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ABSTRAKT

Zamérem této diplomové prace bylo prostudovat strukturu a vyhodnotit vlastnosti hydrogelu
ptipraven¢ho interakci aminojilu s biopolymerem. Ze zastupci biopolymert byl vybran
hyaluronan sodny 0 nizké az stfedni molekulové hmotnosti a polystyrensulfonat sodny. Na
zakladé provedenych experimenti bylo zjisténo, Ze fazova separace probihd pouze pii
interakci  aminojilu s hyaluronanem o stfedni molekulové hmotnosti (MMW).
V experimentalni ¢asti byly provedeny analyzy tohoto vzorku za téelem zjisténi vzniku
fazové separovaného hydrogelu pii ovlivnéni roztoku iontovou silou, zkoumani zaniku
hydrogelu v rtiznych organickych rozpoustédlech, stabilita hydrogelu za extrémnich
teplotnich podminek, vliv skladovani na jeho degradaci, aj. Viskoelastické vlastnosti byly
experimentalné prokazany metodou reologie a termickou analyzou byla zjiSténa vazana voda.
Inhibice mikroorganismil byla potvrzena pomoci antibakterialnich difiznich testt. VSechny
experimenty byly provedeny za ucelem uplatnéni hydrogelu Aj-HyA (MMW) v oblasti

medicinskych aplikaci, konkrétné pro moderni metodu vlhkého hojeni ran kize.

ABSTRACT

The aim of this diploma thesis was to study the structure and to evaluate the properties of the
hydrogel prepared by the interaction of the aminolclay with the biopolymer. Representatives
of the biopolymers were selected from low to medium molecular weight sodium hyaluronate
and sodium polystyrenesulfonate. On the basis of the experiments carried out, it was found
that phase separation takes place only when the aminolclay interacts with medium molecular
weight hyaluronan (MMW). In the experimental part, analyzes of this sample were carried out
in order to determine the formation of phase-separated hydrogel by influencing the solution
by ionic strength, investigation of hydrogel extinction in various organic solvents, stability of
hydrogel under extreme temperature conditions, the effect of storage on its degradation, etc.
Viscoelastic properties were experimentally proven by rheology and thermal analysis detected
binding water. Inhibition of microorganisms was confirmed by antibacterial diffusion assays.
All experiments were carried out for the use of the Aj-HyA hydrogel (MMW) in the field of
medical applications, specifically for the modern method of wet wound healing of the skin.
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aminojil, kyselina hyaluronova, hydrogely, vyuziti v biomedicinskych aplikacich
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1 UVOD

Ptirodni jily a jilové minerdly jsou lidmi vyuzivany jiz od pradavna. Mnozstvi zptisobti
jejich vyuziti presahuje stovku, avsak jednou z modernich aplikaci je jejich vyuziti jako
matrice pro lé¢iva. Pro vyuziti ve farmacii je nutné znat a docilit presnou cistotu, tex-
turu a hlavné fyzikalné-chemickou identifikaci pouzitych komponentt. Piirodni jilové
mineraly vzdy obsahuji mnoho necistot, které je potteba eliminovat, coz je ¢asto velmi
obtiZzné. Proto se vynaklada velké tsili pfipravit tyto latky synteticky [1, 2]. Uméla
syntéza umoznuje navazani organické ¢asti, kterou lze ménit v zavislosti na pouzitych
surovinach. Jednim z novych a velice popularnich anorganicko-organickych hybridi je
tzv. aminojil, ktery ma na své anorganické matrici navazanou 3-aminopropylovou sku-
pinu. Aminoskupina zajistuje uplné rozpusténi ve vodé a dale umoznuje homogenni
interakci se zaporné nabitymi biomolekulami ¢i syntetickymi polymery. Pomoci takto
ziskanych nanokompozitl je mozné pripravit fazovou separaci rizné typy hydrogel,
které jsou velice zadané v medicinskych aplikacich (kryti ran, ndhrada mékkych tkéni,
nosice pro lé¢ivo, aj.) [3]. Perspektivnim materidlem pro ptipravu hydrogelu je bio-
polymer hyaluronan, jelikoz ma vyznamné biologické ucinky a zddané vlastnosti [1].

V bakalérské préci kolegyné Anny Prochézkové [5] bylo zjisténo, ze priddanim roz-
toku hyaluronanu (MMW) do roztoku aminojilu dochézi ke vzniku hydrogelu vlaknité
struktury. Vzhledem k tomu, zZe se jedna o zcela novy a neprozkoumany materidl,
byla jeji prace prikopnickou prvotni studii zamérenou na charakterizaci vyse uvede-
ného komplexu. V névaznosti na jeji dosavadni experimenty je predmétem této prace
rozsiteni a prostudovani strukturnich a mechanickych vlastnosti hydrogelu Aj-HyA.
Poznatky z této prace mohou prispét k dalsimu vyvoji na poli hydrogeli vyuzitelnych
v biomedicinskych aplikacich, konkrétné se nabizi vyuziti pro vlhké hojeni ran.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Uvodem o jilech

Prirodni jily a jilové mineraly hraji dilezitou roli v oblasti stavebnich a kosmetickych
produkti jiz od starovéku. V soucasné dobé jsou ¢im dal castéji pouzivany ve far-
maceutickém pramyslu, a to vzhledem ke své biologicka kompatibilité, nizké toxicité
a schopnosti zapouzdfit (interkalovat) biomolekulu ¢i 1é¢ivo. Pro schopnost interka-
lace velkého mnozstvi molekul jsou vyuzivany predevsim planarni jily (fylosilikéaty).
Pro tuto skupinu jilovych minerédlt je charakteristickd porézni, vrstevnatd struktura.
Matrice je tvofena oktaedry [MA,], tetraedry [SiO,] a kationty (napi. AI*", Mg**,
Fe*t Fe?™, K™), které kompenzuji ziporny ndboj. Podle typu silikdtovych vrstev, ob-
sahu mezivrstvi a ndboje na vrstvé jsou fylosilikaty rozdéleny do skupin. Pro farma-
ceutické vyuziti je nejcastéji pouzivanou skupinou kaolinit, mastek, montmorillonit,
palygorskit a sepiolit Obr.2.1 [3, 6, 7].
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Obrazek 2.1: Nejcastéji pouzivané druhy fylosilikata ve farmacii [0]

V zavislosti na druhu jilu je mozné interkalovat do jejich mezivrstevniho prostoru
rizné typy molekul. Ve farmacii se prirodni jily jiz vyuzivaji pro nosice 1é¢iv, kde
nabizi kontrolované a postupné uvolnovani, zlepsenou rozpustnost komplexu ve vodeé
a dokonce cilené dopraveni v organismu. Nezanedbatelnou vyhodou jil pro tuto apli-
kaci je také to, ze jsou ekologicky nezavadné a jsou pripraveny z bézné dostupnych
surovin. Bézné se s jilovymi mineraly se zapouzdienym lé¢ivem muizeme setkat, napri-
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klad jilovy mineral montmonitril ¥idi uvolnéni léku ibuprofenu. Do struktury jilovych
mineral lze misto lé¢iva navazat i nerozpustné polymery nebo amfifilni organické
molekuly a vytvorit tak fazovou separaci nanokompozitni hydrogely, které zlepsuji
vyse uvedené pozadované vlastnosti [0, 8, 9].

To, jakou vazbou a jak silné se navaze molekula na jilovy mineral, je ovliviio-
vano chemickou strukturou mezivrstvi jilu. Interkalace do struktury jilu mtze pro-
béhnout budto formou iontové vymeény Obr.2.2a anebo formou elektrostatické
interakce Obr.2.2b [(].

NH. NH, NH," NHy*

= Ay - AW —-433
=4 - e
(a) dontovd vijména (b) elektrostatické interakce

Obrazek 2.2: Schématické zndzornéni zapouzdreni [0]

Miru navazani a uvolnéni molekuly ovliviiuje jednak druh interkalace, ale pre-
devsim to, zda je pouzit jil prirodni ¢i synteticky. Ekonomicky vyhodnéjsi je ziskat
analogy prirodnich jili synteticky, tedy uméle, nez je obtizné cistit a extrahovat
z prirodni formy. Dalsi nevyhodou ptirodnich jilt je také to, ze jejich slozeni zavisi na
geologické lokaci a genezi, coz muze byt velkym problémem ve farmacii, kde je nutné
znat presnou cistotu, texturu a hlavné fyzikalné-chemickou identifikaci. Proto se vy-
naklada velké tsili co nejjednoduseji synteticky pripravit latky imitujici anorganickou
matrici o definovaném slozeni [2, (].

Mann [10] syntetizoval a charakterizoval anorganicko-organicky hybrid, jehoz
usporadand matrice je stejnd jako u prirodnich jilovych mineralt. Na této matrici
je navic kovalentné ukotvena organicka ¢ast, kterou lze ménit v zavislosti na pouzi-
tych surovinach.

Pokud je pouzit jako organicky prekurzor 3-aminopropyltrietoxysilan a anorga-
nicky prekurzor chlorid hotec¢naty, lze syntetizovat aminojil s hofe¢natymi kationty

[3, 10,

2.2 Aminojil

Aminojil (Aj) je hofecnaty vrstevnaty silikdt substituovany aminopropylovymi sku-
pinami (Obr. 2.3). Matrice aminojilu se svoji strukturou podoba piirodni formé
mastku. Anorganickd ¢ast obsahuje krystalovou mrizku tvorenou vrstvou oktaedru
a dvéma vnéjsimi vrstvami tetraedri. Vnitini oktaedricky list se sklada z kationtt
hotrc¢iku a hydroxylovych skupin. Vnéjsi tetraedrické vrstvy jsou tvorené z kremiko-
vych kationt a kyslikovych aniontii. Na této krystalické mtizce je kovalentné nava-
zand aminopropylova skupina. Obecny vzorec aminojilu je RgSigMgg(OH)y, kde R je
NH,(CH,); [1).
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Obréazek 2.3: Struktura aminojilu [11]

Aminojil je pripravovan jednoduchou sol-gel metodou pri laboratorni teploté. Do
ethanolového roztoku hexahydratu chloridu horec¢natého je za stalého michani po kap-
kach pridavan 3-aminopropyltrietoxysilan. Tento organicky prekurzor pomahé auto-
katalyzovat reakci diky své zasadité povaze a umoznuje zesiténi anorganického pre-
kurzoru [10]. Tento anorganicky prekurzor lze substituovat a do struktury aminojilu
vnést ruzné kationty, napr. vapenaté ¢i zelezité, ale i anionty, napf. dusicnaté [12].

