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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva pfipravou a naslednou charakterizaci albuminovych (BSA)
a smeésnych hyaluronan-albuminovych (HA+BSA) hydrogelti. Experimentalni charakterizace
byla zalozena na reologickém meéfeni vlivu iontové sily, pH a molekulové hmotnosti
hyaluronanu na proces gelace a vlastnosti vzniklych geld, stejné tak jako na méfeni Casové
stability téchto vlastnosti. Dal§im pfedmétem studia bylo bobtnani gelt ve vodé a v pufrech
o rizném pH. Charakterizace byla doplnéna o termickou analyzu, popis morfologie vyuzitim
elektronové mikroskopie a studium transportnich vlastnosti hydrogeli pro zvolenou
modelovou latku.

Vlivem rostouci iontové sily dochdzelo k posunu bodu gelace k vyssim teplotdm a vzniklé
gely vykazovaly vys§i hodnoty komplexniho modulu. V piipadé, kdy bylo pH nizs§i nez
hodnota izoelektrického bodu BSA, se uplatiiovaly pfitazlivé elektrostatické interakce mezi
albuminem a hyaluronanem a ke gelaci dochédzelo vyrazné rychleji nez v ptfipadé, kdy bylo
pH vyssi nez izoelektricky bod BSA. Hodnoty komplexniho modulu naopak s rostoucim pH
stoupaly. VysSich hodnot komplexniho modulu rovnéz dosahovaly vzorky v pfitomnosti
nizkomolekulového HA, v porovnani s vysokomolekulovym HA. Reologické vlastnosti BSA
gell byly v Case stalé, naproti tomu smésné HA+BSA gely byly charakteristické vyraznym
poklesem komplexniho modulu v prvnich tfech dnech skladovéni.

Studované vzorky geli ztracely ohfevem na 100 °C vic nez 80 % své hmotnosti, jako
disledek vypatrovani vody. ZvySenim teploty na 250 °C nedochdzelo u xerogelt k dalS$im
zménam spojenym s ibytkem hmotnosti, na rozdil od praskového BSA, u kterého byl
v disledku poc€inajici degradace pozorovan ubytek hmotnosti pfi teploté 220 °C.

Studium bobtnani, stejné jako snimky z elektronové mikroskopie, poukazovaly na vyssi
hustotu sitovani BSA gelG v porovnani se smésnymi HA+BSA vzorky, které dosahovaly
vysSich hodnot stupné€ bobtnani. Rovnovazny stupen bobtnani v§ech vzorka byl nejnizsi pii
pH 4, coz je pH blizké izoelektrickému bodu BSA.

Vypocitané hodnoty relativniho difuzniho koeficientu, vztazené na difuzivitu methylenové
modii ve vodg, se pohybovaly v fadu 107 pii difuzi do fyziologického roztoku a v fadu 107
v pfipadé¢ difuze z gelu do vody. Probihajici transport modelového barviva z gelu byl vyrazné
pomalejsi v porovnédni sjeho difuzi ve vodé, coz bylo zplsobeno zejména porozitou
hydrogelu a elektrostatickou imobilizaci kladn€ nabitych molekul methylenové modii na
zaporné nabitych fetézcich BSA a HA.

KLIiCOVA SLOVA

Albumin, kyselina hyaluronovd, hydrogel, reologie, termickd analyza, bobtnéni, difuze.



ABSTRACT

This diploma thesis deals with preparation and subsequent characterization of albumin
(BSA) and mixed hyaluronan-albumin (HA+BSA) hydrogels. The experimental
characterization was based on the rheological measurements of the influence of ionic strength,
pH and molar mass of HA on the gelation process and the properties of formed gels, as well
as the time stability of these properties. Following object of the study was swelling of
hydrogels in water and buffers with different pH value. Characterization was extended by
thermal analysis, morphology description using scanning electron microscopy (SEM) and
study of transport properties of hydrogels for selected model substance.

Due to increasing ionic strength, the gel point was shifted towards higher temperature
values and the resulting gels exhibited higher values of complex moduli. In case when pH was
lower than isoelectric point of BSA, attractive electrostatic interactions between albumin and
hyaluronan took place and the faster gelation occurred, compared to the case when pH was
higher than isoelectric point of BSA. On the contrary, values of complex moduli increased
with increasing pH. The gel samples prepared in the presence of low molecular weight HA
reached higher values of complex moduli, compared to samples with the high molecular
weight HA. Rheological properties of BSA gels were stable over time, whereas the mixed
HA+BSA were characterized by significant decrease of complex moduli during the first three
days of storage.

Due to heating up to 100 °C, more than 80 % of the weight of studied samples was lost, as
a result of water evaporation. Further heating of hydrogels, up to 250 °C, did not cause other
changes associated with weight loss, in contrast with crystalline powder BSA, in which
another weight loss at 220 °C was observed, as a result of the beginning degradation.

Swelling studies, as well as SEM images, indicated higher crosslink density of BSA gels,
compared to HA+BSA samples, which exhibited higher values of swelling ratio. The lowest
values of equilibrium swelling ratio were observed at pH 4, which is close to the isoelectric
point of albumin.

Calculated diffusion coefficients relative to diffusivity of methylene blue in water ranged
between the order of 107 for diffusion into physiological solution and the order of 107 for
the diffusion into water. Ongoing transport of model dye from gel to solution was
significantly slower, compared to its diffusion in water, as a result of gel porosity and
electrostatic immobilization of positively charged molecules of methylene blue on the
negatively charged BSA and HA chains.
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1 UVOD

Hydrogely jsou makromolekularni sitovité struktury, vznikajici z pfirodnich nebo
syntetickych polymera. Jsou schopny absorbovat znacné mnozstvi vody bez toho, aby doslo
k jejich rozpusténi. Kombinuji vlastnosti pevnych latek vychazejici z elastického chovani
makromolekularni sit€ a soucasné vlastnosti kapalin, jako dusledek pfitomnosti velkého
mnozstvi vody. Tyto unikatni reologické vlastnosti predurcuji jejich aplikace v mediciné jako
nosic¢e 1éCiv, materialy pro kryti ran, biosenzory, scaffoldy pro tkanové inzenyrstvi nebo
implantaty v estetické mediciné. Uplatnéni nachazeji rovnéz ve farmaceutickém prumyslu
jako riistové médium pro mikroorganizmy, pii pfipravé finalnich produkti (gelové kapsle)
nebo v potravinarském pramyslu.

S cilem zlepSeni vlastnosti geli vyzkum v poslednich letech sméfuje k vyvoji novych
hydrogeld na baze dvou nebo vice polymert. Vyuziva se chemické modifikace pouzitych
polymert, kovalentniho sitovani nebo fyzikalnich interakci, a to za ucCelem dosazeni
pozadovanych vlastnosti pfipraveného materialu, jako jsou naptiklad mechanické vlastnosti,
stabilita nebo afinita k uritym typam latek, které jsou nezbytné pro jejich aplikace.

Albumin a kyselina hyaluronova jsou biodegradabilni, télu vlastni latky, coz je ¢ini
atraktivnimi pro vyvoj biokompatibilnich materiald. Albumin je nejvice zastoupenym
proteinem krevni plazmy, je nezbytny napiiklad pro metabolizmus lipidd a transport iontd
kovlu v krvi. Ve své struktufe obsahuje vazebna mista s afinitou k nejriznéjsim 1é¢ivim.
Kyselina hyaluronovd se nachdzi v téle kazdého obratlovce, kde zabezpecuje napiiklad
udrzbu viskoelasticity pojivovych tkani nebo kontrolu jejich hydratace. Hyaluronan nachézi
mnoho vyuziti v 1ékafstvi, jako slozka 1éka v o¢ni chirurgii, pfi 1é¢bé artritidy nebo v estetické
chirurgii.

Jednim z cilti této prace je prostfednictvim reologického méfeni prozkoumat vliv pH,
iontové sily a molekulové hmotnosti pouzitého hyaluronanu na prubéh gelace smésného
vzorku hyaluronanu a albuminu o konstantni koncentraci 13 % (w/w) a hmotnostnim pomeéru
HA:BSA =1:12 a nasledné prostudovat 1 vliv téchto podminek na reologické vlastnosti
pfipravenych gelt.

Druhym cilem experimentalni casti této prace je komplexnéjsi charakteristika péti
vybranych vzorkl gelt, konkrétné Cisté albuminovych i smé€snych hyaluronan-albuminovych
vzorkltl ve vodném prostiedi a ve fyziologickém roztoku. Charakteristika zahrnuje reologické
studium vlastnosti pfipravenych gelt, procesu jejich gelace a rovnéz sledovani stability
reologickych vlastnosti téchto vzorkii v Case. Dalsi metodou pouzitou pro charakterizaci
vzorkd je termicka analyza a to za GCelem porovnani termické stability geld s praskovym
albuminem a stejné tak urceni obsahu vody v pfipravenych gelech. Bobtnani pfipravenych
gell bylo studovano gravimetricky v prostiedi o razném pH, morfologie vzorki byla
analyzovana prostednictvim elektronové mikroskopie vysusenych xerogell a cilem posledni
Casti této prace je popis uvoliovani modelové latky (methylenova modr) ze struktury gelu do
vody, resp. fyziologického roztoku.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Kyselina hyaluronova

2.1.1 Uvod

Kyselina hyaluronovd je linearni polysacharid pfirozené se vyskytujici v téle vSech
obratlovct. Poprvé byla izolovana v roce 1934 z kravského ocniho sklivce Karlem Mayerem
a Johnem Palmerem. Zjistili, ze se molekula skldd4d ze dvou molekul cukru, pficemz jednu
z nich identifikovali jako uronovou kyselinu. Navrhli tak ndzev hyaluronové kyselina, ktery
ma puvod v feckém hyalos (sklo) a uronova kyselina [1,2]. Samotnd chemicka struktura vSak
byla popsana Karlem Mayerem a jeho kolegy az v roce 1950. I kdyz byla poprvé izolovédna ve
formé kyseliny, ve fyziologickych podminkdch se vyskytuje ve formé své sodné soli —
hyaluronanu sodného [1].

Kyselina hyaluronova se pfirozené vyskytuje zejména v extracelularni matrix pojivovych
tkani, ale byl prokazan i jeji intraceluldrni vyskyt [3]. Kromé obratlovci se pfirozené
vyskytuje také u nékterych bakterii, zejména u rodu Streptococcus. V lidském téle se nachazi
v synovialni tekuting, pupecni $itfe nebo ocnim sklivci. Témeét polovina hyaluronanu (HA)
lidského téla se nachazi v kazi, kde v intracelularnim prostoru muze dosahovat koncentrace az
2,5 gdm ™ [4].

Mezi biologické funkce kyseliny hyaluronové v organizmu patii udrzovani viskoelasticity
pojivovych tkani, kontrola hydratace a transportu vody, shromazdovani proteoglykant
v extraceluldrni matrix, Cetné receptory-zprosttedkované role v bunécném déleni, mitdze,
vzniku tumorQ, metastaz, zanéta [1,4].

Jako zdroj pro vyrobu hyaluronanu se dlouho vyuzivaly rizné mekké tkané savcl, jako
chrupavky, kiize nebo kohouti hiebinky, které obsahuji jeho nejvyssi pfirozenou koncentraci.
Tento zpusob byl ndsledné nahrazovan biosyntézou za pomoci nékterych druhd bakterii,
predevsim jde o bakterie Streptococus Zooepidemicus a Streptococus Equi, jez jsou schopny
produkovat hyaluronan o molekulovych hmotnostech od nékolika desitek kDa po pfiblizné
2 MDa [4,5].

2.1.2 Struktura

Kyselina hyaluronova je linearni polysacharid fadici se do skupiny aminoglykant, kde patii
mezi nejjednodussi z nich. Jako jedind z aminoglykant neni kovalentné vazana s proteinem,
vyrabéna v Golgiho apardtu a neni sulfatovana [4].

Molekula HA muze byt tvofena riznym poctem opakujicich se disacharidovych jednotek
v rozsahu od nékolika stovek az do né€kolika tisici. Hmotnost kazdé disacharidové jednotky je
pfiblizné 400 Daltond, tudiz mize molekulova hmotnost HA dosahnout az 4 milionti Daltona.
Primérna délka kazdé disacharidové jednotky je pfiblizné 1 nm z ¢ehoz plyne, ze celkova
délka fetézce je pfimo urcena jeho molekulovou hmotnosti [2].

Chemickd struktura HA je dédna opakujicimi se disacharidovymi jednotkami kyseliny
glukuronové a N-acetylglukosaminu, které jsou spojeny stfidajicimi se p-1,4 ap-1,3
glykosidickymi vazbami (viz Obrazek 1) [1, 2, 6]. V kazdé disacharidové jednotce se nachazi
jedna karboxylovd skupina, tudiz je molekula HA polyelektrolyt [6]. Oba cukry jsou
odvozeny od molekuly glukézy, kterd v beta konfiguraci umoziiuje vSem vétSim skupinam
zaujmout stericky vyhodnou ekvatoridlni pozici, zatimco malé vodikové atomy zaujimaji
stericky méné vyhodou axiadlni pozici, coz vede ke vzniku energeticky velmi stabilni
disacharidové struktury [1,2].
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D-glukuronova kyselina N-acetylglukosamin

Obrdzek 1- struktura disacharidové jednotky hyaluronanu [1]

Konformace HA v krystalické formé& byla zkoumana pomoci rentgenové difrakce.
Pozorovand helikdlni konformace obsahovala 2, 3 nebo 4 disacharidové jednotky na jedno
oto&eni v zavislosti od ptitomného protiiontu (H*, Na*, K*, Ca®*). V iontovém prostredi (smés
H*/K*, Rb*, NH") mozno pozorovat i strukturu dvousroubovice, kde na jedno otoleni
ptipadaji 4 disacharidové jednotky. VSechny tyto struktury jsou dal stabilizovany vznikajicimi
vodikovymi mustky [6].

Nuklearni magneticka resonance potvrdila pritomnost struktury v roztoku, ve které je kazda
jednotka otoCena o 180° viici sousedicim jednotkam. Dveé otoceni (celkové 360°) tudiz privadi
zpatky puvodni konfiguraci. Jako disledek dochazi ve vodném prostiedi k navazani molekuly
vody do struktury Sroubovice a ke vzniku tzv. vodnych mustkd. Voda se vaze do mist, kde se
puvodné nachazely vodikové mistky a hovoiime tak o primarné vazané vode [7].

2.1.3 Vlastnosti

Usporadani tetézce, kdy axialni vodikové atomy tvoii hydrofobni Cast a ekvatorialni
karboxylové skupiny hydrofilni ¢ast, zptsobuje, Ze je molekula vysoce hydrofilni a ma
jedinecné viskoelastické a reologické vlastnosti [1,2].

Hyaluronan je ve vodé rozpustny pifi neutralnim pH ve formé své soli a v dasledku
disociace vétsiny karboxylovych skupin ma molekula zdporny néboj [2]. Z analyzy distribuce
molekulové hmotnosti mozno v kyselém (pH =1,6) abazickém (pH =12,6) prostiedi
pozorovat lehkou degradaci. Kromé dvou pifipadu nejsou reologické vlastnosti HA hodnotou
pH vyznamné ovlivnény. Pii pH =2,5 je pozorovana gelace roztoku, jako disledek redukce
naboje a pfipadné protonace aminoskupin, coz vede ke vzniku interakci mezi fetézci.
Pii pH > 12 dochézi v disledku caste¢ného rozpadu sité vodikovych vazeb ke snizeni
pevnosti kostry fetézce polymeru a tim k poklesu viskozity [8].

Reologické vlastnosti roztokd hyaluronanu jsou spojené s molekulovou hmotnosti
pouzitého HA a soucasné jeho koncentraci. Roztoky HA s vysokou molekulovou hmotnosti
vykazuji méfitelné odchylky od Newtonova zakona. Retézce v roztoku jako dasledek
nevazebného proplétani tvoii metastabilni sit, coz ma za nasledek vysoké hodnoty limitni
viskozity. Pisobenim vnéjs$iho napéti se vSak molekuly zacnou pohybovat, vzniklé struktury
se zacnou rozplétat a dochazi k poklesu viskozity. (viz Obrazek 2). Po dosazeni kritické
hodnoty deformacnich sil se jiz rozpletené struktury nestihaji obnovovat a roztok vykazuje
newtonské chovani. Retdzce nizkomolekulové HA netvoii v roztoku propletené sité, tudiz
viskozita téchto roztokli neni zavisla na pusobeni deformacnich sil a jejich chovani je
v platnosti s Newtonovym viskozitnim zdkonem [9].

Jako velka molekula je HA nachylny k mechanické degradaci bud’ pisobenim ultrazvuku,
nebo termalni degradaci pti zvysené teploté. Fyziologicky miize byt HA degradovan volnymi
radikaly kysliku nebo hyaluroniddzami [10].
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Obrdzek 2 — zdvislost pamétového modulu, ztrdatového modulu a komplexni viskozity na frekvenci
pro HA o molekulové hmotnosti 1100 kg-molil [9]

2.1.4 Vyuziti

HA byl poprvé komeréné pouzit v roce 1942 Endre Balazsem jako substituce vaje¢ného
bilku v pekatskych vyrobcich. V roce 1950 nasel HA prvé uplatnéni v mediciné pii operaci
lidského oka [1,2].

V soucasnosti aplikace HA zahrnuji produkty pro oftalmologii, 1é¢bu kloubnich patologif,
estetickou medicinu nebo transport lé¢iv. HA ve formé& ocnich kapek efektivné chrani
rohovku a je =zvlasté dulezity v pfipadé syndromu suchého oka. Dalsi aplikaci je
intraartikularni injekce jako nahrada za synovialni tekutinu. Pouziva se také na kontrolu
pooperacni adhese a prevenci vzniku jizev a rovnéz podporu hojeni ran. Spolu s kolagenem
nachazi vyuziti v estetické mediciné ve forme injekci pro vyhlazovani vrasek [11].

Za ucCelem vytvoreni materialt, které jsou dostatecné mechanicky a chemicky odolné, byla
studovana fada chemickych modifikaci nativniho HA. Vysledné derivaty mizou vykazovat
vyrazné odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti, pfiCemz si zachovavaji biokompatibilitu
a biodegradabilitu nativntho HA. Typickym piikladem modifikaci HA jsou konverze
viskézniho roztoku pfidavkem sitovaciho ¢inidla na hydrogel, navazani funkcnich skupin
pro studium cileného transportu 1é¢iv a jejich postupného uvoliiovani, pfiprava kompozitnich
materiali s jinymi pfirodnimi a syntetickymi polymery, nebo navazani HA na povrch
lipozom jako alternativa k pouziti polyethylenglykolu [12].

HA je idedlni molekulou pro pouziti jako nosi¢ 1éCiv. Jako polysacharid je pfirozenou
soucasti tkani a tudiz je imunologicky inertni. Ve své primarni strukture vSak obsahuje
skupiny schopné vézat aktivni latky [10]. Bylo prokazéano, ze nekteré druhy rakovinovych
bunék obsahuji zvySené mnozstvi receptort, které vazou HA. Receptor CD-44 ve své
struktufe obsahuje specifickou doménu, pozistavajici ze 160 aminokyselinovych zbytk,
na kterou se vaze HA, pricemz afinita je zavisla na velikosti oligomerd. Spojeni specifickych
interakci a biokompatibility HA jsou klicové faktory pro biokonjugaci HA a cytotoxickych
latek. Spojenim vznikd neaktivni forma, kterd se endocyt6zou dostiva do rakovinovych
bunék, kde intracelularné dochazi k uvolnéni 1éCiva v aktivni cytotoxické forme [13].

Pokrok ve vyzkumu HA vyznamné pfispiva k feSeni mnoha problému v medicing, avsak
mnoho fyziologickych funkci HA zlstava neobjevenych. Existuji teorie, ze se HA ucastni
patogeneze metastdz a revmatologickych autoimunnich onemocnéni a vyzkum bude kromé
jiného smeérovat také k terapeutickému vyuziti HA v téchto onemocnénich [10].
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2.2 Albumin

2.2.1 Uvod

Nézev albumin pochazi z obecnéjsiho terminu, albumen, ktery ve staré némciné oznacoval
protein. Svij puvod ma vSak latinském albus (bily), podle barvy vaje¢ného bilku.
V soucasnosti je pojmem albumin oznacovan specificky protein zivocisné krevni plasmy [14].

