMSO. Studie kromé toho uspésné prokazuje, ze cyklus
freeze-thaw okolo 0 °C je dostate¢ny na vyrobu stabilnich hydrogel( a ¢lovék nemusi snizovat
teplotu pod —20 °C, ktera neni vhodni pro buriky. Rovnéz by mohla byt stanovena korelace
mezi krystalinitou, koncentraci polymeru a porozitou pomoci XRD, DSC a studiem botnani,
které uvadéji, ze se zvysuje krystalinita a porozita, pokud se zvySuje koncentrace PVA.

Ve studii [66] se autofi zabyvaiji fyzikalné sitovanymi PVA hydrogely diky jejich vynikajicim
a tkani podobnym vlastnostem. Diky témto vlastnostem jsou PVA hydrogely vhodné pro rizné
biomedicinské a inzenyrské aplikace v€etné tkanového inzenyrstvi, fizeného uvolfiovani l1€Civ,
vyvoje biosenzorll nebo umélych svalll. Samoziejmé bylo doposud zkoumano pro
biomedicinské aplikace mnoho polymeru a jejich zesitovanim pripravenych geld. Nicméné
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omezeni, ktera s sebou obecné tyto materidly pfinasi, zahrnuji bud vlastni toxicitu zplisobenou
pouzitym chemickym sitovacim cinidlem nebo limitovanou mechanickou stabilitu, pokud se
jedna o fyzikalné sitované hydrogely. Pfedpoklada se, ze to hraje hlavni roli v pooperacnich
komplikacich a nasledném selhani Stépu. S cilem vyvinout rohovkové scaffoldy na bazi
hydrogelu bylo dle nedavné studie [65] dokazano, ze k vytvoreni vysoce transparentniho PVA
hydrogelu stai pouze mrazeni pfi teploté okolo 0 °C a nasledné tani jeho vodného roztoku
bez pouziti organického rozpoustédla. Stupen krystalinity transparentnich PVA hydrogelu je
funkci koncentrace za predpokladu, Zze dalsi parametry zUstavaji konstantni. Navic také ridi
jeho mechanické vlastnosti. Mechanicky stabilni a zaroven transparentni PVA hydrogely byly
zkoumany pozoruhodné velkym mnozstvim vyzkumnych pracovnik(, ale podle vseho
k dosazeni stability pouzivali pfevazné chemicka sitovaci Cinidla. Takto zesitované hydrogely
by mohly dosahnout skvélych mechanickych viastnosti v Sirokém rozsahu deformaci. Tento
Clanek v8ak uvadi proces, ktery nezahrnuje zadné chemické sitovaci Cinidlo ani kryo-
experimentovani a ma za nasledek hydrogely s mnohem lepSimi vliastnostmi. Vysoce elastické
PVA hydrogely byly ziskany fyzikalnim sitovanim a jejich hodnoty pevnosti se pohyvovaly
v rozmezi 30-90 MPa s Youngovym modulem v rozmezi 40-80 MPa. Hydrogely s rGznymi
koncentracemi PVA byly podrobeny 15 freeze-thaw cyklim a nejvy$si sila byla ziskana
v hydrogelu s 16 hm. % PVA. Toto pozorovani je docela zajimavé. Stalo by za zvazeni
prozkoumat strukturu a mechanické vlastnosti prihlednych PVA hydrogell v zavislosti na
poctu freeze-thaw cykl(. Stupen krystalinity byl korelovan s vysledky tahu a botnani. Porozita
klesala se zvySujici se koncentraci PVA v gelu.

Ve studii [67] se autofi zabyvali transparentnimi PVA hydrogely, které se ve tkarnové
inzenyrstvi pouzivaji jako scaffoldy, pokud maji vhodnou topografickou drsnost a povrchovou
energii pro uvazované biomedicinské aplikace. Byl studovan vliv parametr(i zpracovani,
tj. koncentrace polymeru a pocet cykl(i freeze-thaw na vyslednou topografii. Studium korelaci
mezi strukturou a vlastnostmi ma zasadni vyznam v materidlovém inzenyrstvi, kde kromé
makroskopické struktury a ultrastruktury materialu hraji dlilezitou roli i dal$i fyzikalni vlastnosti
a mechanické vlastnosti. V citované referenci byly vodné roztoky PVA pfipraveny rozpusténim
odpovidajiciho mnozstvi PVA v destilované vodé za nepretrzité michani a zahfivani pfi asi
92 °C na pozadované hmotnostni koncentrace PVA gelu (6, 8, 10, 12 a 14 hm. %). Roztoky
byly udrzovany pfi pokojové teploté, dokud bubliny nezmizely. Bylo zajisténo, ze roztoky
negelovati a z(stavaji prihledné, pokud jsou ponechany pfi pokojové teploté v uzaviené
lahvi¢ce. Poté byly roztoky PVA nality do forem o priméru 18 cm a tloustce 1,5 cm a byly
podrobeny opakovanym cyklim mrazeni a tani, které sestavaly z 6 hodin mrazeni okolo 0 °C,
nasledovaného 18 hodin tani pfi laboratorni teploté. VSechny vzorky absolvovaly 15, 30 a 45
cyklll mrazeni a nasledného tani. Byly ziskany vysoce elastické fyzikalni PVA hydrogelfilmy.
Tloustka filmG byla priblizné 1—1,5 mm a pro charakterizaci byly vzorky vyfiznuty z okraje
a stfedu filmu. Morfologie povrchu hydrogell byla silné ovlivnéna sloZzenim a poétem cykil(i
freeze-thaw. Priblizna velikost krystalitd byla ve v§ech vzorcich hydrogelu v submikronovém
nebo nanorozsahu. Takovato topografie s nanomaterialem proto poskytne vétsi povrch pro
interakce burika-substrat a primérna drsnost 85 nm zvysSuje pravdépodobnost, Zze se
v budoucnu pouzije jako povrch vhodny pro buriky. Parametry jako pocet cykll a koncentrace
polymeru, zjevné ovliviuji krystalinitu a drsnost povrchu transparentnich PVA hydrogeld.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

= Polyvinylalkohol (PVA), Sigma Aldrich

» Dimethylsulfoxid (DMSO), PENTA s.r.o.

» Trehalosa, Sigma Aldrich

» Sacharosa, PENTA s.r.o.

=  Mocovina, Lach:ner

= Glycerol, Sigma Aldrich

» Polystyrensulfonat sodny (PSS), Sigma Aldrich

= Methylenova modf, Lachema

»  Chlorid sodny (NaCl), Praktikum z fyzikalni chemie (Fakulta chemicka VUT v Brng;
chladici smés)

»  Supercista voda (Milli-Q, MQ)

= Kapalny dusik

4.2 Pouzité pristroje a zarizeni

Magneticka michacka

Magneticka michacka s ohfevem

Analytické vahy

UV-VIS Spektrofotometr, Varian Cary 50 (Fakulta chemickéa VUT v Brné)
Reometr, Anton Paar MCR 72 (Fakulta chemicka VUT v Brné)
Skenovaci elektronovy mikroskop, ZEISS EVO LS 10 (Fakulta chemicka VUT v Brné)
Lyofilizator, VirTis BenchTop K (Biotrade; Fakulta chemicka VUT v Brné)
Prenosny teplomér

Vyrobnik ledu

Hlubokomrazici box

Laboratorni mrazni¢ka

Aparatura pro pomalé mrazeni

4.3 Priprava vzorka

4.3.1 Podminky rozpousténi polyvinylalkoholu

Smeési pripravené dle nasledujicich postupl byly pifevedeny do uzavienych sklenénych nadob
a nasledné michany pfi laboratorni teploté na magnetické michaéce, a to po dobu 30 minut.
Poté byly vialky pfevedeny do vodni lazné umisténé na magnetické michacéce s ohfevem, kde
byly po dobu 3 hodin michany pfi teploté 90 az 95 °C. Nasledné byly takto pfipravené vzorky
nality do forem vybranych podle chystaného méfeni (Petriho misky, kyvety, ...) a podrobeny
pozadovanému teplotnimu programu pro sitovani metodou freeze-thaw.

4.3.2 Podminky sitovani — teplota mrazeni hydrogelt

Pro gelaci metodou freeze-thaw byly pfipraveny ¢tyfi prostredi o rizné teploté, diky nimz bude
docileno raznych rychlosti mrazeni. Jako hrani¢ni prostiedi byly vybrany kapalny dusik
(nejvy$si rychlost mrazeni) a ledova tfist se soli (nejnizsi rychlost mrazeni).
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Tab. 1 Podminky pro tvorbu hydrogeli metodou freeze/thaw

. , Hlubokomrazici Laboratorni Ledova trist
Kapalny dusik oy .
box mraznicka se soli
Teplota [°C] -196 —65az-75 -15az -20 —2az0
Cas mrazeni [min] ~0,2-0,3 ~30 ~135 ~315
Cas tani [min] ~15 az 30

4.3.3 Zasobni roztoky

4.3.3.1 Zasobni roztok kryoprotektantu

Zasobni roztoky kryoprotektantl, presnéji trehalosy, sacharosy, mocoviny a glycerolu byly
pfipraveny o koncentraci 0,2 g-cm=. Pfesné mnozstvi chemikalii bylo navazeno atyto navazky
byly rozpustény v daném mnozstvi ultraCisté vody. Takto pfipravené zasobni roztoky
kryoprotektantll byly déle pouzivany, popfipadé pied pouzitim skladovany v laboratorni
chladniéce (pfi teploté cca 7 °C).