Dilezitou vlastnosti aminojilu je jeho dispergace ve vodném prostiedi. Toto po-
larni rozpoustédlo zpusobi protonaci aminoskupin a exfoliaci (rozvrstveni resp. od-
lupovéani) organokrystalovych vrstev. Desticky aminojilu jsou v této disperzi dlouhé
30—-150 nm a siroké priblizné 2—-4nm. Diky bazickym aminoskupinam se hodnota pH
ve vodném roztoku pohybuje okolo 9,6 a zeta potencial miize dosahovat az +25mV.
Pridanim méné polarniho rozpoustédla, jako je ethanol, vyvolava deprotonaci ami-
noskupin, coz vede k jeho opétovnému srézeni [3].

Vodny roztok aminojilu vykazuje nizkou toxicitu viaci savéim bunkam, protoze
nevyvolava bunéénou smrt i pii koncentracich kolem 1000 pg - cm~3. Bylo vSak pro-
kazano, ze vykazuje toxicitu vici nékterym mikroorganismim, jako jsou bakterie,
houby a mikrofasy (napf. gram pozitivni bakterie Listeria monocytogenes, Bacillus
subtilis a Staphylococcus aureus, gram negativni bakterie Escherichia coli, Salmonella
typhymurium, Pseudomonas aerugenosa a houbovy kmen Candida albicans). Bunéc-
nou smrt zpusobuje kladna aminopropylova skupina, ktera je schopna elektrosta-
ticky interagovat s negativné nabitou lipidovou membranou bunky. Tato interakce
narusi permeabilitu membrany, coz vede k tniku bakteridlniho obsahu a bunécéné
smrti Obr. 2.4 [13].

Struktura aminojilu byla potvrzena préskovou rentgenovou difrakei, ktera doka-
zuje jeho krystalickou strukturu. Mezirovinna vzdélenost mezi destickami aminojilu
(doo1) je 1,6 nm, coz odpovidd aminopropylové skupiné smérované do mezivrstevného
prostoru. Transmisnim elektronovym mikroskopem byla (TEM) prokézana vrstev-
natd lamelarni struktura [3].
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Vnéjsi membrana

Vnitini membrana

Obrazek 2.4: Pisobeni aminojilu v bunécniych membrandch mikroorganismaii [13]

Hlavni motivaci syntézy je vyziti aminojilu jako matrice ve farmaceutickém a na-
nobiotechnologickém primyslu. Pokud je aminojil rozpustén ve vodé, dochazi k jeho
exfoliaci a protonaci aminovych skupin. V této dispergované fazi na néj mohou byt
navazany negativné nabité molekuly pomoci fyzikalnich ¢i chemickych interakei.

Aminojil by tedy mohl realné slouzit jako matrice pro léc¢ivo ¢i biomolekuly, kde
by v organismu tento komplex mohl vést ke stabilizaci a ochrané pted vnéjsimi vlivy
prostredi. Tato problematika je vice rozvedena v kapitole 3.

Aminojil je velkym piinosem i v dalSich aplika¢nich odvétvich. Muze byt pouzit
v oblasti vyroby katalyzatort pro stabilizaci kovovych nanocastic nebo v oblasti zi-
votniho prostfedi byly provedeny studie na vychytavani nezadoucich kationtt tézkych
kovi z pudy. Aminojil dale dokaze stabilizovat disperzi chromofort ¢i fluorofort, coz
bylo prozatim diskutovano pouze v oblasti diod emitujici svétlo (LED) nebo UV lamp.
Jako templat muze slouzit také pro pripravu uhlikovych nanotecek vyuzitelnych ve fo-
tokatalyze ¢i mikroelektronice. Jelikoz je aminojil toxicky pro mikroorganismy, muize
byt pouzit pro cisténi vody, anebo jako pridavna antimikrobidlni slozka materialt
vyuzitelnych v mediciné. Aminojil lze také pouzit pro pripravu hydrogelovych nano-
kompozitti. Tato oblast vyzkumu je opét vice rozvedena v kapitole 3 [3, 12].

2.3 Hydrogely

Hydrogely jsou nedilnou souc¢ésti prirody (napf. téla rostlin, bakteridlni biofilmy,
hydratované slozky extraceluldarni matrix, aj.). Lidstvo pouziva agar a zelatinu pro
ruzné aplikace jiz dlouho, avsak moderni historii hydrogeli muzeme datovat od roku
1955, kdy Otto Wichterle ziskal patent na hydrofilni gel zvany polyHEMA a zacala
tak éra umélych syntetizovanych hydrogelt uréenych pro lékarské aplikace [14].
Jako makromolekularni gely oznacujeme koloidni disperzni soustavu tvorenou
disperznim podilem a disperznim prostfedim. V pripadé geli je disperzni prostiedi
kapalina a disperzni podil pevnd latka (¢astice). Céstice jsou spolu vazany fyzikalné ¢i
chemicky a tvori trojrozmérnou souvislou sit prostupujici celym disperznim prostte-
dim. Tudiz i kdyz je prostredi kapalné, vykazuji gely mechanické vlastnosti pevnych
latek. VysusSenim rozpoustédla vznika xerogel. Opétovné pridani rozpoustédla muze
zpusobit v nékterych pripadech botnani xerogelu a je mozné gel znovu ziskat (re-
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verzibilni gely). Podle druhu disperzniho prostredi gely délime na hydrogely, kdy je
disperznim prostredim voda a organogely, kdy je rozpoustédlem organické latka [15].

Hydrogely obsahuji hydrofilni polarni skupiny, mezi které patii hydroxylové (—OH),
karboxylové (—COOH), amidické (—CONH) nebo sulfonické (—=SO3zH) skupiny. Ty
vazi primarné vazanou vodu pomoci iontovych ¢i vodikovych interakei. Po primarni
hydrataci dochazi k odkryti hydrofobnich skupin, které vazi sekundérni vodu. Os-
motickou silou miize byt navic dovnitt hydrogelu vhanéna tzv. volné vazana voda.
Diky vSem témto interakcim je hydrogel schopen pojmout az tisicindsobek hmotnosti
vody [16].

Pro ptipravu hydrogeli se jiz bézné vyuzivaji jak syntetické polymery (polyvi-
nylalkohol (PVA), polyethylenglykol (PEG), polyakryldty), tak i pfirodni polymery
(agaréza, alginaty, kolagen, kyselina hyaluronova, atd.) [17]. AvSak stale vétsi pozor-
nost se ubird k nanokompozitnim hydrogeltim, které kombinuji vyhody vrstvenych
jilovych minerdlti a v nich interkalovanych polymert ¢i amfifilnich organickych mo-
lekul. Takto pripravené hydrogely maji vylepsené vlastnosti. Jsou vice mechanicky
stabilni, 1épe reaguji na vnéjsi stimuly, maji vétsi botnavost a vykazuji podle vyzkumu
tzv. samoregeneracni vlastnosti [15].

Design inteligentnich hydrogelii je zkouman mnoho let, ale presto jsou stale obje-
vovany nové koncepty, které posunuji hranice v biomedicinskych aplikacich. Je zndmo,
ze hydrogely zadrzuji velky obsah vody, vykazuji urcity stupen flexibility, jsou bio-
kompatibilni a propoustéji malé molekuly. Toho je vyuzivano pro vyrobu kontaktnich
cocek, obvazovych materidli, katetri, aj. Inteligentni hydrogely navic umi reagovat na
vnejsi stimuly. Pokud hydrogel reaguje na specifické molekuly, miize byt pouzit jako
biosenzor. Hydrogely citlivé na zménu svétla, elektrického, magnetického pole nebo
tlaku se vyuzivaji naptiklad pro cilené davkovani lékti. Nanokompozitni hydrogely
tvorené organojily s interkalovanymi polymery jisté patii mezi inteligentni materialy
budoucnosti, protoze mohou odstranit dosavadni nedostatky bézné pouzivanych hyd-
rogelll, mezi které patii pomald doba odezvy na podnéty, hystereze spojena se stavy
zapnuti a vypnuti nebo zména mechanickych vlastnosti spojend se zménou velikosti
hydrogelu [17, 19].

Hydrogely se hojné pouzivaji pro vlhky zptisob hojeni ran, jelikoz jsou schopny
rehydratovat suchou tkan a absorbovat nezadouci sekret. Nabizi tak moderni kryci
prostiedek, ktery vytvari optimalni prosttedi pro zrychleni procesu hojeni rany a
prinasi rychlejsi dlevu pro pacienta. Bylo prokazano, ze k hydrataci tkani a k jejich
rychlejsimu hojeni napomdha kyselina hyaluronova [20].

2.4 Kyselina hyaluronova

Jednou z prvnich slozek, ktera je v misté vzniku rany syntetizovana a podporuje jeji
normdlni hojeni, je kyselina hyaluronova (HyA). Dalsi tilohou je hydratace rany, ¢imz
je podporovana syntéza dalsich slozek pojivové tkané a mnozeni bunék. V organismu
se kyselina hyaluronova vyskytuje ve formé polyaniontu jako sodna nebo draselna stil,
proto jiz v osmdesatych letech minulého stoleti byl prijat dodnes pouzivany nézev
hyaluronan.
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Hyaluronan se nevyskytuje jen v pojivovych tkanich. U obratlovct se jednak se
muze vyskytovat jako vazand forma v extracelularni matrix, anebo muze existovat
volné jako humektant (kuze), lubrikant (klouby), ldtka udrzujici tvar (ofni bulva)
nebo jako slozka vypliiové hmoty (pupecni Stiira) nékterych orgdnti. Jeho unikatni
vlastnosti, a s nimi spjata tiloha v organismu, zavisi na molekulové hmotnosti. Vysoko-
molekularni hyaluronan ma spise lubrikac¢ni funkci a protizanétlivé vlastnosti, oproti
tomu nizkomolekuldarni mé regula¢ni funkci a podporuje zanétlivé procesy v téle.
Bylo prokazano, ze ¢im nizsi je molekulovd hmotnost, tim vyssi je biologicka ak-
tivita. Vysokomolekuldrni hyaluronan slouzi hlavné jako strukturni jednotka, avsak
nizkomolekuldrni mé vliv na rizné pochody v tkénich a burkach [21, 22].

Kyselina hyaluronova je polysacharid pattici do skupiny glykosaminoglykanti. Ty-
pickym znakem je struktura tvorena z opakujicich se disacharidickych jednotek. Jedna
se o monosacharid kyseliny glukuronové, ktera je glykosidickou vazbou g 1-3 spo-
jena s dalsim monosacharidem N-acetyl-D-glukosaminem. Jednotlivé disacharidické
jednotky jsou pospojovany v linearni nevétveny polymer pomoci glykosidickych vazeb
f1-4 23, 24].

Primarni struktura disacharidu je energeticky velmi stabilni, jelikoz vSechny
objemné polarni ¢asti (karboxylové, hydroxylové) se nachazeji ve stericky vyhod-
néjsi ekvatorialni poloze. Vodikové atomy zaujimaji méné vyhodné axidlni pozice,
kde v roztoku tvori nepolarni hydrofobni oblast. Disacharidové jednotky v primarni
struktutre se spojuji v linearni Tetézec s vysokym stupném polymerace. Jedna di-
sacharidova jednotka ma molekulovou hmotnost okolo 400 Da a jeji délka dosahuje
v prumeéru témér 1 nm. Pocet takovychto disacharidovych jednotek muze v HyA do-
sdhnout 10000 a vice.