V lidském téle je albumin syntetizovan v jatrech rychlosti pfiblizn€ 0,7 mg/hod na jeden
gram jater (tzn. 10-15 g denné€) a jeho poloCas rozpadu v organizmu je praimémé 19 dni.
Pisobi jako solubiliza¢ni Cinidlo pro vyssi mastné kyseliny, a proto je nezbytny pro
metabolismus tuki. Ve své struktufe obsahuje vazebna mista s afinitou k riznym latkam.
Vaze bilirubin, Siroké spektrum terapeutickych léCiv (napfiklad peniciliny, sulfonamidy,
indolové sloueniny, benzodiazepiny) nebo kationty kovi. Specificky vaze Cu®*, Ni**
a nespecificky vaze Ca®* a Zn*, ¢imZ zabezpeduje transport t&chto iontd kovil v krvi. Kromé
toho je také hlavnim proteinem odpovédnym za koloidni osmoticky tlak krve. Po jeho
rozstépeni, vzniklé aminokyselinové zbytky slouzi jako zdroj vyzivy pro periferni tkané [15].

2.2.2 Struktura

Molekula albuminu se sklada z 585 aminokyselinovych zbytkua. Je charakteristicky nizkym
obsahem tryptofanu a methioninu, naopak vysoce zastoupeny jsou cystein a zbytky nabitych
aminokyselin jako lysin nebo arginin. Albumin ve své primarni struktufe obsahuje 35 molekul
cysteinu, formujicich 17 disulfidickych mustka stabilizujicich tercidrni strukturu a jednu
volnou molekulu cysteinu v poloze 34 [14, 16].

b

Obrdzek 3 — schéma struktury HSA s barevné odliSenymi poddoménami (Zlutd — la, cervena — Ila,
modrd — Illa, zelend — Ib, purpurovd — 11b, tyrkysovd — I1Ib). Argl17, Lys351 a Lys475, které mohou
byt vazebnymi misty pro masmé kyseliny, jsou zndzornény jako bilé spoje. [17]
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Vsechny znamé sérové albuminy obratlovca (evolucné vyspélejSich nez jeStéfi) maji
stejnou distribuci cysteint v molekule i terciarni doménovou strukturu [14].

Struktura lidského albuminu (human serum albumin, HSA) byla studovéna
krystalograficky, s rozliSenim 2,5 A. HSA je helikalni protein obsahujici ve své struktufe
velké mnozstvi flexibilnich Casti fetézce, vysledkem cehoz je molekula ve tvaru srdce
(schéma viz Obrazek 3) s rozméry piiblizné 80x80x30 A. Molekula HSA je rozdélena do tii
domén, I (obsahuje aminokyselinové zbytky 1-195), II (196-383) a III (384-585), které
nejsou identické jenom topologicky, jak muzeme predpokladat porovnanim primarni
sekvence aminokyselin, ale i svym tfidimenzionalnim usporadanim. Kazdd doména je dale
rozdelena do dvou poddomén tvorenych 4 (poddoména a) nebo 6 (poddoména b) helikalnimi
strukturami. Posledni helix jedné domény je vzdy spojen s prvnim helixem ndsledujici
domény a tudiz je molekula HSA tvotena celkem 28 helikdlnimi strukturami [17].

Albumin obsahuje dvé stabilni vazebna mista schopnd vazat vétSinu 1éCiv v terapeutickych
koncentracich. Podle Sudlowovy nomenklatury se objemné heterocyklické anionty (bilirubin,
(lokalizovdno v poddoméné Ila) zatim co Sudlowovo misto II (lokalizovano v poddméné I1la)
je uptednostriovano aromatickymi karboxylaty (profeny — ibuprofen, fenoprofen, ketoprofen
nebo benzodiazepiny jako diazepam) [16].

2.2.3 Vlastnosti

Molekulova hmotnost lidského a hovéziho albuminu (bovine serum albumin, BSA) urena
vypoctem na zakladé aminokyselinové sekvence dava porovnatelné hodnoty, konkrétné
66,438 kDa pro HSA a 66,411 kDa pro BSA. Albumin v roztoku obsahuje kovalentné vazané
zbytky, jako napfiklad glykolové skupiny, které nejsou v této kalkulaci zahrnuty. Zauzivana
standardni hodnota 66,500 kDa vychdzi z gelové elektroforézy a charakterizuje BSA vcetné
kovalentn€ vazanych skupin, pficemz neuvazuje pevné vazanou vodu [14].

Albumin je ve vodném prostiedi vysoce rozpustny. Tato vlastnost ma puvod v primarni
strukture a jeho vysokém celkovém naboji (pfiblizné 185 ionizovanych skupin v molekule
pii pH 7,0) [14]. Je stabilni v rozmezi pH 4-9, rozpustny v 40% etanolu a muze byt zahtivan
na teplotu 60 °C po dobu 10 hodin bez skodlivych a¢inka [15].

Viskozita roztokd albuminu neni tak vysoka jako v ptipad¢ fibrilarnich proteint (naptiklad
fibrinogenu), ale je vyrazné vyssi, nez by byla v piipadé sférického tvaru molekuly BSA. Tvar
molekuly BSA v roztoku byl predikovan nékolika studiemi a vyuzitim rGznych fyzikalnich
metod jako elipsoid, tvofeny z linearné uspotradanych tii domén (viz Obrazek 4). I kdyz jsou
peptidové fetézce v roztoku v blizkém kontaktu, porad zistava dostatek prostoru pro vtésnani
molekul rozpoustédla do struktury proteinu. Prostfednictvim nékolika metod, jako jsou
infracervena spektrometrie, hydrodynamické metody nebo nuklearni magneticka resonance, je
mozno detekovat monomolekuldrni vrstvu vody, pevné vézanou k povrchu proteinu
prostiednictvim vodikovych vazeb [14].

Obrdzek 4 — model molekuly albuminu v roztoku ziskany na zdklade hydrodynamickych méveni [14]
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Nativni BSA rozpustény ve vode v neutralnim pH netvoii gely, protoze intermolekularni
odpudivé sily (hlavné elektrostatické) dominuji nad pfitazlivymi interakcemi (hydrofobni
a Van der Waalsovy). Po zahrati na teplotu, pfi které dochazi ke konformacnim zménam
globuldrniho proteinu, dochazi ke stfetu reaktivnich Casti, jako naptiklad Casti hydrofobnich
nebo casti obsahujicich thiolové skupiny. Vlivem vhodnych podminek dochazi v roztoku
ke zvySeni aktivity na povrchu proteinu, coz vede k agregaci a formaci gelu. Intramolekularni
interakce podminuji strukturu sit€¢ gelu a ta nasledné ovliviiuje jeho fyzikalné-chemické
vlastnosti [18].

2.2.4 Vyuziti

Uz v poloving dvacatého stoleti se objevily prvni studie demonstrujici skute¢nost, ze
nadory zachytdvaji proteiny z krevni plazmy a vyuzivaji produkty jejich degradace na rychlé
rozmnozovani. Studie distribuce albuminu prokazaly, ze 3-25 % aplikované davky proteinu
se akumuluje v nadoru. To Cini albumin slibnym nosi¢em 1é¢iv napfiklad na cilenou 1écbu
rakoviny. Komplex albuminu s navdzanym metotrexdtem ', ktery jiz prosel klinickymi testy
pro pouziti v protinddorové 1écbé, vykazuje aktivitu i pfi modelové 1écbé kolagenem
indukované artritidy. Albumin v kombinaci s doxorubicinem® funguje jako G&nny nosié
aktivnich latek s cilenym transportem do jater, napfiklad pfi 1écbé hepatocelularniho
karcinomu [15].

Albuminové nanocastice pfitahuji pozornost, protoze oproti jinym proteinim vykazuji
nekolik unikatnich vlastnosti. Albumin je pro organizmus netoxicky, je schopny reverzibilné
vazat velké mnozstvi hydrofobnich 1éCiv. Vzhledem k velkému mnozstvi nabitych
aminokyselinovych zbytka je schopen elektrostaticky vazat pozitivné i negativn€ nabité latky
a soucasné je schopen kovalentni vazby s léCivem za ucasti karboxylovych funkénich skupin
nebo aminoskupin. Kromé toho md velmi vyhodny farmakokineticky profil, diky svému
polocasu rozpadu v krevnim ftecisti (19 dni) [19]. Albuminové nanocCastice mohou byt
pfipraveny pii nenaroénych podminkach koacervaci, fizenou desolvataci nebo tvorbou emulze
[16, 19].

Albumin nachdzi vyuziti pfi ptipravé povlakl na materialy pro in vivo pouziti, kde je cilem
snizeni adhese biologického materiadlu. Tenka vrstva albuminu pasivuje povrch, minimalizuje
adhesi a brani agregaci krevnich destiCek nebo leukocyti na povrchu materialu. Albumin
muze byt za timto uCelem sitovan napiiklad glutaraldehydem nebo karbodiimidem, a takto
pfipravené vrstvy jsou dale sterilizovany y-zatenim [14].

Existuje nekolik zajimavych moznosti medicinského vyuziti albuminu, které doposud
nebyly zcela prozkoumany. Napiiklad jeho pouziti jako transportni protein pro kovové
komplexy nebo pro latky s moznym anti-HIV pusobenim. Dale pak pouziti kationizovaného
albuminu jako nosice pro transport 1é¢iv hematoencefalickou bariérou. A nakonec také rozvoj
podkozné a oralné aplikovatelnych derivati albuminu [15].

! Cytostatikum pouzivané pii 1é¢bé leukemie nebo revmatoidni artritidy.
* Légivo ze skupiny antracyklint, které se vyuZivaji pro zabijeni rakovinovych bunék v tumorech a krvi.

14



23 Gely

2.3.1 Uvod

Nékteré koloidni disperze pevnych latek v kapalinach, at’ se jednd o roztoky makromolekul
¢i lyofobni soly, maji schopnost vytvafet gely — gelatinizovat. Gely jsou systémy tvofené
trojrozmérnou  siti, kterd vytvaii souvislou strukturu, prostupujici celym disperznim
prostiedim. Spojité je tedy nejen disperzni prostiedi, ale i disperzni podil a disperzni Céstice
nejsou schopné se nezdvisle pohybovat disperznim prostfedim [20].

Gely jsou vyznamnou slozkou pfirodnich systémt. Kombinace sily, elasticity a schopnosti
vazat velké mnozstvi vody je nepostradatelna pro velké mnozstvi organizmi — mezibunécny
prostor moiskych fas (alginat sitovany pievazné vapenatymi ionty) nebo oko (fyzikalné
sifovany hyaluronan). Gelové systémy jsou velmi dilezité v biochemickém, biologickém
a medicinském vyvoji. Jsou Casto pouzivané jako rustové médium pro mikroorganizmy
v potravinafském a farmaceutickém prumyslu, v mediciné pfi vyvoji materialu pro tkariové
inzenyrstvi nebo ve formé gelovych implantata pro estetickou medicinu [21].

2.3.2 Déleni gelu

Podle toho, zda obsahuji nebo neobsahuji rozpoustédlo, se déli gely na lyogely a xerogely
(podle povahy rozpoustédla mozno u lyogeli pouzit nazev hydrogel nebo organogel).
VysuSenim lyogelu vznika kompaktni xerogel, jehoz objem je mensi, pfiblizné o objem
odstranéného rozpoustédla. U reverzibilnich gelt lze xerogel uvést do puvodniho stavu
lyogelu nabobtndnim, ptfevod na xerogel je tedy vratny.

Sit mlze vzniknout zlinedrniho polymeru nebo jeho roztoku, vytvori-li se mezi
makromolekulami dostateCny pocet spoju. Podle povahy téchto spoju pak rozliSujeme
kovalentné nebo fyzikalné sitované gely [22].

Kovalentni gely

Spoji-li se linedrni makromolekuly chemickymi vazbami, vznikd vysokomolekuldrni
slouCenina nikoliv jiz linearni, ale sitovité struktury (napiiklad vulkanizovany kaucuk).
Struktura gelt s chemickymi vazbami je velmi pevna. Zpét na roztok by je bylo mozno
prevést jedin€é odbouranim chemickych vazeb — vysledny produkt by se vSak lisil od
vychoziho polymeru, nebot’ nelze oCekavat, ze by se zruSily pouze ty vazby, které vznikly
pfi gelaci [20].

Stadium reakce, kdy dochdzi k prechodu solu na gel, se nazyva bod gelace. V praxi existuji
tii zakladni zpusoby vzniku kovalentnich geld. Prvnim z nich je polymerace, kdy malé
molekuly, jako napfiiklad epoxidy s aminy, nebo izokyanéty s polyalkoholy s vice nez dvéma
funk¢nimi skupinami, reaguji za vzniku rozvétvenych fetézcl, které mohou dal kondenzovat,
napfiklad za vzniku polyurethant. Dal§i mozZnosti je fet€zova polymerace, pii které jsou
pfitomny molekuly svice funkénimi skupinami. Napfiklad polymerace styrenu
s divinylbenzenem. A nakonec postpolymerizani reakce, pii kterych je linearni nebo
rozvétveny polymer sitovany az po samotné polymeraci. Prikladem téchto reakci muze byt
vulkanizace kaucuku, sitovani vyvolané elektronovym paprskem nebo gama zatfenim. Dalsi
metoda zahrnuje pouziti multifunkéniho monomeru, pficemz polymerizace a sitovani probiha
simultanné¢ a obé€ reakce jsou na sobé vzajemné nezavislé. Piikladem muze byt reakce
polyethylakrylatu s divinylbenzenem jako sitovacim ¢inidlem [23].
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Fyzikdlni gely

Fyzikaln¢ sitované gely vznikaji z roztokd polymeru tak, ze se useky makromolekularnich
fetézct sdruzuji pasobenim fyzikalnich sil do utvart, které plni funkci uzli. Takto vzniklé
spoje jsou zpravidla v jednom nebo 1 ve tfech rozmérech podstatné vétsi nez kovalentni uzly;
proto je 1épe volit ndzev uzlové nebo spojné oblasti [22]. V mnoha ptfipadech neni povaha
spojnych oblasti zcela jasnd. Mohou byt tvofeny na zakladé coulombickych, dipol-
-dipolovych, hydrofobnich interakci, nebo vodikovymi mustky [24]. Makromolekuly se
vzhledem ke své délce mohou zaclenit do vice nez jedné uzlové oblasti, takze po délce fetézce
se pak zapojené Casti stfidaji s volnymi useky, které si zachovavaji ohebnost i tepelny pohyb.
Jako fyzikdlni uzly mohou nekdy pusobit také zapleteniny (viz Obrazek 5). Ty nejsou
projevem piitazlivych sil, ale dusledkem toho, Ze si fetézce vlivem svych poloh navzijem
brani v nezdvislém pohybu [22].

Existuje mnozstvi zpusobu, kterymi se mize uskuteCiovat fyzikalni sitovani. Prikladem
takovych procest jsou nedokonala fazova separace v roztoku amorfniho polymeru nebo
nedokonald krystalizace z roztoku polymeru. Prvniho zminéného pfipadu je mozné dosahnout
ochlazovanim roztoku amorfniho polymeru pod kritickou rozpoustéci teplotu, kdy se roztok
rozpada na zfedénou a koncentrovanou fazi. Koncentrovana faze se muze vyloucit ve forme
rozptylenych nepatrnych ¢astic, propojenych fetézci ziedéné faze. Pokud ochladime soustavu
pod teplotu skelného pfechodu koncentrované faze, Castice ztuhnou a propojeni je trvalé.
Ziedéna faze je =zesitovana, pfiCemz ulohu uzlovych oblasti plni amorfni Castice
koncentrované faze, které presly do skelného stavu. V druhém zminéném procesu, v gelech
krystalizovatelnych polymert, maji spojové oblasti nékdy podobu krystalickych lamel,
ve vét§in€ pripadi vSak existuji ve formé roztfepenych micel, coz jsou tutvary, v nichz se
do krystalické mfizky wukladaji pomémé kratké useky nékolika desitek linearnich
makromolekul. Duvody, pro¢ nevznikne vétsi krystal, mohou byt kinetické (rast krystalickych
mikrofazi je pomaly nebo nemozny) nebo molekularné-strukturni (fet€zce obsahuji jen kratké
krystalizovatelné dseky). Také polymery, které se mohou organizovat do anizotropnich fazi
(kapalnych krystali), nékdy vytvareji gely tak, Ze se misto segregace makroskopické faze
vytvori sitovita struktura [22].
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Obrdzek 5 — zapletenina: A — v klidu, B — pri deformaci smykem, C — v permanentni siti [22]

Mnoho globulamich proteini tvoii gely pouze vlivem zahfivani. Pravdépodobné
nejznaméjSim piipadem je vafeni vajicka (v principu gelace ovalbuminu). V prabéhu gelace
indukované zahfivanim je konformace proteinu narusena, ale celkovy tvar molekuly neni
vyznamné poruSen. Pfi dostate¢né nizkych koncentracich je tento proces reverzibilni, ale
po prekroCeni urcité hranice koncentrace dochazi k soupefeni mezi intermolekularnimi
a intramolekularnimi interakcemi. Pokud pfevazi intermolekuldrni interakce, dochdzi ke
vzniku gelu. Pii del§im zahfivani dochazi k vyraznéj§im zménam a muize dojit ke vzniku
kovalentnich intermolekuldrnich vazeb ve formé disulfidickych mastka [24].
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2.3.3 Vlastnosti gelu

Vétsina gelt vyskytujicich se v rostlindch a v zivocisném téle vykazuje anizotropii, kterd je
dana podminkami pfi tvorbé téchto geld. Priinou anizotropie uméle pfipravenych geld je
obvykle jejich nerovhomérna deformace pii tvorbé nebo nerovnomérnd objemova kontrakce
pii vysouseni. U téchto geld jsou vlastnosti jako zména linearnich rozmért pfi bobtnani, lom
a pohlcovani svétla, dvojlom i mechanické vlastnosti rizné v riznych smérech [20].

Kovalentni polymerni sité (xerogely i lyogely) se co do vratnosti deformace chovaji jako
elastické latky. V kaucukovitém stavu, dostate¢né vysoko nad teplotou skelného prechodu,
se vyznacuji vysokou prataznosti s nizkym modulem elasticity (ke zna¢né deformaci staci
mald sila). Jejich deformace vSak neni okamzita, probiha konecnou rychlosti. Protahujeme-li
elastické teleso silou F, zméni se jeho délka z hodnoty Ly na L = Ly + AL. Touto deformaci
vznikne v materialu elastickd retrakcni sila, ktera vyrovna ucinek tazné sily a material se
po dosazeni délky L jiz dale nedeformuje. Retrakcni sila také zplsobi, ze se po zruSeni vnéjsi
sily material vraci do puivodniho, nedeformovaného stavu [22].

Uzlové oblasti fyzikalné sitovanych gelt se lisi strukturou, velikosti a hlavné pevnosti
adobou trvani, coz ma hlavni vliv na vlastnosti vzniklych gelti. Gely s pevnymi spoji se
chovaji obdobné jako gely s kovalentnimi vazbami, zatimco sit€ geli se slabymi uzly se
vlivem vétSich napéti rozpadaji a soustava se zacne chovat jako velmi viskozni kapalina. Je-li
systém ponechén v klidu, prechazi opét v gel [20, 21, 24].

Fyzikalné sitované gely nejsou ve stavu vnitini termodynamické rovnovahy, pokud se sit
vytvotila konecnou rychlosti. Jakmile vznikne sit' udrzovana spojnymi oblastmi o dlouhé
Zivotnosti, jejich existence znesnadiiuje nebo i znemoziuje preskupovani fetézct, které by
vedlo ke =zdokonalovdni struktury. Presto pomalu probihaji dodatecné samovolné
reorganizacni procesy spojené se snizovanim Gibbsovy energie. Tento proces nazyvame zrani
gelu. Pokud ma za nasledek zvySeni poctu uzli nebo jejich funkénosti, hovofime o synerezi:
gel zmensi svij objem a vylouci odpovidajici mnozstvi rozpoustédla [20, 22].

Elektricka vodivost geld, jejichz disperzni prostiedi obsahuje disociované nizkomolekularni
elektrolyty je témer stejné vysokad jako v odpovidajicim solu, z néhoz gel vznikl, ackoli
v prubéhu gelace prudce vzrusta viskozita soustavy. Malé molekuly a ionty rozpusténych
latek se pohybuji v disperznim prostiedi mezi siti tvofenou disperznim podilem témért stejné
rychle jako v pfislusném solu. Diky sitovité struktufe neni difuzivita nizkomolekuldrnich
iont v gelech témér ovliviiovana proudénim ani tepelnymi konvekcemi [20].