4.3.3.2 Zasobni roztok polystyrensulfonatu sodného

Zasobni roztoky polystyrensulfonatu sodného byly pfipraveny o koncentracich 0,002; 0,0005
a 0,01 g-cm™3. Pfesné mnozstvi chemikalie bylo navazeno a tato navazka byla rozpusténa
v daném mnozstvi supercisté vody. Takto pfipravené zasobni roztoky polyelektrolyt( byly dale
pouzivany, popfipadé skladovany v laboratorni chladniéce.

4.3.3.3 Zasobni roztok polyvinylalkoholu s pfidavkem DMSO

Zasobni roztok PVA byl pfipraven o koncentraci PVA 10 hm. %. Navazka PVA byla prfevedena
do lahve s pozadovanym objemem smési rozpoustédel ultracistd voda : DMSO a finalni
koncentraci DMSO v gelu 50 hm. %. Tato smés byla rozpousténa podle podkapitoly 4.3.1.
Finalni smés byla dale pouzivana, popfipadé skladovana v laboratorni chladniccei.

4.3.3.4 Zasobni roztok polyvinylalkoholu

Zasobni roztok PVA pro vétSinu experimentl byl pfipraven o koncentraci PVA 10 hm. %.
Navazka PVA byla prevedena do lahve s pozadovanym objemem ultradisté vody a nasledné
byla takto pfipravena smés rozpousténa podle podkapitoly 4.3.1. Findlni smés byla dale
pouzivana, popfipadé skladovana v laboratorni chladnicce.

4.3.4 Polyvinylalkoholové hydrogely s pfidavkem DMSO

4.3.4.1 Koncentraéni rada DMSO

Byly pfipraveny hydrogely o koncentraci PVA 10 hm. % pro zjisténi sledovanych vlastnosti pfi
aplikovani koncentraci DMSO jako kosolventu k ultradisté vodé. Navazky PVA byly pfevedeny
do vidlek s pozadovanym objemem smési rozpoustédel supercitad voda : DMSO, u kterych se
koncentrace DMSO ve finalnim gelu pohybovala v koncentrac¢ni fadé 0; 25; 50; 60; 70; 80; 90
a 100 hm. %. Takto pfipravené smési byly rozpoustény podle podkapitoly 4.3.1. Samotné
mrazeni probihalo v mrazni¢ce podle podkapitoly 4.3.2.
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4.3.5 Polyvinylalkoholové hydrogely bez pfidavku DMSO

4.3.5.1 Koncentracni fada polyvinylalkoholu

Byly pfipraveny hydrogely o koncentraéni fadé 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5 a 15,0 hm. % PVA.
Navazky PVA byly pfevedeny do uzavienych sklenénych nadob s pozadovanym objemem
ultraisté vody a nasledné byly takto pfipravené smési rozpoustény podle podkapitoly 4.3.1.
Mrazeni probihalo v mrazni€ce a ledové tfisti podle podkapitoly 4.3.2.

4.3.5.2 Polyvinylalkoholové hydrogely s pridavkem kryoprotektantu

Hydrogely byly pfipravovany ze zasobnich roztoki PVA a kryoprotektantl budto v poméru
1 :1(PVA: kryoprotektant) a nebo v poméru 2 : 1 : 1 (PVA : kryoprotektant : supercista voda),
aby se ve vyslednych hydrogelech pohybovala koncentrace kryoprotektantu okolo 5 a 10 %.
V8echny takto vzniklé smési byly hodinu michany na magnetické michacéce pfi laboratorni
teploté a nasledné byly nality do forem vybranych podle typu experimentu, resp. analyzy
(Petriho misky, kyvety, kadinka) a podrobeny 5 cyklim metodou freeze-thaw. Samotné
mrazeni probihalo v mrazni¢ce podle podkapitoly 4.3.1.

4.3.5.3 Polyvinylalkoholové hydrogely s interpenetrovanym polyelektrolytem pro
difuzné experimenty

Byly pfipraveny dvé sady hydrogell s koncentraci 15 hm. % PVA v obou sadach. Prvni sada
(zdrojovy gel) obsahuje methylenovou modr o koncentraci 0,01 g-dm=3. Druha sada (pfijimaci
gel) obsahuje koncentracni radu poly(styren sulfonatu) (PSS) vyrobenou ze z&sobnich
roztoku, které byly vyrobeny podle podkapitoly 4.3.3. Koncentrace ve finalnim hydrogelu se
pohybovala v koncentra¢ni fadé 0,002; 0,005 a 0,01 hm. %. Takto pfipravené smési byly
rozpoustény podle podkapitoly 4.3.1. Samotné mrazeni probihalo v kyvetach v ledové fristi
podle podkapitoly 4.3.2.

4.4 Analyza vzniklych hydrogell

4.4.1 Analyza transparentnosti PVA hydrogelt

Transparentnost riznych sad hydrogelll byla zkoumana dvéma zpUsoby. Jednak byla vizualné
hodnocena transparentnost vzorku ulozeného na vytvorené podlozce s pomocnym kfizem,
ktery tvofil zachytny bod pro porovnavani transparentnosti vzorkt (Obr. 16). Pfi tomto zpUsobu
byly vzorky foceny po kazdém ukonéeném cyklu.

Kapalny dusik Laboratorni mraznicka Ledova tiist' se soli

Obr. 16 Metoda foceni vzork( na podloZce s pomocnym kiizem
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Dalsim zpUsobem hodnoceni optickych vlastnosti gelt byla objektivni fotometricka analyza
vzork(l pomoci UV-VIS spektrofotometru Varian Cary 50. Pfi analyze byla vytvorena spektra
v rozmezi vinovych délek od 300 do 800 nm. Ztéchto spekter byla dle absorbance
vyhodnocena propustnost jednotlivych vzorkl. Spektrofotometrickd metoda byla pouzivana
pouze na pocatku experimentalni ¢asti této prace pro potvrzeni informaci o transparentnosti
hydrogel(i obsahujicich DMSO.

4.4.2 Reologie — méfeni mechanickych vlastnosti PVA hydrogelu

Pro reologické méreni byly pfipraveny razné sady PVA hydrogell, které byly nasledné
testovany na reometru typu Anton Paar MCR 72. Pro na$e potfeby testovani byl vybran
amplitudovy test, ktery poskytuje informace o rozsahu linearni viskoelasticity (LVO) vybranych
hydrogelll. Geometrie pro méfeni byla navrzena v usporadani deska-deska o primeéru
senzoru 25 mm. Vzorek byl nanasen mezi senzor a podlozni desku tak, aby jeho okraje pfili$
neprecnivaly (Obr. 17) okraje senzoru, ¢imz by se mohly nalepit na geometrii a ovliviiovat tim
méreni. Pokud tomu tak bylo, byl jejich okraj zagistén. Méreni byla provadéna pfi konstantni
teploté 25 °C, ktera byla zajisténa ohfevem spodni desky reometru, ve které je zabudovany
PeltierGv ¢lanek. Na jednom vzorku byla vzdy provedena dvé méfeni po sobé. VSechny
parametry méreni jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2 Parametry pro amplitudovy test

Frekvence kmitani [Hz] 1
Amplituda deformace [%)] 0,0001-10
Teplota [°C] 25

Data ziskana v pribéhu méreni byla vyhodnocena a zpracovana v programu MS Excel do
podoby graft zavislosti pamétovych a ztratovych modulll na ménici se amplitudé deformace.
Déle byly vypocteny hodnoty komplexnich modulli a ztratovych uhld (viz rovnice (7) a (8)),
které se opét zpracovaly do grafl v zavislosti na ménici se amplitudé deformace (Obr. 18).
Z téchto grafi byly vybirany specifické oblasti pro tvorbu sloupcovych grafu. Pro vytvoreni
sloupcovych grafll ztratovych uhll a komplexnich modull byla vybrana stfedova c¢ast LVO
(zelené kfizky; Obr. 18), kdy nedochazi k témér zadné zméné v hodnotach méfenych
reometrickych parametrd. Pro sestrojeni sloupcovych grafd pro amplitudy deformaci
odpovidajici hranici LVO byly vyuzity grafy zavislosti komplexniho modulu na amplitudé
deformace, ve kterych byl vybran hrani¢ni bod LVO (Eerveny kfizek; Obr. 18), ve kterém zacina
dochazet ke znatelné zméné hodnot G*.
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G, G" [Pa]

Obr. 17 Vzorek naneseny mezi geometriemi v usporadani deska-deska.
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Obr. 18 Postup zpracovani namérenych dat (zelené krizky — stredova oblast LVO, cerveny
kfiZ — hrani¢ni bod LVO)
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4.4.3 Strukturni analyza PVA hydrogela

Vybrané hydrogely byly analyzovany pouze pomoci pfimé vizualizacni metody, a to v suché
formé — xerogelu. Jako vhodna metoda byla vybrana skenovaci elektronova mikroskopie.
Ugelem bylo ziskat informace o vnitfni struktufe vybranych hydrogell pro podporu hypotézy
spojené s jejich transparentnosti. Ta je dle nasich predpokladl ovlivnéna velikosti por(, ktera
je zavisla na koncentraci a rychlosti sitovani polymeru.

