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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyvala hydrogely, které maji vyhodu v zadrzeni velkého
mnozstvi vody, to umoziuje velké moznosti aplikaci, naptiklad v medicin€. Reaktanty
sitovaci reakce byl hyaluronan a hydroxyethylceluldza. Sitovacim ¢inidlem zde byla
kyselina citronova, coz je latkaje netoxicka a finanén¢ nendakladna.
Hydroxyethylcelul6za a hyaluronan byly pro sitovani vybrany na zéklad¢ dostupnych
publikaci. Vzniklé gely by se diky netoxickému sitovacimu ¢inidlu mohli vyuzit hlavné
v mediciné. Hlavnim cilem bakalaiské prace byla optimalizace postupu gelace
hydroxyethylcelulézy a nazelezeni vhodného postupu gelace. Vybrany vhodny postup
gelace byl aplikovan na smés hydroxyethylcelulézy a hyaluronanu ve dvou riznych
hmotnostnich pomérech a na hyaluronan samotny. Za chemicky zesitené byly
povazovany vzorky, které obsahovaly samotnou hydroxyethylcelulozu a smés
hyaluronanu a hydroxyethylcelul6zy v hmotnostnim poméru 3:7.

ABSTRACT

The bachelor thesis dealt with hydrogels, which have the advantage detention
large quantities of water, it allows large potential applications, such as in medicine.
Hyaluronan and hydroxyethylcellulose were the reactants of crosslinking reaction.
Citric acid was crosslinking agent which is nontoxic and inexpensive.
Hydroxyethylcellulose and hyaluronan for crosslinking reaction were selected on the
finding from available publications. The resulting gels can be used mainly in medicine
because they are nontoxic. The main aim of the thesis was optimalizacion process of
gelation and hydroxyethylcellulose and finding a suitable gelation process. Selected
gelation procedure is applied to a mixture of hydroxyethyl cellulose and hyaluronan in
two different weight ratios and hyaluronan. Chemicaly cross-linked were considered
samples, which contained hydroxyethylcellulose and then a mixture of hyaluronate and
hydroxyethyl cellulose in a weight ratio of 3:7.
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1 UVOD

Gely jsou disperzni systémy, které obsahuji pevné Castice, vytvarejici
trojrozmérnou sit’, prostupujici disperznim kapalnym disperznim prostfedim. Jsou
obecné charakterizovany jako pevnd, rosolovitd hmota, zachovavajici sviyj tvar. Maji
schopnost zadrzeni velkého mnoZzstvi vody, této vlastnosti se vyuzivd v mnoha
odvétvich, napiiklad medicina, biologie, potravinai'stvi a primysl.

Ptiprava hydrogell se uskuteciiuje reakci polymeru a sitovaciho ¢inidla, proces
se obecné nazyva gelace ¢i sitovani. V bakalarské praci se vyuziva sitovani chemickeé,
coz znamena vazani fetézcl polymeru k sobé kovalentnimi nebo iontovymi vazbami
pomoci sitovaciho ¢inidla. V bakalatské praci je jako sitovaci cinidlo kyselina
citronova, ktera neni tolik nakladna a toxicka, na rozdil od ostatnich sitovacich
¢inidel, napftiklad formaldehyd.

Cilem bakaléiské prace je vyuziti kyseliny citronové jako nového sitovaciho
¢inidla pouzitého pii gelaci hydroxyethylcelulozy a hyaluronanu. Pii UspéSném
sitovani by se vzniklé¢ gely mohly vyuzit hlavné v biologii a lékatstvi, z divodu
netoxicity sitovaciho ¢inidla, a také podobnosti gela lidskym tkanim.

Hydroxyethylceluloza byla pro sitovani vybrana na zakladé zvetejnénych
publikaci, které se zabyvaji gelaci hydroxyethylcelulézy a jeji sodné soli pomoci
kyseliny citronové. Sodna stl hydroxyethylceluldzy je jeji anionicky derivat, z tohoto
divodu byl jako druhy polymer pro sitovani vybran hyaluronan, ktery se v aniontové
form¢ vyskytuje v roztocich. Zesiténi smési hyaluronanu a hydroxyethylcelulozy
pomoci netoxické kyseliny citronové by mohlo piinést vétsi vyuziti hlavné v medicing.

Hlavnim cilem bakalatrské prace je nalezeni spravného postupu gelace samotné
hydroxyethylcelulozy. Vybrany nejlepsi postup je dale aplikovan na samotny
hyaluronan a na smeési hydroxyethylcelulézy a hyaluronanu ve dvou rGznych
hmotnostnich pomérech.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Hydrogely

Gely jsou disperzni systémy, obsahujici pevné Castice (disperzni podil), které
vytvareji trojrozmérnou sit’, prostupujici kapalnym disperznim prostiedim [1].

Jednotlivé gely jsou prostoroveé usporadany do trojrozmérné makromolekularni
sit¢. Makromolekularni sit’ vytvari souvislou strukturu, ktera prostupuje disperznim
systétmem. Pokud se mezi makromolekulami vytvoii dostate¢né mnozstvi spoji, miize
makromolekuldrni sit” vzniknout z roztoku linearniho polymeru nebo z linearniho
polymeru samotného [2]. Maji schopnost zadrzeni velkého mnozstvi vody, coz je
ovlivnéno okolnim prostiedim [3].

Gely maji nékteré vlastnosti pevnych latek, prestoze disperzni prostiedi je
kapalné. Hustota gelii je podobna hustoté kapalnych latek, ale pruznost a také elasticita
jsou podobné pevnym latkdm. Jsou obecné charakterizovany jako rosolovita, pevna
hmota, ktera zachovava svij tvar.

Vyuzivaji se v mnoha odvétvich, naptiklad v 1ékatstvi a biologii, protoze tvori
velkou ¢ast zivych organismu. V potravinafstvi se vyuzivaji jako zahust'ovadla a rizné
pfisady ve formé Zelatiny. DalSi vyuziti nachdzeji v primyslu pii vyrob¢ lepidel,
umélych vlaken, barviv a zpracovani kuzi [4].

2.2 Rozdéleni geli
Gely se rozdéluji na 4 zakladni kategorie: reverzibilni, ireverzibilni, kovalentni
a fyzikalni.

2.2.1 Reverzibilni gely

Pii vysouSeni reverzibilnich geli dochazi ke zmenSovani jejich objemu
a mohou vznikat kompaktni xerogely. Gely jsou schopné ptechazet zpét do piivodniho
stavu pfijmutim disperzniho prostfedi. Tento proces se nazyva bobtnani. Reverzibilni
gely vznikaji bobtnanim xerogelti nebo z roztoki linearnich polymert [4].

2.2.2 Kovalentni gely

Kovalentni makromolekularni gely tvofi svymi chemickymi vazbami
nekonecnou trojrozmérnou sitovitou strukturu, viz obrazek 1 [4]. Trojrozmérnou
sitovitou strukturu oznacujeme nekonecnou, protoze makromolekula je mnohem vétsi
neZ bézné makromolekuly. Tato struktura vznikne napftiklad sitovaci polymeraci nebo
pii sitovani linearniho polymeru [2].

Pii sitovani linedrniho polymeru nejdiive vznikaji mensi makromolekuly.
Hmotnost makromolekul a systém jejich rozvétveni roste. Nejrychleji rostou nejvetsi
makromolekuly, které na sebe navazuji dalsi velké celky a vznika tak trojrozmérna sit’.
Po dosazeni bodu gelace vznikd nekonecna trojrozmérna sit’ [5]. Hmotnost
rozpustného podilu kles4 a hmotnost gelového podilu roste.

Sitovaci  polymerace je kopolymerace dvou-funkéniho  polymeru
S vice-funkénim. Kopolymerace je chemickéd fetézova reakce. Ze dvou nebo vice
monomeru vznikne makromolekularni latka (kopolymer) [2].
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Obrazek 1 Kovalentné sitované gely [4]

Charakteristika sit’ ovité struktury

V gelové struktute rozliSujeme dva zakladni pojmy, uzel sit¢ a fetézec. Uzel
sit¢ je misto, ve kterém byva sit’ spojena vulkanizaci (chemickd reakce, jejimz
produktem je makromolekula velkych rozmér) nebo navazanim vicefunkéniho
monomeru. Retézcem se nazyva &ast sité, jez se nachazi mezi jednotlivymi uzly.
Sitovita struktura se zietelné zméni, jestlize dojde k zesiténi primarnich linearnich
fetézcl. Rozmér fetézcl je vzdalenost uzli, ve kterych je fetézec zapojen. U sitovani
linearnich fetézct obvykle vznikaji ¢tyt-funkéni uzly.

Sitovitou strukturu ovliviiuji podminky, kterym jsou gely vystaveny. Mezi
vlastnosti gelli patii bobtnani. Znamena to, ze se jednotlivé uzly od sebe vzdaluji
aftetézce se napfimuji. Této vlastnosti se vyuziva pii absorbovani piebyteéné
vihkosti [2]. Kovalentni gely se nemizou pfeménit na roztok. Gely absorbuji plyn
nebo kapalinu a tim se zvétSuje jejich objem. Procesu se fika bobtnani [5].

2.2.3 Fyzikalné sit'ované gely

Fyzikalng sitované gely vznikaji spojovanim polymernich fetézcti. Useky
makromolekularnich fetézcl se za pisobeni fyzikalnich sil spojuji do utvart, které
maji funkci uzlt, viz obrazek 2 [4]. Spoje, které vznikaji timto zpisobem, jSou
V jednom nebo dokonce i ve tfech rozmérech daleko vétsi nez kovalentni uzly.
Pouzivame tedy nazev spojné nebo uzlové oblasti. Znateln¢ delsi makromolekuly jsou
schopné se zallenit do vice nez jedné uzlové oblasti. To znamend, Ze se po délce
fetézce stfidaji zapojené Casti s volnymi useky, zachovavajici si ohebnost a tepelny
pohyb. Doba, za kterou se jednotlivé uzly spoji je rizna, proto je s ni nutné dale
pocitat. Gely se silnymi spoji jsou elastické, podobné jako kovalentni gely. U gelt se
slabymi spoji je elasticita pozorovana pouze pii niz§ich napétich. Pokud se napéti
zvySuje, tak se uzly u gelu se slabymi spoji rozpadaji a sit’ zanika. Jestlize se prekroci
tzv. statickd mez toku, soustava se trvale deformuje a zacne se chovat jako kapalina.