Sekundarni struktura je zpevnéna primarni strukturou disacharidu, vnitinimi
vodikovymi vazbami a interakcemi s rozpoustédlem. Hyaluronan je schopen vazat
velké mnozstvi vody (resp. rozpoustédla), diky ¢etnym hydroxylovym skupindm. Tyto
hydrofilni oblasti se pravidelné stridaji s oblastmi hydrofobnimi (Obr. 2.5a). Hydro-
fobni vodikové oblasti umoznuji agregaci s dalsim antiparalelnim retézcem hyaluro-
nanu v roztoku. Aby mohla vazba vzniknout, kazda disacharidova jednotka se musi
pootocit o 180° vuci predchozi a néasledujici jednotce. Timto vznika dvakrat stocena
sroubovice, ktera ve fyziologickém roztoku tvori strukturu ndhodné stocené stuhy
(Obr. 2.5b) [22, 24, 25].

@ o
C‘NH
4
CH;3

(a) Primdrnd struktura (b) Sekunddrni struktura

Obrazek 2.5: Primdrni struktura HyA s vyznacenymi hydrofobnimi oblastmi a
sekunddrni struktura nahodné stocené HyA ve fyziologickém roztoku [2]
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Diky tomu, Ze polymerni fetézec hyaluronanu mé formu ndhodného klubka, které
vaze velké mnozstvi vody, projevuji se neobvyklé vlastnosti. Prvni vlastnosti je pro-
meénliva diftze latek skrz klubko polymeru. Stuha hyaluronanu je totiz neustale v po-
hybu a efektivni ,péry* neustdle méni svoji velikost. Takze malé molekuly (voda,
elektrolyty) i velké makromolekuly difunduji s riznou pravdépodobnosti. Druhou
unikatni vlastnosti je vysokd viskozita a elasticita v zavislosti na koncentraci roztoku
hyaluronanu a jeho molekulové hmotnosti. Dalsi vlastnosti je zména chovani pfi riz-
ném pH. Pii pH7 a vyssi se kyselina hyaluronova vyskytuje ve formé polyaniontu,
kolem kterého jsou pridruzené kationty pro udrzeni elektroneutrality. Tato disocio-
vana karboxylova skupina predstavuje misto, kam se mohou vazat rtizné druhy ionti.
Tudiz karboxylové, avsak do jisté miry i hydroxylové skupiny, jsou vhodnym mistem
pro modifikaci hyaluronanu [22, 24].

Pro jakékoliv pouziti je modifikace hyaluronanu nutna, jelikoz je hyaluronan zcela
odbouratelny v organismu. Hyaluronan se jiz pouziva v tkanovém inzenyrstvi chru-
pavek, pro hojeni $patné hojitelnych ran a jizev, pro cilenou distribuci 1é¢iv (existuje
afinita HyA k receptorim nadorové tkané), v o¢nich kapkach a péci o kontaktni ¢ocky,
v kosmetice pro vypln vrasek, oftalmologii, atd.

Diive se hyaluronan extrahoval z riznych zivocisnych zdroju (synovidlni tekutina,
pupecéni snira, kohouti hiebinky, zralo¢i chrupavka, aj.). Dnes je vSak vyhodnéjsi
fermentace bakterii kmene Streptococcus ¢i Pasteurella. Po genetické uprave je takto
mozné ziskat hyaluronan o vysokém vytézku, vysoké molekulové hmotnosti a vysoké
cistoté [10, 24].

2.5 Skenovaci elektronova mikroskopie

Zdravym okem je mozné rozlisit objekty o velikosti nad 0,1 mm. Tuto velikost pova-
zZujeme za rozliSovaci schopnost oka. Pro zobrazeni mensich pfedmeéti je nutné po-
uzit mikroskopickych technik, které poskytuji obrazy mikrostruktur. Protoze mezni
rozliSovaci schopnost je imérna vinové délce pouzitého zareni a elektrony maji pod-
statné kratsi vinovou délku nez fotony, ma elektronovy mikroskop mnohem vyssi
rozlisovaci schopnost. Muze tudiz dosahnout mnohem vyssiho efektivniho zvétseni
(az 1000 000x).

Nejvyuzivanéjsimi zakladnimi elektronovymi mikroskopy jsou mikroskopy trans-
misni (TEM) a skenovaci (SEM). V této préci byl pouzit SEM pro jednoduchou
pripravu vzorkl a moznosti prvkové analyzy. Princip SEM spociva v emisi elektronii
z wolframové katody, které jsou urychleny kladnym napétim na anodé. Tento pri-
marni svazek je fokusovan elektromagnetickymi ¢ockami a dopada bod po bodu a 1a-
dek po taddku na povrch vzorku. Vysledny obraz se vytvari postupnym skenovanim.
P1i dopadu primarnich elektronii ze zdroje dochézi k interakei se vzorkem. Muze do-
chazek k excitaci elektronii vzorku, které se detekuji jako sekundarni elektrony, miize
dochazet ke zpétnému odrazu, anebo elektrony naopak mohou projit skrz vzorek.
P1i rekombinaci excitovanych elektronii dochazi ke vzniku dalsich signéli, naptiklad
katodoluminiscence a rentgenového zateni (Obr. 2.6).
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Obrazek 2.6: Interakce primdrnich elektroni se vzorkem a vzniklé signdly
detekovany v SEM [20]

TEM vyuziva k detekei proslé elektrony. SEM pro zobrazeni povrchu nejcastéji vy-
uziva sekundarni a zpétné odrazené elektrony. Ty jsou prijaty detektorem a nasledné
je zpracovan vysledny obraz. Podle typu detektoru lze ziskat informace nejen o po-
vrchové topografii, ale i chemickém slozeni. Naptiklad pomoci energiové disperzniho
spektrometru (EDS) lze charakterizovat rentgenové zafeni a zjistit prvkovou analyzu.

Vzorky do SEM mohou byt téméi libovolné veliké (pokud je dostatecné velka
vakuova komora), avsak musi byt elektricky vodivé. U elektricky nevodivych vzorku
je nutné jejich napraseni nanovrstvou uhliku, zlata apod. [26, 27].

2.6 Reologie

Pisobenim vnéjsi sily se mohou rtizné materidly rizné deformovat. Reologie popi-
suje vztahy mezi silou (resp. napétim) vloZenou na téleso a mirou deformace télesa.
Zéakladni teorie popisuji idedlni material. Jednou ze zdkladnich teorii je teorie Isaaca
Newtona popisujici idedlni kapaliny. Pii definovani tohoto zdkona je nutné vychazet
z predstavy kapaliny mezi dvéma deskami. Newtonské kapaliny pti zvyseni vnéjsi
sily (tecné napéti) nemeéni svoje vlastnosti (zejména dynamickou viskozitu), jelikoz
veskerou vlozenou energii disipuji na teplo. Tento Newtonuv zdkon je dan vztahem:

Tay =1 Vay (2.1)

kde o4, je smykové napéti, n je dynamicka viskozita a 7, je smykova rychlost.
Tecné napéti u newtonovskych kapalin je linedrné zavislé na smykové rychlosti a
dynamické viskozita se neméni.

U nenewtonskych tomu tak neni a tento vztah neplati. Viskozita mize v zavislosti
na te¢ném napéti nebo rychlosti deformace vzrustat (dilatantni materialy) nebo klesat
(pseudoplastické materidly), proto se oznacuje jako viskozita zdanliva.
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Dalsi ze zakladni teorie popisujici idealni pevné latky je teorie Roberta Hooka.
Idedlni pevné latky se ptisobenim vnéjsi sily chovaji jako dokonala pruzina. Nedochazi
totiz k disipace energie a deformace je tedy dokonale vratna, neboli elasticka. Po
odlehceni pak pruzna deformace zmizi. Hooktv zdkon je dan tvarem:

§=Gp e (2.2)

kde 9 je tecné napéti, € je relativni prodlouzeni a konstantou timérnosti je Gg Younguv
(elasticky) modul pruznosti.

Redlné materidly vSak nejsou idealnimi modely. Vykazuji jak viskdzni vlastnosti
kapaliny, tak elastické vlastnosti tuhého materialu, a proto se nazyvaji viskoelastické.
Elastickou slozku popisuje tzv. elasticky modul G’ a viskézni chovani popisuje ztra-
tovy modul G” . Pomér téchto moduli pak vypovida o mite elastického ¢i visk6zniho
charakteru a nazyva se ztratovy thel 0. Je-li ztratovy thel vétsi nez 45°, analyzo-
vany vzorek se chova spise jako viskdzni kapalina. Pokud by byl ztratovy tthel mensi
nez 45°, vykazuje chovani elastického materidlu. Hodnota ztratového thlu je dana

vztahem: ,

tan(d) = e (2.3)

Mezi viskoelastické materidly fadime napiiklad gely, které se chovaji jako kapaliny,
i kdyz maji soudrznost pevnych latek. Nejjednodussi zptisobem jak urcit gelovy cha-
rakter, je umistit material pod konstantni napéti a sledovat deformaci v ¢ase. Tento
typ testu se nazyva dynamicky (tokovy, tzv. ,creep*). V praxi je rotacni reometr
schopen vzorek mechanicky deformovat pomoci dvou desek, kdy je jedna deska ukot-
vena staticky a druhd se otaci rtiznou rychlosti a silou. Vystupem méreni je tokova
kiivka vyjadiujici zavislost viskozity na smykové rychlosti.

Druhym typem testu je test oscilacni. Z tohoto testu lze zjistit bod, kdy se
material méni z viskoelastické kapaliny na viskoelastickou pevnou latku. Méteni opét
pobih& na rotacnim reometru, kde je opét dolni deska staticka a horni osciluje s riznou
intenzitou. U tohoto testu je mozné nastavit deformacéni méd (tzv. , strain sweep*),
kdy je frekvence oscilace konstantni a méni se hodnota amplitudy deformace. Ve
druhém pripadé se jedna o frekvenéni méod (tzv. ,, frequency sweep®), kdy je konstantni
amplituda deformace a méni se oscilace v rozmezi frekvence [28, 29, 30, 31].

2.7 Termicka analyza

U termické analyzy se sleduji zmény fyzikalné chemickych vlastnosti materidlu pri
ohrevu. Existuji riizné typy termickych analyz, které se rozdéluji podle sledovanych
vlastnosti.

Termogravimetrie (TG) je zédkladni metodou termické analyzy. Studuje zmény
hmotnosti v zavislosti na teploté. Tato zavislost je zndzornéna termogravimetrickou
ktivkou. Jeji derivaci ziskame DTG krivku, kterd popisuje rychlost hmotnostni zmény
v zavislosti na teploté. Druhou nejpouzivanéjsi analyzou je diferenc¢ni termicka
analyza (DTA), kterd mérfi teplotni rozdil mezi vzorkem a standardem pii ohfevu
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¢i chladnuti. Vyslednd krivka vykazuje maxima a minima podle toho, zda se jedna
o exotermni ¢i endotermni reakci.