Priprava hydrogel( pro pozorovani v SEM zacina jejich vysusenim. Aby byla v co nejvétsi
mife zachovana vnitfni struktura lyogelu bez poruseni, vzorky byly podrobeny Sokovému
zmrazeni. Vzorek byl za timto u€elem ponoren na nékolik minut do tekutého dusiku a nasledné
byl takto zmrazeny vzorek pifenesen do lyofilizatoru, ve kterém doslo k sublimaci rozpoustédia.
Ze vzniklého xerogelu byla vyfiznuta vhodna ¢ast a ta byla v napraSovacce pokryta velmi
tenkou vrstvou (10-20 nm) vodivého materialu. Nasledné byl takto pfipraveny vzorek
pozorovan pod skenovacim elektronovym mikroskopem ZEISS EVO LS 10.

4.4.4 Difuzni experimenty

Finalni hydrogely, které byly vybrany pro studium difuznich vlastnosti, byly testovany pomoci
metody difuzniho paru. Tento experiment je zalozeny na spojeni dvou gelovym materidlem
naplnénych kyvet (difuznich prostredi), ve kterych se nachazi stejna koncentrace PVA
hydrogelu. V prvnim prostredi, které se oznacuje jako zdrojovy gel je obsazena sledovana
latka, ktera bude v prabéhu experimentu difundovat (methylenova modr). Ve druhém prostiedi,
které se nazyva jako prijimaci gel je obsah sledované latky v plvodnim gelu nulovy, ale je do
néj podle povahy experimentu mozno pfidat polyelektrolyt PSS. Kdyz jsou obé prostfedi
pfipravena, spoji se a dochazi k transportu sledované latky ve sméru poklesu koncentraéniho
gradientu. V pfesné danych c¢asovych intervalech (24, 48 a 72 hodin) byly difuzni pary
rozdéleny a byl sledovan prostup difundujici latky do prostredi, kde plivodné byla nulova
hodnota této latky.

Podle podkapitoly 4.3.5 byly pfipraveny PVA hydrogely pro tento experiment. Kyvety byly
plnény az po okraj, aby doslo k dobrému kontaktu obou difuznich prostredi. Po procesu gelace
pomoci metody freeze-thaw (pfimo v kyvété€) byly obé prostredi propojeny, spoj byl zakryt
parafiimem a takto pfiparvené difuzni pary byly ulozeny ve vertikalni poloze v boxu na kyvety
pfi laboratorni teploté (Obr. 19). Difuzni pary byly pfipraveny ve 2 opakovanich.

Obr. 19 Napinéné kyvety pred procesem gelace (vlevo) a difizni pary v prabéhu experimentu (vpravo)
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Difuzni experiment byl vzdy v pfesné stanovenych intervalech prerusen, kyvety byly od
sebe oddéleny a nasledné proméreny pomoci UV-VIS spektrofotometru Varian Cary 50
vrozmezi 300 az 800 nm. Mérfeni probihalo na vertikdlnim specialnim drzaku kyvety
umozniujicim jeji fizené vertikalni polohovani, diky nemuz bylo mozné kyvetou posouvat
a spektra gelu snimat v rozsahu od vzdalenosti 4 mm od horni hrany (pozice 46 mm na
stupnici drzaku) az po maximalni relevantni vzdalenost vybranou pfi daném meérfeni
(max. pozice 69 mm na stupnici drzaku). Ze zjisténych absorbanci pfi 664 nm, coz je vinova
délka jednoho ze c¢tyr absorpénich past methylenové modfi (zbylé: 246, 292 a 613 nm), byl
uren difuzné profil methylenové modfi v gelu. Z jeho tvaru byl nasledné nelinearni regresi
vypocten difuzni koeficient a zjisténa absorbance na rozhrani difuznich prostredi.

|A = A, - erfc (ﬁ)|, (17)
kde A [-] znaCi absorbanci naméfenou v €ase t a ve vzdalenosti x od rozhrani,
extrapolovana absorbance na rozhrani A, [-] a difuzni koeficient D [68].
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Pilotni test navrzenych metod pfipravy transparentnich PVA hydrogelu

Hlavnim cilem této bakalarské prace bylo nalézt metodu pfipravy fyzikalné sitovanych PVA
hydrogelll s pozadovanymi optickymi (vysoka transparentnost) a s modulovatelnymi
transportnimi vlastnostmi. Jako vhodny ramcovy mechanismus fyzikalniho sitovani PVA byl
na zakladé vySe sumarizované literarni reSerSe zvolen postup cyklického mrazeni
a rozmrazovani roztoku PVA (metoda freeze-thaw), jejiz princip spociva ve fazové separaci
v prabéhu mrznuti vodného roztoku PVA polymeru. Cely princip této metody byl vysvétlen
v podkapitole 2.1.1.

Na zakladé literarni reSerse byly dale vytipovany tfi konkrétni sméry, kterymi by bylo mozné
dojit k transparentnim PVA hydrogellm. Prvni mozny smeér, ktery se naskyta je pouziti
organického rozpoustédla DMSO v riznych pomérech s vodou. Jako druhy smér nasleduje
ovlivhovani rychlosti mrazeni, a jako posledni se v navaznosti na predesly smér jevi slibné
také moznost pridani kryoprotektantl k minimalizaci strukturnich defektl zplsobenych
vznikem krystal( ledu.

5.1.1 Test PVA hydrogelt s obsahem organického rozpoustédia

Na zakladné clanku [61] bylo pristoupeno k vytvoieni PVA hydrogell se smésnym
rozpoustédlem obsahujicim DMSO jako kosolvent, u kterého bylo potvrzeno, ze zvySuje
transparentnost vzniklych hydrogel(l. Koncentra¢ni fada DMSO pfipravena postupem podle
podkapitoly 4.3.4 byla na zakladé literarni reSerse podrobena 7 cykllm mrazeni a tani.
Mrazeni probihalo po dobu 21 hodin a poté nasledovalo tani pfi laboratorni teploté po dobu
3 hodin. Jiz po prvnich cyklech bylo jasné patrné, ze u geld s niz§im obsahem DMSO
dochazelo k jejich spontannimu zakaleni. Naopak gely s obsahem DMSO vy$8im nez 50 %
byly rlizné transparentni. Nejlepsi vysledky uz na prvni pohled vykazovaly hydrogely
sobsahem DMSO 80 a 90 %. Tato skuteCnost byla podpofena méfenim na
UV-VIS spektrofotometru (Obr. 20).
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Obr. 20 Absorpéni spektrum PVA hydrogelii pripravenych s riznym obsahem DMSQO po 7. cykiu
mraZeni a rozmraZovéni vzorku
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Timto skriningovym experimentem bylo ovéreno, ze pfi jednoduché implementaci
publikovaného postupu do s vyuzitim dostupného laboratorniho vybaveni je mozné pfipravit
PVA gely o pozadované mife transparentnosti pouze pfi vysokych obsazich DMSO
(> 50 hm. %). To predstavuje vyraznou limitaci téchto gell pro planované pouziti coby inertni
hydrogelové matrice vicekomponentnich polymernich siti predevs$im pro vyvoj systémi
s fizenym uvolfovanim aktivnich nizkomolekularnich latek. Na jednu stranu vysoka
koncentrace kosolventu zhorsuje toxikologické a environmentalni parametry materialu. Vedle
toho pritomnost jakékoliv nizkomolekularni komponenty, ktera se podili na struktufe gelové
sité, komplikuje predpovéd pfipadnych ¢asovych zmén materidlovych parametrd u aplikaci,
kde bude dochazet k postupnému uvolfiovani této komponenty z gelové sité. Po prvnim
experimentu tak zUstalo ambici této prace docileni stejnych (pfipadné lepsich) optickych
vlastnosti bez pouziti tohoto organického ko-rozpoustédia.

5.1.2 Test vlivu rychlosti mrazeni na optické vlastnosti PVA hydrogelu

Jako dal$i potencialni mechanismus ovlivnéni optickych vlastnosti gelll PVA, pfipravenych
fyzikalnim sitovanim technikou freeze-thaw, kterym se bylo rozhodnuto vydat, byla na zakladé
literarni reSerse vybrana oprimalizace rychlosti mrazeni ve vodném prostredi. A to pfedevsim
na zakladé clanku [65], ve kterém se autofi zaméfili na pripravu hydrogell s vysokym poctem
cykll (15 cykl)) pomalého mrazeni. To probihalo pfi 0 °C po dobu 8 hodin, nasledovanych
16 hodinami tani pfi laboratorni teploté. Z naCerpanych védomosti o sitovani, transparentnosti
PVA hydrogell z tohoto ¢lanku a vlivu rychlosti na rUst krystalt ledu pfi mrazeni vyvstala
otazka, jaky vliv ma na transparentnost pravé rychlost mrazeni.