Mezi fyzikdlni uzly patii také ‘“zapleteniny“, které se tvoii projevem
pritazlivych sil. Elasticky se struktura chova jen docCasné, za urCitou dobu se fetézce
rozpletou avzdaluji se od sebe. Jakmile piestane pusobit elasticka sila, nastava
relaxace. “Zapleteniny* vznikaji a zanikaji za dynamické rovnovahy, roztok se muze
trvale deformovat v zavislosti na charakteristické dobé relaxace a mizou tak vznikat
pseudogely. Pseudogel je slouCenina, ktera pouze vypada jako gel. V siti, kterda ma
spojné oblasti s dlouhou zivotnosti nejdou uzly preskupovat. Sit’ neni mozné ani
zdokonalit. Piesto v siti probihaji samovolné reorganizacni procesy, pii kterych
se snizuje Gibbsova energie. Pfi reorganiza¢nich procesech dochazi ke zrani gelu [2].

Obrazek 2 Vznik gelu 7 linedrniho polymeru a uzly sité [2]

2.2.4 Ireverzibilni gely

Ireverzibilni gely pfi vysouSeni neméni svilj objem, ale jsou porézni. Jsou
schopné absorbovat ur¢ité mnozstvi kapaliny. OvSem nikdy nevznikne ptvodni
hydrogel. Ireverzibilni gely maji omezenou absorp¢ni schopnost na rozdil od
reverzibilnich gelt.

2.2.5 Dalsi rozdéleni geli

Gely se dale déli na organické a anorganické podle chemické povahy pevnych
c¢astic (disperzniho podilu). Podle disperzniho prostfedi se gely déli na hydrogely
a organogely. Zvlastnimi gely jsou izogely. Izogely jsou makromolekularni gely,
jejichz disperznim prostiedim je monomer pevnych ¢astic (disperzniho podilu)
napt. polystyren ve styrenu [6].

2.3 Vlastnosti gela

Gely jsou charakteristické tim, ze vykazuji vlastnosti viskoelastického télesa.
Gely svym chovanim tvofi pfechod mezi idealn€ kapalnym a tuhym télesem. Pokud je
hodnota viskozity viskoelastického materidlu pfi nizkych smykovych rychlostech
konstantni, tak méa gel vlastnosti kapalnych latek. Jestlize se zvySuje smykova
rychlost, tak viskozita viskoelastického materidlu klesd a gel ma vlastnosti tuhych
latek [7].

Reverzibilni a ireverzibilni gely s fyzikalnimi spoji maji tixotropni vlastnosti.
Jestlize jsou sily, které poutaji disperzni Castice slabé, je mozné zatfepat s gelem
a vznika sol. V solu, ktery je nechany v klidu po case dojde k samovolné gelaci —
tixotropie [6].

2.3.1 Starnuti gelu

U gelti reverzibilnich a ireverzibilnich ¢asem nartista mnozstvi spojii. Sitovita
struktura se zacne smrStovat, ¢ast kapaliny, kterd byla v gelu pivodné obsazena,
vytékd a nastava jev zvany synereze. Synereze znamena samovolné vytékani kapaliny
z gelu, na zaklad€ smrst'ovani sitovité struktury béhem starnuti gelu [6].
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V pribéhu starnuti dochazi ke zhorSeni mechanickych vlastnosti. Je pozorovan
nartst doby potiebné k relaxaci soustavy poté, co byla néjakym zpusobem
zatizena [8].

2.3.2 Ovlivnéni prabéhu gelace

Zvysenim teploty, pii které v soustavé nedojde k nevratnym chemickym
zménam, gel nevznika a roste tepelny pohyb jednotlivych ¢asti. Nasledkem toho klesa
pocet i zivotnost vazeb mezi makromolekulami. Naopak snizeni teploty podporuje
vytvofeni gelu.

Rostouci koncentrace vzdy podporuje gelaci roztokii vysokomolekularnich
latek. Cim vét3i je srazeni makromolekul nebo &asti, které zvysuji podet vazeb, tvorici
se v jednotce objemu gelu. V fedénych roztocich je mozna tvorba gelu, jestlize je tvar
molekul protahly.

pH ma vysoky vliv na schopnost gelace vodnych roztokt elektrolytl, které jsou
vysokomolekularni a amfoterni. Nejlépe gelace probihd, pifi hodnoté¢ pH
izoelektrického bodu.

Vétsina gelt vykazuje takzvanou anizotropii, tyto gely jsou v rostlinach
atélech zivocichii. Anizotropie je zavislda na podminkach vzniku gelu. Pficinou
anizotropie je nerovnomérna deformace nebo nerovnomérna objemova koncentrace pii
vysouseni [4].

2.4 Kyselina citronova

Kyselina citronova je slaba trikarboxylova hydroxykyselina (obsahuje
OH skupinu). Ve velkém mnozstvi se vyskytuje v citronech. Mize se v menSim
mnozstvi vyskytovat v jinych druzich ovoce, naptiklad v rybizu, dale v bramborech
a Vv obilninach. Ve stopovém mnozZstvi se vyskytuje v mléce a mase.

Pii pokojové teploté, je kyselina citronova bile zbarvena krystalicka latka,
mize byt bezvoda, ataké jako monohydrat. Dobife se rozpousti ve vodé, ethanolu,
methanolu a v dalSich podobnych polarnich rozpoustédlech. Kyselina citronova
zabranuje tvorbé krystali ve vyrobcich z cukru. Chemické vlastnosti ma kyselina
citronova totozné s ostatnimi karboxylovymi kyselinami [9]. Kyselina citronova se
vyrabi primyslové nepravou fermentaci sacharidi pomoci Aspergillus niger, coz je
plisen, kterd pfi kvaseni produkuje pravé kyselinu citronovou. Po probéhnuti kvaseni
je kultura zfiltrovana a kyselina se z roztoku vysrazi hydroxidem vapenatym. Ze
vzniklé soli se potom kyselina citronova ziskava pouzitim kyseliny sirové.

Kyselina citronova a jeji soli maji zakladni biologické funkce. Naptiklad se
kyselina citronova vyskytuje jako meziprodukt pii Krebsoveé cyklu (cyklus kyseliny
citronové), ktery probihda ve vSech Zivych bunkach [10]. Velké vyuZiti ma tato
kyselina v potravinafstvi, pouziva se jako potravinaiska pfisada, je oznacena kddem
E330. V konzervarenstvi se pouziva ke sniZzeni pH, kde pisobi jako antioxidant.
Vyuziva se také jako stabilizator ve vyrobcich, které obsahuji ovoce. Pomoci kyseliny
citronové lze vytvoftit nékteré gely [11].

11



Kyselina citronova a jeji soli, které maji dobrou afinitu k iontim kovu, se
pouzivaji v Siroké Skale aplikaci: naptfiklad v nealkoholickych napojich, jako
antioxidanty v potravinach, dale jako cinidlo pro ionty kovl a jako moftidlo pii
barveni [10].

O OH
O @

HO OH
OH

Obrazek 3 Vzorec kyseliny citronové

2.5 Hydroxyethylceluloza

Hydroxyethylcelul6za je nepolarni polymer, ktery ma schopnost zahust'ovat,
vazat, emulgovat, zpeviovat, stabilizovat, vytvaiet filmy, dispergovat, poskytovat
ochranné koloidni G¢inky a zadrzovat vodu. Hydroxyethylceluléza se jmenuje podle
dvou zékladnich slozek: celuléza a hydroxyethylové bocni fetézce, viz obrazek 4.
Diky témto fetézclm je mozné hydroxyethylcelul6zu rozpustit ve vode.

Pii vyrabéni hydroxyethylcelul6zy reaguje celuléza s hydroxidem sodnym
a vznika nabobtnand alkalickd celul6za. Nabobtnand alkalickd celuléza ma vétsi
chemickou reaktivitu nez Cisté celuldza.

Dale alkalicka celuldza reaguje s ethylenoxidem a produktem této reakce je
hydroxyethylcelul6za. V reakci se atomy vodiku v hydroxylovych skupinach celulozy
nahrazuji hydroxyethylovymi. Substituované molekuly na celulozovém fetézci je
mozno popsat stupném substituce a molarni substituci. Stupefl substituce urcuje
prumérny pocet hydroxylovych pozic na anhydridoglukézové jednotce, ktera
reagovala s ethylenoxidem. Kazda anhydridoglukézova jednotka celulozy poskytuje
molekule tfi hydroxylové skupiny, coz je maximum. Molarni substituce je primérny
pocet ethylenoxidovych molekul, jestlize zreagovaly s kazdou anhydridoglukézovou
jednotkou. V okamziku, kdy se hydroxyethylenova skupina pftipoji, mize hned
reagovat s dalsimi ethylenoxidovymi jednotkami. Reakce teoreticky mlZe pokracovat,
pokud je ethylenoxid stale k dispozici.

Hydroxyethylcelul6za ma jak uz bylo dfive zminéno schopnost zadrzovat
obsah vody v pfipravcich na pozadované Grovni. To umoziuje ptipravkim redukovat
obsah vody, napiiklad ve stavebnictvi. JelikoZ je hydroxyethylcelul6za nepolarni, to
znamena, Ze je stabilni v roztocich s vysokou koncentraci soli. Naptiklad v kosmetice
je tato vlastnost vyuzivana k zahusténi deodoranti [12].
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Obrazek 4 Zikladni strukturni jednotky hydroxyethylcelulozy [28]

2.6 Hyaluronan (kyselina hyaluronova)

Kyselina hyaruloronova se v zivych organismech spiSe vyskytuje ve formé jeji
sodné a draselné soli. Proto se Casto vyuziva vyraz hyaluronan. Kyselina hyaluronova
byla poprvé izolovana z hovéziho sklivee [27].