Bobtnani gelit

Bobtnani polymerni faze mizeme piirovnat k osméze, kdy v dusledku sitovité struktury
extrahovaného gelu odpada potieba semipermeabilni membrany, kterd by branila polymeru
v prechodu do rozpoustédla. Rozdil tlakd mezi polymerni fazi a rozpoustédlem, ktery je nutny
k ustaveni rovnovahy pii osmoéze, je pii bobtnani gelu nahrazen elastickou retrakéni silou,
ktera vznika v nabobtnalé siti, jako dusledek zvétSeni jejiho obejmu [22].

Kvantitativné je mozno tento proces popsat stupném nabobtnani Q, definovanym jako
hmotnost kapaliny pohlcené jednotkou suchého xerogelu:

Q:m,—m0 :p-AV

(1)

m, m,
kde m, je hmotnost bobtnajiciho gelu v Case ¢ od pocatku bobtnani a my je poc¢ateCni hmotnost

xerogelu. Je mozno jej stanovit jako pfirastek hmotnosti vazenim, nebo méfenim objemu
pohlcené kapaliny AV, kde p je hustota této kapaliny [20].
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Hodnoty stupné nabobtnani jsou zavislé na nékolika riznych parametrech. Hodnota Q je
tim men$i, ¢im vétsi je hustota sitovani gelu, protoze hust&ji sitovany gel vyviji vetsi
elastickou retrakcni silu pusobici proti deformaci. Pro urcity vzorek gelu Q roste s kvalitou
rozpoustédla; vskutku poradi rozpoustédel zjisténé podle vnitini viskozity pro dany linearni
polymer, byva totozné s pofadim zji§ténim podle stupné nabobtnani pro sitovanou podobu
toho samého polymeru. Stuperi nabobtnani gelu je tim mensi, ¢im vétsi je molarni objem
rozpoustédla (vstup daného latkového mnozstvi do gelu pfi vét§im molarnim objemu znamena
vétsi deformaci) [22].

Retézce ionogennich geld (zesitovanych polyelektrolytd) obsahuji skupiny schopné
elektrolytické disociace. Jsou-li v kontaktu s vodou nebo vodnym roztokem soli, ustavi se po
n¢jaké dobé bobtnaci rovnovaha. Je-li ionogenni gel nabobtnan vodou, jsou kromé molekul
vody v mezerach sitovité struktury pfitomné také protiionty, uvolnéné disociaci gelu.
Obdobn¢ jako u Donnanovych rovnovéah, plati i zde podminka elektroneutrality obou
rovnovaznych fazi, takze do vnéjsi vodné faze mlze prejit jen zanedbatelné mnozstvi
protiiontd (Obrazek 6A). Vyrazny rozdil koncentrace ionti mezi obéma fazemi, pak znacné
zvysuje tendenci vody pronikat do gelu. Bobtnavost ionogenniho gelu ve vodé je tedy vyrazné
vEtsi ve srovnani s nedisociovanou siti [21, 22].

Je-li vrozpoustédle pfitomen nizkomolekularni elektrolyt, uplatni se membranové
rovnovahy opacné: do gelu pfejde nizkomolekularni elektrolyt v mensi koncentraci, nez
v jaké zustava v okolnim kapalném rozpoustédle (Obrazek 6B) a celkova hodnota bobtnaciho
tlaku se zmensuje. Pi velké koncentraci nizkomolekularniho elektrolytu klesne bobtnaci tlak
az na hodnotu odpovidajici nedisociovanému gelu [20, 22].

Obrdzek 6 — zndzornéni bobtndni ionogenniho gelu (A) ve vode, (B) v roztoku soli [20, 22]

Bobtnani ionogenniho gelu je vyrazné zavislé i na valenci ionti soli. Bobtnani gelt
obsahujicich polyanionty bude mensi a méné zavislé na iontové sile v roztoku soli
obsahujicich divalentni kationty (naptiklad CaCl,, MgCl,), nez v roztoku soli s divalentnimi
anionty (Na,SOy4, K>SO,) pfi stejné hodnoté iontové sily. Situace je pak analogicka i pro gely
tvorené polykationty [21].

U amfolytickych geltl zavisi obsah pohyblivych iontd v nabobtnalé siti znacné na pH a je
nejmensi v izoelektrickém bodé€. Proto v tomto bod¢ vykazuje takovy gel minimum stupné
nabobtnani [22].

Gely neutralnich polymert jsou schopny absorbovat mnozstvi vody maximalné dvoj- az
trojndsobné vzhledem k jejich vlastni hmotnosti. Naproti tomu gely polyelektrolyti mohou
nabobtnat az stonasobné pii nizkych hodnotach iontové sily. Toho se Casto vyuziva pfi
pfiprave takzvanych superabsorpénich materialti [21].
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2.4 Reologie

24.1 Uvod

Reologie je védni obor, jehoz pfedmétem studia jsou deformace a tok latek. Je to odvetvi
fyziky a fyzikalni chemie, jelikoz vétSina proménnych, které zde vystupuji, pochazi
z mechaniky: sily, rychlosti, odchylky. Termin reologie ma sviij ptuvod v fecting€, ve spojeni
slov rein (téct) a logos (véda). Doslovny pieklad tohoto spojeni je tedy ,véda o toku®.
Reologické experimenty neposkytuji pouze informace o toku kapalin, ale také informace
o deformacich pevnych latek [25].

Pevna latka nebo kapalina muze na aplikovanou deformaci odpoveédét tfemi rdznymi
zpusoby: muze vykazovat elastické nebo viskozni vlastnosti, pfipadné jejich kombinaci.
Posledni zminénd moznost popisuje viskoelastické chovani [21].

24.2 Zakladni pojmy

K popisu zakladnich reologickych parametri se pouziva model s posuvnymi deskami
(Obrazek 7), kdy spodni deska je staticka (rychlost v = 0). Horni deska o plose A je uvedena
do pohybu o rychlosti v, smykovou silou F. Mezi deskami je vzdédlenost ki, kde je v prostoru
nadavkovan méfeny vzorek. Pii méfeni se predpokladd adheze vzorku k obéma deskam,
a také laminarni tok [25, 26].

.......................
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Obrdzek 7 — schéma modelu s posuvnymi deskami [25]

Smykové napéti 7 je definovano jako sila pisobici na jednotku plochy potfebna na udrzeni
konstantni rychlosti pohybu:

Tz%[kg-ml-sz]. (2)

Odpovédi pevnych latek na smykové napéti je deformace y. Je to pomér zmény délky nebo

objemu k ptivodni délce nebo objemu:

_d ;
/4 P 3)

kde dL = deformace v dusledku pisobeni smykové rychlosti a 4 = vyska télesa.
Smykova rychlost 7 je gradient rychlosti mezi deskami, kde dochdzi k lamindrnimu toku

kapaliny. Je definovana jako pomér rychlosti v a vzdélenosti desek &: [21, 25, 26]
R
=—Is7'|. 4
7= l] )
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2.4.3 Viskozita

Pro vSechny tekutiny (kapaliny, plyny) plati, ze jednotlivé molekuly latky navzajem
vykazuji relativni pohyb, jedna vic¢i druhé, pii¢emz tento proces je vzdy spojen s ptsobenim
frik¢nich sil. VSechny tekutiny v pohybu tedy vykazuji urcity odpor vici toku, ktery je mozné
popsat terminem viskozita. Pro tekutiny vykazujici idealn€ viskozni tok plati, ze aplikovana
deformacni energie je vzorkem kompletné spotfebovana a proméni se na teplo, které muze
vzorek ohfat nebo muze byt uvolnéno do okolniho prostiedi. Tento proces je ireverzibilni
a ani po odstranéni pasobiciho napéti nedochazi k reformaci vzorku [25].

Newtonské a nenewtonské kapaliny

Pro idealné viskozni kapaliny méfené za konstantni teploty je pomér smykového napéti
a smykové rychlosti materidlovou konstantou, definici dynamické viskozity n. Tento vztah se
nazyva Newtonuv zakon (5) a latky, pro které v této podobé plati, se nazyvaji newtonské
(viz Obrézek 8 — kiivky 1) [25, 26].

T
—“[pa-
n 7[aS] (5)

Grafickym vyjadfenim Newtonova zakona pro idealné viskozni kapaliny je pfimka
vychazejici z pocatku a rostouci pod uhlem o. Kterykoliv bod na této ptfimce pak definuje
dvojici hodnot smykového napéti 7 a smykové rychlosti . Pomér téchto dvou hodnot pak

udava hodnotu viskozity n, ktera mize byt také definovana jako tangens uhlu a [26].

Tokova kiivka Viskoznni kiivka

\\ /
—_— T @
] L
"
1) Newtonska ‘2 Pseudoplasticka kapalina
kapalina N e ) :
Dilatantni kapalina Nenewtonska kapalina

‘4, Pseudoplasticka kapalina
s mez toku = plasticka

Obrdzek 8 — tokové a viskozitni krivky zndzornujici riizné typy tokového chovani [26]

Pro nenewtonské kapaliny viskozita jiz nebude konstantni, ale bude funkci smykové
rychlosti a/nebo Casu (6). Pro tyto latky lze definovat upravenou podobu Newtonova zdkona
(7) popisujici takzvanou zdanlivou viskozitu #,,, (z anglického apparent viscosity). Hodnoty
zdanlivé viskozity jsou pro urcitou latku presné jenom vzhledem k urcité smykové rychlosti
a/nebo Casové odpoveédi materialu [21].

r=n(.1)-7 (6)

T
Napp = ; (7
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Tekutiny, jejichz viskozita klesa se zvySujici smykovou rychlosti, se nazyvaji
pseudoplastické (viz Obrazek 8 — kiivky 2). Cela fada materiala, které se navenek jevi
homogenni, jsou ve skutecnosti slozené z neékolika slozek. Pokud piisobime malou smykovou
rychlosti, ¢astice si udrzuji nepravidelnou vnitini strukturu a jsou charakterizoviany vysokou
hodnotou viskozity 7,, nezdvislou na smykové rychlosti, kterd se nazyvd limitni (dolni)

viskozita. Pfi zvySovani smykové rychlosti dochdzi k vyraznému poklesu viskozity
v dasledku snizeni vlivu Brownova pohybu a orientovani ¢astic ve sméru toku. Pfi ptisobeni
dostatecné velkou smykovou rychlosti se viskozita zacne asymptoticky blizit ke konstantni
hodnoté limitni (horni) viskozity 7, jelikoz bylo dosazeno optimalni orientace ¢astic.

Dal§im typem latek, které jsou charakterizovany zavislosti viskozity na smykové rychlosti,
jsou latky dilatantni (viz Obriazek 8 — kfivky 3). Tyto latky ze zvySujici se smykovou
rychlosti, zvysuji také svou viskozitu. Toto chovani je u kapalin spiSe vyjimecné, vyskytuje se
u nékterych vysoce koncentrovanych suspenzi.

Pojmem plastické kapaliny (viz Obrdzek 8 — ktivky 4) oznaCujeme takové kapaliny, které
maji mez toku (7,). Jsou to vétSinou disperze, ve kterych v klidu dochdzi ke vzniku

inter/intramolekuldrnich interakci, jejichz vysledkem je pevny charakter latky a teoreticky
nekonecné velka viskozita. Pokud jsou vngjsi pusobici sily mensi nez vnitini sily, stabilizujici
sit, deformace latky bude elastickd. Kdyz budou vnéj$i sily siln€j§i nez vnitini, piekonaji
hrani€ni smykové napéti, které se nazyva mez toku. Po piekroCeni této hranice se latka
pavodné se jevici jako pevnd, zméni na tekouci kapalinu. Pfikladem takovychto kapalin jsou
olejové barvy [26].

Pro mnohé latky je viskozita zavisla také na Case. V tomto pfipadé muzeme pozorovat dva
jevy, jejichz prubéh je opacny. Pokud viskozita s Casem klesa, hovotime o tixotropii. Pokud
viskozita s ¢asem naopak roste, hovofime o reopexii [21, 23, 25, 26].

Tixotropie je charakteristickd pro disperze, které nevykazuji pseudoplastické vlastnosti
pouze v dasledku orientace castic, ale také v dusledku Casové zavislych molekulovych
interakci. Tyto vazby, tvofici sit, jsou snadno naruSitelné, dochdzi tak k rozpadu sité
a nasledné k poklesu viskozity. Tixotropické kapaliny jsou charakteristické svym potencidlem
na obnoveni své sitovité struktury, kdyz je kapalina ponechana v klidu po dostatecné dlouhy
Casovy interval. Zména struktury je tak reverzibilni.

Reopektické kapaliny jsou naopak charakteristické zvySovanim viskozity pusobenim
smykové rychlosti a naslednym nabyvanim ptuvodni (nizké) viskozity, kdyz jsou ponechané
v klidu. Zatim co tixotropie je béznym chovanim u mnohych kapalin, reopexie se vyskytuje
velmi ziidka [26].

2.4.4 Elasticita

Pokud na idealné elasticky material pusobime deformacni energii, bude tato energie
kompletné uchovana v deformovaném materialu a po odstranéni bude tplné€ k dispozici, bez
jakékoliv ztraty, coz umozni plnou reformaci namahaného materidlu. Tvar deformovaného
materialu po odstranéni deformacni energie ziistava nezménény, viuci svému pivodnimu
tvaru, a tudiz jde o proces pln¢ reverzibilni [21, 25].

Formalné je idedlné elasticka deformace popsana Hookovym zakonem (8), ktery definuje
modul pruznosti vtahu Gg, jako pomér mezi smykovym napétim ajim zpusobenou
deformaci, pficemz pro idealn¢ elastickou deformaci je tento pomér konstantni [25].

T
G, -Z[P
y[ al )
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2.4.5 Viskoelasticita

Viskoelastické latky vzdy vykazuji viskozni 1 elastické vlastnosti soucasné. Viskozni slozka
materialu se projevuje na zakladé Newtonova zdkona (5), elastickd slozka podle Hookova
zakona (8). Viskoelastické materidly vykazuji vice ¢i méné Casové opozdénou reakci na
aplikované napéti nebo deformaci, stejné tak jako na jejich odstranéni [25].

Pti kratkém plisobeni deformacni sily, mize byt odpovéd materialu na namahani elasticka,
avSak pokud nechame tuto silu pasobit dostatecné dlouho, zacne dochazet k viskéznimu toku.
Materidl tedy lze charakterizovat urCitou ¢asovou konstantou, ktera se nazyva relaxacni Cas
tr; @ charakterizuje jeho viskoelastické chovani. Stuperi elastického nebo viskdézniho chovani
tak bude zaviset na Case pozorovani t,,, relativnimu k danému relaxacnimu ¢asu. Pomér
téchto dvou hodnot pak charakterizuje Debofino Cislo (9) [21, 23]. Pro idealné elasticka telesa
plati, ze De = o, naopak pro idealn¢ viskdzni kapaliny je De = 0 [23].

t

De === ©)

obs

Jak jiz bylo zminéno, viskoelastické materidly vykazuji elastické 1 viskdzni chovani
soucasné. To muze byt schematicky znazornéno vektorovym diagramem (viz Obrazek 9).
Na ose x (redlnd osa) je vynesen tzv. pamétovy (elasticky) modul G' [Pa], ktery je mirou
deformacni energie ulozené ve vzorku v prabéhu namahéni. Po odstranéni zatizeni je tato
energie k dispozici, ted’ v uloze hnaci sily procesu reformace. Ztratovy (viskozni) modul
G"[Pa], vyneseny na ose y (imaginarni osa), je mirou deformacni energie spotiebované
vzorkem v pribéhu namahani. Materialy vykazujici toto chovani se deformuji nevratné a po
ukonCeni namahani se jejich tvar definitivné zméni v disledku piasobicich sil. Komplexni
modul G~ je pak ur€en vektorovym souétem jednotlivych moduld (10), tudiZ je celkovou
charakteristikou chovani viskoelastické liatky (obsahuje viskozni 1 elastickou slozku).
Analogicky ke komplexnimu modulu mozno definovat také komplexni viskozitu #* (11).

G'[=V(G) + (@) (10)
7| =) + @) (11)

" !’

G
tand == =1 (12)

!’ "

n

Uhel o, ktery svird vektor komplexniho modulu s redlnou osou x, a tudiz i s vektorem
pamétového modulu, se nazyva ztratovy thel. Jeho hodnota zavisi na poméru hodnot redlné
a imaginarni slozky komplexniho modulu, pfipadné komplexni viskozity, podle vztahu (12)
a muze nabyvat hodnot od 0° (idealné elastické téleso) do 90° (idealné viskozni kapalina)
[25].

Im

G' Re

Obrdzek 9 — vektorovy diagram [25]
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Meéveni viskoelastickych materidali

Zakladnimi testy pro méfeni viskoelastickych vlastnosti jsou relaxacni test a tzv. creep test.
Relaxacni test probiha nastavenim konstantni deformace y a souCasnym meérenim smykového
napéti 7 v ¢ase. Creep test je naopak provadén nastavenim konstantniho smykového napéti, za
soucasného méfeni deformace. Vysledkem meéfeni jsou pak zdvislosti smykového napéti
(nebo deformace) na ¢ase [21, 23, 25, 26].

Na zkoumani vlastnosti riznych viskoelastickych latek od kapalin s nizkou viskozitou,
roztokt polymerd, disperzi, gelti az po témér tuha télesa, jsou Casto pouzivané oscilacni testy.
Meéfeni se provadi nastavenim smykové deformace jako funkce sinus: »(r)=y, -sinowr (nebo
analogicky nastavenim smykového napéti). Jako vysledek pak ziskdme kiivku smykového
napéti (nebo deformace) jako fazové posunutou funkci sinus: z(r) =z, -sin(wr + &), s Ghlem

fazového posunu odpovidajicim ztratovému thlu 6 [°] [21, 25].

log G'

Gl, Gll )

Obrdzek 10— zdvislost G' a G" na case v pribéhu sitovani vzorku [25]

Tento typ testd je vyuzivan napiiklad na méfeni Casovych zavislosti chovani vzorku
vykazujicich vznik sitovani v prabéhu méfeni (viz Obrazek 10). Casovy bod ¢x (z anglického
curing time) je tzv. pocatek gelace. V tomto bodé¢ hodnoty G' a G" zacCinaji stoupat, az dokud
se asymptoticky nepfiblizi konstantni hodnoté. Casovy bod rs¢ (z anglického sol-gel point),
leZici na praseciku kiivek G' a G", indikuje bod ptechodu mezi solem a gelem. Tento bod se
nazyva bodem gelace. Pro hodnoty pamétového a ztratového modulu v tomto bodé plati, ze
G'=G", tudiz pro ztratovy uhel plati, ze tan 0 = 1. Pfed samotnou formaci gelu vzorek
vykazuje spiSe viskozni chovani, nachazi se tedy ve stadiu solu a hodnoty ztrdtového modulu
jsou vyssi, nez hodnoty pamétového modulu. Od okamziku, kdy jsou hodnoty pamétového
modulu vyssi, se vzorek nachdzi v stadiu gelu.

Shrnuti jednotlivych charakteristik modulii a ztratového thlu pro rizné materialy viz
Tabulka 1 [25].

Tabulka 1 — shrnuti charakteristickych hodnot modulii a ztratového uhlu pro riizné materidaly [21, 25]

idealné viskozni | viskoelastické bod gelace viskoelasticky idealné elasticka
kapalina kapaliny gel (pevnd latka) | pevnd latka
0 =90° 90° > 0 > 45° 0 =45° 45°> > 0° 0=0°
tand —oo tand > 1 tand = 1 tano < 1 tand — 0
G—0 G'<G" G'=G" G'>G" G — o
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2.4.6 Reometrie

Pojem reometrie oznacuje soubor méficich technologii vyuzivanych k ziskani reologickych
dat. Duraz je zde kladen na méfici systémy, pfistroje, testy a jejich analyzu [25]. Mezi
zakladni méfici systémy (nazyvané i méfici geometrie) patfi zejména systém valec-vilec,
kuzel-deska a deska-deska [26].

MeéFici systémy

Systém koaxidlnich valcu skladajici se ze dvou valci se spoleCnou osou rotace, mezi
kterymi je nadavkovany méfeny vzorek. Vyhodou je moznost méteni nizkoviskdznich latek
i pfi vysoké smykové rychlosti, dobra kontrola teploty diky velké stycné ploSe, moznost
zabranit odpafovani vzorku pouzitim specialniho krytu. Nevyhodami jsou pomémé velka
spotieba vzorku, C¢asové narocnéjsi Cisténi, zvySend moznost vyskytu bublin u pastovych
vzorkd nebo vyskyt turbulentniho toku pii méfeni malo viskoznich latek pii vysoké smykové
rychlosti.