V realizovaném experimentu byly vybrany ¢étyfi rizna kryogenni prostredi s liSici se teplotou
(laboratorni mrazni¢ka, hlubokomrazici box, ledova tfist se soli a kapalny dusik; podminky
uvedeny v Tab. 1). Nejprve bylo nutné zjistit, jak dlouho bude trvat realizace jednoho cyklu
v jednotlivych mrazicich prostfedich. Proto byly vzorky zasobniho roztoku PVA, vyrobeného
podle podkapitoly 4.3.3, vlozeny v témér stejny €as do pfipravenych prostiedi a kazdych
15 minut vizualné kontrolovany az do doby, nez byly promrzlé. Proces byl nékolikrat
zopakovan, aby byla potvrzena reprodukovatelnost prvnich vysledk( a nasledné byly hodnoty
¢asu zpramérovany. Vysledny ¢as jednoho cyklu v kazdém prostredi byl vynesen do Tab. 1.

Po zjisténi ¢asové narocnosti jednoho cyklu nasledoval experiment vlivu rychlosti mrazeni
na transparentnost PVA hydrogelll, kdy vSechny vzorky byly podrobeny 5 cyklim mrazeni
a tani v riznych prostredich. Po 5. cyklu (Obr. 21) bylo jasné patrné, ze rychlost mrazeni ma
na transparentnost u hydrogel(l pfipravenym sitovanim stejného zdrojového roztoku opravdu
klicovy vliv.

Kapalny dusik Hlubokomrazici box Laboratorni mraznicka Ledova tiist’ se soli

Obr. 21 Rozdily v transparentnosti geld (10 hm. % PVA) mraZenych riznou rychlosti po 5. cykiu
mraZeni a rozmraZovéni vzorku
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Na zakladé otestovaného vlivu rychlosti na transparentnost PVA hydrogelt bylo jako
nejvhodnéjsi z testovanych kryogennich prostfedi vybrana ledova tfist. Diky jeji vysokeé teploté
(blizko rovnovaznému bodu tuhnuti vody, ~0 °C), tudiz pomalému mrazeni a s tim spojenému
pomalému narUstu krystalll ledu bylo docileno vysoce transparentnich PVA hydrogel(l.

Dale bylo dulezité zjistit jaky vliv bude mit na transparentnost koncentrace samotného
polymeru PVA pfi pomalém mrazeni v ledové ffisti. Byla tedy podle podkapitoly 4.3.5
pfipravena koncentrac¢ni fada PVA (2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5 a 15,0 hm. %) a ta byla podrobena
cyklovani. Vysledky po poslednim cyklu ukazaly, ze koncentrace polymeru nema znacny vliv
na koneéné optické vlastnosti. S navySujici koncentraci PVA se sice nepatrné zlepSuje
mnozstvi PVA vytvafi hustou a vysoce visk6zni kapalinu. Oproti témér se neménicim optickym
vlastnostem jsou znacné ovlivnény mechanické vlastnosti. To se projevilo nezgelovanim
vzorkll s koncentracemi 2,5 a 5,0 hm. % PVA. Vzorek o koncentraci 7,5 hm. % c¢astecné
zgeloval, ale vykazoval viskdznéjsi charakter. Tyto problémy by se pravdépodobné vyresily
del$i dobou gelace, nebo navysenim cykld. U vzorkd s vyssi koncentraci PVA takovyto
problém nenastal.

5.1.3 Test optickych viastnosti PVA hydrogell s pfidavkem kryoprotektantu

Z vysledkl experimentl prezentovanych v pifededchozi kapitole se potvrdilo, Ze kli¢ovy vliv na
optické vlastnosti vyslednych PVA hydrogelll méa kinetika tvorby krystall ledu pfi mrazicich
¢astech cyklického mrazeni a rozmrazovani. Vhodné podminky gelace je dle vyse
komentovanych vysledk(l mozné zajistit pomalou gelaci pfi teploté blizké bodu tuhnuti vody.
Tento postup je nicméné pomérné Casové naroény (viz pozadované ¢asy mrznuti uvedené
v Tab. 1) a také obtizné automatizovatelny (je nutné pravidelné doplhovani ledu v lazni).
Z toho dlvodu vyvstala zajimava myslenka otestovat vliv kryoprotektantl na transparentnost
PVA hydrogell pfi vy$s$i nez optimalni rychlosti jejich mrazeni. Kryoprotektanty jsou vlastné
latky, které diky své molekularni strukturie v prabéhu mrazeni zabrariuji poskozeni prostorové
polymerni sité v diisledku omezeni rlistu krystall ledu.

Za timto ucelem byly pripraveny hydrogely s obsahem vybranych znamych kryoprotektantd
(trehalosa, sacharosa, mocovina a glycerol) v riznych pomérech podle podkapitoly 4.3.5. Jako
vhodné prostredi s vy$8Si rychlosti mrazeni a dobrou moznosti automatizace byla pro tento
experiment vybrana mraznicka.

Samotné vysledky nebyly ve vétsiné pripadl uspokojivé. Rizné poméry kryoprotektantl
hydrogely zakalovaly, nebo jejich pfidavky nepfiznivé ovlivhiovaly jejich mechanické vlastnosti.
To bylo pfipadem trehalosy, sacharosy a glycerolu. Jako nadéjna moznost se jevila mo€ovina
(Obr. 22), ale pfi snaze docileni co nejjednodussi polymerni kompozice pro tvorbu semi-IPN
hydrogelu (viz diskuse v kapitole 5.1.1) nebyl pfidavek mocoviny v experimentalni casti
predlozené prace dale studovan. Nicméné, pro pfipadné systematické navazujici studium se
mocovina na zakladé realizovaného skriningového experiment( jevi jako potencialné zajimava
komponenta umoznuijici dal$i manipulaci s vnitini strukturou vyvijenych PVA gel(.
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Glycerol 1:1 Glycerol 2:1:1

Trehralosra 11 Trehalosa 2:1:1 Mocovina 1:1 Mocovina 2:1:1
Obr. 22 Rozdily v transparentnosti pfi pouZiti kryoprotektantu v rdznych pomérech po 5. cyklu
5.2 VIliv rychlosti mrazeni na charakter fyzikalné sitovanych PVA hydrogela

Na zakladé vysledkl experimentl z predchozi kapitoly 5.1 byla v dal$i sérii experiment(
systematicky studovana metoda pripravy PVA hydrogell zaloZzena cisté na optimalizaci
rychlosti mrazeni. Ta se liSila v navaznosti na pfipravenych vzorcich, protoze ne vzdy byly
pouzity vSechny ¢tyfi kryogenni prostfedi (rychlosti mrazeni). Primarné byl sledovan vliv
parametru pfipravy (koncentrace polymeru + rychlost mrazeni) na zakladni fyzikalné-chemické
charakteristiky PVA hydrogelll, coz jsou optické (vysledky jiz byly diskutovany v kapitola 5.1)
a mechanické vlastnosti, a na jejich vnitfni strukturu vizualizovanou technikou SEM. Tyto
parametry byly dale systematicky otestovany a vyhodnoceny.

5.2.1 Charakterizace mechanické vlastnosti

Vybrané PVA hydrogely byly podrobeny charakterizaci mechanickych vlastnosti metodou
amplitudového testu, aby byla ziskana informace o jejich viskoelastickych charakteristikach
v LVO a o hranici LVO.

V této kapitole byly shrnuty poznatky z méfeni mechanickych vlastnosti. Pfi charakterizaci
bylo pfistoupeno k vybéru metody amplitudového testu. Jednd se o mérfeni zavislost
elastického (pamétového) modulu G’ a viskdzniho (ztratového) modulu G"” na amplitudé
deformace, ktera se zvysuje, ale plsobi pfi konstantni frekvenci. Pomoci této zavislosti je
mozné urcit hranici LVO, a také to, ktery viskoelasticky modul bude prevladat, coz je dulezité
pro stanoveni deformacniho charakteru latky. V pripadé hydrogell, které jsou v této praci
stézejni, se obecné v dostupném rozmezi oscilani deforamce elasticky modul vzdy pohybuje
nad modulem viskéznim a nedochazi k tzv. crossoveru, ve kterém by hydrogel byl idealné
viskoelasticky. Z viskoelastickych modult byly nasledné vypocitany hodnoty ztratovych uhlu 6.
Jeho hodnota poskytuje informace o prevladajicim deformacnim charakteru vzorku, takze je
mozné jednoduse urcit, jestli se vzorek blizi svoji deformacni odezvou spise idealni kapaling,
coz mohlo poukazat na nezgelovany vzorek, nebo spise k elastickému pevnému télesu, jak je
pro plné sesitované gelové materialy charakteristické. Dale byly uréeny deformacni zavislosti
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hodnoty komplexniho modulu G* coby parametru charakterizujiciho celkovou rigiditu vzorku
bez ohledu na konkrétni charakter deformacni odezvy. Z deformacni zavislosti G* byly
nakonec postupem dle podkapitoly 4.4.2 urceny hodnoty limitni (kritické) deformace,
reprezentujici hranici LVO, a tudiz hranici mezi vratnou a nevratnou deformaci vzorku
(v charakteristickém ¢asovém méritku daném pouzitou frekvenci oscilacni deformace).