Hyaluronan je vysokomolekularni, linearni biopolysacharid, v jehoz struktute
se opakované vyskytuje disacharidova jednotka. Disacharidova jednotka obsahuje
glukuronovou kyselinu a N-acetyl-glukosamin. Cukerné kruhy jsou spojeny vazbami
p-13 a p - 1,4 glykosidickymi vazbami, viz obrazek 5. V molekule se muze
vyskytovat pfes 10 000 monomerti. Molekulovd hmotnost se diky tomu pohybuje
kolem 4 MDA, coz znamena 400 Da na disacharidovou jednotku. Monomer mé délku
kolem jednoho nanometru, proto délka fetézce se pohybuje okolo 10 um [13, 14,
15, 16].

Hyaluronan je soucasti extracelularnich matrix v tkanich a v kuzi, dale je
hyaluronan soucasti sklivce a diky nému se dobfe zobrazuji objekty na sitnici [17].
Je také soucasti chrupavek, napomaha pohyblivosti kloubt, diky jeho viskoelastické
vlastnosti. Hyaluronan je také pfitomny v pupeéni $itfe a v ranych stadiich vyvoje
embrya [18]

Hyaluronan je hydroskopicka latka, tedy je schopna zadrzet velké mnozstvi
vody. Vodny roztok hyaluronanu je viskézni, jeho viskozita zavisi na koncentraci
roztoku a na molekulové hmotnosti hyaluronanu v roztoku. Hyaluronan se v roztoku
chova jako polyaniont [20].

Siroké vyuziti ma hyaluronan v 1ékaistvi. Pouziva se pfi hojeni popalenin a ran
na kazi nebo pfi diabetickych defektech. Hyaluronan se v poranéné ran¢ $tépi na malé
fragmenty, které jsou schopny aktivovat imunitni buiky. Hyaluronan je v rané také
syntetizovan a vytvafi vlhké prostiedi, které v rdn¢ napomaha hojeni a mnoZeni bunék.
Hojeni ran s pouzZitim hyaluronanu je velmi efektivni a ve véts$iné€ ptipadi bez jizev

[21, 22].
I
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Obrazek 5 Zakladni strukturni jednotky hyaluronanu [29]
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Hydrogely na bazi celulozy zesit'ované kyselinou citronovou

Demitri a spol. [10] pouzili pro pfipravu hydrogeli dva derivaty celuldzy,
sodnou sul karboxymethylcelulézy a hydroxyethylcelulozu. Aby hydrogely na bazi
celulozy Gc¢inné nabobtnaly, byla nutna piitomnost chemicky zesitované trojrozmérné
sité. Sit’ bylo mozno pfipravit nasledujicimi cestami. Esterifikace je jedna z metod,
ktera se provadi s pouzitim sloucenin formaldehydu. Slouceniny formaldehydu jsou
ovSem toxické, takze je nutné pouzit jiné, alternativni esterifika¢ni ¢inidla. Hydrogely,
které  maji  absorpéni  vlastnosti, reagovaly ve vodnych  roztocich
karboxymethylcelulozy  a hydroxyethylcelulozy. Hydrogely byly zesitované
sitovacimi ¢inidly divinylsulfonem nebo karbodiimidem.

V této studii [10] byla pouzita kyselina citronova, jako nové sitovaci ¢inidlo.
Kyselina citronova je levnéjsi a neni toxicka ve srovnani s jinymi Cinidly, které se
diive pouzivaly. Hydrogely vytvoifené pomoci sodné soli karboxymethyl celulozy,
hydroxyethylcelulozy a kyseliny citronové byly syntetizovany a charakterizovany
pomoci diferencni skenovaci kalorimetrie a technikou zvanou infracervena,
spektroskopicka Fourierova transformace.

Nedavno byla kyselina citronova pouzita jako sitovaci Cinidlo v rdznych
systémech derivatu celuldzy. Napiiklad, studie optimalnich podminek pro reakci
kukufiéného Skrobu a kyseliny citronové za vzniku rezistentniho Skrobu a studie
tepelné stability citratovych vyrobku ze skrobu [25].

Koma a jeho kolegové provedli zesitovani hydroxypropyl-methyl celulozy
S kyselinou citronovou zahfivinim reakénich ¢inidel a uréili miru zesiténi,
Viz obrazek 6 [23]. Podle Zhou a ostatnich kolegi ma reakce dvé hlavni faze
polyfunkénich karboxylovych kyselin s celulozou, ty vzhledem k upevnéni
polyfunkénich karboxylovych kyselin prostiednictvim esterifikace celul6zové
hydroxylové skupiny produkuji pfi¢nou vazbu mezi celulozovymi fetézci [24]. Tento
mechanismus je zalozen na stfedni formaci anhydridu. Skupina karboxylové kyseliny
se pripevni na celuléozu a hydroxylova skupina se pfipoji pies esterifikacni Cinidlo
reakci prvniho cyklického anhydridu. Tim vznikla nova jednotka karboxylové
kyseliny v kyselin€ citronové, kterd ma dobré chemické navazani. Tim lze vytvorit
novou intramolekularni anhydridovou skupinu s pfilehlou jednotkou karboxylové
kyseliny. Dalsi reakce s hydroxylovou celulézou jiného ftetézce pak muize vést
k zesitovani.

Vzorky hydrogeli byly ziskany reakci sodné soli karboxymethylcelulozy
a hydroxyethylcelulézy s kyselinou citronovou, kde Kyselina citronova hraje roli
sitovaciho cinidla. Reakce probihala ve vodném prostiedi podle nasledujiciho
postupu. Prvné se celkovy polymer (koncentrace 2%) za pouziti smési sodné soli
karboxymethylcelulézy a hydroxyethylcelulézy (s hmotnostnim pomérem 3:1)
rozpustil v destilované vodé. Potom se roztok jemné michal pii pokojové teploté,
dokud nebyl roztok Cciry. Pritomnost hydroxyethylcelulozy zpiisobuje spise
mezimolekuldrni nez intramolekuldarni zesitovani. Ve skuteCnosti je ucinnost
zesitovani Spatna, jestlize se pouzije pouze sodna stl karboxymethylcelulozy.
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Sodna sl karboxymethylceluléozy se pouziva kvili elektrostatickému
odpuzovani mezi polyelektrolytickymi fetézci, a také ma vysoky stupeil substituce
hydroxylovych skupin na uhliku C6, coz je nejvice reaktivni poloha. Sodna stl
karboxymethylceluldzy se rozpousti pomalu. Tudiz, prvni hydroxyethylceluloza se
k vod¢ piidala az po 5 minutach. Tim se ziskal ¢iry roztok s mirné€ zvySenou
viskozitou, pak se pfidala sodna stil karboxymethylcelul6zy a roztok se michal, dokud
nevznikl ¢iry roztok, jehoz viskozita se zvysila vyrazné. Nakonec se pridala kyselina
citronova v ruznych koncentracich (1,75%, 2,75%, 3,75%,10% a 20%
w/w polymeru), aby byly ziskany vzorky s riznymi stupni zesitovani.

Tyto konecné roztoky byly pouzity pro vyrobu vzorkll o velikosti 10 mm.
Vsechny vzorky se nejprve piedsusily pii teplote¢ 30 °C po dobu 24 hodin za ucelem
odstranéni absorbované vody a pak se udrzovaly pii teploté 80 °C po dobu sitovaci
reakce.

Vzorky obsahujici Cistou hydroxyethylcelulézu nebo cistou sodnou stl
karboxymethylcelulézy, zesitované s kyselinou citronovou byly pfipraveny za
stejnych ~ experimentdlnich podminek. VSechny vzorky byly analyzovany
infraervenou, spektroskopickou Fourierovou transformaci. Bobtnaci pomér se méfil
vazenim vzorkl pfed a po ponofeni do destilované vody po dobu 24 hodin.

Prace ukazuje, Ze se kyselina citronova mize pouzit jako sitovaci ¢inidlo smési
sodné soli karboxymethylcelulézy a hydroxyethylcelulozy. Mechanismus esterifikace
vychazel ze stiedni formace anhdyridu. Mechanismus byl navrzen k vysvétleni reakce
celul6zovych polymert s kyselinou citronovou.

Sitovaci reakce byla pro smés sodnda stl karboxymethylcelulozy/
hydroxyethylceluldzy  pozorovana diferenéni  skenovaci kalorimetrii, nebo
infracervenou spektroskopickou Fourierovou transformaci.

Priibéh riznych sitovacich reakci byl sledovan pomoci spekter z infracervené
spektroskopické Fourierovi transformace. Spektra byly ziskany pfi riznych reakénich
Casech za prebytku kyseliny citronové. Bobtnaci pomér, ktery byl monitorovan v
riznych reakénich Casech, potvrzuje, Ze reakéni cesta byla stanovena z infracervené
spektrometrické Fourierovi transformace. Optimalni stupen bobtnani pro praktické
aplikace byl dosazen pouzitim nizkych koncentraci kyseliny citronové. Hydrogel,
ktery se ziskal pomoci metody, popsané v tomto ¢lanku, ma mnoho vyhod. Vyrobni
naklady jsou nizké a béhem jeho syntézy nevznika Zadny toxicky meziprodukt.

Dalsi studie mohou byt specificky urCeny k vyuziti superabsorbenti
v zemédélstvi. V. zemédélstvi je tfeba strategicky vyuzit vodu, protoze castym
problémem je jeji nedostatek [10].
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Obrdzek 6 Mechanismus reakce celulozy s kyselinou citronovou [10]

3.2 Vliv Kkyseliny citronové na zesiténi hydrogelii na bazi celuléozy na
osteogenni diferenciaci

Rizné gely byly pfipraveny k posouzeni jejich pfiméfenych interakci se
zvolenou bunécnou linii. Dva rizné derivaty celuldézy byly pozity k piipravé sodné
soli  karboxymethylcelulozy a hydroxyethylcelulézy. Karboxymethylceluloza
je derivat celulozy s karboxymethylovymi skupinami (—CH; —COOH), které se vazou
na nékteré¢ z hydroxylovych skupin vazanych na nékteré¢ z hydroxylovych skupin
glukopyranézovych monomert, tvoficich patet celulézy. Tato funkéni skupina je
zodpovédna za vysokou sorpéni kapacitu v disledku G¢inku Donnan.
Hydroxyethylcelul6za je neiontovy polymer, ktery je schopen vytvofit stabilni sité
s niz§i sorp¢ni kapacitou. Vzorky byly pfipraveny pomoci dvojitého esterifika¢niho
sitovani za pouziti kyseliny citronové.