Systém kuzel-deska se sklada z kruhového kuzele, charakterizovaného svym primérem
auhlem zkoseni, ktery je pfipojen na rotor, a je tedy pohyblivou Casti meéfici geometrie.
Statickou casti je deska. Vyhodami jsou zejména: konstantni smykova rychlost podél celé
geometrie, malé mnozstvi vzorku potifebné pro meéfeni, snadné Cisténi. Nevyhodou je
limitovana velikost ¢astic pfi méteni disperzi, pomérné dlouha doba relaxace napiiklad u geldq,
teplotni gradient podél geometrie nebo nehomogenni tok na jejim okraji [25].

Meéfici systém deska — deska je slozen ze dvou desek s rovnym povrchem (viz Obrazek 11).
Vrchni deska, fungujici jako rotor, je obyCejn€ vrchni casti métici geometrie a spodni deska je
stacionarni, pfipevnéna k reometru. Rozmér vrchni desky je definovéan jejim polomérem R.
Pro vzdalenost & mezi deskami plati 7 << R [26].

‘ R = polomér desky

h = vzdalenost desek

— R -
testovany vzorek F
- 1 ~ | ¥

, -

Obrdzek 11 — schéma mériciho systému deska — deska [26]

Vyhodami této méfici geometrie jsou: moznost méfeni vzorkl obsahujicich relativné velké
Castice nebo prostorové struktury (gely, pasty, elastomery), pfi nastaveni vétsi mezery
vyzaduji viskézni a viskoelastické vzorky méné Casu na pripravu samotného mefeni, Cisténi je
velmi rychlé a jednoduché. Nevyhodou je nekonstantni napéti, jelikoz smykova rychlost se
meéni od nuly ve stiedu, po vy$si hodnoty pfi okraji [25].

Pro newtonské kapaliny muze byt tento fakt zanedban, avSak pro nenewtonské kapaliny je
nutné zavedeni korekce:

R27rn[]

Y = (12)

kde n zna&i rychlost rotoru reometru (min ') [26]. Zanedbani této korekce je mozné

i pro nenewtonské kapaliny a to pro oscilacni testy méteny pii nizkych hodnotach deformace,
ktera lezi v linedrni oblasti viskoelasticity méfeného vzorku [25].
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2.5 Termicka analyza

2.5.1 Uvod

Kdykoliv ma byt néjaky material testovan, jeden z nejjednodusSich testd, ktery muze
poskytovat dulezité informace o jeho struktufe, je pozorovani zmén v dusledku zahtati [27].

Za zakladatele védecké termické analyzy je povazovan Le Chatelier, ktery ji v r. 1886
poprvé pouzil ke studiu kalcitu. O rok pozd€ji publikoval vysledky svého vyzkumu
termického chovani jilovitych hornin ve formé termoanalytickych kiivek péti jilovych
minerald. Jednalo se o pfimé meéfeni zmeény rychlosti teploty zkoumaného vzorku pfi jeho
rovnomérném ohfevu. Sledované reakce se projevovaly s prodlevami v zaznamech a urceni
tohoto zpozdéni bylo velmi neptesné [28].

Termicka analyza muze probihat dvéma zakladnimi zpasoby. V prvnim piipadé sledujeme
urité vlastnosti (napiiklad tepelnou kapacitu, entalpii, entropii nebo volnou energii)
s vysokou presnosti, pii presné definovanych podminkach a za konkrétni teploty. Druhou
moznosti je sledovat vlastnosti materialu, v¢etné termickych vlastnosti, v SirSim spektru
teplot, v priabéhu nastaveného teplotniho programu [27].

Zakladnim jevem dilezitym pro tyto metody je zména entalpie (AH). Kazdou fyzikalni
a chemickou zménu lze charakterizovat zménou Gibbsovy volné energie (AG), kterd je ddna
vzorcem:

AG =AH —TAS, (13)

kde AH je zmeéna entalpie, T je absolutni teplota a AS je zména entropie béhem déje. Kazdy
systém se snazi dosahnout takového stavu, jemuz odpovidd niz§i hodnota Gibbsovy volné
energie G. Jako piiklad lze uvést modifikacni preménu latky z jedné krystalické formy
do druhé, kterd mé za dané teploty nizsi hodnotu Gibbsovy volné energie a je tedy stabiln&jsi.
K vytvoreni krystalické struktury nebo jiného stavu s nizsi hodnotou volné entalpie mize dojit
pfi ohfevu i pres jednotlivé mezistupné. Priklady premén studované latky vlivem rostouct
teploty v jejim okoli jsou uvedeny v Tabulka 2 [28].

Tabulka 2 — fyzikdlni a chemické procesy zpiisobujici preménu latky [28]

Proces Endotermni Exotermni Am
Krystalizace + beze zmény
Tan{ + beze zmény
Fyzikdlni Vypafovani + ubytek
Sublimace + ubytek
Fazové premény + + beze zmény
Chemisorpce + narust
L Dehydroxylace + ubytek
Chemicky Rozklad + + ubytek
oxidace + narust

Metody, které se zabyvaji sledovanim zmeén tepla, se nazyvaji kalorimetrické.
Kalorimetrické experimenty probihaji pifi konkrétnich, kontrolovanych podminkéch, jako
napfiklad konstantni objem nebo konstantni teplota. Kalorimetrie zahrnuje velkou Skalu
pouzivanych technik vCetné titraci, tokovych testi, sledovani reakci nebo sorpci a je mozné ji
pouzit na studium raznych druht materialti, od pyrotechniky po farmaceutika.
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Jednotlivé metody mizou byt klasifikovany podle principu méfeni (naptiklad kompenzace
tepla), podle operacni metody (statické méfeni, sken) nebo podle konstrukéniho principu
(jedna nebo dvé cely). Nejcastéji pouzivané metody termické analyzy, piislusné meérené
fyzikalni nebo chemické vlastnosti a moznosti jejich aplikace, shrnuje Tabulka 3.

Samotny teplotni program muze probihat riznym zpusobem. Vzorek muze byt zahiivan
(nebo chlazen) konstantni rychlosti (napfiklad 10 K-min™) nebo maze byt méfen izotermicky.
Dal§i moznosti je modulovany teplotni program, v némz je funkce ohfevu nekonstantni,
napiiklad sinusoidalni nebo specificky upravena tak, aby odpovidala simulaci praktického
industrialniho provozu. Teplotni program muize byt také kontrolovan pfimo samotnou
odpovédi vzorku na ohfev [27].

Tabulka 3 — prehled nejpouzivanéjsich metod termické analyzy [27]

Technika Méfend vlastnost Pouziti
Termogravimetrie Hmotnost Rozklad, oxidace
Diferencidlni termicka . . s
J Rozdil teplot Fazové zmeény, reakce
analyza
Diferencialni kompenzacéni , Tepelna kapacita, fazové zmény,
. : P Tepelny tok P P Y
kalorimetrie reakce
Termomechanickd analyza | Deformace Mechanické zmény
Dynamickd mechanicka . v o Expanze, fazové zmény, skelny
h Zmeény rozmért, moduly N
analyza prechod
Dielektricka termicka o Expanze, fazové zmény, skelny
J Elektricka vlastnost N P Y Y
analyza prechod
Analyza vyvijenych plyni | Vyvijeny plyn Rozklad
) o Fazové zmény, povrchové
Termooptometrie Opticka vlastnost . . Y, P ,
zmény, zmena zbarveni

2.5.2 Termogravimetrie

Termogravimetrie (TG) nebo termogravimetrickd analyza (TGA) je metoda, kterd je
zalozena na méfeni hmotnosti, nebo jeji zmény, v zavislosti na teplote, ¢ase, nebo obou téchto
veli¢in [27-29].

Vysledkem meéfeni je termogravimetrickd kiivka, kterd znazormiuje zavislost hmotnosti
na teploté nebo na Case a lze z ni odecist teploty hmotnostnich zmén. Odvozenou metodou je
derivacni termogravimetrie (DTG), kde vysledna kiivka uvadi rychlost hmotnostni zmény
na teploté. Ta se pouziva, pokud zmény hmotnosti neposkytuji zietelnou zménu, je vhodna
k odliseni té€sné po sobe jdoucich efekt [28, 29].

Ptistroje pro TG se skladaji z elektrické pece, analytickych vah, nosi¢ vzork, zafizeni pro
meéfeni a fizeni teploty a registraniho zafizeni - pocitace. Vlastni termogravimetricka analyza
probiha na termovahach. Pouzivaji se tfi zpusoby umisténi termovah vici peci: vertikalné se
vzorkem polozenym na mechanismu termovah, vertikaln€ se vzorkem zavéSenym
na mechanismu termovah, nebo horizontaln€. V soucasné dobé se pouziva u vsech tiech typtu
kompenzacni metody méfeni hmotnosti - vzorek je po celou dobu méfeni umistén na stejném
misté a pfipadna zména hmotnosti je kompenzovana pohybem na opacnou stranu a vzorek se
hned vrati do pavodni polohy pied zménou. Ta je snimana nejcast€ji optickym senzorem.

Meéfeny vzorek je v kelimku umisténém na termoclanku, ktery snima aktuélni teplotu.
Materialem nosice je nejcastéji platina, korund, pfipadné oxidova keramika (ZrO,) [28].
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Obrdzek 12 — porovndni kiivek TGA a DTG [28]

Nejjednodussi TG experimenty mohou byt provadény v atmosfére vzduchu, avSak vzorek
muize reagovat oxidaci nebo hotfenim, proto se obyCejné pouziva inertni plyn jako napfiklad
dusik nebo argon. V nékterych piipadech lze naopak cilené pouzit vybrany reaktivni plyn,
jako napftiklad vodik redukujici oxidy kovu [27].

Termogravimetrickou analyzu ovliviiuje fada faktor. Zejména jsou to pfiprava vzorku
(navazka, velikost castic, homogenita), tvar a velikost nosice, tlak, zvolend atmosféra,
vlhkost, pouzity teplotni rezim [28, 29].

Termogravimetrie muze byt pouzitda jak pro kvalitativni (identifikace dé&je), tak pro
kvantitativni analyzu (odecteni velikosti pfislusnych zmén). Je mozné ji pouzit napiiklad
ke sledovani suSeni, dehydroxylace, tepelného rozkladu, tepelné oxidace, reakce v pevné fazi,
reakce pevné a plynné faze (oxidace, redukce, koroze), katalyzy, studiu reakéni kinetiky
areakénich mechanismu, identifikaci slouCenin, popfipadé ke studiu novych sloucenin,
stanoveni Cistoty chemickych sloucenin [28].

2.5.3 Diferencialni kompenzacni kalorimetrie

Principem diferencialni kompenzacni kalorimetrie (DSC) je udrzeni stejné teploty
meéteného vzorku a referencniho materialu, které jsou soucasné zahtivané vedle sebe stejnym
teplotnim programem. Udrzeni stejné teploty se prakticky realizuje doddnim energie do
vzorku (v pfipadé endotermniho dé&e) nebo do referen¢niho materidlu (exotermni dé&j)
[28, 29]. Vysledkem je pak kfivka zavislosti tepelného toku na teploté (viz Obrazek 13) nebo
Case [27].

Tepelny
tok

Tg e iTm

Teplota ——=

Obrdzek 13 — DSC kifivka zobrazujict skelny prechod charakterizovan teplotou T, krystalizaci
s charakteristickou teplotou T, a tani pri teploté T, [30]
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V praxi se pouzivaji dva typy analyzatori. DSC s kompenzaci pifikonu, nazyvana téz
,,obracena“ dynamicka termickd analyza. Podstatou piikonu je zachovani nulového teplotniho
rozdilu mezi méfenym a srovnavacim vzorkem. Zakladem jsou dvé oddélené méfici cely
a dva tepelné zdroje, oba vzorky jsou zahfivany stejnou rychlosti. Pokud v méfeném vzorku
zacne probihat endotermni reakce, je teplotni rozdil mezi méfenym a referen¢nim vzorkem
vynulovan dodanim energie do méfeného vzorku. A naopak, pokud probiha exotermni d¢j, je
teplota méfeného vzorku vyssi oproti referencnimu. K vyrovnani teplot dochazi dodanim
méné energie do méfeného vzorku oproti referenénimu. V obou vzorcich zistava stejna
teplota diky kompenzaci piikonu. Métenou veli€inou je elektricky piikon, ktery je potrebny
k udrzeni konstantni teploty obou vzorkl. Tento typ zafizeni umoziuje zaznamenat velmi
citlivé zmény teploty a je vhodny ke sledovani izotermnich dé&u [27-29].

DSC s kompenzaci piikonu je slozena ze dvou oddélenych obvodu: i) kontrolniho - méfi
prumérnou teplotu vzorki a automaticky vyrovnava tepelny vykon tak, ze se primérna teplota
vzorkli zvySuje linearn¢; ii) fidictho — zaznamenava rozdily teplot mezi méfenym
a srovnavacim vzorkem, urCuje, ktery ze vzorki ma vyssi teplotu a automaticky kompenzuje
tyto teplotni rozdily. Studovany i referencni vzorek maji své nosice, které obsahuji teplotni
¢idla a topna téliska. Vzorky jsou od sebe dokonale izolovany, aby se zabranilo tepelnému
toku mezi nimi [28].

Druhym typem analyzidtoru je DSC s tepelnym tokem (schéma viz Obrazek 14) — oba
vzorky, referencni 1 méfeny, jsou umistény na samostatnych teplotnich ¢idlech ve spolecné
kalorimetrické cele. Meéfeni rozdilu pifikonu je nahrazeno méfenim rozdilu teplot
analyzovaného a referencniho vzorku, které jsou spojeny tepelnym mostem. Pfi zménach
teploty v méfeném vzorku, které jsou zpusobené endotermnimi nebo exotermnimi déji, je
rozdil teplot zaznamendn jako tepelny tok od vzorku nebo do vzorku a je povazovan
za umérny rozdilu teplot [27-29].

VZOREK REFERENCE

— ;\:\ — ;E — TEP. CIDLA
—AVWAWWW

Obrdzek 14 — schéma DSC s tepelnym tokem [27]

DSC s tepelnym tokem se sklada z méfici hlavy s drzakem pro vzorek a srovnavaci latku,
pece, termostatu, zdroje plynt a zdroje napéti, regulatoru teploty a zaznamového zafizeni.

Pro DSC lze pouzit vzorky velmi malych hmotnosti (1 az 100 mg), které se vkladaji
do keramickych nebo kovovych misek, pfipadné do folii, aby se docililo dokonalého kontaktu
s topnym teliskem a teplotnimi cidly.

Diferencni kompenzacni kalorimetrii 1ze studovat tepelné vlastnosti latek a materialti. Tato
metoda je vyuzivana pii vyrobé€ skla, keramiky, farmaceutik, plasti, polymert, potravin atd.
Nejcasteji jsou studovany nasledujici d€je: tani, krystalizace, teploty skelného ptechodu,
oxidac¢ni stability atd. [28].

28



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Hydrogely jsou v soucasnosti atraktivnim materidlem pro pouziti v mnoha odvétvich.
Vyzkum sméfuje zejména k charakteristice novych material na bazi dvou nebo vice
polymert, a rovnéz ke studiu jejich aplikaci. Cilem experimentalni Casti této prace je
charakteristika albuminovych a smésnych hyaluronan-albuminovych gelt, prostfednictvim
nekolika metod jako reologie, termicka analyza nebo elektronova mikroskopie. Nasledujici
piiklady studii, publikovanych v poslednich letech, se zabyvaji zejména charakteristikou
smésnych geli metodami vyuzitymi v této praci, a rovnéz potencialnimi aplikacemi
hydrogelt na bazi albuminu nebo hyaluronanu.

Préce R. J. Andrade a kol. [31] se zabyvala reologickou charakteristikou gelace modelové
protein-polysacharidové smési. Autofi, jako zastupce proteinli, pouzili izolovany globularni
hraskovy protein, a jako polysacharid karagenan. Reologické meéfeni probihalo pouzitim
geometrie deska-deska a zahrnovalo frequency sweep testy pii ruznych teplotach, teplotni
zavislostt meéfeny v rozsahu teplot 60-10 °C a Casové zavislosti méfeny pii konstantni
frekvenci 10 rad-s™" a teploté 60 °C.

Casové zavislosti viskoelastického chovani méfeného materialu potvrdily, Ze v délce
meéfeni frequency sweep testi (20 minut) byly viskoelastické vlastnosti vzorkt stabilni. Vliv
slozeni byl studovan prostiednictvim teplotnich zavislosti pro vzorky s riznym zastoupenim
proteinové a polysacharidové slozky. Z vysledku je ziejmé, Zze ptidavek proteinu zpusobil
posun bodu gelace v prubéhu chlazeni k niz§im teplotam, coz znaci zpomaleni tohoto procesu.
To odpovida predpokladim, podle kterych bude sit' zalozena na helikalnich agregatech
karagenanu vznikat pomaleji v dusledku jeho nizsiho zastoupeni ve vzorku. Frequency sweep
téchto vzorka pii 60 °C odpovidal chovani viskoelastického roztoku, dochazelo k nartstu
hodnot G’ se zvysujici koncentraci proteinu ve vzorku. Z vysledkt je tudiz ziejmé, ze
vlastnosti roztokti byly dominantné ovlivnény zejména mnozstvim proteinu, zatimco proces
gelace byl ve vétsi mife ovlivnén konformacnimi zmény polysacharidu [31].

Studie Ali Rafi a kol. [32] se zabyvala reologickou a mikroskopickou charakteristikou
smésnych polysacharid-proteinovych hydrogeli na bazi polysacharidu extrahovaného ze
semen bazalky (basil seed gum, BSG) a [-lactoglobulinu (BLG). Reologické meéfeni
probihalo na pfistroji Physica MCR 301 (Anton Paar, Némecko) pouzitim geometrie
deska-deska. M¢éteni probihalo v né€kolika krocich, které zahrnovaly ohfev na 90 °C,
nasledovany frequency sweep testem, chlazeni zpét na teplotu 20 °C, pfi které byl vzorek
meéten izotermné po dobu dalSich 20 minut a nakonec frequency sweep pii 20 °C.

Pamétovy modul BSG vzorkd byl vyrazné zavisly na jeho koncentraci. Ke gelaci, jejiz
pocatek bylo mozné pozorovat pii 80 °C, dochazelo az v prubéhu chlazeni. Hodnoty G" a G"
po piekrocCeni bodu gelace asymptoticky rostly. U proteinovych vzorka bylo pozorovano
odlisné chovani, vzorky gelovaly v priabéhu ohfevu (bod gelace 73 °C) a pfii chlazeni
dochazelo pouze k mirnému nardstu hodnot obou moduld. Vyrazny nartist hodnot G’ pfi
ohfevu a jejich dalsi narast v prub€hu chlazeni indikuji vznik kovalentnich a hydrofobnich
interakci stabilizujicich vzniklou sit’.

V reologickém chovani smésnych gelti 1ze pozorovat vliv obou slozek. V pribéhu ohfevu
dochdzelo k nardstu hodnot G', ktery indikuje vznik proteinové sit€. V prabéhu chlazeni
dochazelo k dalsimu zvySovani hodnot obou modull, coz poukazuje na vznik
polysacharidové sité€. Vysledné hodnoty G’ byly vyssi nez u BLG gell, rozdil mezi hodnotami
G'a G" se rovnéz zveétsil a vzniklé smésné gely byly tudiz elasti¢té)si.
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Mikrostruktura pripravenych gelG byla studovana prostfednictvim rastrovaci elektronové
mikroskopie (scanning electron microscopy, SEM). Struktura proteinovych vzorkd byla
kontinuélni, vzorky BSG meély vice fibrilarni strukturu. Smésné gely meély bikontinudlni
mikrostrukturu, zalozenou na koexistenci BSG a BLG sité. Tyto vysledky v kombinaci
s reologickym chovanim zna¢i absenci mezimolekulovych interakci mezi proteinem
a polysacharidem a poukazuji na to, ze v prubéhu gelace smésnych vzorka dochazelo k fazové
separaci [32].

Reologickou a mikroskopickou charakteristikou smésnych hydrogeld na bazi
galaktomannanu a k-karagenanu se zabyvala studie Paulo A.G. Soares a kol. [33] z roku
2015. Hydrogely byly pfipraveny se zasobnich roztokl k-karagenanu (0,3; 0,4 a 0,5 % w/v)
a galaktomannanu (1,7 % w/v) pfi teploté 50 °C.