Vzorky, které byly uvedenym zplsobem testovany, by mohly byt rozdéleny do dvou skupin.
Do prvni skupiny spadaji vzorky sriznym sloZzenim a konstantni rychlosti mrazeni
(koncentra¢ni rfady PVA, kosolventu DMSO, pfip. kryoprotektantu, které byly mrazeny
v laboratorni mrazni¢ce). Do druhé skupiny je poté mozné zaradit vzorky slozené pouze z PVA
a vody, které byly pfipravovany rlznymi rychlostmi mrazeni.

Jako stézejni byly vybrany vzorky mérené pfi riznych rychlostech mrazeni a z nich byly
pripraveny pfislusné grafy pro vyhodnoceni. Na Obr. 23 jsou znazornény hodnoty ztratovych
uhli stredovych bodl LVO, Obr. 24 prezentuje hodnoty komplexnich modull stejné
vyhodnocené oblasti a na Obr. 25 jsou znazornény hodnoty amplitud deformaci hraniénich
bodl LVO. Jak je na prvni pohled ziejmé z Obr. 23, z hlediska charakteru deformacéniho
chovani se ve vétsiné pripadl gely pfipravené rliznou rychlosti prakticky nelisi. Kapalny dusik,
hlubokomrazici box i mrazni¢ka maji témér shodné hodnoty ztratovych uhli pohybujicich se
okolo hodnoty 3°, coz reprezentuje vysoce elastické vzorky. Vzorek pfipraveny v ledové tristi
se od ostatnich liSi nejvice. OdliSnost ve ztratovém uhlu je mozné v prvnim priblizeni
povazovat za znamku odliSnosti v charakteru uzlovych oblasti gelové sité. Jak je znamo,
rychlost mrznuti vody (podle toho, pfi jaké je to teploté) ovliviiuje rychlost ristu krystald ledu,
které na fazovém rozhrani tlaéi fetézce polymeru. Diky tomu je u prvnich tfech prostfedi
docileno kontaktu vét$iho poctu retézcl v kratsim ¢asovém Useku a tim vytvoreni podminek
pro vice fyzikalnich spoju. V ledové tfisti dochazi diky pomérné vysoké teploté k pomalému
narstu malych krystalu, které priblizi mensi pocet fetézcll a vznikaji spojné oblasti, které jsou
prostorové mensi a z hlediska stability pfi deformaci méné odolné. | v pfipadé gelu
pfipraveného pomalym mrazenim vS8ak hodnoty ztratového uhlu v oblasti LVO (~ 15 °)
naznacuji vyraznou prevahu elastického charakteru deformace vzniklé gelové sité.
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Obr. 23 Zavislost ztratového dhlu na prostredich o razné teploté pro zasobni roztrok PVA
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Komplexni moduly podporuji zavéry ziskané z porovnani ztratovych uhll, které poskytuji
informaci predevsim o kvalité spojnych oblasti gelové sité, a doplriuji ji o informaci o hustoté
sitovani (koncentraci spojnych oblasti). Hodnoty prvnich tfech prostredi jsou opét témér
totozné a reprezentuiji tak vyssi hustotu sitovani oproti vzorku pfipraveném v ledové fFisti.
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Obr. 24 Zavislost komplexniho modulu na prostiedi o riizné teploté pro zasobni roztok PVA

Z kritickych deformaci, uvedenych na Obr. 25, je mozné usoudit, pfi jaké amplitudé deformace
dochazi k ,nevratnému‘ poskozeni 3D sité gelu, tj. kdy relaxace gelové sité vyzaduje delSi
¢as, nez odpovida rychlosti deformace. Hodnoty se u rliznych prostiedi témér nelisi, a proto
by se dalo usuzovat, ze rychlost mrznuti pfili§ neovliviuje tuto veliCinu. Uzlové oblasti
jednotlivych gell, prestoze se dle vys$e diskutovanych zavér porovnani komplexnich moduld
a ztratovych uhlu, lisi jak svoji kvalitou, tak svym obsahem, jsou z hlediska vazeb podilejicich
se na jejich formovani natolik podobné, ze vSechny porovnavané vzorky vykazuji priblizné
stejnou deformacéni hranici, za niz dochazi k nevratnému kolapsu gelové sité.
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Obr. 25 Zavislost amplitudy deformace na prostredi o rizné teploté pro zasobni roztok PVA
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Jako dalsi byly vybrany sady fad rdznych koncentraci PVA ve vzorku pfipraveném
v mrazniéce a v ledové ftfisti. Pro né byly pfichystany totozné grafy jako u predchoziho
vyhodnoceni pro rychlosti mrazeni. V grafu ztratovych ahli (Obr. 26) je patrné, Zze nejnizsi
hodnoty ztratového uhlu vykazuji vSechny koncentrace PVA hydrogelll pfipravenych
v mraznicce. Klesaji, ale témér se nelisi. Nebyla u nich prekro¢ena hranice 5°, takze m{izeme
fict, Ze se jedna o témér idedlné elastické vzorky. Na druhou stranu charakter PVA hydrogelQ
pfipravenych v ledové tfisti se znacné lisi podle obsahu PVA ve vzorku. Nejvy$si ztratovy uhel
nalezi vzorku obsahujici 7,5 hm. % PVA. Tento vzorek se choval jiz pfi vizualnim hodnoceni
jeho konzistence visk6znéji a timto mérenim byla tato informace potvrzena. To je mozné
prisuzovat nedokonéené gelaci vzorku, coz mohlo byt zplisobeno nedostate¢nou dobou
gelace, nebo nizkym poctem freeze-thaw cykll. Pii navys$ujicim se obsahu PVA ve vzorku
ztratovy uhel klesa. Pro ostatni vzorky klesly hodnoty ztratového uhlu v LVO pod hranici 45°
a tyto vzorky tudiz vykazuiji jiz pfevazné elasticky charakter.
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Obr. 26 Zavislost ztratového dhlu na koncentraci PVA pri rdznych rychlostech gelace

Srovnani hodnot komplexnich modult (Obr. 27) opét podporuje informace ziskané z porovnani
ztratovych uhld. Vzorky pfipravené v mrazni¢ce maji vysoké hodnoty komplexnich moduld. To
poukazuje na jejich vysokou rigiditu, ktera se s navysujici se koncentraci PVA témér nelisi.
Naopak vzorky pfipravené v ledové tisti vykazuji opacny trend oproti ztratovym uhlim. Tudiz,
s poklesem hodnot ztratovych uhll se navysSuje tuhost vzorkl, coz je s vysokou
pravdépodobnosti znamkou rostouci koncentrace uzlovych oblasti v gelové siti.
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Obr. 27 Zavislost komplexniho modulu na koncentraci PVA pri riiznych rychlostech gelace
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Obr. 28 Zavislost amplitudy deformace na koncentraci PVA pri rdznych rychlostech gelace

Konecné, také kritické amplitudy deformaci (Obr. 28) podtrhavaji vy$e uvedené zavéry. Jelikoz
maji vzorky pfipravené v mraznicce témér totoznou kvalitu i koncentraci spojnych oblasti, tak
na jejich nevratnou deformaci bylo potfeba plsobit témér shodnou hodnotou amplitudy
deformace. Oproti tomu vzorky pfipravené v ledové tfisti vykazuji oproti komplexnimu modulu
opét opacny trend a s rostoucnim obsahem PVA klesa limitni amplituda deformace. To je
zajimavé, a ne zcela jednoduse interpretovatelné zjisténi. V pfipadé nejvyssi hodnoty limitni
deformace pro vzorek s obsahem PVA 7,5 % je tfeba brat v uvahu, zZe tento viskdzni vzorek
nevykazuje ve svém deformacnim chovani vyrazné znamky elasticity, takze hranici LVO zde
neni mozné chapat jeko okamzik nevratného poruseni polymerni sité vjeho strukture.
V pfipadé gelu s vyssim obsahem PVA je vSak kombinace rostouci elasticity a rigidity
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(vyjadfené ztratovym uhlem a komplexnim modulem) s klesajici hranici LVO zajimavym
fenoménem, ktery by bylo vhodné blize prostudovat v navazujici experimentalni praci.

5.2.2 Charakterizace vnitfni struktury

Pro nahlédnuti do redlné struktury PVA hydrogell byla vyuzita technika SEM. Diky ni by
bylo mozné pozorovat zmény zpuUsobené napiiklad zménou koncentrace polymeru, ale
predevsim zmény, které byly zplsobeny rdznymi obménami gelacni procedury. Z hlediska
limitované kapacity techniky byl ovéem vybér analyzovanych omezen na koncentrac¢ni fady
PVA (mrazenou v laboratorni mraznicce a ledové tfisti) a vozrky pfipravené rtznou rychlosti
mrazeni. Pro vzorky obsahujici kryoprotektanty, a pfedevS§im DMSO je navic zobrazeni

struktury vzork(i pomoci SEM limitovano jejich komplikovanou lyofilizaci.