Pokud je sledovana entalpie a tepelny tok, jedna se o diferen¢ni skenovaci kalori-
metrii. Dale mtzou byt naptiklad sledovany rozméry a mechanické vlastnosti, optické
vlastnosti, atd. [32].

2.8 Antimikrobialni testy

Antimikrobialni latky ptsobi proti mikroorganismtim, tzn. proti bakteriim, virtm,
houbém a parazittm. Ut¢inek antimikrobidlni latky vSak mtze byt rozdilny. Pokud
latka pouze brani ristu mikroorganismii, nazyvame ji latkou bakteriostatickou. Pokud
vsak dochazi i bunééné smrti, jedné se o latky bakteriocidni. K testovani tc¢innosti
antimikrobialni latky jsou uzivany difuzni a diluéni metody.

Nenarocna diftazni metoda vyuziva tuhé agarové medium, na které je rovnomérné
nanesen mikroorganismus. Po zaschnuti se na pripravené medium nadavkuje urcité
mnozstvi analyzovaného vzorku. Podle zplisobu nanéseni testované latky se difuzni
metoda déli na jamkovou difuzni metodu a diskovou difuzni metodu. U diskové me-
tody se analyzovany vzorek davkuje na tuhé agarové medium, kdezto u jamkové me-
tody se nejprve v agarovém mediu vyhloubi jamka definovanych rozméra, do které
je teprve vzorek napipetovan. Poté dochazi k diftzi testované latky médiem a anti-
mikrobialni 1ic¢inek se stanovuje podle velikosti inhibi¢ni zény kolem analyzovaného
vzorku.

Bakterie Serratia marcescens (Kmen: Proteobacteria, Ttida: Gammaproteobacte-
ria, Rad: Enterobacteriales, Celed: Enterobacteriaceae, Rod: Serratia) se bézné vy-
skytuji v nasem okoli (ptiroda, koupelny domécnosti, nemocnice). U ¢lovéka je vSak
nutné byt obezretny, jelikoz tato bakterie vyvolava meningitidu, infekci ran, infekci
dychacich i mocovych cest, absces plic, aj.

Bakterie Micrococcus luteus (Kmen: Actinobacteria, Trida: Actinobacteria, RAd:
Actinomycetales, Celed: Micrococcaceae, Rod: Micrococcus) se primarné vyskytuje
v pokozce savei. Sekundarné se vyskytuje v mase, pudé a vodé. V prirodé a pova-
zuje se za neskodny druh bakterie, avSak u lidi s oslabenou imunitou miize vyvolat
meningitidu, pneumonii, aj. [33, 31].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Jily a jilové mineraly diky dobré biokompatibilité, vysoké adsorpéni schopnosti, che-
mické inertnosti a mechanické stabilité podnécuji neustdly zajem v oblasti medi-
cinskych aplikaci. Synteticky pripraveny aminojil ptitahuje v soucasné dobé velkou
pozornost, a to diky jednoduché piipravé a zajimavym vlastnostem (dispergace ve
vodném prostiedi, kde jsou desticky o velikosti v faddu nanometri, nizka toxicita
a mirné antimikrobidlni vlastnosti) [3].

Jak jiz bylo predeslano drive, aminojil pro vSechny aplikace obecné slouzi jako
podpiirnéd stabilni matrice pro syntézu riznych komplexti, kterd je schopna zlepsit
vysledné vlastnosti kompozitu. V biomedicinské oblasti, kde se aminojil pouziva pro
zvyseni stability a odolnosti biomolekuly ¢i 1é¢iva, jsou vyzkumy v relativné pokro-
¢ilé fazi. Proto je vétsi cast reserSe vénovana pravé tomuto tématu. Oblast vyuziti
fazové separovanych kompoziti na bazi aminojilu a syntetického polymeru je teprve
v zacatcich, i kdyz jiz bylo publikovano nékolik moznosti. Doposud vSak nebyla pub-
likovdna moznost syntézy hydrogelu pomoci aminojilu a prirodniho biopolymeru, coz
je predmétem této diplomové prace.

3.1 Interakce aminojilu s 1éCivem ci biopolymery

L. Yang a jeho tym [35] syntetizovali komplex aminojilu a léku telmisartanu (TEL).
Samotny lék vykazuje nizkou rozpustnost v zavislosti na pH. Pri hodnoté pH 1,2
vykazuje TEL plné rozpusténi béhem patnacti minut, nicméné v rozmezi pH od 4 do
6,8 je uvolnovani zanedbatelné. Jelikoz se tento 1ék podava ordlné (pro lé¢eni arterialni
hypertenze), nedochazi v gastrointestindlnim traktu k dostatecnému uvolnéni. Tento
problém vytesilo navazani TEL na matrici aminojilu Aj. Bylo prokazano, ze komplex
Aj-TEL vykazuje lepsi rozpustnost ve vyssich hodnotach pH. Pii hodnotach pH 6,8
(resp. 4,0) doslo k uvolnéni 100 % (resp. 75 %) 1é¢iva jiz po dvou hodinéch, avsak pfi
pouziti samotného telmisartanu doslo k uvolnéni zanedbatelné. Divodem takovéhoto
zlepseni by mohla byt zména pH mikroprostiedi a zména krystalinity léc¢iva. Vysledky
tedy ukazuji, ze komplex aminojilu s lé¢ivem mize zvysit biologickou dostupnost
Spatné rozpustného léciva.

Podobna studie probihala u léku flurbiprofenu (FB), kdy dalsim cilem skupiny L.
Yanga [30] bylo zlepseni biologické dostupnosti 1é¢iva FB, ktery je Spatné rozpustny
ve vodé. Obecné se odhaduje, ze 40 % az 70 % vSech novych chemickych komplexii
s 1é¢ivy, vykazuji nedostatecnou rozpustnost ve vodé, coz vede k omezené rozpust-
nosti a Spatné absorpci léku. Proto existuje neustala potireba efektivnich nosici, které
budou zlepsovat biologickou dostupnost Spatné rozpustnych 1é¢iv. Ve studii bylo pro-
kazano, ze z komplexu aminojil-flurbiprofen bylo rozpusténo po triceti minutach vice
nez 60 % léciva a celé rozpusténi ve vodé probéhlo v prubéhu dvou hodin. Za kyselych
podminek (tj. pH 1,2) komplex FB-AJ zvysil rozpusténi FB az o 47,1 % béhem jedné
hodiny, coz je tiikrat vyssi nez u neupraveného FB.
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U kurkuminu (Cur) bylo prokazéno, Ze inhibuje buné¢né preziti nadorovych bu-
nék a podporuje jejich apoptézu bez rozvoje vedlejsich ucinkt. Avsak extrémné nizka
rozpustnost ve vodé a Spatna biologicka dostupnosti predstavuji hlavni prekazky k 1é-
karské aplikaci. S. Wang a jeho tym [37] pFedstavili jednoduchou ptipravu komplexu
aminojil-kurkumin, jehoz cilem bylo zlepsit rozpustnost, stabilitu a biologickou do-
stupnost Cur. V porovnani s volnym Cur, komplex s AJ se snadno disperguje ve
Aj-Cur byl relativné uc¢innéjsi nez volny Cur proti riznym rakovindm bunécné linie
v disledku zvysené rozpustnosti, stability a bunécéného prijmu. Tedy, vysledky pro-
kazaly, ze Aj-Cur muze byt potencidlnim lékem pro 1é¢bu riuznych zhoubnych nadoru.

Na exfoliovany aminojil lze navazat nejen zaporné nabité molekuly léciva, ale
i biomolekuly jako je naptiklad DNA, hemoglobin ¢ enzymy (glukéza oxidaza) [3].
Interkalace biomolekul do struktury miize byt riznéd a tim padem vznikaji rizné typy
struktur nanokompoziti, viz obr. 3.1.

Obrézek 3.1: Priprava bionanokompoziti:(a) vmezereni proteini ¢i DNA do
struktury aminojilu, (b) obalovdni jednotlivijch zdporné nabitych biopolymeri i
klastri, (c) syntéza castecné usporddanych nadstruktur 3]

Tym Avinashe J. Patila [3%] se vénoval zapouzdieni Sroubovice DNA do vrstev
aminojilu. Jejich vysledky potvrzuji, ze aminojil je uzite¢ny prostiedek pro posileni
chemické, tepelné a mechanické stability izolované molekuly DNA, popr. vice jejich
soubort. Takové funkéni komponenty by mély zvysit potencial v nanobiotechnologiich
a v odvetvi nevirové genové transfekce. Komplex Aj-DNA muze byt pripraven klasicky
rozpusténim aminojilu ve vodé a pridanim biomolekuly, anebo pomoci frakcionace
gelovou chromatografii, kdy kazda z metod vede k odliSnému typu komplexu.

Aminojil se v dalsi studii pridaval v riznych koncentracich k modelovému proteinu
albuminu (BSA), aby zvysil stabilitu pri lyofilizaci. Rtiznymi analytickymi metodami
bylo prokézéano, ze je aminojil schopen udrzet strukturalni stabilitu BSA v pribéhu
procesu i pfi skladovani. Kromé toho, aminojil vykazoval vétsi ochranny tucinek na
agregaci proteinu ve srovnani s béznymi sacharidy. Tyto vysledky naznacuji, ze by
aminojil mohl byt pouzit jako alternativni stabilizator pro proteiny pfi susenim mra-
zem [39].
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Young-Chu Lee [10] syntetizoval kompozit interakei aminojilu s huminovou ky-
selinou pro vychytavani olejnatych mikroras, které slouzi k vyrobé bionafty (Obr. 3.2).

Vloékovani
E mikroi'as

oy F 3

Huminova Aminojil

o o U

Obrézek 3.2: Interakce aminojilu s huminovou kyselinou tvorici kompozit pro
vychytdvani mikroras [10]

3.2 Nanokompozitni komplex aminojilu
tvorici hydrogel

Tym J. E. Martina [!1] pfipravil nanokompozitni, nekovalentné zesitovany hydro-
gel pomoci aminojilu a polyvinylpyrrolidonu (PVP). Do vodného roztoku PVP byl
v pevném skupenstvi pridan aminojil. Nejprve se vytvorila ¢irda viskézni disperze
a béhem 3—5 dnii doslo pri laboratorni teploté k samovolné tvorbé transparentniho
hydrogelu (Obr. 3.3a). Pfi zvySeni obsahu aminojilu doslo ke sniZeni doby vzniku
hydrogelu a vzrostla jeho tuhost. Hydrogel bylo mozné vylisovat do pozadovaného
tvaru (obr. 3.3b) a vykazoval stabilitu ve vodé i v organickych rozpoustédlech (tetra-
hydrofuran, aj.).