Samotné reologické méfeni probihalo na pfistroji MCR301 (Anton-Paar, Rakousko)
pouzitim geometrie deska-deska. Frequency sweep testy probihaly v rozsahu 0,1-100 Hz, pfi
konstantni deformaci 0,2 % a teploté 25 °C. Naméfené hodnoty G' a G" byly nezdvislé na
frekvenci oscilace av celém méfeném rozsahu plati G'> G", coz je charakteristické
reologické chovani gelt. Stabilita reologickych vlastnosti byla studovana jako zavislost
pamétového a ztratového modulu na délce skladovani pii teploté 4 °C. Po 20 dnech dochézelo
k nartstu hodnot G' a G", coz neni chovani typické pro souvislou sit gelu, ale spiSe pro
emulze. Uvedené pozorovani spiSe naznaCuje, ze vznikla struktura byla stabilizovana
interakcemi kritkého dosahu.

Snimky ze SEM charakterizovaly morfologii lyofilizovaného hydrogelu v prvni den po
ptipravé a po 90 dnech skladovani pti 4 °C. Struktura povrchu byla ¢lenita, porovita, pricemz
po 90 dnech byly péry na povrchu vétsi a Clenitost nebyla tak vyraznd, coz muze byt
pfisouzeno organizaci polysacharidu a jejich agregaci. Tyto rozdily naznacuji, ze morfologie
hydrogelu mize byt modifikovana ¢asem starnuti a v zavislosti od planované aplikace mohou
byt pfipraveny hydrogely s riznou porozitou. To mize mit zasadni vyznam pii uvolfiovani
1é¢iv nebo v tkanovém inzenyrstvi [33].

Studii problematiky smésnych hydrogelt se zabyvala i prace Raluca Vulpe a kol. [34]
zroku 2016. Predmétem této studie je zejména reologicka charakteristika smésnych
hydrogeld na bazi hyaluronanu, kolagenu a sericinu, doplnéna elektronovou mikroskopii,
studiem bobtndni a degradace.

Reologicka charakteristika probihala na pfistroji Discovery Hybrid Rheometer s pouzitou
geometrii vélec-valec (pro méné viskozni roztoky) a kuzel-vdlec (pro viskozné&j§i vzorky
a hydrogely). Méfeni zahrnovalo tokové, oscilacni testy a monitorovani pribéhu gelace jako
Casové zavislosti pamét'ového a ztratového modulu pii frekvenci 1 Hz a deformaci 3 %.

Smésné roztoky HA a kolagenu byly pfipravené o rizném slozeni. Sledovan byl vliv
pfidavku jedné, nebo druhé slozky. Pridavek kolagenu vyznamné neovlivnil reologické
chovani HA vzorkd. Naproti tomu vzorky kolagenu s pifidavkem HA vykazovaly odlisné
chovani nez Cisté kolagenové vzorky, spiSe podobné chovani HA. Sitovani probihalo
mnohem rychleji pro roztoky kolagenu a stejné tak vysledné hodnoty G’ byly vyssi. Pridavek
kolagenu do roztoku HA vyznamné ovlivnil kinetiku sitovani. Kolagen umoziuje tvofit
amidové vazby, zatim co HA samotnd umoziiuje tvofit pouze vazby esterové, a to mélo za
nasledek vyssi stupen sitovani, a tudiz 1 vy$si hodnoty G'. Stejny vliv mél 1 pridavek sericinu,
ktery rovnéz umoziuje vznik amidovych i esterovych vazeb.
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Bobtnani pfipravenych hydrogeld bylo studovano gravimetricky. Nejvy$si rovnovazny
stupeii nabobtnani dosahovaly vzorky s HA samotnym, naopak nejniz§i Q dosahovaly
kolagenové vzorky. Na =zakladé -elektronové mikroskopie je zfejmé, ze struktura
kolagenovych geli byla nejkompaktnéjsi, coz mlze vysvétlovat nizké dosazené hodnoty
stupn€ nabobtndni. Studium degradace probihalo v pfitomnosti kolagendzy, hyaluroniddzy
nebo obou enzymi. Vysledky byly konzistentni se slozenim hydrogelu a pfislusnym
prostredim [34].

Rozsahlou studii albuminovych hydrogela predstavuje prace S. T. K. Raja a kol. [35], ktera
se zabyvala charakteristikou BSA hydrogeli pfipravenych redoxnim mechanizmem.
V prvnim kroku (redukce) byl piipraven roztok BSA, ktery byl v druhém kroku (oxidativni
preskladani) dialyzovan proti pufrim o rizném pH, na zakladé ¢ehoz byl analyzovan vliv pH
na gelaci BSA. S rostouci koncentraci BSA dochézelo k urychleni formace gelu a vzniklé
gely byly mechanicky stabiln€jsi. V rozsahu pH 4,0-5,0 byla formace gelu rychla a struktura
vyrazné rigidni. Pfi pH < 3,0 nedochdzi ke gelaci BSA. V rozsahu pH 6,0-8,0 dochéazelo
k intermolekuldrnim interakcim, vedoucim k rychlé gelaci, coz znaci, ze dané podminky jsou
vhodné pro tvorbu disulfidickych mustka. Pfi pH > 9 nedochazelo k tvorbé gelu v disledku
narustu odpudivych sil v kombinaci s po€inajici degradaci proteinu.

Morfologie piipravenych geli byla studovana prostfednictvim SEM (Hitachi-S3400N).
Ptipravené hydrogely byly lyofilizovany a byla na né nanesena vrstva zlata. Struktura vSech
vzorkt byla porovita, pficemz uniformita rostla s koncentraci BSA.

Bobtnani gelt bylo studovano gravimetricky pii 37 °C. Bez ohledu na koncentraci bylo
dosazeno rovnovahy mezi 12 a 18 hodinami. Vyrazny vliv na dosazeny stupeni nabobtnani
meélo pH prostiedi. Nejvyssi hodnoty Q bylo dosazeno v prostiedi s pH 10,0 a naopak
nejnizs§ich hodnot pii pH 5,0. Protonace v kyselém pH a deprotonace v alkalickém pH vedou
ke vzniku ndboje na aminokyselinach, coz ma za nasledek vétsi odpuzovani fetézci BSA
a nasledné dosazeni vyssich hodnot Q.

Uvoliovani modelové latky tetracyklinu bylo meéfeno spektrometricky pii 360 nm.
V neredukujicim prostfedi bylo po 24 hodinach uvolnéno vic nez 50 % modelové létky, toto
mnozstvi se jiz v prubéhu méfeni dal nezvySovalo a zustalo porovnatelné i po 60 hodinach.
V redukujicim prostiedi bylo uvoliiovani mnohem vyrazngj§i. V piitomnosti 50 mmol-dm™
glutathionu doslo kuvolnéni 60 % tetracyklinu jiz v pribéhu 8 hodin. V prostiedi
s koncentraci glutathionu 100 mmol-dm™ bylo jiz po 12 hodinach uvolnéno 95 %
modelového 1é¢iva. Tyto vysledky tak naznacuji, ze BSA gely by mohly najit uplatnéni jako
redoxni nosice 1éCiv, které jsou zadouci naptiklad pii 1écbe rakoviny [35].

Studiem albuminovych a smésnych hyaluronan-albuminovych gelli se zabyvala bakalarska
prace Polysacharid-proteinové gely [36], na kterou tato diplomovd prace piimo navazuje.
Prace se zabyvala reologickou charakteristikou vlastnosti t€chto gelti a procesu jejich gelace.

Reologicka charakteristika probihala na pfistroji AR G2 (TA Instruments) pouzitim
geometrie deska-deska. Frequency sweep testy byly métfeny pii 25 °C pro rozsah frekvence
0,1-100 rad-s . Teplotni zavislosti byly méfené pii konstantni frekvenci 1 Hz. Teplotni
program pozustaval ze tii krok(: (1) ohfev 25-80 °C, rychlosti 2 °C/min; (2) 20 minut
izoterma pti 80 °C; (3) chlazeni 80-25 °C, rychlosti 1 °C/min.

Vlivem rostouci koncentrace proteinu dochdzelo k posunu bodu gelace k niz§im teplotdm,
vzniklé gely dosahovaly vysSich hodnot G' a G", pfi€emz hodnoty G’ byly po zahfati vyssi
nez hodnoty G" a nezavislé na frekvenci, coz odpovida reologickému chovani gelt.
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Pridavek hyaluronanu vyrazné ovlivnil vlastnosti smeésnych roztokd, s rostouci koncentrac{
HA ve vzorku dochdzelo k narGistu hodnot G” a G'. Pfidavek HA rovnéz zpusobil posun bodu
gelace k niz§im teplotam v porovnani s Cisté proteinovymi vzorky. Vliv slozeni vzorkd byl
pozorovan na fad€ 4 vzorka s konstantni koncentraci polymeru 13 % a s riznym hmotnostnim
pomérem HA:BSA, konkrétné 1:24, 1:18, 1:12 a 1:6. Z frequency sweep testu piipravenych
gell je zfejmé, ze hodnoty G* narustaly od vzorku s pomérem 1:24 (nejmensi obsah HA), po
vzorek 1:12, ktery dosahoval nejvyssich hodnot. Naopak vzorek s nejvyssim obsahem HA
(pomér 1:6) dosahoval nejnizsich hodnot. To znaéi, ze zavislost jednotlivych modult gelu
na slozeni nebude linearné€ rist se zvySujicim obsahem HA, ale tato funkce dosahuje maxima
pfi urcitém pomeéru, po jehoz prekroCeni hodnoty zacinaji klesat. Na zakladé méfenych testt
se tak jako optimdlni slozeni pro dalsi studium jevil vzorek s koncentraci polymerni slozky
13 % a s hmotnostnim pomérem HA:BSA =1:12, jelikoz vykazoval nejlepsi mechanické
vlastnosti ze v§ech méfenych vzorkt [36].

Studiem hydrogelti na bazi hyaluronanu nebo albuminu pro konkrétni aplikace, zejména
v odvétvi mediciny, se v poslednich letech zabyvalo n€kolik riznych studii. Ptikladem je
prace Brian G. Ballios a kol. [37], ptedmétem které byl design injektovatelného biologicky
vstiebatelného hydrogelu na bazi HA a methylcelulézy (MC) a jeho pouzitelnost pii
distribuci, preziti a integraci kmenovych bunék po transplantaci v centrdlnim nervovém
systému.

Studovany HA-MC hydrogel je injektovatelny, minimalné bobtnajici, bioresorbovatelny
a jeho rychla gelace je klicovou vlastnosti pro dosazeni uniformnéjsi distribuce kmenovych
bunék v porovndni s konven¢nimi technikami dodavani bunék. V obou studovanych tkanich,
buiky dodané v HA-MC prezivaly vyrazné lépe nez buiky dodané v solném roztoku.
Kmenové buriky sitnice dodané v HA-MC se po integraci pfizptsobily morfologii tyCinek
a zlepSily zrakové funkce slepych mysi. Nervové kmenové buriky dodané v HA-MC
vykazovaly uniformné&jsi distribuci a lepSi hloubku penetrace. V porovnani s konvencnim
dodéanim kmenovych bunék, pouze jedinci s buitkami doru¢enymi v HA-MC hydrogelu
vykazovaly funk¢ni napraveni tkané [37].

Pripravou a charakterizaci smésnych polysacharidovych gelti na bazi alginat-hyaluronan
(ALG-HA) pro pouziti jako kryti ran se zabyvala studie O. Catanzano a kol. [38]. Morfologie
pripravenych hydrogelti byla zkoumana prostfednictvim SEM. Lyofilizované vzorky mély
porovitou strukturu, s ndhodnou distribuci port o velikosti 50-150 um. Stupeni sitovani byl
porovnan na zakladé studie bobtnani vzorkd o rizném slozeni v roztoku NaCl. Vsechny
sledované vzorky vykazovaly obdobné chovani, bez ohledu na pfitomnost HA, coz znaci, ze
ptitomnost HA ve vzorku méla pouze minimalni vliv na stupeil sitovani hydrogelu.
Viskoelastické vlastnosti byly studovany reometricky, pii konstantni teploté, pouzitim
geometrie deska-deska, zejména prostfednictvim frequency sweep testi a byly zaméteny
hlavné na sledovani vlivu HA na gelaci a vysledné vlastnosti gelt. Zatimco viskoelastické
vlastnosti roztokli a Cas gelace znacné zavisely na koncentraci HA (vic elastické vlastnosti pfi
vyssi koncentraci HA), vysledné vlastnosti gelti byly obdobné.

Scratch test provadény in vitro na n€kolika riznych bunéénych kulturach prokazal, ze
zacClenéni HA do hydrogelu, zlepSuje migraci bunék. Hydrogely s HA rovnéz vyznamné
zmen§ovaly modelové rany u hlodavct. Vysledky studie tak demonstruji moznost pouziti
tohoto materidlu pro smérovani klinického hojeni ran, pfiCemz ALG-HA hydrogely by mohly
soucasn¢ transportovat aktivni latky ze své struktury pfimo do ran [38].
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Dalsi studii z dané oblasti predstavuje prace Dalila Petta a kol. [39], kterd se zabyvala
pfipravou syntetického biomaterialu na bdzi modifikovaného HA a fosforeCnanu
trivdpenatého, s cilem piipravit material schopny poskytnout alternativu nebo tplné nahradit
autologni kostni transplantace. Reologickd charakteristika sol-gel pfechodu modifikovaného
HA byla méfena prostrednictvim teplotnich zavislosti pamétového modulu v rozsahu teplot
20—40 °C, pro vzorky s koncentraci 10 % a 20 %. Vzorky vykazovaly vyrazny narast hodnot
G’ (vic nez 2 tady) pti teploté 29 °C, pficemz vysledné hodnoty G’ 20% vzorku byly fadoveé
vyS$si nez vzorku s koncentraci 10 %.

Pro in vitro sledovani uvolfiovani byly pouzity modelové molekuly dexametazonu (jako
mald hydrofobni molekula) a lidsky rekombinantni morfogeneticky kostni protein-2.
Pfipraveny kompozitni material efektivné zpomalil uvolfiovani kostniho proteinu.
Dexametazon byl uvolnén téméf okamzité, a to v dasledku rizné molekularni struktury
a afinity. In vitro experimenty nicmén¢ presné nekopiruji prostiedi tkan€ a celkové uvolnéné
mnozstvi in vivo se bude vlivem mechanického naméhani, krevniho tlaku nebo enzymatické
degradace lisit [39].

Charakteristikou mikrogelti na bazi HA, s cilem jejich pouziti pro transport proteind, se
zabyvala prace Chunhong Luo a kol. [40]. Pfedmétem této studie byla syntéza HA mikrogela
o razném stupni sitovani pomoci divinylsulfonu jako sitovaciho ¢inidla v inverznim systému
mikroemulze. Studovany byl vliv stupné sitovani na velikost Castic, distribuci, morfologii,
bobtnéni, in vitro enzymatickou degradaci a transport BSA jako modelového proteinu.

Termicka stabilita gelG byla studovana prostfednictvim DSC v rozsahu teplot 20-300 °C.
Vzorky, v€etné samotného HA, nevykazovaly zadné vyrazné termické prechody, coz znaci
jejich podobnou termickou stabilitu. Morfologie byla studovana prostfednictvim SEM
vysuSenych HA mikrogelta. Struktura vSech vzorkti byla tvofena sférickymi cCasticemi,
pfiCemz vzorky sniz§im obsahem divinylsulfonu vykazovaly vétsi uniformitu a mensi
velikost Castic v porovnani s vzorky svy$Sim obsahem sitovaciho Ccinidla. S rostoucim
obsahem divinylsulfonu dochdzelo ke zvySovani hustoty sitovani, projevujici se poklesem Q
a zpomalenim degradace v pfitomnosti hyaluroniddzy. Uvolilovani navdzaného BSA bylo
rovnéz zavislé na hustoté sitovani. Vyssi obsah divinylsulfonu zpomalil difuzi BSA a bylo
tedy uvolnéno mnozstvi nizsi, v porovnani se vzorky s nizsi hustotou sitovani.

Na zakladeé vysledki studie se HA mikrogely jevi jako vhodné materialy pro cilené
uvolniovani proteint, které muze byt regulovano prostfednictvim stupné sitovani gelu [40].

Ptipravou injektovatelnych hydrogelti na bazi BSA konjugovaného s polyaminourethanem
(PAU) a sledovanim uvoliiovani doxorubicinu se zabyvala studie K. Manoukruang a kol. [41].
Gelace PAU byla zavisla zejména na teploté a pH. Pridavek proteinu zpusobil posun kiivky
fazového diagramu sol-gel pfechodu k nizS§im teplotdm, pfiCemz pfipravené vzorky se pii
fyziologickych podminkdch nachdzely ve stddiu gelu, coz umoziuje jejich pouziti
v biomedicinskych aplikacich.

Uvolfiovani doxorubicinu probihalo zPAU a PAU-BSA gelu do fosfitového pufru
a uvolnéné mnozstvi bylo méteno spektrometricky pii 495 nm. Doxorubicin byl uvolfiovan po
dobu 5 tydna relativn€ konstantni rychlosti, bez pocate¢niho skokového uvolnéni. Pfitomnost
proteinu zpusobila, ze celkové uvolnéné mnozstvi bylo nizsi, coz znaci, ze BSA pomaha
udrzovat 1é¢ivo ve strukture gelu, coz umoziuje efektivné prodlouzit jeho vyluCovani [41].
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Dal§i studii predstavuje prace L. Oss-Ronen a kol. [42], kterd se zabyvala piipravou
hybridniho hydrogelu na bdzi BSA a polyethylenglykolu a nasledn€ charakteristikou
uvolfiovani latek z této struktury s cilem jejiho pouziti v medicing jako scaffold. Latky pouzité
pro studium uvolfiovani byly naproxen, Levemir® a Actrapid®, v nichz je v obou pfipadech
aktivni latkou insulin.

Z vysledku je zfejmé, ze mnozstvi uvolnéné latky je zavislé jak na jeji velikosti, tak na
afinité k BSA. Nejvyssi uvolnéné mnozstvi bylo mozné pozorovat v ptipadé naproxenu, jako
dusledek jeho nizké molekulové hmotnosti v porovnani s insulinem (0,23 kDa vs. 5,8 kDa).
Naopak nejniz§iho uvolnéného mnozstvi dosahuje Levemir®, v dusledku své afinity k BSA.
Degradace byla méfena v prostfedi enzymu trypsinu a sledovano bylo uvoliiovani naproxenu
a BSA. V obou pripadech bylo uvolnéné mnozstvi v pfitomnosti enzymu vyrazn€ vyssi.

Vysledky studie tak naznacuji mozné pouziti polymer-proteinovych hybridnich hydrogelt
v tkariovém inzenyrstvi [42].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

— Albumin (9048—46-8), Cistota > 98%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

— Hyaluronan sodny (9067-32-7), 1500-1750 kg-mol'l, Tech. grade, ContiproPharma,
a.s. (dale v textu znacen jako HApmw)

— Hyaluronan sodny (9067-32-7), 750-1000 kg-mol'l, Tech. grade, ContiproPharma,
a.s. (déale v textu znacen jako HANmw)

— Hyaluronan sodny (9067-32-7), 90-130 kg-mol'l, Tech. grade, ContiproPharma, a.s.
(dale v textu znacen jako HA[yw)

— Chlorid sodny p.a. (7647-46-8), Lach-Ner, s.r.0.

— Kiyselina citronova bezvoda p.a. (77-92-9), Penta

— Hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat p.a. (7558—80-7), Penta

— Hydroxid sodny p.a. (1310-73-2), Penta

— Tetraboritan sodny dekahydrat p.a. (1303-96—4), Penta

— Kiyselina chlorovodikovd 35% p.a. (7647-01-0), Penta

— Methylenova modrt (61-73—4), Sigma-Aldrich

— Mili-Q (MQ) voda (7732-18-5)

4.2 Pouzité metody

4.2.1 Priprava vzorkua

Pti piipravé roztoka albuminu se postupovalo nasledujicim zpisobem. Potiebna navazka
BSA byla navazena na analytickych vahéach s presnosti na Ctyfi desetinnd mista. Samotny
roztok byl pfipraven stfidavym pfidavanim rozpoustédla (voda, fyziologicky roztok, roztok
NaCl nebo pufr) a praskového BSA za souCasného michani na magnetické michacce.
Navazka BSA byla rozpusténa v men§im, nez pozadovaném mnozstvi rozpoustédla, piicemz
jeho pridany objem byl prubézné zaznamenavan. Vazenka pak byla znovu zvazena
na analytickych vahdch a z rozdilu hmotnosti byla ur€ena skute€nd hmotnost rozpusténého
BSA. Na zéikladé této hodnoty pak byl s pfesnosti na mikrolitry propocitan objem
rozpoustédla potifebny pro dosazeni pozadované koncentrace a zbyvajici mnozstvi bylo
pfidano k roztoku. Takto pfipraveny vzorek byl po dobu 24 hodin ponechan michat
na magnetické michacce pii 300 otaCkach za minutu.