V pribéhu méreni na SEM musela byt hledana vhodna mista pro mikroskopickou analyzu,
jelikoz vlivem zpUsobu pfipravy vzork(li pro SEM analyzu (Sokové mrazeni a nasledné
preneseni vzorku do lyofilizatoru), Ze znacna ¢ast vzorkll méla na vétsiné svého povrchu
zhroucenou strukturu (Obr. 29) v dlsledku ¢aste¢né rekrystalizace vody a bylo tedy obtizné
najit reprezentativni misto pro vizualizaci.
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Obr. 29 Hledani vhodného mista pro vizualizaci; dvé fotografie fotoZného vzorku prfi tofoZzném
priblizeni poukazujici na ¢ast s nezhroucenou strukturou (vlevo) a naopak zhroucenou (vpravo);
vzorek PVA pripraveny v mrazni¢ce

Jako prvni byla vybrana sada vzorku pripravenych rlznymi rychlostmi mrazeni (Obr. 30). Pri
maximalnim pfiblizeni ma jasné viditetelnou porézni strukturu s riznou velikosti péru, ktera
zavisela na zpusobu mrazeni a pohybovala se v rozmezi stovek nanometrld az jednotek
mikrometr(i.
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Obr. 30 Zobrazeni struktury hydrogeld o koncentraci PVA 10 hm. % pripravenych riznymi rychlostmi
mraZeni pfi odliSnych pribliZenich, porizeno skenovacim elektronovym mikroskopem
ZEISS EVO LS 10
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Obr. 31 Zobrazeni struktury hydrogelli — PVA rada, pripravenych v mrazniéce pri odlisnych pribliZenich, porizeno skenovacim elektronovym mikroskopem
ZEISS EVO LS 10
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U rfady PVA hydrogelll mrazenych v mrazni¢ce (Obr. 31) je i pres zhroucenou strukturu
viditelny trend ve zméné velikosti pord. S navysujici koncentraci obsahu polymeru se zménsuiji
pory. Je to zplsobeno vétsim obsahem polymeru (gelotvorné slozky), ktery zajisti vyssi
hustotu sitovani. Hydrogely v rozmezi koncentraci 2,5 az 7,5 hm. % PVA ve vzorku maji témér
totoznou porézni strukturu s velikostmi pord od desitek mikrometrll (hydrogely
s 2,5 hm. % PVA) do jednotek mikrometri, pfipadné stovek nanometrld (hydrogely se
7,5 hm. % PVA). Vzorek s 10 hm. % PVA se jevi jako neusporadana splet vlaken, pomalu se
slévajicich do hladkého povrchu. Nakonec zbylé dvé koncentrace s 12,5 a 15,0 hm. % PVA
jsou zcela hladké, popfipadé jsou zde povrchové nerovnosti hydrogelu tvofici vyvySeniny,
prolakliny, nebo povrchové srazeniny. U téchto dvou vzorkl se patrné nepovedio nalézt
vhodné misto pro fotografovani a pravdépodobnost, ze u tohoto vzorku dojde k zachovani
nativni struktury gelu, je diky vysoké koncentraci polymeru a vySe zminénych
experimentdlnich artefaktl spojenych s pripravou vzorku pro analyzu minimaini.

Byly foceny i vzorky PVA fady mrazené v ledové tfisti, ale nebylo u nich mozné porovnavat
porozitu pro koncentrace nizsi nez 7,5 hm. %. Jak jiz bylo zminéno, pfi téchto podminkach
gelace nebylo mozné tyto vzorky povazovat za hydrogely (nevznika 3D sit), ale za viskézni
kapaliny. Proto nemélo smysl tyto vzorky lyofilizovat a dale studovat. U vzorku s obsahem
10,0 hm. % PVA (Obr. 32) se nepovedlo nalézt zadné misto s neporuSenou porézni strukturou.
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Obr. 32 Vzorek hydrogelu s 10,0 hm. % PVA; $patny kontrast

| vzorek s koncentraci 12,5 hm. % PVA (Obr. 33) se na prvni pohled jevil pfi 1000nasobném
zvétSeni jako jednolity hruby povrch. OvSem pfi 5000nasobném zvétSeni je patrna
mikroporézni struktura s velikosti pora v desitkach az stovkach nanometrd. U posledniho
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vzorku s koncentraci 15,0 hm. % PVA (Obr. 33) je pfi obou pfiblizeni, které byly pouzity
u predchoziho vzorku, ziejmé, ze povrch je znaéné zdrsnély s velice fidce rozprostfenymi pory
malych rozmérd.
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Obr. 33 Zobrazeni struktury hydrogelt — PVA rada, pripravenych v ledové tristi pii odli$nych
priblizenich; pofizeno skenovacim elektronovym mikroskopem ZEISS EVO LS 10

5.3 Ovlivnéni transportnich vlastnosti fyzikalné sitovanych PVA hydrogeli
inkorporaci reaktivni polymerni komponenty do jejich struktury

Jak uz bylo nékolikrat zminéno, primarni ambici této prace bylo pfipravit fyzikalné sitovany gel
na bazi PVA, ktery by bylo mozné pouzit jako gelotvornou matrici pro pfipravu hybridnich siti
s inkorporovanou polymerni slozkou, jejiz primarni funkci by bylo modifikovat transportni
a bariérové vlastnosti finalniho materidlu. Z toho dlvodu byla na zakladé vysledku
materidlovych analyz pfipravenych PVA gell (viz kapitoly 5.1-5.2) zvolena finalni kompozice
PVA gelu, na niz byla ovéfena moznost inkorporace modelové polymerni slozky. Jako
gelotvorna matrice byl zvolen gel s obsahem 15 hm. % PVA pfipraveny pomalym mrazenim
v ledové tristi po dobu 5 cykll. Jako modelova polymerni slozka byl v souladu s vyzkumnym
projektem, jehoz je prfedlozena bakalarska prace soucasti, vybran poly(styren sulfonat) sodny
(PSS).

Bylo zjisténo, ze uvedena technika gelace umozruje homogenni rozptyleni PSS bez
jakékoliv potieby postup gelace modifikovat. Podafilo se nam pfipravit gely s rozsahem
koncentraci 0,002-0,01 hm. % PSS inkorporovanych do vnitfni struktury gelu. Pfi pouziti
vy$sich koncentraci PSS (0,1 hm. % PSS) dochazelo k obarveni gelu dosluta v disledku
pfidani reaktivni komponenty.
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Na zavér bylo tfeba ovéfit, ze pfitomnost inkorporovaného PSS skuteéné ovliviiuje transportni
vlastnosti hybridniho gelového materialu. Jako vhodna technika pro experimentalni potvrzeni
tohoto pedpokladu byla vybrana metoda difuznich parQ, ktera byla popsana
v podkapitolach 2.2.4 a 4.4.4. V pribéhu této metody byl sledovan prostup difundujici latky
(methylenové modfri, tato difuzni sonda byla zvolena opét v souladu s ramcovym projektem
v ramci, néhoz je tato bakalarské prace reSena) z prostredi o konstantni koncentraci této latky
do prostredi, ve kterém se tato latko plvodné nenachazela, a navic obsahovala rlizné
koncentrace PSS. Zacatek experimentu nastal v okamziku spojeni dvou difuznich prostfedi
(kyvet) a probihal do doby, nez byly opét rozpojeny a mérfeny. To se délo v piesné
stanovenych intervalech (24, 48 a 72 hodin). Pro zhodnoceni vlivu PSS byl stejnym zpUsobem
realizovan i difuzni par bez pfidavku polyelektrolytu, ktery slouzil jako modelovy vzorek pro
porovnani s ostatnimi vzorky.

5.3.1 Charakterizace transportnich vlastnosti

Pro experimentalni charakterizaci rychlosti difuze vybrané sondy (methylenova modr)
v PVA gelech bez, resp. s pfidavkem PSS byl vybran vzorek pfipraveny podle podkapitoly
4.3.5 sobsahem 15,0 hm. % PVA. Ve zvolenych c¢asech byl difuzni par rozpojen
a v pfijimacim gelu byla pomoci specialniho nastavce s fizenym vertikalnim posunem vzorku
mérena UV-VIS spekira v riznych vzdalenostech od rozhrani. Méreni probihalo na posuvném
drzaku kyvet s posunem hladiny o jeden, popfipadé dva milimetry. V MS Excel byla nasledné
sestrojena absorbéni spektra pro difundujici latku, jak prostupovala pfijimacim prostredim.
Jako pfiklad bylo vybrano absorpéni spektrum pfijimaciho hydrogelu s obsahem 0 hm. % PSS
po 72 hodinach (Obr. 34). Timto zplsobem byla vyhodnocena a upravena v$echna data
z méreni prostupu methylenové modfri. Pfi méreni jednotlivych hladin klesal obsah difundujici
latky smérem od hrany kyvety, coz se projevilo poklesem absorbance methylenové modfi pfi
664 nm.
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Obr. 34 Absorbcni spektrum prijimaciho PVA hydrogelu s 0 hm. % PSS po 72 hodinach

Surova absorpéni spektra byla nasledné korigovana (automatické vyhlazeni, korekce zakladni
¢ary) v programu OriginPro postupem vyvinutym na pracovisti Skolitele a podrobné popsanym
v praci [68]. Z korigovanych absorpénich spekter byly ziskany hodnoty difuznich profild
(zavislost korigované absorbance pfi charakteristické vinové délce absorpce methylenové
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modfi 664 nm), které byly pomoci nelinearni regrese (modul Resitel v programu Excel)
prolozeny teoretickym modelem (viz rovnice (17)) a jako regresni parametry byly uréeny
difuzni koeficient a extrapolovana hodnota absorbance na rozhrani difuzniho paru.
Jako pfiklad byl vybran profil pro hydrogely z prvni sady sriznym obsahem PSS po
72 hodinach (Obr. 35).
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Obr. 35 Hodnoty experimentalnich dat proloZené teoretickym modelem pro PVA hydrogely s riiznou
koncentraci PSS po 72 hodindch (1 ze 2 sad vzorkii); barevné &ary predstavuji vypocitané teoretické
modely (Cerveny: 0 hm. % PSS, modry: 0,002 hm. % PSS, zeleny: 0,005 hm. %,

Zluty: 0,01 hm. % PSS) a body rezprezentuji naméiené hodnoty korigovanych absorbanci.