Byl také pripraven hydrogel obsahujici ibuprofen (PVP-Aj-Ibu). Tvorba gelu byla
pozorovana témér ihned, hydrogel byl tuzsi a méné transparentni nez vzorky neob-
sahujici ibuprofen (obr. 3.3c). Zajimavy je fakt, ze erstvé narezané kusy hydrogelu
PVP-Aj a PVP-Aj-Ibu se pii styku opét spojily. Tato, podle autori tzv. samoregene-
raéni schopnost, se vSak vytracela se starnutim vzorku (vice nez 15dnt u kompozitu
PVP-Aj-Ibu a vice nez 24dni u kompozitu PVP-Aj). Jednotlivé kusy bylo mozné
zabarvit methylenovou modii a oranzi 2. Po opétovném spojeni zacala probihat po-
mald difize barviva pres hranici segmentt (obr. 3.3d, obr. 3.3e). Oba typy hydrogeli
(PVP-Aj i PVP-Aj-Ibu) lze vysusit a rehydratovat. Absorpce rozpoustédla a obje-
mova expanze je vyraznd (obr. 3.3f a 3.3h). Nanokompozitni hydrogel byl analyzovan
pomoci FTIR spektroskopie, praskové rentgenové difrakce a reologického méreni.
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Obrazek 3.3: (a) Hydrogel PVP-AJ, (b) Tvarovani hydrogelu PVP-AJ (méritko
1em), (¢) kompler PVP-AJ-Ibu, (d) prilnavost hydrogeli bezprostredné po kontaktu
a (e) po 8h (méritko 1cm), (f-h) rehydratace hydrogelu PVP-AJ po (f) 0, (g) 24
a (h) 72hodindch (méritko 2cm) [11]

Jelikoz prirodni jilové mineraly napi. smektit, kaolinit ¢i bentonit jsou omezené
rozpustné ve vodé, pri interakci syntetickymi polymery dochazi k nehomogennimu
smichani. To vede ke snizeni plasticity kompozitu pii vysokych zatézich a moznosti
prasknuti. Proto tym G. Johnsyho [12] pouzil aminojil, ktery je zcela dispergova-
telny ve vodé a tudiz dochézi k homogennimu sitovani s polyvinylalkoholem (PVA).
Takto byl vytvoren nanokompozitni transparentni film (obr 10A), ktery vyrazné zlep-
soval vysledné vlastnosti kompozitu. Nanokompozit Aj-PVA vykazoval vyssi pevnosti
v tahu (48 MPa) nez samotny PVA (35 MPa) a vyssi mezni napéti (200 %) oproti kom-
plexu prirodniho jilu s PVA (100 %). Tyto mechanické vlastnosti se jesté zlepsily po
pridani nanocastic zlata (Obr. 3.4b) a stiibra (Obr. 3.4c). Struktura inkorporova-
nych c¢astic byla prokazéana rentgenovou praskovou difrakci, skenovaci elektronovou
mikroskopii a infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci. Dale byly zjis-
tény bariérové vlastnosti vici kysliku, kdy se rychlost prenosu kysliku snizovala se
vzrustajicim podilem aminojilu v komplexu Aj-PVA. Dalsi vyhodou je antimikro-
bidlni Gc¢inek (markantnéjsi pridavkem nanocéastic kovi), ktery spolu se zminénymi
mechanickymi a bariérovymi vlastnosti nabizi komplexu Aj-PVA mnoho potencial-
nich aplikaci, naptiklad v inteligentnich obalovych materidlech urcéenych nejen pro
potravinarsky primysl.
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Obréazek 3.4: Zleva: (a) nanokompozitni film Aj-PVA, (b) Aj-PVA s pridavkem
Zlatych nanocdstic a (c¢) s pridavkem stribrnjch nanocdstic [11]

Déale byly zkoumény hydrogelové komplexy s aminojilem, které vykazovaly lu-
miniscenc¢ni vlastnosti. Aminojil byl pouzit jako matrice poutajici fluorofory, u kte-
rych tak nedochazelo k fluorescenénimu zhaseni a dokonce zvysoval kvantovy vytézek
fluorescence. Aminojil lze modifikovat tfemi zpusoby. Prvni moznosti je modifikace
primo struktury aminojilu zavedenim chelatovaného tézkého kovu. Druhou moznosti
je navazani fluorescenc¢ni latky na povrch aminojilu a treti moznosti je interakce ami-
nojilu s uhlikovymi nanoteckami. Aplikacni zajem je vsak prozatim smétovan k UV
lampam emitujici bilé svétlo a LED diodam, u kterych je mozné ladit barevnost lumi-
niscence [13, 44]. Touto problematikou se podrobnéji zabyva Be. Anna Prochazkova
ve své diplomové praci ,, Fluorescencni spektroskopie ve vyjzkumu aminojii® [15].
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4 CIL PRACE

V predchozi praci mé kolegyné pojednévajici o interakci aminojilii s polyelektrolyty
ptirodniho puvodu [5] bylo zminéno, ze smisenim roztoku aminojilu s roztokem hya-
luronanu (MMW) vznikd po protfepani relativné pevny hydrogel vldknitého charak-
teru. Tento hydrogel vznika elektrostatickou interakci a néslednou fazovou separaci
z roztoku. V préci byly stanoveny koncentracni a objemové poméry roztokt aminojilu
a hyaluronanu sodného, které vedly ke vzniku srazeniny. Po vizualni strance celistva
srazenina vznika pouze v pripadé, je-li hyaluronan pridavan do roztoku aminojilu po-
stupné a v danych objemech. Naopak jednorazovym pridanim roztoku hyaluronanu do
roztoku aminojilu vznikaji rozbalené srazeniny (zejména pii pouziti vice koncentrova-
ného roztoku HyA). Pomoci optického mikroskopu byla potvrzena vldknita struktura
Aj-HyA. Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) prokazala,
ze hydrogel obsahuje jak hyaluronan, tak i aminojil (nedoslo pouze k samovolnému
shluknuti HyA) a nakonec reologickym métenim viskoelasticity byl prokazan gelovy
charakter srazeniny Aj-HyA.

Cilem mé prace je ovérit strukturu a prostudovat vlastnosti vlaknitého hydrogelu
Aj-HyA (MMW). Déle jsem se zamérila na interakci aminojilu s nizkomolekuldrnim
hyaluronanem sodnym a polystyrensulfonatem sodnym.

Resersni ¢ast mé prace byla zamérena na dosavadni publikované informace z ob-
lasti vyuziti aminojilu, popripadé vytvoreného nanokompozitu se syntetickym poly-
merem, v medicinskych aplikacich.

Z publikaci vyplyva, ze pro zjisténi strukturni charakterizace se vyuziva elektro-
nové mikroskopie, rentgenové praskové difrakce a infracervené spektroskopie s Fourie-
rovou transformaci. Pro zjisténi zakladnich viskoelastickych vlastnosti hydrogeli se
pouziva metoda reologie. Pomoci termogravimetrického méreni je pak zjistovan ob-
sah vody a susiny hydrogeli. Pro tuto diplomovou praci jsem vSechny vyjmenované
metody prakticky pouzila, a to na Fakulté chemické VUT v Brné. Jelikoz je aplikacni
potencial hydrogelu Aj-HyA zaméfen na oblast medicinskych aplikaci, z resersi vy-
plyva, zZe je tfeba zjistit zejména antibakterialni, rehydratacni a tzv. samoregeneracni
vlastnosti. Déle je diilezité determinovat chovani hydrogelu ve fyziologickém roztoku
nebo za extrémnich teplotnich podminek. Z vyhodnocenych vysledki této prace bude
na zaver zhodnocen aplikac¢ni potencial hydrogelu Aj-HyA pro zminénou medicinskou
oblast, konkrétné se nabizi pouziti pro vlhké kryti ran.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Chemikalie

Priprava aminojilu

3-aminopropyltriethoxysilan CAS: 919-30-2, Sigma Aldrich,
sarze 612108-00-0

Hexahydrat chloridu hote¢natého CAS: 7791-18-6, Lachner,
sarze PP/2012/11656

Ethylalkohol 96 % p.a Lachner, Ssarze 220313

Priprava hydrogelu

Hyaluronan sodny LMW HyA, Mw =450kDa, Contipro, sarze 208-125

MMW HyA, Mw = 850 kDa, Contipro, Sarze 211-7794
Polystyren sulfonat sodny CAS: 25704-18-1, Sigma — Aldrich, Sarze 434574-100G
Chlorid sodny CAS: 7647-14-5, Penta, sarze 210621616

Organicka rozpoustédla

Amoniak I. ¢. 007-001-01-2, Penta, sarze 2106210616
Kyselina octova CAS: 64-19-7, Lachner, PP /2011/07485
Toluen I. ¢. 601-021-00-3, Penta, sarze 2103100316
Chloroform I. ¢. 602-006-00-4, Penta, sarze 2008060815
Dichlormethan I. ¢. 602-004-00-2, Penta, sarze 2109010916
Isopropylalkohol L. ¢. 603-117-00-0, Penta, Sarze 171116112
Methanol CAS: 67-56-1, Lachner, 20038-AT0
Ethylenglykol Lachema

Methyl terc-butylether ~ CAS: 1634-04-4, Lachner, I¢. 603-181-00-x
Aceton I. ¢. 606-001-00-8, Penta, sarze 1902110216
Dimethylsulfoxid CAS: 67-68-5, Penta, sarze 1909150914
N,N-dimethylformamid CAS: 68-12-2, Sigma — Aldrich, sarze 33120-2,5-R
Tetrahydrofuran CAS: 109-99-9, Lachner, I1.¢. 603-025-00-0

Ethanol laboratorni
Demineralizovana voda Miliphore: Mili-Q, Purelab: ELGA

Antimikrobialni testy

Micrococcus luteus — CCM 1569 Ceska sbirka mikroorganismfi v Brné
Serratia marcescens CCM 8587 Ceské sbirky mikroorganismii v Brné
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5.2 Pristroje

Odstredivka Rotofix 32, Hettich Zentrifugen
SusarnaVenticell, BMT Medical Technology
Ptistroj Pure lab

UV lampa Kriiss, Merci

RTG difraktometr Empyrean, Panalytical
spektrometr Nicolet iS50

SDT Q600 (TA Instruments) + thermo nicolet IS10
TA-instruments Q5000

Reometr AR G2, TA Instruments

ZWICK Z010 zafizeni pro tah

Elektronovy mikroskop Zeiss EVO LS10

5.3 Priprava vzorki

5.3.1 Priprava aminojilu

Aminojil byl pfipraven pomalym prikapavanim 1,3 ml 3-aminopropyltriethoxysilanu
(APTES) do roztoku chloridu hofe¢natého (0,84 g) rozpusténého v ethanolu (20g).
Vznikla bila suspenze byla michana do té doby, nez se odparilo rozpoustédlo. Po
odpateni bylo pfiddno 20ml ethanolu (promyti silanolovych skupin), smés byla od-
stfedéna (4000 ot /min, 5 min) a vysusena pii 50 °C. Déle byl nutny krok exfoliace jilu.
Vysuseny meziprodukt byl rozpustén v deionizované vodé a precipitovan ethanolem.
Vznikla suspenze byla odstfedéna, promyta opét ethanolem a vysusena pti 50 °C.
Z tohoto poméru surovin byl vytézek cca 0.4 g.