Smésné hyaluronan-albuminové vzorky byly pfipraveny ve dvou krocich. V prvnim kroku
byl ve vétsim mnozstvi pripraven roztok BSA vyse popsanym zpusobem. Takto pfipraveny
roztok byl nasledné pouzit jako rozpoustédlo pro praskovy hyaluronan. Jelikoz je hyaluronan
hygroskopicky, pfed samotnou pfipravou vzorku byl suSen pii teplote¢ 90 °C po dobu
20 minut. Potfebné mnozstvi vysuseného HA bylo navazeno s piesnosti na 4 desetinna mista
a rozpousténo v roztoku BSA, pficemz postup byl shodny s postupem pfipravy roztoku BSA.
Takto pfipraveny smésny roztok byl znovu ponechdn po dobu 24 hodin na magnetické
michacce pii 300 otackach za minutu.

Roztoky NaCl, stejné jako vSechny zasobni roztoky pro pfipravu pufri, byly pfipraveny
navazenim potfebného mnozstvi pouzité latky s presnosti na 4 desetinna mista, rozpusténim
vmens$im mnozstvi vody, naslednym kvantitativnim prevedenim do odmérné barky
a doplnénim na pfislus§ny objem. Jednotlivé pufry (viz pfilohy — Tabulka 10) byly pfipraveny
postupnym pfidavanim zasobniho roztoku jedné latky do roztoku jiné latky, ptfi¢emz po
kazdém pridavku byl roztok promichan a bylo zmétfeno jeho pH. Po dosazeni pozadované
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hodnoty pH byl roztok michan dalSich 10 minut a pH bylo zkontrolovano jesté¢ jednou.
Fyziologicky roztok byl pfipraven jako fosfatovo-citratovy pufr s pH 7,2 a koncentraci NaCl
0,15 mol-dm .

Samotné gely byly pfipraveny umisténim pfislusnych roztoka ve vodni ldzni do susarny
vyhtaté na 80 °C, kde byly ponechidny po dobu 24 hodin. Po vytazeni ze suSarny se
ptipravené gely pred jakymkoli dalSim méfenim nechaly volné vytemperovat na laboratorni
teplotu.

Vsechny roztoky polymerd mély koncentraci v jednotkdch gem™>. Vzorky BSA mély
koncentraci 13 % (w/v) (dale uvadéno jen v %). Smésné vzorky mély celkovou koncentraci
polymerni slozky 13 %, pficemz hmotnostni pomér BSA:HA byl zachovén jako 12:1.

Pro reologické meéfeni vlivu iontové sily byly pfipraveny smésné vzorky
13% HAmw+BSA, s koncentraci NaCl 0,0005; 0,005; 0,15 a 0,3 mol-dm >,

Pro reologické meéfeni vlivu pH byly pfipraveny vzorky 13% HApmw+BSA v pufru
orizném pH (4; 4,9; 7; 8 a 9). Pro jednotlivé pufry byla na zakladé pfesného mnozstvi
pouzitych roztoka vypocitana jejich iontova sila a ta byla nasledné upravena piidavkem NaCl
tak, aby byla uvSech méfenych vzork stejna, a bylo tak zamezeno vlivu iontové sily
na reologické chovdni.

Na sledovani vlivu molekulové hmotnosti byly pfipraveny smésné vzorky HA+BSA
ve vode, které se liSily pouze molekulovou hmotnosti pouzitého hyaluronanu, konkrétné
HApmw (1500-1750 kDa), HApmw (750-1000 kDa) a HA mw (90-130 kDa).

Pro vSechna ostatni méfeni (stabilita reologickych vlastnosti, termicka analyza, bobtnani,
elektronova mikroskopie a uvoliiovani) bylo pfipraveno vzdy 5 vybranych vzorkd, konkrétné
13% BSA ve vodé, 13% HAupmwtBSA ve vodé, 13% HALmwtBSA ve vode, 13% BSA
ve fyziologickém roztoku a 13% HApvw+BSA ve fyziologickém roztoku.

4.2.2 Reologické méreni

Vsechny reologick4 méfeni probihala na pfistroji AR G2 od firmy TA Instruments. Pouzita
meéfici geometrie byla pro vSechny vzorky stejna, konkrétné deska-deska s primérem 25 mm.

Samotnému meéfeni predchazela kalibrace méftici geometrie. Kalibrace teplotni roztaznosti
byla provedena jednou, pfed prvnim meéfenim, pro rozsah teplot 20-90 °C. Po kazdém
zapnuti pfistroje pak bylo provedeno rota¢ni mapovani a nastaveni nulové polohy geometrie.

Vzorek byl nadavkovan do stfedu statické desky a rotujici deska byla snizena do méfici
polohy (250 um pro roztoky a 1000 um pro gely). Piebytek vzorku byl ocistén a kolem méfici
geometrie byla nanesena vrstva silikonového oleje, aby se zabranilo vysychani vzorku
v prubéhu méfeni. Kazdé méfeni pak zacinalo relaxaci a temperaci vzorku pii teploté 25 °C
po dobu 5 minut. VSechna dale zminovana méfeni byla provadéna alespon dvakrat, vzdy
s noveé nadavkovanym vzorkem, aby se zajistila reprodukovatelnost méreni. Mezi kazdym
meétenim byly obé€ €asti méfici geometrie ocistény destilovanou vodou a etanolem.

Prvnim testem meéfenym u vSech vzorkl byl strain sweep test (zavislost modult
na deformaci) v rozsahu deformaci 0,1-100 %, pii konstantni frekvenci 1 Hz a teploté 25 °C.
Z linearni Casti zavislosti byla vybrana hodnota deformace 2 %, ktera byla dale pouzivdna
jako konstanta pfi nastaveni dal§ich métfeni. Dal§im méfenym testem byl frequency sweep test
(zavislost moduld na uhlové frekvenci oscilace). Mefeni probihalo pii teploteé 25 °C
a deformaci 2 %, pro rozsah frekvenci 0,1 — 100 rad-s ..

Prubéh gelace byl méfen prostiednictvim teplotnich ramp pfi frekvenci 1 Hz a deformaci
2 %. Teplotni sken byl rozdélen do tii ¢asti: (1) ohfev vzorku 25-80 °C rychlosti 2 °C/min;
(2) 20 minut izoterma pfi teploté 80 °C; (3) chlazeni vzorku 80-25 °C rychlosti 1 °C/min.
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Stabilita reologickych vlastnosti pfipravenych gelti byla sledovana po dobu 4 tydnu.
Pripravené vzorky byly v pribéhu experimentu umistény v exsikatoru, pficemz jedna série
vzorkt byla ponechana pii laboratorni teploté (primérné 24 °C) a druha byla umisténa
v lednici (11 °C). U jednotlivych vzorki byl nasledné v ¢asovém intervalu 0, 1, 3, 7, 14
a 28 dni méfen frequency sweep test a vyhodnocovana byla zména dynamickych modula
pii vybrané frekvenci (10 Hz) v zavislosti na Case.

4.2.3 pH titrace

pH titrace byly méfeny jako dopliiujici charakteristika k méfeni vlivu pH na vlastnosti
smeésnych roztoka a gelt. Méfeni probihalo na pfistroji Zetasizer Nano ZS od firmy Malvern
Instruments. Méfené byly vzorky BSA ve vodé a HAyyw ve vodé o koncentraci 10 g-dm_3 ,
na titraci byly pouzity roztoky HCl a NaOH o koncentraci 0,1 mol-dm™. Mé&fena byla velikost
Castic (prumér ze dvou meéfeni) a zeta potencial (prumér z 5 méfeni) v rozsahu pH 3-10
pro BSA a 2-10 pro HApmw, pfi¢emz méteni bylo opakovano jak z kyselé oblasti do bazické,
tak 1 naopak, z bazické oblasti do kyselé.

4.2.4 Charakteristika bobtnani

Zavislost stupné bobtnani na Case byla méfena gravimetricky. Xerogely pfipravené
vysuSenim geld pfi teploté 50 °C (24 hodin) byly zvazeny v suchém stavu s presnosti na 4
desetinnd mista a umistény do piislusného prostiedi (voda, pufry s pH 4, 7, 10) tak, aby byly
celym svym objemem ponotfené. Nasledné byly v Casovém intervalu 1, 3, 7, 12, 24 hodin
odebrany z piislusného prostredi, prebytecnd kapalina byla z povrchu opatrné osuSena
avzorek gelu byl zvazen rovnéz s presnosti na 4 desetinna mista. Z naméfenych hmotnosti
byl podle vztahu (1) uren stupeni bobtnani pro jednotlivé vzorky a nasledné vyhodnocena
jeho Casova zavislost.

4.2.5 Termicka analyza

Termogravimetricka analyza byla méfena na pfistroji TGA Q5000 od firmy TA
Instruments. Vzorky s hmotnosti fadové v jednotkdch mg byly navazeny do platinové
panvicky, umisténé do pfistroje a nasledné podrobeny teplotnimu programu. Vzorky byly
meétené v inertni atmosféie N, v rozsahu 25-250 °C s rychlosti ohfevu 5 °C za minutu.

Diferencialni kompenzacni kalorimetrie byla meéfena na pfistroji DSC Q2000
(TA Instruments). Nastaveni méfeni bylo totozné s nastavenim pro termogravimetrii. Vzorky
o hmotnosti fadové v jednotkdch mg byly navazeny do hlinikové panvicky a umistény do
pfistroje. Panvicka s nadavkovanym vzorkem byla v pribéhu méfeni ponechédna oteviena.

Mikrokalorimerické méfeni probihalo na pfistroji TAMIII od firmy TA Instruments.
Meéfeny roztok byl v objemu 1 ml nadavkovan do 3 vialek, které byly umistény do pfistroje,
vytemperované pii 25 °C a podrobeny teplotnimu programu. Vysledna kiivka zéavislosti
normalizovaného tepelného toku na teploté byla ziskdna jako pramér ze tfi nameéfenych
zavislosti. Teplotni sken kopiroval nastaveni pii reologickém meéfeni prub€hu gelace,
tzn. ohtev 25-80 °C, izoterma pti 80 °C a nasledné chlazeni zpét na teplotu 25 °C.

4.2.6 Elektronova mikroskopie (SEM)

Pro méfeni byly pfipraveny xerogely vysuSenim pii teploté 65 °C po dobu jedné hodiny.
Takto ptfipravené vzorky byly umistény na meéfici podlozku a pomoci pfistroje Polaron
(Sputter Coater 7640), na né byla nanesena vrstva zlata, aby bylo dosazeno elektrické
vodivosti povrchu vzorku. Samotné méfeni probihalo na pfistroji EVO LS od firmy Zeiss
a prislusné snimky byly vyhotoveny se zvétSenim 50, 500 a 5000krat.
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4.2.7 Uvoliiovani modelové latky

Jako modelova latka pro méfeni uvolfiovani byla pouzitd methylenova modr. Jednotlivé
vzorky gell (postup pfipravy viz kapitola 4.2.1) byly pfipraveny s koncentraci barviva
1 grdm ™, kazdy vzorek ve 3 opakovanich. Takto pripravené gely byly umistény do 50 ml
vody (nebo fyziologického roztoku). Uvoliovani bylo méfeno metodou UV-VIS
spektrometrie na pfistroji U-3900H spectrophotometer od firmy Hitachi. Byla méfena
absorp¢ni spektra pfislusného roztoku v rozsahu 800-350 nm. Mé&feni probihalo v kiemenné
kyveté s délkou optické drdhy 1 cm. Samotné méfeni probihalo v Casovych intervalech 2, 4,
10, 24, 48, 72 a 96 hodin, pficemz mezi jednotlivymi méfenimi byly vzorky ponechédny
pfi laboratorni teploté.

4.2.8 Zpracovani a vyhodnoceni

Nameéfené vysledky reologickych testi byly zpracovany v programu Data Analysis
od TA Instruments, grafické zpracovini probihalo v programu MS Excel. Mechanické
vlastnosti vzorkid byly vyhodnoceny jako vysledky frequency sweep testi ve formé zavislosti
dynamickych modulti na uhlové frekvenci oscilace. Pribéh gelace byl porovnan obdobné,
jako zavislost dynamickych moduld na teploté. Samotny bod gelace byl vyhodnocovén jako
teplota, kdy je hodnota ztratového thlu 6 rovna 45° konkrétné z naméfenych dat linearni
interpolaci hodnot dvou nejbliz§ich zméfenych boda (oznaceno indexem 0 a 1), podle vztahu:

o ] _to
t=t,+(5-5,) 5 s
kde o je hodnota ztratového uhlu a # je prislusna hodnota teploty.

Vysledky pH titraci byly zpracovdny v programech Zetasizer Software a MS Excel, jako
zavislost zeta potencialu na pH. Vyhodnocovan byl prubéh této zavislosti, dosazené hodnoty
zeta potencidlu a zejména izoelektricky bod p/, kdy je hodnota zeta potencidlu nulova.

Charakteristika bobtndni byla vyhodnocena v programu MS Excel, jako zavislost stupné
bobtnani na Case pro rizné vzorky bobtnajici v prostfedi o rizném pH. Porovnavany pak byly
rovnovazné stupné nabobtnani, tzn. hodnoty dosazené v ¢ase 24 hodin.

Termogravimetrie a diferencialni kompenzacni kalorimetrie byly vyhodnoceny v programu
Universal Analysis od TA Instruments. Grafické zpracovani probihalo v programu MS Excel.
V piipadé¢ TGA byly graficky zpracovany zéavislosti hmotnosti na teploté a z nich nasledné
ur¢en obsah vody ve vzorcich. V pfipadé DCS byly zpracovany DSC-kfivky zavislosti
tepelného toku na teploté. Ty byly nasledné porovnany s TGA méfenim, konkrétné
endotermni pik, odpovidajici vyparovani vody. Termicka stabilita byla porovnana rovnéz
s kfivkami praskového BSA, méfeného pii stejném teplotnim programu. Mikrokalorimetrické
meéfeni bylo zpracovdno v programu MS Excel, vynesenim zdvislosti tepelného toku na
teplot€¢. Vyhodnocovana byla poloha piku, ktery odpovida denaturaci proteinu. Konkrétni
hodnota teploty v minimu piku byla urCena pfiblizenim pozadované oblasti, prolozenim
linearnich ¢asti ptimkou a spocitanim jejich pruseciku.

Uvolnovani modelové latky (methylenova modi) bylo studovdno meéfenim absorpCnich
spekter prostiedi, ve kterém byl umistén gel obsahujici modelové barvivo. Vyhodnocovana
byla hodnota absorbance pii 665 nm, kterd byla na zakladé zmeétfené kalibracni kiivky (viz
ptilohy — Obrdzek 30) pfepocitana na koncentraci a nasledné na uvolnéné mnozstvi (v %).
Vysledné hodnoty byly urCené jako aritmeticky primér z 3 hodnot namétenych pro jednotlivé
vzorky a vynesené v zavislosti na Case.

(14)
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Jednotlivé gely byly porovnavany i z hlediska rychlosti uvoliiovani modelového solutu
(methylenova modf). Rychlost tohto procesu byla kvantifikovana prostfednictvim hodnoty
difizniho koeficientu methylenové modii v jednotlivych vzorcich geli. Vypocet vychazel
z modelu pro studium uvoliiovani latky z gelu o tvaru plo§né desky o tloust'ce o:

D
O v Sh LR (15)

kde n, znaéi latkové mnozstvi uvolnéného barviva v Case t, n,, znaci latkové mnozstvi
uvolnéného barviva v rovnovdze, Dy, je difuzni koeficient barviva v gelu a o je tloustka gelu.
Pti vypoctu bylo zavedeno zjednodusSeni, na zaklade¢ kterého je parti¢ni koeficient na rozhrani
gel/roztok roven 1, a tudiz je rovnovazna koncentrace barviva v roztoku rovna koncentraci

barviva v gelu. Pro vypocet byla vynesena zéavislost poméru n, a n,, na Ji prolozena
ptfimkou a z hodnoty jeji smémice byl nasledné urcen Dy, podle vztahu:
plrs
sl 16

kde p znaci hodnotu smérnice primky. Ziskany difuzni koeficient barviva v gelu byl na
zavér vztazen k difuznimu koeficientu methylenové modii ve vodé (Dp= 8,310 m*s™
[43]), na zékladé ¢ehoz byla urCena bezrozmérna hodnota relativniho difuzniho koeficientu
D,.;, udavajici velikost zmény difuzniho koeficientu methylenové modii v jednotlivych gelech
oproti jeji difuzivité ve vode¢. Celé zpracovani probihalo v programu MS Excel.

(16)
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Predmétem této prace bylo studium albuminovych a smésnych hyaluronan-albuminovych
gell (postup pripravy viz kapitola 4.2.1). Pripravené vzorky byly podrobeny reologickému
studiu mechanickych vlastnosti (kapitola 5.1), dale bylo studovano jejich bobtnani ve vodé
a v pufrech o rizném pH (kapitola 5.2). Termicka stabilita je pfedmétem studia v kapitole 5.3,
morfologie vzorkl, studovana prostfednictvim SEM, je diskutovana v kapitole 5.4 a vysledky
studia transportnich vlastnosti pro zvolené modelové barvivo (methylenova modr) shrnuje
kapitola 5.5.

5.1 Reologické méreni

Cilem reologického méfeni bylo studium vlivu iontové sily, pH a molekulové hmotnosti
hyaluronanu na prubéh gelace a vysledné vlastnosti pfipravenych gelt. Studovana byla rovnéz
Casova stalost reologickych vlastnosti vybranych vzorku.

5.1.1 Vliviontové sily

Vliv iontové sily na reologické vlastnosti smésnych hyaluronan-albuminovych vzorka byl
sledovdn na 4 vzorcich s rozdilnou koncentraci NaCl. Pfitomnost sodnych a chloridovych
ionti ovliviiuje pusobici elektrostatické sily, a tudiz ma za nasledek rozdilné chovani
meéfenych vzork.

Z namétenych teplotnich ramp (viz Obrazek 15) je zieymé, ze vSechny vzorky zacinaji
podléhat zménam spojenym s naristem hodnot komplexniho modulu pii stejné teploté,
piiblizné 60 °C, kterou je mozno oznacit jako pocatek gelace. Dalsi prubéh je jiz viditelné
zavisly na iontové sile roztoku. Vzorky s niz§i iontovou silou podléhaji vyrazn€j§im zménam,
narust hodnot G* je rychlejsi. Tomuto trendu odpovidaji i hodnoty samotného bodu gelace
(viz Tabulka 4), kdy s rostouci iontovou silou dochdzi k posunu bodu gelace smérem
k vyssim teplotam, coz znac¢i zpomaleni tohoto procesu. V prubéhu chlazeni jiz nedochazi
k vyrazné€jSim zménam, hodnoty G* u vSech vzorkd dusledkem stabilizace vzniklé sité
pomalu nartistaji.
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Obrdzek 15 — zavislost komplexniho modulu na teploté pro 13% smésné vzorky HA mym+BSA (1:12)
s riiznou koncentraci NaCl

40



Tabulka 4 — body gelace (primér ze dvou méreni) pro smésné vzorky 13 % HAuyw+BSA (1:12)
§ riiznou iontovou silou

iontova sila vzorku 0,3M 0,15M 0,05 M 0,005 M

bod gelace (°C) 75,3+0,3 72,0 £0,0 71,4+0,3 69,4 +0,1

Porovnanim frequency sweep testi roztoku a piipravenych gelt (viz Obrazek 16) je ziejmé,
ze reologické vlastnosti samotnych roztoku nejsou iontovou silou ovlivnény, coz odpovida
i pribéhu teplotnich ramp. Pro vsSechny roztoky plati, ze srostouci frekvenci dochdzi
i k nartstu hodnot G*, pficemz konkrétni hodnoty vSech vzorkt jsou porovnatelné. Naproti
tomu vlastnosti pfipravenych gelt se lisi v zdvislosti od iontové sily. Hodnoty G* vSech
vzorku jsou na frekvenci témér nezavislé, coz odpovida reologickému chovani gelt. Dosazené
hodnoty G* jsou fadove vyssi nez u roztokti a hodnoty pro jednotlivé gely rostou se stoupajici
iontovou silou. Komplexni modul vzorku s iontovou silou 0,3 M tak dosahuje fadové vyssich
hodnot nez vzorek siontovou silou 0,005 M, coz znaci, ze vlivem iontové sily dochazi
ke zlepSeni mechanickych vlastnosti, pravdépodobné v disledku ovlivnéni elektrostatickych
interakci, které vede k stabilizaci vzniklé sité.
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Obrdzek 16 — graf zdvislosti komplexniho modulu na ithlové frekvenci oscilace pro 13% vzorky
HAmymA+BSA (1:12) s riiznou iontovou silou ve stadiu solu a 7 néj pripraveného gelu

5.1.2 VlivpH

Chovani amfifilnich molekul je vyrazné ovlivnéno pH prostiedi, jelikoz toto méni jejich
ndboj a tim 1 povahu elektrostatickych interakci. Za uc¢elem sledovani vlivu pH na gelaci bylo
reologické méfeni doplnéno o pH titrace roztoki BSA i HApmw, které poskytuji informace
o naboji téchto molekul v méfené skale pH (viz Obrdzek 17). Hyaluronan ma v roztoku
zaporny naboj pfi pH > 2, tudiz v celém méfeném rozsahu pH. Izoelektricky bod albuminu
md hodnotu p/ =5,1. Nad touto hodnotou je naboj BSA zaporny, pii pH nizs§im jako 5,1 ma
molekula kladny ndboj. Naméfena hodnota odpovida datim publikovanym v literatufe, ktera
pro endogenni BSA uvadi pl = 4,7 [14, 44, 45], resp. pro BSA zbaven mastnych kyselin
pl =5,3 [46].
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Obrdzek 17 — zavislost zeta potencidlu na pH pro roztoky BSA a HAuyw jako vysledek pH titract

Vlivem protonace nebo deprotonace piitomnych polymera dochazi ke zméné koncentrace
H" iontl v roztoku, a tudiz ke zméné pH, v diisledku &ehoZ se realné pH pfipravenych vzorki
lisi od pH pufrd pouzitych pii pfipravé smésnych roztoki. Tyto rozdily shrnuje Tabulka 5.
K nejvyrazngjSim zménam dochéazi v okoli izoelektrického bodu BSA, k mens§im zménam
dochdzi v neutrdlni a v alkalické oblasti.