Vzorky  hydrogeli  byly ziskdny reakci  karboxymethylceluldzy
a hydroxyethylcelulozy s kyselinou citronovou (20% w/w na hmotnost polymeru)
Vv destilované vodé. Kyselina citronova zde slouzila jako sitovaci ¢inidlo. Celkova
koncentrace polymeru 2% (na hmotnost vody) byla pouzita pro dva derivaty celulozy.
Derivaty celulézy byly michany v destilované vodé pfi laboratorni teploté, dokud
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nevznikl ¢iry roztok. Tento konecny roztok byl pouZit pro vytvareni vzorki o tloust’ce
10 mm. VSechny vzory byly nejprve piedsuseny pii teploté¢ 30°C po dobu 24 hodin, za
ucelem odstranéni adsorbované vody a potom byly suSeny pii teploté 80°C po dobu
12 hodin, aby ve vzorcich probéhla sitovaci reakce. Po 12 hodinach byla do vzorkt
zpétné doplnéna destilovana voda, vzorky absorbovaly vodu a nabobtnaly, viz
obrazek 7.

Hydrogely z hydroxyethylceluldzy a karboxymethylcelul6zy byly porovnavany
s Cistou hydroxyethylcelulozou a karboxymethylcelulézou, kvili kontrole pro
charakterizaci analyzy. Pfipravené hydrogely se mohou pouzit v invazivni chirurgii
k opravé defektu kosti.

Kyselinu citronovou lze pouzit jako funkcionalizované ¢inidlo pro vyrobu
hydrogeli z hydroxyethylcelulozy a karboxymethylcelulozy. Zesiténi kyselinou
citronovou zvySuje hydrofilnost a drsnost povrchu celulézovych hydrogeld, je mozné
vytvofit dobry hydrogelovy substrat. Hydrogelovy substrdt milZe stimulovat
osteogenni diferenciaci expresi kostnich markerti. Celulozové hydrogely by mohly mit
velky potencial v pouziti jako plnivo v kostni reparaci a regeneraci [26].

Obrazek 7 Vzorek gelu po zpétném doplnéni vody [26]
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4 PRAKTICKA CAST

4.1 Materialy a gelace
4.1.1 Materialy

Kyselina citronova: bezvoda; M = 192,13 g/mol; ¢islo Sarze PP/2014/06580; Lach-
Ner, s.r.o.

2-Hydroxyethylceluléza: M = 250 000 g/mol; ¢islo Sarze 308633-5006; Sigma
Aldrich, Co.

Sodium Hyaluronat: 1 500—1 750 kDa; ¢islo Sarze 214-9062; Contipro Biochem s.r.o.
Ultracista deionizovana voda: ptistroj PURELAB, Option R7/15; ELGA

4.1.2 Gelace hydroxyethylcelulozy

Nejprve bylo navazeno 0,2 g hydroxyethylcelulozy (2 hm. %). Navazka byla
zalita 9,8 ml ultracisté deionizované vody. Roztok byl dan na magnetické michadlo po
dobu alespon 24 hodin. Kyselina citronova méla vzdy koncentraci 5%, 10% a 20%
(w/w polymeru), kvuli ziskani raznych stupnu zesiténi. Kyselina citronova byla
piidavana nékolika ruznymi zpisoby, které jsou popsany nize. Dale byly roztoky
nality na Petriho misky, vZzdy 5 ml. Nakonec byly vzorky davany do suSarny, aby
mohla probéhnout sitovaci reakce. Vzorky byly suSeny pii riznych teplotach
a Vv raznych Casech, viz nize. Na zéklad¢ poznatkl z literatury byla gelovana samotna
hydroxyethylceluléza, smési hydroxyethylcelulozy a hyaluronanu a hyaluronanu
samotného.

Zesiteni vzorki pii 80°C po dobu 24 hodin

Vzorky byly ptipravovany celkem ve ¢tyfech sériich. Jednalo se o 4 postupy
gelace, které se navzajem liSily dvéma riznymi zplisoby pfidavani kyseliny citronové
do roztoku a vzorky byly suSeny otevienymi nebo zavienymi vicky.

V prvni sérii byla kyselina citronova piidavana do vzorkli soucasné
s hydroxyethylcelulozou a ob¢ slouceniny byly zality 9,8 ml ultracisté deionizované
vody. Po 24 hodinach na magnetické michacce byly vzorky v Petriho miskach suseny
v susarné pii 80°C po dobu 24 hodin se zavienymi vicky.

Ve druhé sérii byla kyselina citronova pfidavana stejné jako v prvni sérii.
Vzorky v Petriho miskach byly ov§em suseny v susarné pii 80°C po dobu 24 hodin
S otevienymi vicky.

Ve tieti sérii byla kyselina citronova do vzorka pfidavana az po rozpusténi
hyroxyethylcelulozy (na magnetické michacce po dobu 24 hodin). Vzorky v Petriho
miskach byly suseny po dobu 24 hodin v susarné pii 80°C, se zavienymi vicky.

Ve ¢tvrté sérii byla kyselina citronova do vzorki pfidavana stejné jako ve tieti
sérii. Vzorky v Petriho miskach byly suseny pii 80°C po dobu 24 hodin s otevienymi
vicky.

Zesiténi vzorkn s predsuSenim pii 30°C po dobu 24 hodin a suSenim pii 80°C
po dobu 24 hodin

Vzorky byly pfipravovany celkem ve ¢tyfech sériich. Postup se od piedchoziho
lisi tim, Ze zde bylo noveé zavedeno piedsuSeni. VSechny vzorky byly predsuseny
vsusarné pii 30°C po dobu 24 hodin. Pfi pfedsuSeni se ze vzorkll vypafila
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absorbovana voda a diky absorpci 1épe probihala sitovaci reakce kyseliny citronové
a hydroxyethylcelulozy.

Zesiténi vzorku s predsuSenim pii 30°C po dobu 12 hodin a suSenim pii 80°C
po dobu 12 hodin

Vzorky byly ptipravovany celkem ve Ctyfech sériich. VSechny vzorky byly
predsuseny, stejn¢ jako v minulém postupu. Zde byla pouze zkracena doba predsuseni
pti 30°C z 24 hodin na 12 hodin, a také suseni pii 80 °C z 24 hodin na 12 hodin. Doba
piedsuseni i suSeni byla zkracena kviili zjiSténi, zda na odpareni absorbované ultracisté
deionizované vody a sitovaci reakci neni potieba krat$i doba nez 24 hodin.

Zesiténi vzorkn s predsuSenim pii 30°C po dobu 20 hodin a suSenim pii 80°C
po dobu 24 hodin

Vzorky byly ptipravovany celkem ve Ctyfech sériich. VSechny vzorky byly
opé€t predsuseny, ale po jinou dobu nez v minulém postupu. Vysledky z piedesiého
postupu nevysly dobfe, proto bylo pfedsuSeni pii 30°C zvySeno alespoil na 20 hodin,
také bylo zvySeno suseni pii 80°C zpét na 24 hodin.

Zesiteni vzorki pii 30°C do uplného vysusSeni vzorkii

Vzorky byly pfipravovany celkem ve ¢tyfech sériich. Bylo zkouseno vzorky
susit pii 30°C, dokud se vzorky plné nevysusily. Cilem bylo zjistit, zda sitovaci reakce
nebude Iépe probihat pfi nizsi teploté, ale delsi dobu.

V prvni sérii byla kyselina citronova piidavana do vzorkd soucasné
s hydroxyethylcelulézou a obé slouceniny se zalily 9,8 ml ultradisté deionizované
vody. Po 24 hodinach na magnetické michacce byly vzorky v Petriho miskach dany
susit na 30°C se zavienymi vicky, dokud se vzorky plné nevysusily.

Ve druhé sérii byla kyselina citronova pridavana do vzorkd stejné jako v prvni
sérii. Vzorky v Petriho miskach byly ovSem dany susit s otevienymi vicky, dokud se
vzorky plné nevysusily.

Ve tieti sérii byla kyselina citronova do vzorkd pridavana az po rozpusténi
hyroxyethylcelulozy na magnetické michacce po dobu 24 hodin. Vzorky v Petriho
miskach byly suseny na 30°C se zavienymi vicky, dokud se vzorky plné nevysusily.

Ve ¢tvrté sérii byla kyselina citronova do vzorki ptidavana stejné jako ve tieti
sérii. Vzorky v Petriho miskach byly dany susit na 30°C s otevienymi vicky, dokud se
vzorky plné nevysusily.

Zesiteni vzorki pii 50°C po dobu 5 dni

Z vysledku z piedchoziho postupu bylo rozhodnuto vzorky susit pii konstantni
teploté, pouze s otevienymi vicky a s pfidanim kyseliny citronové az po rozpusténi
hyroxyethylcelulozy ve vode¢.

Vzorky byly ptipraveny rozpusténim hyroxyethylcelulozy v 9,8 ml ultracisté
deionizované vody na magnetické michacce po dobu 24 hodin. Poté byla do vzorki
piidana kyselina citronova. Vzorky se v Petriho miskach susily pii 50°C s otevienymi
vicky.
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4.2 Gelace hyaluronanu

Gelace hyaluronanu probihala celkem ve 3 sériich. Z postupti gelace
hydroxyethylcelulézy se ukazalo, Ze na zptsobu pfidani kyseliny citronové do roztoku
nezalezi. Z tohoto diivodu se u gelace hyaluronanu kyselina citronova pfidavala pouze
jednim zptsobem, a to soucasné s hyaluronanem a hydroxyethylcelul6zou. VSechny
vzorky ve vSech tfech sériich se susily v otevienych lahvickach z polyethylenu, viz
obrazek 8. Lahvicky z polyethylenu se ukdzaly jako lepsi reakéni nadoby, vzniklé
produkty $ly z lahvi¢ek snadno vyjmout. Produkty se daly na Petriho misku s vétSim
povrchem, nez byl povrch produktu, poté se 1épe pozorovalo chovani produktu pii
zpétném doplnéni 0,5 ml ultracisté deionizované vody. Oteviené reakéni nadoby,
pii gelaci hydroxyethylceluldzy, ukazaly daleko lepsi vysledky, nez zaviené reakcni
nadoby. SuSeni vzorkl s otevienymi vi¢ky poskytlo lep$iho vysuSeni vzorkd, teplo
pusobilo pfimo na roztok vzorku. Vznikly film po suseni, byl po zpétném doplnéni
ultracisté deionizované vody, daleko stabilnéjsi nez film, ktery vznikl susenim pfi
zavienych vickach. Z tohoto diivodu bylo pii gelaci hyaluronanu zvoleno piedsuseni
a suseni vzorki pouze s otevienym vickem polyethylenové lahvicky.