Vyhodnocena data difuznich koeficientd a absorbanci na rozhrani PVA hydrogel(
v zavislosti na obsahu polyelektrolytu (PSS) byly vyneseny v Tab. 3. Ze zobrazenych dat je
patrné, ze s navysujici se koncentraci PSS se vyrazné zpomaluje rychlost difuze mezi
pfijimacim difuznim prostfedim. Tyto vysledky potvrdily vizualni pozorovani (Obr. 36), které
bylo pfi kazdém mérfeni provadéno. Vedle toho absorbance, jakozto veli€ina umérna
koncentraci, poukazuje na fakt, ze hydrogely s vy$Si hodnotou absorbance na rozhrani si
v tomto misté zakoncentrovavaji pouzité barvivo. Navic PSS pfi zadné pfidané koncentraci
nezakaloval nami pfipravené transparentni vzorky.

Tab. 3 Rozdilné difuzni koeficienty a absorbace na rozhrani v zavislosti na koncentraci inkorporovaného
PSS do PVA hydrogelu

Koncentrace polyelektrolyty [hm. %] D [m2s] Al-]
0,000 1,125+0,219 0,799+0,074
0,002 0,208+0,045 2,95411,998
0,005 0,156+0,054 3,205+1,412
0,010 0,144+0,072 1,36410,727
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Obr. 36 Pozorovani PVA hydrogelli po 72 hodinach; koncentrace PSS stoupa zprava doleva

Uvedeny experiment tak jednoznacné prokazal, ze pfipravené fyzikalné sitované PVA gely
jsou pouzitelné jako matrice hybridnich semilPN siti. Inkorporace sorpéné aktivni slozky
(v realizovaném experimentu PSS) vede k vyrazné zméné transportnich vlastnosti gelu.
Optimélni optické vlastnosti PVA gelu (vysoka transparentnost) pfitom umoznuje
implementovat pro charakterizaci téchto transportnich vlastnosti metodiku, vyvinutou a pro
opticky Ciré gely dlouhodobé vyuzivanou na pracovisti Skolitele v ramci projektu, jehoz je
predlozena bakalarska prace soucasti.
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6 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo nalézt vhodnou metodu pro fyzikalné sitované hydrogely na
bazi PVA s pozadovanymi optickymi vlastnostmi a s moznosti modifikovat transportni
vlastnosti materidlu inkorporaci pfidavné polymerni slozky. Ambici vyvoje téchto gell bylo
nahradit v ramci komplexniho studia semi-IPN hydrogell dosud vyuzivané PVA materidly
sitované chemickou cestou.

Na zakladé literarni reSerSe byla za timto uéelem vybrana metoda fyzikalniho sitovani
freeze-thaw. Dale byly vytyCeny tfi zakladni sméry pro optimalizaci optickych vlastnosti takto
sitovanych gel(: pouziti organického ko-rozpoustédla, vliv rychlosti mrazeni s vodou jako
jedinym rozpoustédlem a ovlivnéni vnitini struktury gelu pfidavkem kryoprotektantll. Na
zakladé pilotniho skriningového experimentu, navrzeného a realizovaného pro kazdy
z uvedenych smeéru bylo zjisténo, ze kazdy zminény smér mél své klady a zapory. Gely
s obsahem 80 a 90 % organického rozpoustédla DMSO vykazovaly skvélé transparentnosti,
avSak pfi téchto koncentracich jiz nejsou zajimavé z pohledu biofriendly aplikaci. Testovani
vlivu rychlosti mrazeni na transparentnost hydrogel(l v ¢istém rozpoustédle (voda) prineslo
zajimavé vysledky. Rychlost mrazeni (teplota) ovliviuje rist krystal(i ledu, které se podileji na
vzniku prostorové sité a ve vysledku vSechny faktory, které maji vliv na vnitfni strukturu takto
vzniklé sité, ovliviuji vyslednou transparentnost i mechanické vlastnosti. V tomto testovani
bylo jako nejleps$i kryogenni prostfedi zvolena lazen z ledova tfisté, ve které dochazelo
k pomalému mrazeni a vzniku vysoce transparentnich PVA hydrogelll pfi rlznych
koncentracich polymeru uvnitf struktury. V navaznosti na to byl testovan vliv kryoprotektant(i,
kdy tyto latky mohli napomoci ve vysledné transparentnosti vlivem ochrany polymernich
retézcu proti narlstajicim krystalim ledu, a to i pfi vy$Sich rychlostech mrazeni, prinasejicich
usporu ¢asu a lepsi moznost automatizace pripravy. Na zakladé provedeného experimentu
bylo ov§em zjisténo, ze u vétsiny pouzitych kryoprotektant( (trehalosa, sacharosa a glycerol)
dochazelo v dusledku jejich pridavku naopak k zakalovani vzork(l. Kryoprotektantem, jenz
vykazoval dobré vysledky, a zaroven zlepsoval transparentnost, byla mocéovina. Ze vSech
otestovanych smér( byla nakonec vybrana findlni procedura pfipravy transparentnich
fyzikalné sitovanych PVA hydrogel(l, a to pomalé mrazeni v ledové tfisti bez pridavku dalsiho
ko-solventu nebo kryoprotektantu. | pres pomérné €asové narocnou metodu bylo docileno
vysoce transparentnich PVA hydrogelll bez zbyte¢nych aditiv, které by mohly zplsobovat
problémy napriklad u interpretace vysledk(l difuznich experimentl, u nichz by dochazelo
k postupnému uvolfiovani téchto nizkomolekularnich slozek, coz by mohlo vést k asové
nestabilité struktury a transportnich viastnosti takto pfipravenych gel(.

Mechanické vlastnosti pfipravenych gelovych material(i byly otestovany pomoci reologie.
Na vybranych vzorcich byly provedeny amplitudové testy, diky kterym byly stanoveny linearni
viskoelastické oblasti (LVO) jednotlivych hydrogel(l. Na zakladé amplitudovych zavislosti
ztatového uhlu byly pro jednotlivé gely diskutovany odli$nosti v charakteru uzlovych oblasti
v jejich polymernich sitich. Podobné z amplitudové zavislosti komplexni modulu bylo
usuzovano na hustotu sesitovani v jednotlivych gelech. Stabilita sité vici nevratnym zménam
zplUsobenym deformaci byla reprezentovana limitni amplitudou deformace, predstavuijici
hranici LVO daného materialu. Bylo zjisténo, ze vzorky zasobniho roztoku PVA mérené pri
rliznych rychlostech mrazeni maji témér shodné hodnoty ztratovych uhl{i, tedy az na ledovou
trist, ktera se vymyka. | pres to vdechny vzorky vykazuji pfevazné elasticky charakter. Rigidita
dana komplexnim modulem se opét li§i pouze u vzorkd vytvorenych v ledové tristi, u kterych
je niz8i, coz znaci, ze vzorky nejsou tak tuhé. Vysledky amplitud deformaci se témér nelisi
u zadného vzorku a pohybuji se okolo hodnoty 0,5 %. Jako dalsi byla vybrana rada rliznych
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koncentraci PVA pfipravena v mrazni¢ce a ledové tfisti, diky ¢emuz byla viditelna zména
v mechanickych vlastnostech v zavislosti na koncentraci polymeru. Koncentrace polymeru
v kombinaci s metodou pfipravy znaéné ovliviuje v8echny reologické parametry. Vzorky
vytvofené v ledové ffisti vykazuji visk6znéjSi charakter nez vzorky sitované cyklickym
mrazenim v mraznicce, a relativni pfispévek viskdzniho typu deformace klesa s navysSuijici se
koncentraci polymeru. Vzorky v ledové ffisti navic nemaji tak pevnou strukturu, coz je
s nejvétsi pravdépodobnosti zpisobeno pomalym mrazenim, béhem kterého nevznikne tolik
fyzikalnich spoju. V prubéhu celého experimentu se elasticky modul nachazel u véech vzork(
nad visk6znim modulem a nedoslo k jejich pfekfizeni. Byl nalezen pouze hraniéni bod LVO,
za kterym konstantni oblast zac¢ina klesat a vzorek byl nevratné deformovan.