5.3.2 Priprava vzorkt obsahujici aminojil a biopolymer

5.3.2.1 Interakce aminojilu s hyaluronanem sodnym

Do vodného rozotku aminojilu (4ml) o koncentraci 10 g - dm~3 byl jednorazové napi-
petovan roztok hyaluronanu o stfedni (MMW, 800-1000 kDa) molekulové hmotnosti
(4ml) a koncentraci 5g - dm—3. Vzorky s obsahem hyaluronanu(LMW, 300-500 kDa)
byly pripraveny stejnou cestou o stejnych objemovych pomérech, avsak riuznych kon-
centracich (2,5; 5 a 10g-dm™3). VSechny vzorky byly poté protfepany, aby doslo
k fazové separaci.

Pro studium vlivu iontovych byl pred pridanim roztoku hyaluronanu pridan chlo-
rid sodny v mnozstvi 0,045 g NaCl (fyziologicky roztok), 0,09 g NaCl a 1,8 g NaCl.

5.3.2.2 Interakce aminojilu s polystyrensulfonatem

Opét do vodného roztoku aminojilu (4 ml o koncentraci 10g-dm—2) byl napipe-
tovan jednordzové roztok polystyrensulfondtu o koncentraci 10g-dm=3) a objemo-
vém mnoZstvi 4 ml. Dale byly pfipraveny vzorky obsahujici HyA (5g-dm™3) a PSS
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(10g - dm™3) o riznych objemovych pomérech. Vzorky byly poté protfepdny a byla
zjistovana fazova separace.

5.3.3 Priprava vzorka pro termicka a mechanicka meéreni

Byly pripraveny tii vzorky vlaknitého hydrogelu Aj-HyA (MMW) postupem popsa-
nym v kapitole 5.3.2.1. Jeden ze vzorku byl vysusen pri 50°C a rehydratovan dei-
onizovanou vodou (5ml). Druhy vzorek byl zmrazen pii —18°C a tfeti vzorek byl
ponechan cerstvy pro porovnani.

5.4 Metody charakterizace hydrogelu Aj-HyA

5.4.1 Charakterizace struktury hydrogelu pomoci SEM a XRD

Meéreni struktur samotného aminojilu a vysuseného hydrogelu Aj-HyA probihaly na
skenovacim elektronovém mikroskopu Zeiss EVO LS10. Na vzorky byla fyzikalné
deponovéana vrstva kovu (smés zlata a palladia) z plynné faze pomoci Sputter Coateru.
Konkrétni nastaveni pristroje je uvedeno vzdy pod prislusnou fotografii vzorku.

Pomoci rentgenové praskové difrakce (XRD) byly zjistény difraktogramy ami-
nojilu a vysuseného hydrogelu Aj-HyA (MMW) na pristroji Empyrean. Nastaveni
pristroje je uvedeno v tabulce 5.1.

Aminojil byl pro obé analyzy pripraven standardni metodou, viz kapitola 5.3.
Vlaknity hydrogel Aj-HyA byl pripraven dle postupu popsanym v kapitole 5.3.2.1
a nasledné byl ponechan pti laboratorni teploté k vysuseni.

Tabulka 5.1: Parametry nastaveni XRD pristroje

Parametr Nastaveni

Material anody med

Vinova délka K,q a Kao 1,541 x 10719 a 1,544 x 10719 m
Generované napéti a proud | 40kV a 30 mA

Snimek jednoho bodu 95,88s
Snimani 3,8 — 65 °théta
Krok skenu 0,01313 °théta

5.4.2 Studium stability hydrogelu

Vizualné byl zkouman vliv iontové sily na fazovou separaci hydrogelu Aj-HyA. Déle
byla zjistovana rozpustnost samotného aminojilu a dezintegrace hydrogelu Aj-HyA
(MMW) v organickych rozpoustédlech. Ke vzorkim bylo vzdy priddno 0,5ml pii-
slusného organického rozpoustédla (viz vycet chemikalif). Pokud nedoslo k okamzité
dezintegraci, pak vzorky se nechali na tfepacce do druhého dne. Pokud k rozpusténi
opét nedoslo, vzorky byly okyseleny kyselinou octovou (0,5 ml). Dale byla proméfena
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pomoci FTIR analyzy skupina péti vzorkit pomoci spektrometru Nicolet iS50. Vy-
¢et pripravenych vzorkl je zobrazen v tabulce 5.2. Timto méfenim se zjistily vyse
intenzity u ruzné starych a ruzné skladovanych vzorku. Aminojil byl pro vsechny
vysSe uvedené experimenty pripraven postupem popsanym v kapitole 5.3.1 a hydrogel
Aj-HyA (MMW) v kapitole 5.3.2.1.

Tabulka 5.2: Seznam a popis vzorkl

Vzorek | Priprava

1 Aminojil v pevném stavu

Hydrogel Aj-HyA (MMW) skladovan v lednici po dobu 7 dnt

Xerogel Aj-HyA (MMW) skladovan za lab. teploty po dobu 7 dni, re-

2

3 Xerogel Aj-HyA (MMW) skladovéan za laboratorni teploty po dobu 7 dnt
4 .

hydratovan

Cerstvy hydrogel Aj-HyA (MMW) piipraven ze zasobnich roztoki skla-
dovanych po dobu 7 dnt (HyA v lednici a Aj za lab. teploty)

5.4.3 Opracovatelnost hydrogelu

Nejprve byl vizudlné zkouméan vliv rehydratace a botnani xerogelu Aj-HyA. Déle byla
vizualné zkoumana rehydratace u rozemletych vzorki xerogelu Aj-HyA. Byly pripra-
veny ¢tyti vzorky hydrogelu Aj-HyA (MMW), které byly pfes noc vysuseny v susarné
pri . Po vysuseni byly dva vzorky rozemlety. Ke vzorkiim byla napipetovana deioni-
zovand voda, a to jednorazové (5 ml), anebo postupné po 1 ml (do 5 ml). Vzorky
byly ponechany ¢tyri hodiny pti laboratorni teploté a byla zjistovana schopnost re-
hydratace a velikost botnani. V poslednim experimentu byl pripraven vzorek Aj-HyA
(MMW), ktery byl zmrazen pii —18 °Ca poté rozmrazen. U tohoto vzorku porovné-
vana pouze vizualni stranka s cerstvym vzorkem. VSechny vzorky byly pripraveny dle
postupu uvednym v kapitole 5.3.2.1.

5.4.4 Termicka a mechanickd méreni

Diferencialni termickd analyza cerstvé, rehydratované a rozmrazené srazeniny Aj-
HyA (MMW) byla provedena na analyzatoru SDT Q600 (TA Instruments) + thermo
nicolet IS10. Byla nastavena atmosféra argonu s teplotnim rozsahem od laboratorni
teploty po 1200 °C.

Termogravimetrickd analyza predchozich tii vzorka Aj-HyA (MMW) byla pro-
vedena na pristroji TA-instruments Q5000. Pii vSech termogravimetrickych experi-
mentech byl nastaven rezim ohievu s krokem 10°C - min~! v teplotnim rozsahu od
laboratorni teploty do 200 °C a okolni atmosférou dusiku.

Reologické testy u stejnych vzorku Aj-HyA (MMW) byly proméreny pomoci re-
ometru AR G2, od firmy TA Instruments. Vsechny parametry méreni jsou uvedeny
v tabulce 5.3.

Vsechny tii vzorky byly podrobeny oscila¢nimu reologickému méreni pro zjisténi
viskoelastickych vlastnosti. Nejdrive byl proveden deformacni test, jehoz vysledkem je

27



Tabulka 5.3: Parametry reologického méteni vsech t¥i vzorkt Aj-HyA

Parametr Nastaveni

Senzor Deska-deska (ocel), 8 mm

Podminky 5 minut, 25°C

Rozsah amplitud deformace | 0,01-1000 % (0,3 % vybréno z LVO)
Frekvence oscilaci 0,01-20 Hz (1,0 Hz v deformac¢nim testu)
Pocet bodi na dekadu 6

Mod logaritmicky

Mezera 0,5mm

zavislost viskoelastickych moduli (pamétového a ztratového) na amplitudé deformace
pri konstantni hodnoté frekvence oscilaci. V oblasti linearni viskoelasticity (LVO) byla
vybrana jistda hodnota napéti, kterd byla pouzita pro nasledujici frekvencni testy.
U frekvencnich testu je zvolend hodnota deformace (napéti) konstantni a ménila se
frekvence otaceni.

Déale na univerzalnim zkusebnim zarizeni pro tah ZWICK Z010 byly testovany
vzorky cCerstvé, rehydratované a rozmrazené srazeniny Aj-HyA (MMW) pro zjisténi
mechanickych statickych vlastnosti pomoci tahu.

Pripravy Cerstvé, rehydratované a rozmrazené srazeniny Aj-HyA (MMW) pro
vsechny vyse uvedené analyzy jsou popsany v kapitole 5.3.2.1.

5.4.5 Antimikrobialni testy

Testovani bylo provedeno pomoci dvou druht bakterii. Jednalo se o gram negativnich
bakterie Serratia marcescens a gram pozitivnich bakterii Micrococcus luteus. Nejprve
byly standardnim zptisobem pripraveny obé bakterialni kultury, tedy bylo zaockovano
tekuté médium, které bylo inkubovano 24 h v termostatu pfi optimalni teploté 37 °C.
Z takto pripraveného média byly na misky s agarem rovnomérné naneseny obé bakte-
ridln{ kultury a po jejich zaschnuti byly naneseny i analyzované vzorky (formou jamek
¢i diski v zévislosti na viskozité materialu). Po 24 hodinach byly vzorky zkontrolo-
vany a byly odecteny velikosti vzniklych inhibi¢nich z6n. Antimikrobialni vlastnosti
byly testovany u roztoku aminojilu (10g - dm=3), srazeniny Aj-Hya a roztoku kolem
srazeniny Aj-HyA. Aminojil byl pfipraven standardnim zptisobem viz kapitola 5.3.1 a
hydrogel Aj-HyA byl pripraven zptisobem popsanym v kapitole 5.3.2.1. Pro srovnani
byla testovéna i sterilovand voda a roztok hyaluronanu (5g - dm™3).