V prvni sérii bylo navazeno 0,1 g hyaluronanu a mnozstvi kyseliny citronové,
Vv odpovidajicich koncentracich — 5%, 10% a 20% (w/w polymeru). Navazka byla
doplnéna 9,9 ml ultradisté deionizované vody. Roztok byl dan na magnetickou
michacku po dobu 24 hodin, aby se hyaluronan ve vodé rozpustil. Po rozpusténi
hyaluronanu ve vod¢ byl vzorek dan do lahvicek, vzdy 5 ml. Polyethylenové lahvicky
s roztokem byly dany do susarny, nejprve na piedsuseni pii 30°C po dobu 20 hodin, a
poté na suSeni pii 80°C po dobu 24 hodin. Nasledné byl do vzork dopliiovan 0,5 ml
ultracisté deionizované vody.

Ve druhé sérii bylo navazeno 0,3 g hydroxyethylcelulozy, 0,7 g hyaluronanu
amnozstvi kyseliny citronové odpovidajici koncentracim 5%, 10% a 20%
(w/w polymeru). Dalsi postup je totozny s prvni sérii.

Ve tieti sérii bylo navazeno 0,7 g hydroxyethylcelulézy a 0,3 g hyaluronanu
amnozstvi kyseliny citronové odpovidajici koncentracim 5%, 10% a 20%
(w/w polymeru). Dalsi postup je totozny s postupy v prvni a druhé sérii.

Byl vyroben jesté jeden srovnavaci vzorek pouze s hydroxyethylcelulozou.
Nejprve bylo navdzeno 0,1 g hydroxyethylcelulozy a mnozstvi odpovidajici
koncentracim 5%, 10% a 20% (w/w polymeru). Dale bylo pokracovano stejnym
postupem jako ve vSech tfech sériich.

Obrazek 8 Lahvicka z polyethyylenu
20



5 VYSLEDKY

5.1 Gelace hydroxyethylcelulozy

Na zéklad¢ poznatkd, ziskanych z literatury [10,26] byl predpokladany pribeh
sitovaci reakce zalozen na vzniku anhydridu z kyseliny citronové a nasledné navazani
polymeru, v této kapitole pouze hydroxyethylceluldzy. Za spravny a GspéSny pribch
gelace hydroxyethylcelulézy je povazovan vznik nerozpustného filmu v ultracisté
deionizované vodé.

5.1.1 Zesiténi vzorku pii 80°C po dobu 24 hodin
Vzorky s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %

V prvni a treti sérii se roztoky kyseliny citronové a hydroxyethylcelulozy
susily se zavienymi vicky a vzorky se pIné nevysusily. Po 24 hodinovém suSeni
vznikly polo vysusené vzorky, které byly vysusené pouze kolem okraji Petriho misky,
uprostied byl nevysuseny, viskdzni roztok, viz obrazek 9. Po zpétném doplnéni 1 ml
ultracisté deionizované vody vysusené okraje vzorkl zacaly vodu absorbovat a povrch
okraju zvrasnil. B€hem 2 minut se vysusen¢ okraje rozpadaly a nakonec se rozpustily.
Po necelych 3 minutach mély vzniklé, viskdzni roztoky shodny vzhled s roztoky, které
se davaly do suSarny.

Obrdzek 9 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %

Ve druhé a ctvrté sérii se vzorky suSily s otevienymi vicky a plné€ se vysusily.
Ve vSech vzorcich se vytvofil film, prihlednd ¢i jemné nazloutld a tuha vrstva
produktu sitovaci reakce hydroxyethylcelulézy a kyseliny citronové v Petriho misce,
viz obrazek 10 vlevo. Nasledné¢ po doplnéni 1 ml ultracisté deionizované vody se
povrch filmu ryhoval a film zafal absorbovat ultradistou deionizovanou vodu.
V pribéhu absorbovani ultracisté deionizované vody se film postupné rozpadal, az
se opét rozpustil ve viskdzni roztok, ktery mél u vSech vzorka stejny vzhled jako pied
suSenim. Na obrazku 10 vpravo je vzorek vyfocen ihned po zpétném doplnéni 1 ml
ultracisté deionizované vody, film stéle jesté absorbuje a zatim se jesté nerozpada.
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Obrdzek 10 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %

Béhem gelace vzorkl s koncentraci kyseliny citronové 5 % nevznikl ani jeden
spravné zesitény vzorek. Vzorky suSené se zavienymi vicky se nevysuSily v celém
svém objemu, ale pouze na okrajich Petriho misky. Dlivodem je nejspiSe kratky ¢as na
priabéh sitovaci reakce, béhem které se nestihla odpafit vSechna voda, dal§im
diivodem jsou také zaviena vicka, kterd nedaly dobry prichod tepla pfimo do roztoku.
V pribéhu doplnéni ultracisté deionizované vody se vzorek pfemeénil za 2 minuty opét
na viskozni roztok. Naopak vzorky susené s otevienymi vicky se plné vysusily za
vzniku filmu, ale po zpétném doplnéni ultracisté deionizované vody se v rozmezi 3—4
minut film postupné rozpustil zpét na viskozni roztok.

Ve vzorcich se objevovalo nazloutlé zbarveni, které je zplisobeno navazenou,
praskovou hydroxyethylceluléozou, kterd ma Zlutou barvu. Dva rtzné postupy
pfidavani kyseliny (pfidavani kyseliny soucasné s hydroxyethylcelulozou, piidavani
kyseliny az po rozpusténi hydroxyethylcelulozy v ultracisté deionizované vod¢)
citronové do roztoku nemély na vysledky gelace Zadny vliv.

Vzorky s kyselinou citronovou o koncentraci 10 %

Ve vsech ¢tyfech sériich se vzorky pln¢ vysusily a vytvofil se film.

V prvni a tieti sérii byl u vzorkl vznikly film bezbarvy, viz obrazek 11 vlevo.
V pribéhu zpétného doplnéni 1 ml ultracisté deionizované vody se povrch filmu zacal
vinit, viz obrazek 11 vpravo. Film postupné absorboval cely objem ultracisté
deionizované vody a zacal se trhat. Pfiblizn¢ po 4 minutach se film ve vodé rozpustil
a vznikl opét viskozni roztok.

Obrazek 11 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 10 %
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Ve druhé a ¢tvrté sérii byl u vzorkli vznikly film nazloutly, viz obrazek 12
vlevo. Béhem doplnéni 1 ml ultracisté deionizované vody se povrch filmu vrasnil, viz
obrazek 12 vpravo. Film absorboval vsechnu ultracistou deionizovanou vodu a
postupné se rozpadal. Po pfiblizné 4 minutach se film ve vod¢ rozpustil a opakované
vznikl viskézni roztok.

Obrazek 12 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 10 %

Vzorky s koncentraci kyseliny citronové 10 % nebyly ani v jedné sérii zesitény
spravné. Ve vsech vzorcich vznikl film, ale ten se po nejdéle 4 minutach po zpétném
doplnéni ultracisté deionizované, absorbované vody rozpustil za vzniku visk6zniho
roztoku. Vzorky susené se zavienymi vicky méli vznikly film kieh¢i, film vydrzel
0 minutu krat§i dobu nerozpustény v ultraisté deionizované vodé oproti vzorkiim
suSenymi se zavienymi vi¢ky. Nepatrn€ véEtSi stabilita filmu, vzniklého suSenim
s otevienymi vicky, mize byt zptisobena lepSiho prostupu tepla do roztoku a tim lepsi
prabéh sitovaci reakce.

Ve vzorcich ve druhé a ctvrté sérii se u vzniklych filmi objevovalo nazloutlé
zbarveni, zpisobené zlutou barvou, navazené, praSkové hydroxyethylcelulozy.
Odlisné postupy pridavani kyseliny citronové neméli na vysledky zadny vliv obdobné
jako u vzorkt s koncentraci kyseliny citronové 5 %.

Vzorky s kyselinou citronovou o koncentraci 20 %

Stejné jako u vzorkl s kyselinou citronovou o koncentraci 10 % se vSechny
vzorky pln€ vysusily a vytvofil se film.

V prvni sérii byl vytvotfeny film bezbarvy, viz obrazek 13 vlevo. Po zpétném
doplnéni ultracisté deionizované vody se povrch filmu zacal vrasnit, viz obrazek
13 vpravo. Ultradista deionizovand voda zacala pomalu prostupovat objemem filmu.
Jakmile film absorboval celé mnozstvi ultracisté deionizované vody, zahgjilo se
postupné rozpadani a film se nakonec ve vod¢ rozpustil. Vzorky pii této koncentraci
méli nejstabilngjsi film, ktery vydrZel nerozpustény 6 minut. Na obrazku 13 vpravo je
patrné  nazloutlé  zbarveni, mize byt zpusobeno Zlutym  zbarvenim
hydroxyethylceluldzy, kterd je ve vzorku navéazena.
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Obrdzek 13 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 20 %

Ve druhé a cCtvrté sérii se vytvofil naZloutly film, viz obrazek 14 vlevo.
V pribéhu doplnéni 1 ml ultracisté deionizované vody se na povrchu filmu tvofily
viny, viz obrazek 14 vpravo. Jakmile film absorboval cely 1 ml ultracisté deionizované
vody, zacal se postupné rozpadat, az se pfiblizné¢ po 6 minutach rozpustil a vznikl
viskozni roztok.

Obrdzek 14 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 20 %

Ackoliv vzniklé filmy u vzorka s kyselinou citronovou o koncentraci 20 %
vydrzely nejdéle ze vSech koncentraci, nedaji se povaZovat za spradvné zesiténé
produkty sitovaci reakce. Vzorky suSené s otevienymi vicky poskytly opét stabilng;si
film, ale i ten se rozpustil pfiblizné po 6 minutach, coz je stale moc kratka doba na to,
aby se film dal povazovat za produkt spravné prob&éhnuté sitovaci reakce.