Pfi strukturni analyze lyofilizovanych vzork( geltl pomoci SEM bylo vypozorovano, Ze vnitni
struktura vzorkd vytvorenych metodou freeze-thaw neni stabilni. V pribéhu pfipravy vzorku
na samotné meéieni, lyofilizaci, dochazi k jejimu zhrouceni. Musela byt tedy hledana
reprezentativni €ast pro foceni, ale ta nemusi korelovat s realnou strukturou v nabobtnalém
stavu. Pri v§ech rychlostech mrazeni se na vybranych mistech nachazeji rizné veliké pory.
Struktura se méni pfi navysujici se koncentraci polymeru, kdy se pory zmensuji do chvile, kdy
na vzorku jiz zadné pory nejsou. Vhodnou metodou pro pozorovani vzorkd v nabobtnalém
stavu se jevi Kryo-SEM, které by do budoucna stalo za zvazeni vyzkouset.

Pro studium transportnich vlastnosti byla zvolena metoda difuzniho paru. Byl sledovan
prostup methylenové modfi ze zdrojového gelu (nenulova koncentrace difundujici latky) do
pfijimaciho gelu (nulova koncentrace difundujici latky), kde jsou obsazeny polyelektrolyty
v riznych pomérech. Po spojeni difuznich prostredi probihala difuze methylenové modri az do
doby, nez byly opét rozpojeny a méfeny. To se délo v intervalech po 24 hodinach (do
72 hodin). Méfeni probihalo v riznych hladinach vzorku od hrany kyvety. Z namérenych
absorpénich spekter byly ziskany hodnoty difuznich profil(i, které se prolozily teoretickym
modelem. Nasledné se vypocital difuzni koeficient a absorbance na rozhrani, které
koresponduiji s koncentraci barviva na rozhrani. Inkorporovany polyelektrolyt PSS nezakaloval
vzorky a jeho navysujici koncentrace mély za nasledek snizeni difuzniho koeficientu. Nebyla
sice pocitana koncentrace na rozhrani, avSak absorbance na rozhrani potvrdily, ze zde
dochazi k zakoncentrovani barviva vlivem pfidaného PSS. To je pravdépodobné zplsobeno
interakcemi mezi charakteristickymi skupinami PSS (zéporny naboj) a methylenové modfi
(kladny naboj).

Po provedeni vSech experimentl bylo usouzeno, Zze zakladni materidl v podobé PVA
hydrogelu byl pro nase potfeby dostateéné otestovan. Povedlo se optimalizovat optické
vlastnosti pro fyzikalné sitované hydrogely metodou freeze-thaw pfi pomalé rychlosti mrazeni
a bylo zjisténo, ze rychlost mrazeni je klicovy parametr pfi této optimalizaci. Moznost dalSiho
vyzkumu a posunuti této metody je pravé pres citlivéjSi fizeni mrazeni. Proto se zacalo
paralelné k celé této praci navrhovat a konstruovat zafizeni na principu Peltierovych ¢lankd,
ve spolupraci s Fakultou strojniho inzenyrstvi VUT v Brné, které by takovéhoto fizeni bylo
schopné. Nyni jsme pracovali v rozmezi nékolika jednotek stupnt, do budoucna je mozné
pracovat v rozliSeni az v radu desetin stupnu.
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8 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

PVA polyvinylalkohol

IPN Interpenetrované polymerni sité
uv ultrafialova oblast

VIS viditelng oblast

B.L.B. Bouguer-Lamber-Beer(v (zakon)
SEM skenovaci elektronova mikroskopie
TEM transmisni elektronova mikroskopie
DMSO dimethylsulfoxid

3D trojrozmérna/ trojdimenzionalni

MQ Milli-Q, supercista voda

WHO Svétova zdravotnicka organizace
RT teplota v mistnosti (laboratorni teplota)
XRD rentgenova krystalografie

DSC diferenciélni skenovaci kalorimetrie
PSS polystyrensulfonat sodny

LVO linearni viskoelasticka oblast

8.2 Seznam symboli

Symbol Vyznam

A absorbance

T transmitance

bo puvodni zafivy tok dopadajiciho paprsku
¢ snizeny zazivy tok dopadajiciho paprsku
€A molarni extinkéni koeficient

l tloustka kyvety — opticka draha

T smykové napéti

n dynamicka viskozita

v kinematicka viskozita

P hustota

On normalové napéti

E konstanta umérnosti (Younglv modul pruznosti)



relativni prodlouzeni

Debofino Eislo

vinova délka; relaxaéni ¢as (Debofino Cislo)

¢as pozorovani (Debofino &islo)
komplexni modul

ztratovy uhel

elasticky (pamétovy) modul
viskozni (ztratovy) modul
imaginarni jednotka

prace

chemicky potencial

sila

difuzni koeficient

difuzni tok

konstantni plocha

extrapolovana absorbance na rozhrani
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10 PRILOHY

DMSO Fada (po 7. cyklu)

25 % DMSO 50 % DMSO 60 % DMSO 70 % DMSO
7,5 hm.% PVA — mrznuti v normalnii aku — rozdily transparentnosti po kazdém cyklu freeze/thaw
1. cyklus 2.cyklus 3. cyklus
PVA fada — mrznuti v normalni aku (po 5. cyklu)
2,5hm.% PVA 5,0 hm.% PVA 7,5 hm.% PVA 10,0 hm.% PVA 12,5 hm.% PVA 15,0 hm.% PVA

PVA fada — mrznuti v ledové tfisti (po 5. cyklu)

2,5hm.% PVA 5,0 hm.% PVA 7,5 hm.% PVA 10,0 hm.% PVA 12,5 hm.% PVA 15,0 hm.% PVA

Priloha 1 Vybrané sady vzorkl pro nastinéni pribéhu vizudini analyzy
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Ztratovy uhel [°]

Komplexni modul [Pa]

Ea
o

3,5 1
3,0 1
25
2,0 1
15
1,0
0,5 -
0,0 T T T T T T 1
25 50 60 70 80 90 100
Koncentrace DMSO [%]
Priloha 2 Zavislost ztréfového thlu na obsahu DMSO, pripraveném v mraznicce
100000,0 -
10000,0 -
1000,0 -
100,0 “
10,0 -
1 ,0 T T T T T T
25 50 60 70 80 90 100

Koncentrace DMSO [%]

Priloha 3 Zavislost komplexniho modulu na obsahu DMSO, pripraveném v mraznicce
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Amplituda deformace [%)]
o

0,01 | . I . I . | . I . I . i .
25 50 60 70 80 90 100

Koncentrace DMSO [%]

Priloha 4 Zavislost kritické amplitudy deformace na obsahu DMSO, prfipraveném v mraznicce

8 -
7 .
6 .
e
T
£
=
>4
>
8
-E 3 -
N
2 .
1 .
0 T T T T T T T
Moéovina Moéovina Glycerol Glycerol Trehalosa Trehalosa Sacharosa Sacharosa
11 2:1:1 11 2:1:1 11 2:1:1 11 2:1:1
Kryoprotektanty

Priloha 5 Zavislost ztratového thlu na obsahu kryoprotektantt v riiznych pomérech se zasobnim
roztokem PVA, pfipraveném v mraznicce
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10000 H

@ 1000 A
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X 10 A
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Mocovina Mocowna Glycerol Glycerol Trehalosa Trehalosa Sacharosa Sacharosa
1:1 2:1:1 1:1 2:1:1 1:1 2:1:1 2:1:1
Kryoprotektanty

Priloha 6 Zavislost komplexniho modulu na obsahu kryoprotektantti v riznych pomérech se zasobnim
roztokem PVA, pripraveném v mrazni¢ce

Moéovina Moéovina Glycerol Glycerol Trehalosa Trehalosa Sacharosa Sacharosa
11 2:1:1 11 2:1:1 11 2:1:1 11 2:1:1
Kryoprotektanty

Amplituda deformace [%)]
- — ~n ~n w w o~ o~
o ()] o (42 o [42] o [4)]

o
o

o
o

Priloha 7 Zavislost kritické amplitudy deformace na obsahu kryoprotektantd v riznych pomérech se
zasobnim roztokem PVA, pripraveném v mraznicce
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Priloha 8 Hodnoty experimentalnich dat proloZené teoretickym modelem pro PVA hydrogel s 0 hm. %
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A 24 hod exp
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Priloha 9 Hodnoty experimentalnich dat proloZené teoretickym modelem pro PVA hydrogel

s 0,002 hm. % PSS (1 ze 2 sad vzorkt)
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Priloha 10 Hodnoty experimentalnich dat proloZené teoretickym modelem pro PVA hydrogel
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Priloha 11 Hodnoty experimentalnich dat proloZené teoretickym modelem pro PVA hydrogel

50,01 hm. % PSS (1 ze 2 sad vzorkti)
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