Na zakladé zmétenych pH titraci a hodnot pH pro jednotlivé vzorky je mozné predpokladat,
ze u vzorky s pH 4,9 dochazi k pfitazlivym elektrostatickym interakcim mezi kladné nabitym
BSA a zaporn€ nabitym HA, zatim co u ostatnich vzorkl jsou oba polymery nabité zaporné,
coz vede k odpudivym elektrostatickym interakcim.

Tabulka 5 — pH pufru pouzitych pro pripravu smésnych vzorkit 13 % HA+BSA (1:12), zmérené pH
téchto vzorkii a jejich body gelace (priimér ze dvou mérent)

pH pouzitého pufru 4 4,7 7 8 9
pH smésného vzorku 4.9 5.4 6,8 7.5 8,9
bod gelace (°C) 70,7+0,0 [79,6+0,5 |78, 7+04 |77,5+0,5 |76,0+0,4

Zmérené teplotni rampy (pfilohy — Obrdzek 31) maji zakladni prubéh obdobny jako
u studovanych vzorkti s riznou iontovou silou (kapitola 5.1.1). Pocatecni chovani vSech
vzorkl je stejné, rovnéz i hodnoty G* jsou porovnatelné. Pii teplot¢ 64 °C je mozné
pozorovat pocatek gelace spojeny s naristem hodnot G*. Prabéh, resp. vyhodnocovany bod
gelace, je jiz vyrazné zavisly na pH (viz Tabulka 5). Gelace probih4 zdaleka nejrychleji pii
pH =49, tedy kdyZ je naboj polymert opacny a mezimolekulové interakce maji pfitazlivy
charakter. Teplota bodu gelace ostatnich roztokd pak roste od vzorkt v alkalické oblasti
(pH = 8,9) po vzorky v kyselé oblasti (pH = 5,4). Tento trend odpovida hustoté povrchového
naboje polymert, kterd je nejvysSi v bazické oblasti, a naopak nejnizs§i pfi pH blizkém
izoelektrickému bodu.
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Obrdzek 18 — zavislost komplexniho modulu na tihlové frekvenci oscilace pro 13% gely HA+BSA
(1:12) o riizném pH

Charakter frequency sweep testi (viz Obrazek 18) vSech vzorki geli odpovida
predpokladanému reologickému chovani, hodnoty G* jsou na thlové frekvenci oscilace témér
nezavislé. Dosazené hodnoty G* se zvySuji s rostoucim pH vzorka v rozsahu pH 4,9-7,5
atedy s rostouci hustotou niboje. Tomuto trendu neodpovidd vzorek gelu s pH 8,9, ktery
dosahuje vyrazné nizsich hodnot G* nez by pavodni zavislost naznac¢ovala, k Cemu dochazi
pravdépodobné v diusledku pocinajici degradace BSA, stabilita kterého se v literatufe uvadi
v rozmezi pH 4-9 [14, 15]. Obdobné chovani BSA v alkalickém pH ve své studii publikovali
1S. T. K. Raja a kol. [35] (viz kapitola 3).

5.1.3 Vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu

Studium probihalo na tfech vzorcich, které se liSily molekulovou hmotnosti pouzitého HA,
pfiemz jeho hmotnostni koncentrace byla pro vsSechny vzorky zachovédna konstantni.
Vysokomolekulovy HA, na rozdil od nizkomolekulového HA, tvofi v roztoku metastabilni
sité charakteristické vysokou viskozitou a elastickou odpovédi na kratkodobé namahani (viz
kapitola 2.1.3). Roztoky obsahujici HApmw tudiz dosahuji vysSich hodnot G* nez vzorky
s HAymw, resp. HApyw (viz Obrazek 19), piicemz tyto hodnoty u vSech vzorka stoupaji
s rostouci thlovou frekvenci oscilace.

Jak je zfejmé z naméfenych boda gelace (viz Tabulka 6), proces sitovani je nejrychlejsi
v pritomnosti HApmw. Kratsi fetézce HA umoziyi albuminu volngjsi pohyb v objemu
roztoku, coz vede k rychlejSimu stietu interagujicich casti jeho fetézce. V porovnani s HAgyw
rovnéz dochazi ke vzniku pevnéjsi sité, coz demonstruji naméfené frekvencni zavislosti (viz
Obrazek 19). Komplexni modul pfipravenych geli je na frekvenci oscilace témér nezavisly,
jeho hodnoty rostou od piiblizn€ 6 000 Pa pro vzorek s HAgmw, po piiblizné 15 000 Pa pro
vzorek obsahujici HApyw. Hodnoty ztratového uhlu jsou pro vSechny pfipravené gely
porovnatelné, v fadu jednotek stupiiti, tudiz vyrazné€ pievlada elasticka slozka chovani nad
viskézni.
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Obrdzek 19 — graf zdvislosti komplexniho modulu na ithlové frekvenci oscilace pro 13% vzorky
HA+BSA (1:12) s riiznou molekulovou hmotnosti HA: LMW = 90—130 kDa; MMW = 750-1000 kDa;
HMW = 1500-1750 kDa

Tabulka 6 — body gelace (pritmér ze dvou méveni) vzorkit 13% BSA+HA (1:12) s riiznou molekulovou
hmotnosti pouzitého HA

VZOI‘ ek HALMW HAMMW HAHMW
Molekulova hmotnost HA (kDa) 90-130 750-1000 1500-1750
Bod gelace (°C) 66,6 £ 0,6 70,0+£1,9 69,4 +£0,2

5.1.4 Casova stalost reologickych vlastnosti

Casova stabilita reologickych vlastnosti, stejn& tak jako vSechny nasledujici rozebirané
metody, byla studovdna na 5 vybranych vzorcich, konkrétn€ 13% BSA ve vodé,
13% HAumwtBSA ve vode, 13% HApmwtBSA ve vodé, 13% BSA ve fyziologickém roztoku
a 13% HApmw+BSA ve fyziologickém roztoku.

Jak je ziejmé z frequency sweep testa pripravenych gelt (viz Obrazek 20), obecné plati, ze
vzorky pfipravené ve fyziologickém roztoku dosahuji vysSich hodnot G* nez vzorky
pfipravené ve vodé. Fyziologicky roztok ma vys§i hodnotu iontové sily, kterd ovliviiuje
elektrostatické interakce, jak jiz bylo zminéno v kapitole 5.1.1 (vliv iontové sily). Porovnanim
albuminovych a smésnych hyaluronan-albuminovych vzorka je ziejmé, ze gely s obsahem
HA dosahuji vyssich hodnot G* nez Cisté proteinové vzorky. Tento trend je totozny
s vysledky publikovanymi v praci Polysacharid-proteinové gely [36].

Zavislost G* na Case (viz Obrazek 21) pro smeésné vzorky HApyw+BSA je charakteristicka
vyraznym poklesem hodnot G* v prvnich tfech dnech od pfipravy a vysledné hodnoty jsou
tak nizsi, nez u vzorkli BSA. V dalsim Casovém intervalu jiz nedochazi k vyraznym zménam.
Toto chovani naznauje, ze v pfitomnosti HApmw se vznikld sit po piipravé nenachazi
ve stavu rovnovahy, které dosahne az po urCitém Case. Reologické vlastnosti vzorkii BSA jsou
naproti tomu stabiln&jsi, k vyraznym zménam hodnot G* v €ase nedochazi.
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Komplexni modul (Pa)
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—e—HA(LMW)+BSA ve vodé —e— BSA ve fyz. roztoku
—e—HA(HMW)+BSA ve fyz. roztoku

Obrdzek 20 — zavislost komplexntho modulu na iihlové frekvenci oscilace pro vybrané vzorky geli

13% BSA a 13% HA+BSA (1:12) ve vodé a ve fyziologickém roztoku

Zavislost G* na Case ma obdobny pribéh pii obou teplotach skladovani gelu (23 °C
110 °C), s tim rozdilem, Ze v pfipad¢ smésnych vzorku je vySe zminovany pokles hodnot G*
vyraznéjsi pii teploté 23 °C (viz piilohy — Obrazek 32), jelikoZ je energie tepelného pohybu
fetézcl polymeru vyssi.
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Obrdzek 21 — zdvislost komplexniho modulu (pri tihlové firekvenci 10 rads ") na case pro vzorky gelii

13% BSA a 13% HA+BSA (1:12) skladované pri teploté 23 °C.
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5.2 Bobtnani

Studium bobtnani probihalo na péti vybranych vzorcich geld v ¢tyfech riznych prostiedich,
konkrétné ve vod¢, jako neutralnim neiontovém prostiedi, v kyselém prostiedi (pufr pH 4),
v neutralnim iontovém prostiedi (pufr pH 7) a v bazickém prostiedi (pufr pH 10).

VSechny naméfené zavislosti mély stejny prubéh (piiklad viz Obrazek 22), kdy
k nejvyraznéjSimu narGstu hmotnosti, a tim i stupné bobtnani, dochazi jiz v pribéhu prvni
hodiny méfeni. O néco méné vyrazny narust téchto hodnot mozno pozorovat mezi prvni a tfeti
hodinou. Déle jiz hodnoty Q rostou jen minimalné. Souhrnné porovnani dosazenych hodnot Q
pro dané dvojice gelu a prostiedi reprezentuje Obrdzek 23.

Studované gely jsou tvoreny fetézci polyelektrolytt, tudiz jsou kromé vody v struktuie gelu
piitomny také protiionty. Jelikoz je hnaci silou bobtnani osmodza, molekuly vody maji
vysokou tendenci pronikat do struktury ionogenniho gelu. Bobtnéni v neutralnim prostiedi je
tedy vyrazngjsi, pokud je toto prostfedi neiontové, tzn. stupen bobtnani ve vodé je vyssi nez
v ptipadé pufru s pH 7.
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Obrdzek 22 — zdvislost stupné bobtnani na case pro13% vzorky gelii v prostiedi pufiu s pH = 10

Porovnanim prostiedi s riznym pH je zfejmé, ze dosazené hodnoty Q rostou se zvySujicim
se pH. Vzorky dosahuji nejnizsich hodnot Q pfii pH 4, naopak nejvyssich hodnot je dosazeno
pii pH 10. V kyselém prostiedi dochazi k protonaci aminoskupin u BSA a karboxylovych
skupin u HA, naopak v alkalickém prostfedi dochazi k jejich deprotonaci, jak jiz bylo
zminéno v kapitole 5.1.2. Zmeéna hustoty naboje molekul pak pfimo ovliviiuje elektrostatické
interakce a tim i dosazeny stupen bobtnani. Obecné plati, Ze nejnizsi stupeil bobtnani dosahuji
amfolytické gely v prostfedi s pH blizkym izoelektrickému bodu, ¢emuz naméfené hodnoty
odpovidaji u vSech vzorka (plgsa = 5,1).
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Porovnanim vzorkt BSA piipravenych ve vode€ a ve fyziologickém roztoku je ziejmé, ze
vzorek pripraven ve fyziologickém roztoku obecné dosahuje niz§ich hodnot Q jako gel
ptipraven v prostiedi vody, coz naznacuje, ze hustota sitovani tohoto gelu je vyssi a tudiz je
vetsi 1 elasticka retrakeni sila, ktera pasobi proti deformaci. Tomu odpovidaji i namérené
hodnoty G*, které jsou vyssi pro vzorek BSA ve fyziologickém roztoku (viz kapitola 5.1.4).

Dal§i rozdily v chovani mozno pozorovat v nejvys§im dosazeném stupni bobtnani
jednotlivych vzorka. Gely pfipravené ve vodé dosahuji nejvyssi hodnoty Q v alkalickém
prostedi pufru s pH 10, zatim co gely pfipravené ve fyziologickém roztoku bobtnaji nejvice
v prostiedi vody. Tento rozdil je zpiisoben pusobici osmotickou silou. Jak jiz bylo zminéno,
ptipravené gely v mezerach své sitovité struktury obsahuji protiionty, pfitomnost kterych ma
za nasledek vysokou tendenci vody pronikat do této struktury. Vzorky pfipravené ve
fyziologickém roztoku obsahuji kromé protiiontt i dalsi nizkomolekularni ionty, které jeste
zvySuji koncentra¢ni gradient, na zakladé kterého voda pronikd do gelu a tudiz je pro tyto
vzorky bobtnani nejvyraznéjsi praveé ve vodé.

Pro dvojice proteinovych a smésnych polysacharid-proteinovych vzorka obecné plati, ze
vysSich hodnot Q dosahuji smésné vzorky HA+BSA. Toto chovani mozno pfisoudit
hygroskopickym vlastnostem hyaluronanu.

Porovnanim vzorkt obsahujicich HAgyw a HApyw vidime, Ze nizSich hodnot Q ve vSech
prostiedich dosahuje vzorek obsahujici HApmw. Stejné jako u BSA vzorkh mozno
predpokladat, ze tento rozdil je zpusoben hustotou sitovani geld, ktera je vyssi u vzorku
HApLmw+BSA ve vodé, cemuz rovnéz odpovidaji i namérené vysledky reologickych testd
(viz kapitola 5.1.3).

7 -
6 -
5 -
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S 4 -
§ voda
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e 3 HpH4
2
g pH 7
2 1 ®pH 10
1 -
0
BSAvevodé HA(HMW)+BSA HA(LMW)+BSA BSA ve fyz. HA(HMW)+BSA
ve vodé ve vodé roztoku ve fyz. roztoku
vzorek

Obrdzek 23 — dosazené hodnoty stupné bobmdani (po 24 hodindch) pro 13% vzorky gelil
v prislusném prostiedi.
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5.3 Termicka analyza

5.3.1 Mikrokalorimetrie

Cilem mikrolakalorimetrického meéfeni bylo podrobeni pfipravenych roztokd stejnému
teplotnimu programu jako v pfipadé reologického méfeni teplotnich ramp a porovnani
naméfenych dat ziskanych jednotlivymi metodami.

Ziskané vysledky z mikrokalorimetrie poskytuji informaci pouze o denaturaci albuminu,
ktera je spojena se spotfebou dodavaného tepla, tudiz se projevi jako endotermni pik v grafu
zavislosti normalizovaného tepelného toku na teploté (ptiklad viz Obrazek 24). Tyto data vSak
neposkytuji dalsi informace spojené se sitovanim vzorka a vznikem gelu, tudiz se tato metoda
nejevi vhodnd pro porovndni s reologickymi testy.
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Obrdzek 24 — zavislost tepelného toku na teploté pro vzorek 13% BSA ve vodé; pik oznacen cervenou
Sipkou odpovida denaturaci BSA, zbylé dva piky jsou pouze odpovédi na zménu teplotniho programu
a neposkytuji informace o chovdni méveného vzorku

Zjisténé teploty odpovidajici minimu piku charakterizujiciho denaturaci shrnuje Tabulka 7.
Obecné plati, ze tyto teploty jsou nizsi pro Cisté proteinové vzorky (v porovnani se smésnymi
vzorky) a stejné¢ tak pro vzorky pfipravené ve vodé (v porovndni s jejich analogy
pfipravenymi ve fyziologickém roztoku). Zminéné rozdily jsou vSak minimalni.

Tabulka 7 — teplota v minimu piku odpovidajicim denaturaci jednotlivych vzorkii

Vzorek Teplota (°C)
13% BSA ve vodé 49,9
13% HAumw+BSA ve vodé 514
13% HALmw+BSA ve vodé 52,4
13% BSA ve fyziologickém roztoku 52,2
13% HAnmw+BSA ve fyziologickém roztoku | 52,4
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5.3.2 Termogravimetrie a diferencialni kompenzacni kalorimetrie

Nameétené termogravimetrické kiivky (viz Obrazek 25) maji pro vSechny vzorky stejny
prubéh. Od pocatku méfeni az po pfiblizné 90 °C dochazi k vyraznému tbytku hmotnosti
v dasledku vyparovani vody z hydrogelu. Zméfeny obsah vody se pohyboval v intervalu od
80,66 % pro smesny vzorek HApyw+BSA ve fyziologickém roztoku po 86,98 % pro vzorek
BSA ve vodé (naméfené hodnoty pro vSechny vzorky shrnuje Tabulka 8).

Samotny praskovy BSA ve své strukture obsahoval necelych 5 % vody. Kromé ubytku
hmotnosti vlivem odpafovani je mozné u praskového BSA pozorovat 1 dalsi ubytek
hmotnosti, pocinajici pii teploté piiblizné 200 °C, ktery mozno pfisoudit degradaci BSA.
Naproti tomu pii dal§im ohfevu gelt nad teplotou 100 °C jiz nedochazi k vyrazng&jsi ztraté
hmotnosti, vzniklé xerogely 1ze tudiz v daném teplotnim rozsahu povazovat za stabilni.

Tabulka 8 — obsah vody pro vzorky gelu a praskovy BSA

Vzorek Obsah vody (%nm)
Praskovy BSA 4,82
13% BSA ve vodé 86,98
13% HAgmw+BSA ve vodé 86,05
Gely | 13% HA vw+BSA ve vodé 86,35
13% BSA ve fyziologickém roztoku 82,33
13% HAgmw+BSA ve fyziologickém roztoku 80,66
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Obrdzek 25 — zdvislost hmotnosti vzorku (%) na teploté pro 13% vzorky gelii a praskovy BSA
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Naméfené DSC-kiivky (viz Obrazek 26) jsou stejné jako TG-kfivky porovnatelné pro
vSechny métené gely. V rozsahu teploty do 100 °C je pozorovan vyrazny endotermni pik
odpovidajici vyparovani vody, coz je v souladu s vysledky ziskanymi z TGA. Minimum piku
se pro Cisté albuminové vzorky nachazi pii teploté piiblizn€é o 7 °C nizs§i nez je tomu
u smésnych vzorkd, coz muaze byt zpusobeno hygroskopickymi vlastnostmi HA. Rovnéz
vyparné teplo je pro BSA vzorky niz§i nez pro vzorky HA+BSA (konkrétni hodnoty
viz pfilohy — Tabulka 11).