5.4.6 Fluorescenc¢ni test

Vzorek aminojilu a vzorek hydrogelu i xerogelu Aj-HyA (MMW) byly na zavér prace
pro zajimavost dany pod UV lampu ozarujici vinovou délkou 254 nm a 365 nm.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Interakce aminojilu s biopolymery

K roztoku aminojilu (4ml, 10g-dm™2) byl napipetovan roztok piislusného biopo-
lymeru o rizném objemovém a koncentrac¢nim pomeéru (tabulka 6.1). Po protrepani
byla vizualné zjistovana fazova separace. Ptiprava vzorki je popsana v kapitole 5.3.2.1
a 5.3.2.2.

Tabulka 6.1: Interakce aminojilu s biopolymery

Vzorek | Biopolymer | Koncentra¢ni a objemové poméry

1 MMW HyA | 5ml 5g-dm° MMW HyA

2 LMW HyA | 5ml 10g -dm ° LMW HyA

3 5ml 5g-dm=3 LMW HyA

4 5ml 2,5g-dm™ LMW HyA

5 MMWHyA | 25ml 10g-dm=3 LMW HyA + 2,5ml 5g-dm™> MMW
LMW HyA | HyA

6 PSS 5ml 10g-dm= AJ + 5ml 10g - dm™ PSS

7 LM\P;VS?{yA 3ml 10g-dm=3 PSS + 1ml 5g-dm—3 MMW HyA

8

2ml 10g - dm > PSS + 2ml 5g - dm > MMW HyA

Obrazek 6.1: Vzniklda sraZenina aminojilu a MMW HyA —referencni vzorek ¢. 1

Bylo zjisténo, ze k tvorbé gelovité srazeniny dochézi i interakei aminojilu s LMW
hyaluronanem. Srazeniny vSak nemaji tak komplexni tvar jako s MMW HyA a ne
vSechna vytvorend vldkna se zaclenuji do vzniklého komplexu (obr. 6.2). Interakei
aminojilu s PSS (vzorek ¢. 6) nedoslo ke vzniku zadnych pozorovatelnych ttvart, smi-
senim roztoki vznikla zakalend disperzni soustava, kde nebyl pozorovan ani vlaknity
charakter. Pokud se vSak smisil aminojil s roztokem obsahujicim PSS i HYA, doslo ke
tvorbé srazeniny ¢i pouze jen vlaknitych castic, a to dle poméru Aj i HyA (obr. 6.3).
Srazeniny vsak nemély tak pevny charakter a na prvni pohled neobsahovaly tolik
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vazané vody jako bézné pfipravované komplexy AJ-HyA (MMW) (obr. 6.1). Proto
byl pouze tento vzorek vybran pro sadu experimenti, jejichz vysledky by méli pri-
nést predstavu o strukture a vlastnostech nanokompozitu aminojilu s biopolymerem
hyaluronanem sodnym (MMW).

Obrazek 6.2: Viaknité precipitity aminojilu s LMW HyA
zleva vzorek ¢. 2, ¢. 3, ¢. 4 a ¢. 5

Obrézek 6.3: Interakce aminojilu s PSS —zleva vzorky ¢. 7 a ¢. 8

6.2 Charakterizace struktury hydrogelu

6.2.1 Skenovaci elektronova mikroskopie

Pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu byla sledovana struktura samotného
aminojilu v pevném stavu (viz obr. 6.4) a vlaknitého hydrogelu vzniklého interakei
aminojilu a hyaluronanu (MMW), viz obr. 6.5. Aminojil byl pripraven postupem
popsanym v kapitole 5.3.1 a hydrogel Aj-HyA (MMW) v kapitole 5.3.2.1. U obou
vzorkll byla provedena prvkova analyza, kterd je zobrazena na obrazku 6.6.
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EVO LS 10 20 pm WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 581.6 nm Width = 595.6 pm
11 Apr 2016 Mag = 500 X Chamber = 6.40e 003 Pa

SEM EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 IProbe = 600 pA
ZEISS

Obrazek 6.4: Snimek aminojilu pomoci SEM, zvétseni 500x

SEM 2 EHT = 10.00 kv Signal A = SE1 | Probe = 600 pA
EVO LS 10 pm WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 58.08 nm Width = 59.47 pm ZEISS
11 Apr 2016 Mag= 5.00HK X Chamber = 4.39e 003 Pa

Obréazek 6.5: Snimek vysuseného komplexu j-HyA (MMW) pomoci SEM, zvétsent
5000 x
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Obréazek 6.6: Prvkovd analyza samotného aminojilu a hydrogelu aminojil-hyaluronan
(MMW)

U aminojilu byla pozorovana hladka, vrstevnata 3D struktura s obc¢asnymi praskli-
nami. Déle byla pozorovana vlaknita struktura vysuseného komplexu aminojil-hyalu-
ronan, kterda byla v nevysuseném vzorku sledovana pouhym okem. Prvkova analyza
byla provedena pro kazdy vzorek na dvou rtiznych mistech. Vystup méreni je uveden
jako priamér hodnot obou mist. Oproti predeslému meéreni je pozorovan nizsi obsah
chloridu ve vzorku aminojilu (cca 11 %, diive cca 17 %), je tedy znatelnd optimalizace
pripravy aminojilu. Ve vzorku komplexu aminojil-hyaluronan doslo ke zménam prv-
kového slozeni, nicméné zmény nejsou nijak vyrazné, vyjma obsahu uhliku a chloru.
Navic je zde dokézana pritomnost sodiku, ktera je zptisobena pridavkem hyaluronanu
sodného.

6.2.2 Rentgenova praskova difrakce

Struktura aminojilu a xerogelu Aj-HyA (MMW) byla prostudovéana také pomoci rent-
genové praskové difrakce. Difraktogramy obou méreni jsou uvedeny na obrazku 6.7.
Z nich muzeme provést zakladni identifikaci a vypocitat strukturni charakteristiky
krystalické mtizky. Zamérem této analyzy bylo porovnani krystalografického charak-
teru aminojilu u obou vzorku. Vzorek hydrogelu byl pripraven postupem popsanym
v kapitole 5.3.2.1 a byl ponechan k vyschnuti pri 50 °C.

Pomoci XRD analyzy byla ovérena krystalickd struktura aminojilu. Prvni a nej-
vétsi difrakce odpovida rozteci desticek aminojilu, ve které je navazédna aminopro-
pylova skupina. Dalsi piky odpovidaji krystalické struktufe anorganického jilového
mineralu ze skupiny mastku. Vzorek obsahujici hyaluronan ma vice amorfni struk-
turu a navic, coz je zajimavé, obsahuje vykrystalizované castice chloridu sodného,
které ztejmé vznikly interakcemi iont prekurzorii. Detailni struktury jsou uvedeny
priloze na obrazku 10.1 a obrazku 10.2.
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Obréazek 6.7: Difraktogram vzorku aminojilu a xerogelu Aj-HyA (MMW), kde jsou
hvézdickou oznaceny piky NaCl a koleckem charakterizace aminojilu

6.3 Studium stability hydrogelu Aj-HyA

6.3.1 Vliv iontové sily na vznik hydrogelu

Vizualné byl zkouméan vliv iontové sily na fazovou separaci hydrogelu Aj-HyA. Cely

popis experimentu je popsan v kapitole 5.3.1. Vizualni porovnani vsech vzniklych
srazenin je uveden na obrazku 6.8.

Obrazek 6.8: Vidknita sraZenina bez pridavku NaCl, pridavek 0,045 g NaCl
(fyziologicky roztok), 0,099 NaCl a 1,89 NaCl

Fyziologicky roztok je 0,9 % roztok chloridu sodného (NaCl) a je jednim z nej-
zakladnéjsich roztok v mediciné. Cilem tohoto experimentu bylo ovérit vznik sra-
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zeniny pri upravé iontové sily pomoci NaCl. Bylo prokazano, ze iontova sila ovlivni
fazovou separaci a tedy vznik srazeniny. Bez pridavku chloridu sodného je srazenina
nadychand, rozvolnénd a bez viditelného zakalu. P¥idavkem 0,045 g NaCl (0,15 M fy-
ziologicky roztok) je vice kompaktni a dochdzi k mirnému bilému zdkalu okolniho
roztoku, ktery je zptsoben vétsim poctem iontovych struktur rozptylujicich svétlo.
Bily zakal se zvysuje s dalsimi pridavky chloridu sodného. S nejvétsim ptidavkem
chloridu sodného je fazova separace minimalni a zakal okolniho roztoku je nejvétsi.
V tomto piipadé chloridové anionty pridané do roztoku aminojilu interaguji s exfoli-
ovanymi destickami aminojilu a po ptridavku hyaluronanu sodného nenastava takové
interakce a fazové separaci. Z toho je usouzeno, ze pocet elektricky nabitych céstic
pritomnych v okoli dispergovaného aminojilu ovlivni interakci s jakymkoliv druhem
biopolymeru.

6.3.2 Stabilita hydrogelu v organickych rozpoustédlech

Nejprve byla charakterizovana rozpustnost v organickych rozpoustédlech samotného
aminojilu, déle pak rozpustnost hydrogelu Aj-HyA (MMW). Popis ptipravy experi-
mentu je uveden v kapitole 5.4.2.

Bylo zjisténo, ze aminojil je mozné rozpustit v etylenglykolu, avsak oproti deio-
nizované vodeé je rozpousténi velice pomalé. Pridavek kyseliny octové k nerozpusteé-
nym vzorklim by mél zptsobit protonaci aminoskupin a usnadnit tak rozpustnost.
Nicméné bylo zjisténo, ze aminojil je po okyseleni rozpustny pouze v methanolu, ale
neni rozpustny ve vsech dalSich organickych rozpoustédlech, a to ani po okyseleni
soustavy.

K fazové preméné a rozpusténi vldknitého hydrogelu Aj-HyA (MMW) doslo pouze
u amoniaku, nicméné po okyseleni doslo k okamzitému rozpusténi u dichlormethanu,
chloroformu, methylacetatu a methyl terc-butyl etheru. Po delsim casovém tseku
doslo po okyseleni i k rozpusténi u vzorku obsahujici toluen a demineralizovanou
vodu.

6.3.3 Starnuti hydrogelu

Métenim FTIR analyzy byly zjistény intenzity absorbance v zavislosti na vlnoctu
u ruzné starych a rizné skladovanych vzorkia Aj-HyA (Obr. 6.9).Vycet pfipravenych
vzorkl je zobrazen v tabulce 5.2.

V pripadé proméreni vzorka srazenin byla vedle aminojilu prokazana i pritom-
nost charakteristickych skupin hyaluronanu. Pik o vlno¢tu cca 1150 cm™! je charak-
teristicky pro glykosidickou vazbu C—O—C. Na pritomnost etheru poukazuji polohy
péastt 1205 a 1235 cm~!. Vibrace vazeb v karboxylovych skupindch C=0 a C—O— jsou
v polohach o vInoétech kolem 1595 cm ™, resp. 1330, 1375 a 1410 cm~!. Déle je mozné
pozorovat pik o vlnoc¢tu cca 1565 cm™!, ktery poukazuje na pfitomnost vazby N—H
v amidové vazbé.