U nékterych vzorkl bylo znovu zjevné Zluté zbarveni, pficinou je nejspise zZluté
barva praskové hydroxyethylceluldzy, kterd je navazend v roztoku. Riizné zpusoby
pfidani kyseliny citronové do roztoku vzorki nemély na vysledky gelace
hydroxyethylcelulozy zadny vliv.

Shrnuti:

Suseni pifi 80°C po dobu 24 hodin je nespravny postup pro gelaci
hydroxyethylcelulozy pomoci kyseliny citronové. U vzorkli s koncentraci kyseliny
citronové 5% se vzorky v prvni a tieti sérii vzorky vibec nevysusily, u ostatnich
vzorkll se vytvofené filmy po zpétném doplnéni ultraisté deionizované vody
rozpustili béhem max. 6 minut, coz je moc kratka doba na to, aby bylo mozné fict, Ze
vzniklé filmy z tohoto postupu jsou produkty sitovaci reakce.
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5.1.2 Zesiténi vzorki s predsusenim pri 30°C po dobu 24 hodin a suSenim pri
80°C po dobu 24 hodin

Po 24 hodinovém ptedsuseni na 30°C se ze vzorkl vypaftila absorbovana voda
a vzorky byly témér vysusené. Po suSeni se ve vsSech vzorcich vytvoril film.
U vzniklych filma se nékdy objevilo nazloutlé zbarveni, které bylo nejspise zptisobeno
Zlutou barvou hydroxyethylcelulozy, ktera byla do vzorki navazovana. Zluté zbarveni
se spiSe objevovalo u filml, vzniklych suSenim pii otevienych vickach, patrné
z divodu lepsiho prostupu tepla do roztoku. Na obrazcich jsou vyobrazeny vzorky
pouze po zpétném doplnéni 1 ml ultracisté deionizované vody, protoze vzniklé filmy
po suseni maji vzdy téméf stejny vzhled, jako vzorky z predchoziho postupu.
Vysledky z piedchoziho postupu ukézaly, Ze rizné zpisoby piidavani kyseliny
citronové do roztoku nemaji na vysledky gelace zadny vliv. Pfesto zde byla kyselina
pridavana dvéma zplsoby, soucasné s hydroxyethylcelul6zou anebo az po rozpusténi
hydroxyethylcelul6zy ve vodé. Vysledky gelace se ovSem opét nelisily.

Vzorky s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %

U vzorkli v prvni a tfeti sérii se po predsuseni vyparila téméf vSechna
absorbovand voda a po nasledném suSeni u vSech vzorkli vytvofil nazloutly c¢i
bezbarvy film. PfedsuSeni mélo na vysledek vzorki pozitivni vliv, protoze se na rozdil
od postupu v kapitole 4.1.1 vzorky vysusily v celém svém objemu. Po zpétném
doplnéni 1 ml ultra¢isté deionizované vody se povrch filmu zacal nejprve vrasnit, viz
obrazek 15, poté se veSkery objem ultracisté deionizované vody absorboval a film
nabobtnal. Nabobtnala struktura filmu vydrzela po dobu 24 hodin, nakonec vSechny
vzorky ztuhly zpét na film.

Obrazek 15 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %

Vzorky ve druhé a ¢tvrté sérii se béhem predsuseni ze vzorkl odpaftila vSechna
absorbovana voda a po suSeni u vSech vzorkd vznikl pfevazné naZloutly film. Po
doplnéni 1 ml ultracisté deionizované vody po suseni se povrch filmu zacal ryhovat,
viz obrazek 16. Jakmile se vSechna voda absorbovala do filmu, vznikla nabobtnala
struktura, ktera vydrzela po dobu ptfiblizné¢ 24 hodin, nakonec vSechny vzorky
postupné ztuhly nazpatky.
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Obrazek 16 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %

PfedsuSeni na  30°C  zaznamenalo velké zlepSeni pii  gelaci
hydroxyethylcelulozy. Vzorky o pomémé malé koncentraci kyseliny citronové 5 %,
dokazaly béhem predsuseni a néasledném suseni pln¢ vysusit. Vzniklé filmy se ve
ultracisté deionizované vodé zpétné nerozpustily, ale zlstaly nabobtnalé po dobu
zhruba 24 hodin.

Vzorky s kyselinou citronovou o koncentraci 10 %

V prvni a tieti sérii se na zdklad¢é ptfedsuseni a suSeni vytvotil bezbarvy nebo
nazloutly film. Béhem doplnéni 1 ml ultracisté¢ deionizované vody se povrch filmu
zacal vrasnit, viz obrazek 17 a film zacal cely objem ultracisté deionizované vody
absorbovat. Vytvorila se nabobtnala struktura filmu, ktera vydrzela 24 hodin, nakonec
se pfeménila znovu na film.

Obrazek 17 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 10 %

Ve druhé a ¢tvrté sérii u vzorka vznikl opét nazloutly ¢i bezbarvy film. Pti
zpétném doplnéni 1 ml ultracisté deionizované vody se povrch filmu zacal vinit, viz
obrazek 18, po absorbovani celého objemu ultracisté deionizované vody se vytvofila
nabobtnald struktura filmu. Nabobtnala struktura vydrzela po dobu 24 hodin, potom
ztuhla zpatky na film.
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Obrazek 18 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 10 %

Podobné jako u piedchozi koncentrace kyseliny citronové ve vzorcich (5 %)
i zde mélo piedsuseni vzorkt pozitivni vliv na prubéh sitovaci reakce. Vzniklé filmy,
zpétn¢ doplnéné 1 ml ultradisté deionizované vody, vytvofily nabobtnalou strukturu,
kterd vydrzela po dobu 24 hodin, poté ztuhla zpét na film.
Vzorky s kyselinou citronovou o koncentraci 20 %

Vysledky vzorkii s kyselinou citronovou o koncentraci 20 % jsou totozné
s vysledky, kde byla kyselina citronova v koncentraci 5 % a 10 %. Vsechny vzorky ve
vSech 4 sériich se po predsuSeni témét celé vysuSily a po suSeni se vytvofil bezbarvy
¢i nazloutly film. Po zpétném doplnéni 1 ml ultracisté deionizované vody, se zahajilo
vrasnéni povrchu filmu, poté vznikla nabobtnald struktura filmu, viz obrazek 19.
Po necelych 24 hodinach nabobtnala struktura filmu ztuhla zpatky na film.

Obrazek19 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 20 %, po doplnéni H,0

Vzorky s kyselinou citronovou o koncentraci 20 % se ukazaly jako nejlepsi
adaji se povazovat za produkty sitovaci reakce. Nabobtnala struktura filmu zde
vydrzela po nejdelsi dobu 24 hodin. Kyselina citronova jako sit'ovaci ¢inidlo je zde ve
vétsSim mnoZstvi neZ u predchozich koncentraci, proto byly vysledky sitovani
u koncentrace 20 % lepsi v porovnani s ostatnimi koncentracemi.

Shrnuti:

V postupu bylo nové zavedené piedsuseni vzorkil pii 30°C, na zakladé
poznatki z literatury [26] za Gc¢elem odstranéni absorbované vody. PfedsuSeni mélo na
vysledky pozitivni vliv. Absorbovana voda se vypaftila a u vzorki mohla 1épe probihat
sitovaci  reakce pfi  suSeni, kde zvySena teplota pulsobila  pfimo
na hydroxyethylcelulézu a kyselinu citronovou. Nejlepsi vysledky pfinesly vzorky
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s kyselinou citronovou o koncentraci 20 %, vznikld nabobtnala struktura filmu
vydrZela ptiblizné 8 hodin, poté se pieménila zpatky na film.

5.1.3 Zesiténi vzorku s predsuSenim pi#i 30°C po dobu 12 hodin a suSenim
pri 80°C po dobu 12 hodin

Po 12 hodinach piedsuseni se ve vSech sériich vzorky nevysusily, absorbovana
voda se témert nevypatila a po 12 hodinach suseni u zadného vzorku nevznikl film, ale
pouze polo vysuseny, viskdzni roztok.

Vzorky v prvni a tfeti sérii po pfedsuSeni nebyly viubec vysuSené. Pti¢inou
nevysuSeni vzorki mohla byt zaviena vicka a rovnéz kratkd doba ptedsuseni. Po
12 hodinach suSeni vzorky nebyly pln€ vysusené, pouze kolem okraji Petriho misky,
a proto se do vzorki ani zpétné nedopliioval 1 ml ultracisté deionizované vody.

Vzorky ve druhé a ¢tvrté sérii se po predsuseni lehce vysusily, ale velkd cast
objemu vzorku byla stale nevysusend. NejspiSe je to zplsobeno tim, ze vzorky byly
pfedsuSeny a suSeny pii otevienych vickach. Po suSeni vzorky nebyly vysuSené
natolik, aby vznikl film. Ani ve druhé a ¢tvrté sérii nebyla do vzorkl zpétné
doplnovana ultra¢ista deionizovana voda v mnozstvi 1 ml.

Shrnuti:

Vysledky ukazaly, ze 12 hodin na pfedsuseni a nasledné suseni, je pfili§ kratka
doba na odpafeni absorbované vody, vysuSeni i vzniku filmu. Vysledky vzorki ve
vSech koncentracich kyseliny citronové byly velice podobné s vysledky
z kapitoly 4.1.1. Z tohoto divodu se do vzorkd zpétné nedopliiovala ultracista
deionizovana voda, protoze by z polo vysuSenych vzorka vznikl viskozni roztok.