Stejné jako v pfipadé TG méfeni je mozné pozorovat rozdily mezi praskovym BSA
avzorky gelt. V naméfené zavislosti tepelného toku na teploté pro praskovy BSA mizeme
pozorovat i druhy endotermni pik s minimem pii teploté pfiblizn€ 220 °C, ktery odpovida
pocinajici degradaci BSA. V piipadé namétfenych zavislosti pro gely se pii dané teploté zadné
zmény tepelného toku neprojevily, tudiz lze soudit, ze vzniklé xerogely vlivem rostouci
teploty nepodléhaji v daném rozsahu dal§im vyraznym zmeénam.
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Obrdzek 26 — zavislost tepelného toku na teploté pro 13% vzorky gelii a praskovy BSA

5.4 Elektronova mikroskopie

Morfologie pripravenych geld byla studovana prostfednictvim SEM snimkt pifi rizném
zvétSeni. Jiz pfi 500ndsobném zvétSeni (snimky viz pfilohy — Obrazek 33—Obrazek 37) je
mozné pozorovat vyrazné rozdily v morfologii BSA a smésnych HA+BSA gelt. Morfologie
BSA gelti je homogenni, bez zjevné Clenitosti, zatim co struktura smésnych vzorkd je Clenita.
U vSech HAgmwtBSA gelt mozno pozorovat sférické Castice (viz Obrazek 27) s primérem
od 2um do 10 um, pficemz distribuce velikosti neni uniformni. V pfipadé vzorku
obsahujictho HApmw maji Castice primér pfiblizné 2 pm, jejich distribuce je uniformni
a jednotlivé Castice se spojuji za vzniku vétSich, kontinualnich atvarta. Pfidavek hyaluronanu,
a nasledné izvySovani jeho molekulové hmotnosti, pravdépodobné vede ke vzniku gela
s méné uniformni strukturou na mikroskopické drovni.
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Obrdzek 27 — SEM snimky gelii (zvétSeni 5000x); zleva: vz. A — 13% HApyw+BSA (1:12) ve vode;
vz. B— 13% HAjyw+BSA (1:12) ve vode; vz. C — 13% HA pyw+BSA (1:12) ve fyziologickém roztoku

Clenita struktura smésnych hydrogeld rovnéz poukazuje na niz§i hustotu sifovani téchto
vzorkll v porovnani s Cist€ proteinovymi gely. V pfipadé smésnych vzorkli mizeme stejnym
zpusobem konstatovat nizsi hustotu sitovani pro vzorky obsahujici HAgyw. Tyto zavéry jsou
v souladu s vysledky studia bobtnani gelt, kdy nejvice bobtnaly smésné HAumw+BSA gely,
coz rovné€Z poukazuje na nejnizsi stupen sitovani (viz kapitola 5.2). K obdobnym zavéram lze
dospét i na zaklad€ reologickych testi (viz kapitola 5.1.4), kdy po ustdleni hodnot G* pro
jednotlivé vzorky, dosahovaly nejvys$Sich hodnot BSA gely a niz§ich hodnot vzorky
HAWw+BSA

5.5 Uvolnovani modelové latky

Principialné je v rdmci této kapitoly sledovdna difuze modelové latky (hydrofilni barvivo
methylenova modi) do pfislusnych roztoki (voda, fyziologicky roztok). Hnaci silu
studovaného procesu predstavuje rozdil v koncentraci barviva v gelech a okolnim prostredi.
Termodynamicky dochdzi k posunu na poc¢atku nerovnovazného systému do stavu rovnovihy
prostfednictvim difuze methylenové modii z gelu do prostiedi, ¢imz dochazi k postupnému
vyrovnavani koncentrace barviva v obou fazich (gel a prostfedi).

Pro vSechny naméfené zavislosti uvolnéného mnozstvi na ¢ase plati, ze k nejrychlejsimu
prechodu barviva z gelu dochdzi v prubéhu prvnich 10 hodin. V daném c¢ase dochazi
k bobtnani vzorka a barvivo je uvolilované zejména z povrchu hydrogelu, ktery je v pfimém
kontaktu s vodou, resp. fyziologickym roztokem. Po tomto ¢asovém intervalu je dosazeno
bobtnaci rovnovahy (viz kapitola 5.2), uvoliiovani pak probiha po celou dobu méfeni relativné
konstantni rychlosti.

Ze zavislosti uvolnéného mnozstvi na Case, v ptipadé, kdy byla jako prostiedi pouzita voda
(viz Obrazek 28), je ziejmé, ze celkové uvolnéné mnozstvi je pro vSechny vzorky ve
sledovaném case pomérneé nizké (méné nez 2,5 %). Nejnizsi je toto mnozstvi pro vzorek BSA
ve vodé€, pravdépodobné jako dasledek vysoké hustoty sitovani, ¢imz dochazi k vyraznéjs§imu
branéni pohybu methylenové modii v gelu, coz je v souladu s reologickym meéfenim (viz
kapitola 5.1.4) i s vysledky ze SEM (viz kapitola 5.4).
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Obrdzek 28 — zavislost uvolnéného mnozstvi (%) modelového barviva na case pro jednotlivé vzorky
13% gelii umisténé ve vodé
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Obrdzek 29 — zavislost uvolnéného mnozstvi (%) modelového barviva na case pro jednotlivé vzorky
13% gelii umisténé ve fyziologickém roztoku
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V piipad€é meteni ve fyziologickém roztoku (viz Obrazek 29) je dosazené celkové uvolnéné
mnozstvi vys§i u vSech studovanych vzorkd (v rozsahu od 6,4+0,4 % do 9,8+1,4 %),
v porovnani s méfenim probihajicim ve vode (od 0,80+0,04 % do 2,30+0,30 %). Samotny
prubéh zmeéfené zavislosti je stejny jako v predchazejicim pripadé€, se skokovym uvolnénim
na zacatku, a s ndslednym postupnym uvolfiovanim po celou dobu meéreni. VéEtsi uvolnéné
mnozstvi je mozné pozorovat u geli pfipravenych ve vod€, a to jiz v prvnich hodinich
experimentu, coz muze byt zpusobeno dosazenim vysSich hodnot stupné nabobtnani téchto
gell (viz kapitola 5.2).

Tabulka 9 — Stanovené relativni difiizni koeficienty methylenové modri v jednotlivych studovanych
vzorcich gelit a pouzitych prostiedich, do kterych se methylenovd modr uvoliuje

vzorek D (_). .
voda fyziologicky roztok
13% BSA ve vodé 0,0007 0,0645
13% HApmw+BSA ve vodé 0,0035 0,0809
13% HAp mw+BSA ve vodé 0,0054 0,0603
13% BSA ve fyziologickém roztoku 0,0033 0,0341
13% HAumw+BSA ve fyziologickém roztoku 0,0035 0,0284

Konkrétni hodnoty relativniho difuzniho koeficientu (postup vypoctu viz kapitola 4.2.8)
shrnuje Tabulka 9. Samotnd hodnota D, charakterizuje zpomaleni difuze barviva v gelu
oproti jeho difuzi v roztoku. Nizké hodnoty naznacuji vyrazné brzdéni tohoto procesu, které je
zpusobeno samotnou strukturou gelu, resp. jeho porozitou, a rovné€z probihajicimi
elektrostatickymi interakcemi mezi kladn€ nabitymi molekulami methylenové modii
a zaporn¢ nabitymi fetézci BSA a HA. Jak je zifejmé z prezentovanych zdavislosti i samotného
D,.;, difuze probihd daleko rychleji v prostfedi fyziologického roztoku nez ve vodé, 1 kdyz je
stupent bobtnani studovanych gelt vyssi v neiontovém vodnim prostiedi (viz kapitola 5.2),
atudiz je porozita geld v tomto prostiedi vyssi. Divodem muZe byt ovlivnéni imobilizacni
elektrostatické interakce mezi fetézci polymerd a molekulami barviva pfitomnosti volnych
nizkomolekularnich iontl z fyziologického roztoku, coz znaci, ze prave elektrostatickd
imobilizace mé na zpomalen{ difuze majoritn{ vliv.

53




6 ZAVER

Cilem této prace byla pfiprava albuminovych a smésnych hyaluronan-albuminovych
hydrogelt a jejich nasledna experimentalni charakterizace. Studovan byl vliv nékolika faktorti
(iontov4 sila, pH, molekulovd hmotnost hyaluronanu) na proces gelace a reologické vlastnosti
pripravenych gelt. Na zaklad¢ ziskanych vysledk bylo nasledné vybrano pét vzorkd, pro
které byla studovana Casova stalost reologickych vlastnosti, termicka stabilita, charakteristika
bobtnani, morfologie a uvoliiovani modelového barviva z gelu.

Vlivem rostouci iontové sily dochazi k ovlivnéni pasobicich elektrostatickych interakci, coz
vede ke zpomaleni procesu gelace, o Cemz svéd¢i naméfené hodnoty bodu gelace
(75,3 £ 0,3 °C pro vzorek siontovou silou 0,3 M v porovnini s 69,4 +0,1 °C pro vzorek
s iontovou silou 0,0005 M). Vysledné mechanické vlastnosti pripravenych gell jsou rovnéz
vyrazné ovlivnény. Komplexni modul vzorku s iontovou silou 0,3 M dosahuje fadove vyssich
hodnot nez pro vzorek siontovou silou 0,005 M, coz muze byt dusledek ovlivnéni
elektrostatickych interakct, které vede k stabilizaci vzniklé site.

Vyrazny vliv na chovani vzorkd ma rovnéz pH prostiedi, jelikoz albumin i hyaluronan jsou
amfifilni molekuly. Gelace probiha nejrychleji pifi pH 4,9, coz je hodnota pH, pii které je
naboj pouzitych biopolymert opacny (kladny pro BSA a zaporny pro HA). V pfipad€, ze maji
oba polymery zaporny naboj, je proces gelace rychlejsi pii vyssim pH (76,0 £ 0,4 °C pii pH
8,9 v porovnani se 79,6 + 0,5 °C pii pH 5,4), a tedy kdyz je vySsi 1 hustota ndboje. Dosazené
hodnoty G* pfipravenych geli se zvySuji srostoucim pH vzorkd vrozsahu pH 4,9-7,5.
Tomuto trendu neodpovidd vzorek s pH 8,9, ktery dosahuje nizsich hodnot G*, k Ccemu
dochazi pravdépodobneé v dusledku pocinajici degradace BSA.

Molekulova hmotnost HA ma vliv nejenom na vysledné vlastnosti gelt, ale i na reologické
vlastnosti roztoki, kdy s rostouci molekulovou hmotnosti dochazi ke zvyseni G*. Naopak
vysledné gely dosahuji vys$Sich hodnot G* v ptipadé nizkomolekulového HA, a rovnéz
samotny proces gelace je rychlejsi pro vzorky s niz§i molekulovou hmotnosti, jelikoz kratsi
fetézce HApvmw umoziiuji rychlejsi stet interagujicich ¢asti fetézce albuminu.

Hodnoty G* albuminovych gelt jsou na ¢ase nezavislé a jejich reologické vlastnosti tudiz
lze povazovat za Casovée stalé. Naproti tomu smésné vzorky HAgmw+BSA vykazuji v prvnich
ttech dnech po pfipravé vyrazny pokles G*. Hodnoty G* jsou pak ddle konstantni, tudiz je
mozné po tomto Casovém intervalu predpokladat dosazeni stavu rovnovdhy systému.
Vysledné hodnoty G* smésnych vzorki jsou tedy obecné nizsi nez u BSA vzorki. Vyssi G*
dosahuji vzorky piipravené ve fyziologickém roztoku, nez jejich analogy pfipravené ve vode,
jelikoz tyto maji vyssi iontovou silou, coz je vsouladu svySe zmifovanymi vysledky
reologického studia vlivu iontové sily.

Pripravené vzorky gelt srostoucim pH dosahuji vysSiho stupné bobtnani, naopak
nejnizsich hodnot Q dosahuji v kyselém pH = 4, jelikoz je toto nejbliz izoelektrickému bodu
albuminu (p/gsa = 5,1). Vyssiho Q obecné dosahuji smésné gely HA+BSA, pravdépodobné
jako dusledek hygroskopickych vlastnosti hyaluronanu, a rovnéz nizs§i hustoty sitovani téchto
vzorkl, v porovnani s Cist€é albuminovymi gely, coz je v souladu s vysledky z elektronové
mikroskopie. Mikroskopicka struktura albuminovych vzorkt je uniformni, neclenita, naproti
tomu smésné HA+BSA gely jsou tvofeny sférickymi Casticemi s pramérem 2—10 um.

Vlivem ohfevu dochazi k vyraznému ubytku hmotnosti hydrogelu, jako dusledek
odpafovani vody, ktera tvofi vic nez 80 %nm vzorku. V porovnédni s praskovym BSA, ktery
vlivem pocinajici degradace podléha dalSim zménam pii 220 °C, jsou xerogely vzniklé
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odpatrenim vody termicky stabilnéjsi a v rozsahu do 250 °C nedochdzi k dalsimu ubytku jejich
hmotnosti, resp. ke zménam tepelného toku dodavaného do vzorku.

Uvolnovani methylenové modri z gelu ma zakladni pribéh stejny, bez ohledu na prostiedi,
ve kterém byly vzorky umistény. Prabéeh je nejrychlejsi v prvnich 10 hodinach, kdy rovnéz
dochdzi k bobtnani hydrogelu. Po dosazeni bobtnaci rovnovahy je jiz rychlost uvoliiovani
relativné konstantni. Vypocitané hodnoty relativniho difuzniho koeficientu jsou nizké, v fadu
tisicin pfi uvoltiovani do vody a v fadu setin pfi uvolfiovani do fyziologického roztoku. Na
zakladé uvedenych vysledkt lze konstatovat, ze v porovnani s difuzi methylenové modii ve
vodg, je tento proces v gelu vyrazné zpomalovan. Pfiinou je samotna pordzni struktura
arovnéz probihajici elektrostatickd imobilizace barviva. Celkové uvolnéné mnozstvi je
v méfeném Casovém intervalu nékolikanasobné vyssi v pfipadé difuze do fyziologického
roztoku, o cemz svéd¢i 1 samotné hodnoty D,.;, které jsou v tomto pripadé fadoveé vyssi nez
hodnoty dosazené ve vode.

Na zakladé prezentovanych vysledkd Ize tudiz predpokladat, ze elektrostaticka interakce
mezi kladn€ nabitym barvivem a zaporn€ nabitymi fetézci polymerd ma zasadni vliv na
zpomaleni probihajici difuze, coz muze byt vyuZzito pii pfipravé systému vyzadujicich
dlouhodobé postupné uvoliiovani aktivni latky. V pfipad¢, kdy je zpomaleni probihajici difuze
nezadouci, je tento efekt teoreticky mozné eliminovat pouzitim neutralnich, nebo zaporné
nabitych latek, pfipadné€ snizenim pH pod hodnotu izoelektrického bodu albuminu. Takové
zmény by mély ovSem za nasledek i strukturni zmény geld a skutecné chovani takovychto
systému by vyzadovalo dalsi systematické studium.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A

A
ALG
BLG
BSA
BSG
CD-44
Dy
Dgel
Drel
Da

DSC
DTG

Gr
GH
G*

T Q

HApmw
HApvw
HAMMmw
HSA

plocha

angstrom, jednotka délky, 1 A=10"m
alginat

B-lactoglobulin

hovézi sérovy albumin

basil seed gum

bunécny receptor schopny vazat hyaluronan
difuzni koeficient methylenové modti ve vodé
difuzni koeficient methylenové modii v gelu
relativni difuzni koeficient, pomeér Dy, a Dy

Dalton, jednotka molekulové hmotnosti, 1 Da=1,66-10 “" kg

Debofino Cislo

diferencialni kompenzac¢ni kalorimetrie
derivaéni termogravimetrie

smykova sila

Gibbsova energie

pamétovy (elasticky) modul

ztratovy (viskdzni) modul

komplexni modul

modul pruznosti v tahu

vzdélenost

enthalpie

hyaluronan

hyaluronan o molekulové hmotnosti 1500-1750 kDa
hyaluronan o molekulové hmotnosti 90-130 kDa
hyaluronan o molekulové hmotnosti 750-1000 kDa
lidsky sérovy albumin

délka

hmotnost

methylceluldza

Mili-Q voda

rychlost rotace reometru

latkové mnozstvi v Case ¢

latkové mnozstvi v rovnovaze
smérnice piimky

polyaminourethan

izoelektricky bod

stupenl nabobtnani

polomér desky reometru

entropie

rastrovaci elektronovd mikroskopie
termodynamicka teplota

teplota

cas

—27
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Trel
Tobs
Icr
IsG

TGA

I O O RR T

relaxacni ¢as

¢as pozorovani

pocatek gelace

cas bodu gelace
termogravimetrie
termogravimetrickd analyza
objem

rychlost

deformace

smykova rychlost

ztratovy thel

tloustka gelu

dynamicka viskozita
apparent viscosity, zdanliva viskozita

limitni (doln{) viskozita

limitni (horni) viskozita

komplexni viskozita

realna (dynamickd) slozka komplexni viskozity
imaginarni slozka komplexni viskozity

hustota

smykové napéti

mez toku

frekvence

60



9 PRILOHY

Tabulka 10 — seznam pouzitych pufri, véetné latek a koncentrace pouzitych pri jejich pripravé

Zasobni roztok Pfidavany roztok
pH Pouzita latka If;‘ffggi‘%e Pouzité latka Ifl‘l’l‘ffggi‘%e
44}9 Kyselina citronova 0,05 I(;Iizgig(l)l%enfosforeénan 0,1
772 I(;Iiyszéi(rl(l)l%enfosforeénan 0,1 Kyselina citronova 0,05
g Tetraboritan sodny 0.025 Kyselina chlorovodikova | 0,1
10 Hydroxid sodny 0,1

1.8 ~

14 4

1.0 H

0.8 A

Absorbance (-)

0.4 ~

0.2 ~

y = 163.91x
R?=0.9922

0.0

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01

koncentrace (g-dm-)

Obrdzek 30 — kalibracni kiivka pro modelové barvivo — methylenovd modr, absorbance pri 665 nm
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Obrdzek 31 — zavislost komplexniho modulu na teploté pro smésné 13% vzorky HA+BSA (1:12)
o riizném pH
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Obrdzek 32 — zdvislost komplexniho modulu (pri tihlové firekvenci 10 rad-s ') na case pro
13% HApyw+BSA (1:12) ve fyziologickém roztoku, skladované pri teploté 10 °C a 23 °C
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Tabulka 11 — teplota v minimu endotermniho piku odpovidajiciho vyparovani vody a vyparné teplo
pro 13% vzorky gelii a praskovy BSA jako vysledek DSC méveni

Minimum piku | Vyparné teplo
Vzorek C) (J'g_l)
o 70,48 52,83
Praskovy BSA 219,48 18,16
13% BSA ve vodé 61,08 1423
13% HAnmw+BSA ve vodé 68,90 1513
Gely | 13% HA mwtBSA ve vodé 70,43 1211
13% BSA ve fyziologickém roztoku 61,74 1342
13% HApmw+BSA ve fyziologickém roztoku 69,05 1434

SEM 2 EHT = 10.00 kV Signal A= SE1 I Probe = 100 pA v
EVO LS 10 hm WD = 8.5 mm Image Pixel Size = 581.6 nm Width = 595.6 pm ZEISX
2 Mar 2015 Mag=_500 X Chamber = 3.59¢003 Pa

Obrdzek 33 — SEM snimek gelu 13% BSA ve vodé
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P Y
SEM 5 EHT = 10.00 kv Signal A = SE1 IProbe= 100 pA
EVO LS 10 K WD = 85 mm Image Pixel Size = 581.6 nm Width = 595.6 pm ZEISX
2 Mar 2015 Mag=_ 500 X Chamber = 2.86e.003 Pa

Obrdzek 34 — SEM snimek gelu 13% HAgyw+BSA (1:12) ve vodé

EHT = 10.00 kV Signal A= SE1 | Probe = 100 pA
WD = 8.5mm Image Pixel Size = 581.6 nm Width = 595.6 pm
Mag=_ 500 X Chamber = 5.69e-003 Pa

Obrdzek 35 — SEM snimek gelu 13% HAyw+BSA (1:12) ve vodé

EVO LS 10 20ym
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SEM
EVO LS 10
19 Apr 2016

EHT = 10.00 kV Signal A= SE1 | Probe = 100 pA
WD = 8.5mm Image Pixel Size = 581.6 nm Width = 595.6 pm
Mag=_ 500 X Chamber = 4.20e-003 Pa

20 pm

EVO LS 10
19 Apr 2016

Obrdzek 36 — SEM snimek gelu 13% BSA ve fyziologickém roztoku

_——

EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 | Probe = 100 pA i
WD = 8.5mm Image Pixel Size = 581.6 nm Width = 595.6 pm ZEISN

Mag=_500 X Chamber = 3.43e-003 Pa

Obrdzek 37 — SEM snimek gelu 13% HApyw+BSA (1:12) ve fyziologickém roztoku
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