5.14 Zesiténi vzorki s predsusenim pri 30°C po dobu 20 hodin a suSenim

pri 80°C po dobu 24 hodin

Z vysledkt z predchoziho postupu vyplynulo, ze pii piredsuseni na 30°C po
dobu 12 hodin a suseni pifi 80°C také po dobu 12 hodin nevychdzi dobré vysledky. Ze
vzorkli se po predsuSeni nevypatila vSechna absorbovand voda a b&hem suSeni
U zddn¢ho vzorku nevznikl film. Vzorky byly stidle polo vysuSené. Z divodu
nevysuSenych vzorkli z predchoziho postupu se predsuseni zvysilo na 20 hodin
a suSeni zpé€t na 24 hodin. Po pfedsuSeni se vypatila téméf vSechna absorbovana voda.
Po nasledném susSeni se ve vSech vzorcich vytvofil film a po zpétném doplnéni 1 ml
vody se ve vzorcich vytvorila nabobtnala struktura v celém objemu vzorku, ktera se po
Case opét premeénila na film. Odlisné zplsoby ptidavani kyseliny citronové nemély na
vysledky zadny vliv.
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Vzorky s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %

Ve vzorcich ve vSech 4 sériich byly vzorky po ptedsuseni témét vysuSené,
nasledné se béhem suseni vytvofil film. Zbarveni vzniklych filmt bylo bezbarvé nebo
nazloutlé¢. Nazloutlé zbarveni filmu mohlo byt zpiisobeno navazkou praskové, zluté
hydroxyethylcellulozy nebo suSenim vzorka pii otevienych vickach, kde se teplo
dostalo pfimo k roztoku kyseliny citronové a hydroxyethylceluldzy. Pti doplnéni 1 ml
ultracisté deionizované vody se postupné vrasnil povrch filmu, viz obrazek 20.
Jakmile film absorboval vSechnu ultracistou deionizovanou vodu, vytvofila se
nabobtnald struktura filmu. Béhem necelych 24 hodin se nabobtnald struktura
proménila opét na film.

Obrazek 20 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %

Vzorky s kyselinou citronovou o koncentraci 10 %

Ve vSech 4 sériich se béhem piedsuSeni ve vzorcich odpafila absorbovana
voda, témét v celém svém mnozstvi. Po suseni byly vzorky plné vysusené a vznikl
bezbarvy ¢i nazloutly film. Nazloutlé zbarveni bude nejspiSe zplisobeno ze stejnych
divodl uvedenych vySe. Nasledné se do vzorkli doplnil 1 ml ultracisté deionizované
vody, ktera se postupné vstiebala do filmu za vzniku nabobtnalé struktury filmu, viz
obrazek 21. Ptiblizn€ po 24 hodinach se nabobtnala struktura preménila zpét na film.

Obrazek 11 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 10 %
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Vzorky s kyselinou citronovou o koncentraci 20 %

Obdobné¢ jako u vzorku s kyselinou citronovou o koncentraci 5 % a 10 % se ve
vSech 4 sériich po pfedsuseni vypafila absorbovana voda téméf v celém svém objemu.
Po suseni se vzorky vysuSily a vznikl nazloutly nebo bezbarvy film. Nazloutlé
zbarveni nékterych filmt je opét zptisobeno z diivodl uvedenych vySe. Do vzorki byl
nasledné doplnén 1 ml ultracisté deionizované vody. Thned po doplnéni se povrch
filma zacal vrasnit, viz obrazek 22. Jakmile film absorboval veSkeré mnozstvi
ultracisté deionizované vody vytvofila se nabobtnala struktura filmu, kterd vydrzela
zhruba 24 hodin. Vzorky s kyselinou citronovou o koncentraci 20 % pfinesly
nejstabilnéjsi produkty sitovaci reakce hydroxyethylocelulézy s kyselinou citronovou.

Obrdzek 22 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 20 %

Shrnuti:

Vysledky gelace hydroxyethylcelulozy pomoci kyseliny citronové vysly
nejlépe ze vSech dosavadnich postupli. Vzniklé nabobtnalé struktury vydrzely
v priméru 12 hodin, nejdéle stabilni byly vzorky s kyselinou citronovou o koncentraci
20 %. Vzniklé produkty se daji povazovat za chemicky zesiténé. Jako idedlni se jevi
predsuseni po dobu 20—24 hodin, kdy se vypaii potfebné mnozstvi absorbované vody
a vzorek je dobfe pfipraven na sitovaci reakce pii 80°C po dobu 24 hodin.

5.15 Zesiténi vzorku pri 30°C do uplného vysuSeni vzorki

Vzorky byly ve vSech sériich suSeny po dobu péti dnil za konstantni teploty.

V prvni a tfeti sérii se vzorky ani po péti dnech nevysusily pravdépodobné
zdtvodu zavienych vicek. Teplo neprostupovalo piimo k roztoku
hydroxyethylcelul6zy a kyseliny citronové. Teplota 30°C byla moc nizka na to, aby se
vzorky vysusily i pfes zaviena vicka. Proto nebyla do vzorkd zpétné dopliovana
ultracista deionizovana voda.

Ve druhé a ctvrté sérii se vzorky plné vysuSily a vznikl film. V pribéhu
zpétného doplnéni 1 ml ultracisté deionizované vody se povrch vzorkl zacal vrésnit,
viz obrazek 23. Jakmile film ultradistou deionizovanou vodu absorboval, vytvorila se
nabobtnana struktura. Za ptiblizné¢ 2—3 hodiny se nabobtnala struktura proménila zpét
na film. Nejméné stabilni byl vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %.
Nejvice stabilni vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 20 %.
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Shrnuti:

Vzniklé produkty se nedaji pfimo povazovat za chemicky zesiténé, ackoliv se
vzorky suSené s otevienymi vi¢ky vysuSily za vzniku filmu. Po doplnéni ultracisté
deionizované vody se z filmu vytvofila nabobtnana struktura, kterd ovSem ziistala stala
pouze 2—3 hodiny. Na vysledky nemély zadny vliv odli$né postupy ptidavani kyseliny
citronové do vzorku. Ve vzorcich se neobjevilo nazloutlé zbarveni vzorkil, coz mize
byt zplisobeno nizkou teplotou suseni.

Obrdazek 23 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %, 10 a 20%

5.1.6 Zesiténi vzorki pti 50°C po dobu S dni

Ve vsech vzorcich za dobu 5 dntli vznikl film. U nékterych vzorki se objevilo
nazloutlé zbarveni, zpisobené navaZenou, praSkovou hydroxyethylcelulozou, kterd ma
zlutou barvu a také prostup tepla pfimo na roztok V tomto postupu byl pfidan vzorek
navic, ktery obsahoval stejné mnozstvi hydroxyethylcelulozy a kyseliny citronové, a to
0,2g. Béhem zpétného doplnéni 1 ml ultradisté deionizované vody vSechny vzorky
absorbovaly ultracistou deionizovanou vodu, za postupného vrasnéni povrchu filmu
a vzniku nabobtnalé struktury, viz obrazek 24, 25. Nabobtnala struktura vydrzela
pfiblizn€ 20 hodin, poté ztuhla zpét na film. Pouze vzorek s mnoZstvim kyseliny
citronové 0,2 g zlstal v nabobtnané struktufe 0 par hodin déle neZ ve vzorcich
s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %, 10 % a 20 %.

Obrazek 24 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %, 10 % a 20 %
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Obrdzek 25 Vzorek s kyselinou citronovou o hmotnosti 0,2 g

5.2 Gelace hyaluronanu

Na zakladé poznatkl ziskanych z literatury [10, 26] byl ptedpokladany prub¢h
sitovaci reakce zalozen za vzniku anhydridu kyseliny citronové a nasledné navazani
polymeri, hydroxyethylcelulézy a hyaluronanu. Za spravny a Usp&$ny pribéh gelace
je povazovan vznik nerozpustného filmu v ultracisté deionizované vodé.

5.2.1 Zesténi 0,1 g hyaluronanu
Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %

Po ptedsuSeni na 30°C po dobu zhruba 24 hodin se vzorek v lahvicce témét
cely vysu$il. Béhem suseni, pii 80°C po dobu 24 hodin, se ve vzorku vytvofil
bezbarvy, tenky film, viz obrazek 26 vlevo. Po doplnéni 0,5 ml ultracisté deionizované

vody se povrch filmu zacal ryhovat a postupné rozpoustét, viz obrazek 26 vpravo.
Béhem 2—-3 minut se film v ultracisté deionizované vodé rozpustil.

®

Obrazek 26 Vzorky s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %

Neuspésné zesiténi vzorkli mize byt pravdépodobné zplisobeno neptitomnosti
hydroxyethylcelulozy v roztoku, ktera v kapitole 4.1 pfi spravném postupu byla
pomoci kyseliny citronové zesitovana. Hyaluronan nejspiSe neni schopny sam vytvofit
gel pomoci kyseliny citronové.

Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 10 %

Po piedsuseni se vzorek, podobné jako u vzorkd s koncentraci 5 % kyseliny
citronové téméf vysusil, béhem susSeni opét vznikl tenky, bezbarvy film, viz obrazek
27 vlevo. Vytvoreny film se po zpétném doplnéni 0,5 ml ultracisté deioizované vody
zacal nejprve vrasnit na povrchu a poté se béhem 3 minut rozpustil, viz obrdzek
27 vpravo.

32



Obrdzek 27 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 10 %

Film se u vzorkid rozpoustél o par sekund pomaleji nez u vzorkl s koncentraci
kyseliny citronové 5%. Nepatrné pomalejsi rozpousténi mize byt zptisobeno vétSim
mnozstvim kyseliny citronové ve vzorku. Chemicky zesitény produkt stidle nevznikl,
pravdépodobné kvili nepfitomnosti hydroxyethylceluldzy v roztoku.

Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 20 %

Podobné jako u vzorkl o koncentracich kyseliny citronové 5 % a 10 % se pfi
predsuseni vzorek vysusil skoro v celém svém objemu. Béhem suSeni se znovu
vytvofil tenky, bezbarvy film, viz obrazek 28 vlevo. Vytvoteny film se po zpétném
doplnéni 0,5 ml ultracisté deionizované vody se béhem 4-5 minut rozpustil, viz
obrazek 28 vpravo.

Obrdzek 28 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 20 %

Rozpusténi filmu v ultracisté deionizované vod¢ trvalo nejdéle ze vSech
3 vzorkd, nejspise z divodu nejvétsiho mnozstvi kyseliny citronové v roztoku.
Nabobtnana struktura filmu opét nevznikla.

Shrnuti:

Za chemicky zesitény se neda povazovat ani jeden vzorek. U vzorkd po suseni
vznikl tenky, bezbarvy film, ov§em po nasledném doplnéni 0,5 ml vody se nevytvoftila
nabobtnalad struktura filmu, ale film se zacal ihned rozpoustét. Ackoliv byl pouzit
spravny postup gelace na zaklad¢ vysledkt z kapitoly 4.1, samotny hyaluronan neni
mozné kyselinou citronovou zesitovat,
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5.2.2 Zesiténi 0,1 g hydroxyethylcelulozy

Sitovani hydroxyethylceluldzy bylo pfi riznych postupech podrobné popsano
v kapitole 4.1. Vzorky se pfi vSech koncentracich béhem ptedsuseni téméi vysusily
V celém svém objemu. Po suseni se vytvofil tenky, nazloutly film, viz obrazek 29.
Nazloutlé zbarveni je nejspiSe zpasobeno Zlutym  zbarvenim, praskové
hydroxyethylcelulozy, ktera byla ve vzorcich pouzita, také otevienymi vicky lahvic¢ek
pfi suSeni.

Obrazek 29 Vorek s kyselinou citronovou o koncentraci 20 %, po suseni

Vzniklé filmy u vzorkl ve vSech tfech koncentracich se po doplnéni 0,5 ml
ultracisté deionizované vody nerozpustily. Filmy postupné absorbovaly vodu za
vzniku nabobtnalé struktury filmu, viz obrazek 30. Nabobtnala struktura filmu byla po
uchyceni pinzetou stabilni a pevna ve vSech koncentracich, viz obrazek 31.
Nejpevnéjsi a nejstabilnéjsi nabobtnana struktura filmu vznikla ze vzorku s kyselinou
citronovou o koncentraci 20 %. Po 24 hodinach ztuhla zpatky ve film.

Obrdzek 30 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %, 10 %a 20 %, po doplnéni H,0O

Obrdzek 31 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 20 %, po doplnéni H,0
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Shrnuti:

Chemicky zesiténé byly vzorky o vSech koncentracich kyseliny citronové.
Vzniklé filmy se béhem doplnéni ultradisté deionizované vody nerozpustily, ale
vznikla nabobtnald struktura filmu, kterd az do 24 hodinach ztuhla zpét ve film.
Nejstabilngjsi a nejlépe zesitény byl vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci
20 %. Vzorek byl i druhy den lehce nabobtnaly a nebyl zcela ztuhly zpét ve film.

5.2.3 Zesiténi smési hyaluronanu a hydroxyethylcelulézy v poméru 7:3
Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %

V prubéhu predsuseni se objem vzorku skoro cely vysusil, nasledné se béhem
suseni vytvorfil tenky, bezbarvy film, viz obrazek 32 vlevo. Ptestoze byla ve vzorku
pfitomna hydroxyethylceluldza, film nemél zluté zbarveni z diivodu vét§iho mnozstvi
hyaluronanu (0,7 g). Vznikly film se po doplnéni 0,5 ml ultracisté deionizované vody
nerozpustil, ale ultracistou deionizovanou vodu absorboval, za vytvoreni nabobtnalé
struktury filmu, viz obrazek 33 vpravo. Nabobtnala struktura vydrzela 6 hodin, poté se
film rozpustil.

Obrdzek 32 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %i#

Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 10 %

Podobné jako u piedchoziho vzorku s koncentraci kyseliny citronové 5 % se
vzorek béhem predsuseni téméf cely vysusil, po probéhnuti sitovaci reakce pii suseni
se vytvoftil tenky, bezbarvy film, viz obrazek 33 vlevo. Po zpétném doplnéni 0,5 ml
ultracisté deionizované vody se u filmu vytvofila nabobtnald struktura, viz obrazek 33
vpravo. Béhem 6 hodin se film rozpustil.

Obrazek 33 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 10 %
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Vzorky s kyselinou citronovou o koncentraci 20 %

Vzorek se po predsuSeni prakticky cely vysus$il a béhem suSeni se vytvofil
tenky bezbarvy film, viz obrazek 34 vlevo. Stejné jako u ptedchozich dvou vzorkid
s koncentracemi 5 % a 10 %. Po doplnéni 0,5 ml ultracisté deionizované vody se film
nerozpustil a vznikla nabobtnand struktura filmu, viz obrazek 34 vpravo. Béhem 6,5
hodin se film rozpustil.

Obrdzek 34 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 20%

Shrnuti:

Vzorky se nedaji povaZovat za chemicky zesiténé. Ackoliv se vytvofila po
zpétném doplnéni ultracisté deionizované vody nabobtnand struktura filmu, tak se
nakonec film rozpustil. Pfi¢inou rozpusténi je nejspiSe piebytek hyaluronanu ve
vzorku a malé mnozstvi hydroxyethylcelulézy. Po uchyceni nabobtnanych struktur
filmt pinzetou byla patrné kiehkost a ndklonnost k rozpadnuti.

5.2.4 Zesiténi smési hyaluronanu a hydroxyethylcelulézy v poméru 3:7
Vzorky s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %

Béhem predsuseni se vypafilo témét celé mnozstvi absorbované vody a po
nasledném suseni se vytvofil tenky, bezbarvy film, viz obrazek 35 vlevo. Stejné jako
v pfedchozim postupu byl vznikly film bezbarvy a neobjevilo se Zluté zbarveni, coz
muze byt zplsobeno pfitomnosti hyaluronanu v roztoku. Vytvofeny film se po
doplnéni 0,5 ml ultradisté deionizované vody nerozpustil a vznikld nabobtnana
struktura filmu po absorpci ultracisté deionizované vody, viz obrazek 35 uprostied. Po
uchyceni vzorkd pinzetou byla patrna stalost nabobtnané struktury, viz obrazek 35
vpravo. Nabobtnana struktura filmu po 24 hodinach opét ztuhla ve film.

Obrazek 35 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 5 %

36



Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 10 %

Pti pfedsuSeni se vzorek prakticky cely vysuSil a béhem suSeni se vytvofil
tenky, bezbarvy film, viz obrazek 36 vlevo, podobné jako u piedchoziho vzorku
0 koncentraci kyseliny citronové 5%. Béhem zpétného doplnéni 0,5 ml ultracisté
deionizované vody nedoslo k rozpusténi filmu, vznikla nabobtnana struktura filmu po
absorbovani ultracist¢ deionizované vody, viz obrazek 36 vpravo. Pii uchyceni
nabobtnal¢ struktury filmu pinzetou nebyla patrnd nachylnost k rozpadu. Béhem
24 hodin se vzorek pfeménil opét na film.

Obrdzek 36 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 10 %

Vzorky s kyselinou citronovou o koncentraci 20 %

Podobné¢ jako u ptedchozich dvou vzorkli o koncentracich kyseliny citronové
5 % a 10 %, byl vzorek po piedsuseni vysuseny a béhem nasledného suseni se vytvotil
tenky, bezbarvy film, viz obrazek 37 vlevo. Po zpétném doplnéni 0,5 ml ultracisté
deionizované vody se film nerozpustil a po absorbovani ultracisté deionizované vody
se vytvofila nabobtnana struktura filmu, viz obrazek 37 vpravo. Struktura vzorku se
nerozpadla ani po uchyceni pinzetou. Béhem 24 hodin nabobtnana struktura ztuhla
zpét na film.

Obrazek 12 Vzorek s kyselinou citronovou o koncentraci 20 %
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Shrnuti:

Vsechny vzorky se daji povazovat za chemicky zesiténé. Film, vznikly po
suSeni se po doplnéni ultracisté deionizované vody nerozpustil, ani po nékolika
hodinach (viz gelace smési hyaluronanu a hydroxyethyl celulézy v poméru 7:3).
Vytvofena nabobtnana struktura vydrzela po dobu 24 hodin a jako nejstabilnéjsi
anejlépe zesitény se jevil vzorek s koncentraci kyseliny citronové 20 %. Smeés
obsahovala vétSi mnozstvi hydroxyetylcelulézy coz muize byt divodem spravného
zesiténi vzorki.
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6 ZAVER

Na zaklad¢ poznatkl z literatury bylo vymysleno nékolik postupt pro gelaci
samotné hydroxyethylcelul6zy. Pro gelaci smési hyaluronanu a hydroxyethylceluldézy
byl vybran postup, pii kterém byly vSechny vzorky samotné hydroxyethylcelulozy
chemicky zesiténé. Za chemicky zesiténé byly povazovany vzorky, u kterych se
vznikly film nerozpustil po zpétném doplnéni ultracisté deionizované vody.

Z postupt gelace hyroxyethylcelulozy vyplynulo, ze je velice dulezité
piedsuseni pii 30°C po dobu 20—24 hodin. Béhem ptedsuseni se ze vzorkl vypatila
absorbovand voda. Ve vzorku po pfedsuseni tak zUstala pouze rozpuSténa
hydroxyethylcelul6za a kyselina citronova, coz poskytlo dobré podminky pro nasledné
suSeni pii 80°C a prub¢h sitovaci reakce.

Za nejlepsi postup bylo vybrano ptredsuseni pii 30°C a poté suseni pii 80°C po
dobu 24 hodin. Vzorky se musely susit s otevienymi vicky, teplo tak pusobilo pfimo
na vzorek, coz vedlo k odpafeni absorbované vody v celém objemu. Sitovaci reakce
tak probihala G¢innéji.

Za chemicky zesiténé byly povazovany vzorky, obsahujici samotnou
hydroxyethylccelulozu a smés hyaluronanu a hydroxyethylcelulézy v hmotnostnim
poméru 3:7. V obou pfipadech se vznikly film v ultradisté deionizované vodé
nerozpustil, ale vytvofila se nabobtnald struktura filmu, kterd vydrzela pfiblizné
24 hodin, poté ztuhla zpét ve film, ale nerozpustila se. Nejstabilngjsi byly vzorky
s koncentraci kyseliny citronové 20 %, kyselina citronova zde byla v nejvétsim
mnozstvi.

V ptipadé dalSich studii by bylo vhodné podrobnéji prostudovat samotny
prubéh sitovaci reakce, nejvhodnéjsi teplotu a dobu pro spravny produkt sitovaci
reakce. Dale by bylo vhodné prozkoumat vlastnosti geli a provést jejich
charakterizaci.
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