Obecné lze u spekter pozorovat relativné nizkou intenzitu absorbance, a to do
hodnoty 0,5. Vliv degradace HyA je tedy patrny se srovnanim cerstvého vzorku,
u kterého dosahovali hodnoty absorbance az dvojnasobnych hodnot (srovnano z ana-
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Obrazek 6.9: Namerend FTIR spektra pro pripravené vzorky aminojilu a jeho
komplexu vzniklych interakci s HyA se zachovalou intenzitou absorbance

lyzy uvedené v bakaldiské praci Anny Prochézkové [5]). Déale je patrna degradace
i v hiire pozorovatelnych oblastech poukazujicich na ptritomnost glykosidické vazby
(oblast kolem 1150 cm™!). Vliv skladovani roztoku aminojilu na jeho degradaci nebyl
doposud nikde popsén, nicméné i tento fakt by se mohlo projevit na snizeni intenzity
absorbance.

Déle byla pozorovana degradace vzorku komplexu aminojil-hyaluronan po jeho
rehydrataci po 7 dnech (srovnani vzorku 3 a 4). K vyrazné pozorovatelné degra-
daci vzorku po vysuSeni srazeniny (srovnani vzorku 2 a 3) nedoslo, zde jsou pouze
pozorovatelné zmény v oblasti v okoli vlno¢tu 500cm™, coz miZe byt zpiisobeno
odstranénim vody ze struktury aminojilu. Spektrum ve zminéné oblasti u vzorku 3
je podobné pravé spektru naméreného ¢istého aminojilu (vzorek 1).

6.4 Opracovatelnost hydrogelu

6.4.1 Vliv rehydratace

Cerstva hydrogelové faze byla ponechéna pii 50 °C vyschnout a bylo zjistovano, zda
je xerogel schopen rehydratace a navratu do puvodniho stavu. Vysledky jsou ukazany
na obrazku 6.10.

Velice zajimavé je zjisténi, ze xerogel Aj-HyA je schopen rehydratace, coz je dile-
zitym faktem pro budouci pouziti. Rehydratovany vzorek je viditelné plossi, ve formé
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Obrazek 6.10: Zleva: hydrogel Aj-Hya, pred vyschnuti, jeho vysusend forma a forma
rehydratovand

tenkého filmu, ktery se jevi kompaktnéjsi. U tohoto rehydratovaného filmu byl zjis-
tovan obsah vody pomoci termogravimetrického méreni a viskoelastické vlastnosti
pomoci reologie.

6.4.2 Vliv mleti a rehydratace

Dale byla zkouméana rehydratace a botnani u rozemletych vzorkt xerogelu Aj-HyA.
Priprava ¢tyti vzorkt hydrogelu Aj-Hya je popsana v kapitole 5.3.2.1.

Métené vzorky:

Vzorek ¢. 1: Rozemlety vzorek, jednorazovy piidavek vody (5ml)

Vzorek ¢. 2: Rozemlety vzorek, postupny pridavek vody po 1ml

Vzorek ¢. 3: Nerozemlety vzorek, jednorazovy pridavek vody (5ml)

Vzorek ¢. 4: Nerozemlety vzorek, postupny ptidavek vody po 1ml
Fotodokumentace k celému experimentu je zobrazena na obrazku 6.11 a obrazku 6.12.

Obrazek 6.11: Zleva: Rozemleté vzorky ¢. 1 a ¢. 2. ihned po rehydrataci a po ctyrech
hodindch

Rozemleté vzorky se po pridavku demineralizované vody nespojily v jeden ce-
lek, viditelné vSsak nabobtnaly a po ¢tyfech hodindch jesté markantnéji. Nerozemleté
vzorky pri rehydrataci také absorbovaly cast vody a v této fazi bylo mozné vrstvu
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Obrazek 6.12: Zleva: nerozemleté vzorky ¢. 3 a ¢. 4 ihned po rehydrataci a po 4
hodindch

hydrogelu sloupnout a bez naruseni premistit. Rehydratovany hydrogel nenabobtnal
do 3D rozméru jako pred vysuSenim, ztstal plochy a kompaktnéjsi. Mezi jednorazo-
vym a postupnym pridavkem demineralizované vody nebyl shledan viditelny rozdil
na rehydrataci pro oba typy hydrogeli.

6.4.3 Cyklické mrazeni a tani

Byly provedeny experimenty ovérujici chovani a stabilitu hydrogelu pii jeho zmrazeni
(obr. 6.13). Po zmrazeni se gel vraci do puvodniho stavu, a to pfi cyklickém mrazeni a
tani. Vizualné nebyly pozorované zmény ve tvaru ¢i pevnosti v porovnani s cerstvym
vzorkem a vzorkem po rozmrazeni (i opakovaném). Rozmrazeny hydrogel Aj-HyA
byl charakterizovan pomoci termogravimetrického méteni pro zjisténi obsahu vazané
vody a pomoci reologie byly zjistény viskoelastické vlastnosti. Tyto experimenty jsou
uvedeny nize v experimentalni ¢asti.

Obrazek 6.13: Zmrazeny vzorek hydrogelu Aj-HyA (MMW)
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6.5 Studium termickych a mechanickych vlastnosti

6.5.1 Termicka analyza

Nejprve byla zjisténa termostabilita Cerstvé srazeniny Aj-HyA (MMW) pomoci di-
feren¢ni termické analyzay (DTA). Méfeni probihalo od laboratorni teploty az po
1200°C. Modra krivka znazornuje zavislost ibytku hmotnosti na vzristajici teploté
(TG), hneda kiivka je jeji derivaci (DTG) a koneéné ¢ervend kiivka je kiivka DTA,
kde jsou vykresleny endotermické a exotermické zmény déjici se ve vzorku. Cely prii-
béh méfeni je znazornén na obrazku 6.14.
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Obréazek 6.14: Méreni termickych viastnosti (DTA) cerstvého vzorku hydrogelu
Aj-HyA

Jelikoz cerstvy vzorek Aj-HyA obsahuje mnoho vody, dochazi jiz pred nastave-
nim pristroje k jejimu vyparovani. Proto mél pristroj DTA problém nastavit nulu
a spustit méfeni. Po spusténi méfeni (150 °C) se vsak jiz stihla vypafit vdzana voda
ze vzorku. Tim padem pro métreni dalSich vzork bylo nutné prejit k pomalejsimu
ohfevu jen do nizsi teploty, abychom byly schopni urcit celkové mnozstvi vody, ktery
je vzorek schopen prijmout. Proto byla znovu provedena termicka analyza, a to po-
moci termogravimetrického méfeni, pouze do teploty 200 °C (uvedena nize). Nicméné
méfeni DTA Cerstvé srazeniny Aj-HyA (MMW) ukazalo rozklad komponent pri vy-
sokych teplotach (az 1200 °C). Termogravimetrickd modré kiivka vykazuje nejvétsi
hmotnostni ztraty ve tfech krocich. Nejprve dochazi k dehydrataci vody ze vzorku,
nasleduje rozklad organické ¢asti (pyrolyza aminopropylovych skupin) a posledni je
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rozklad anorganické matrice aminojilu. Hnéda ktivka je jeji derivaci a vykazuje tii in-
flexni body pri 229,35 °C, 419,19°C a 1008,01 °C . Zde dochazi k maximalni rychlosti
tiniku latek z divodil jiz vyse popsanych. Cervend kiivka (DTA) popisuje nejprve
endotermni reakci, kterd je potfebna k dehydrataci vzorki a déle nasleduje nastup
exotermni reakce zpiisobené termickym rozkladem.

Termogravimetricka analyza cCerstvé, rehydratované a rozmrazené srazeniny Aj-
HyA probihala v teplotnim rozsahu od laboratorni teploty do 200 °C a okolni atmo-
sférou dusiku. Cilem této analyzy bylo urcit vazanou vodu ve vzorku a hmotnost
susiny. Ve spektrech vsech tii vzorkl se objevuje na kfivce jeden zlom okolo 100 °C,
coz odpovida vysuseni vody. VSechny namétrené hodnoty tii vzorki jsou uvedeny
v tabulce 6.2. Termogravimetricka krivka cerstvé srazeniny Aj-HyA je uvedena na
obr. 6.15, ostatni jsou uvedeny v pfiloze (obr. 10.3, obr. 10.4).
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Obréazek 6.15: Zaznam termogravimetrického mereni vybraného vzorku cerstvé
srazeniny Aj-HyA

Zelena krivka z TG meéreni ukazuje zavislost hmotnosti na vzrustajici teplote.
Derivaci této kiivky byla zjisténa DTG kiivka (modrd kiivka) s jednim vrcholem
odpovidajici inflexnimu bodu, kde dochézi pti urcité teploté k maximalni rychlosti
uniku latek. Inflexni body jsou u vsech tii vzorki vykresleny ostie a udavaji teplotu,
kdy je ze vzorku vysusena vétsina vody (viz hmotnostni ibytek). Termogravimetricka
krivka zac¢ina u vsech vzorku klesat ihned po zacatku méreni, tudiz k dehydrataci
dochazi jiz pri nizkych hodnotach teplot a je velmi tézké stanovit realnou hodnotu
zacatku vysusovani. Dilezitym parametrem je hodnota susiny, kterda se pohybuje
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v rozmezi 7,11 % az do hodnoty 9,84. CoZ znamenad, ze Cerstvy hydrogel Aj-HyA je
schopen pojmout 92,89 % vody, rehydratovany vzorek Aj-HyA 90,16 % a rozmrazeny
vzorek 92,89 % vody. Tyto hodnoty se od sebe nelisi nijak markantné, coz je velkym
prinosem pro budouci aplikaci, jelikoz komplex Aj-HyA neztraci schopnost vazat vodu
ani za extrémnich teplotnich podminek.

Tabulka 6.2: Souhrnné vysledky tii vzorkt hydrogelu Aj-HyA métené termogravime-

trickou metodou

Aj-HyA Navazka | Pocateéni Inflexni | Teplota Hmot- Obsah Obsah
(mg) teplota bod v inflex- nostni susiny vody
(°C) (%/°C) | nim bodé | tdbytek (%) (%)
(°C) (70)
Cerstvy 27,902 29,10 1,604 110,59 66,42 7,71 92,29
rehydr. 23,804 26,73 1,915 104,16 82,35 9,84 90,16
zmrazeny | 29,662 25,84 1,569 117,54 61,46 9,11 90,89

6.5.2 Reologicka analyza

Vzorky ¢erstvé, rehydratované a mrazené srazeniny Aj-HyA (MMW) byly podrobeny
oscila¢nimu reologickému méreni. Pro toto méreni byla vybrana geometrie deska-
deska, jelikoz je vhodna pro méreni vzorkl geli. Nejprve byla na rotaénim reometru
nastavena konstantni frekvence smykového napéti a métila se smykova deformace pro
Cerstvou srazeninu Aj-HyA (obr. 10.5 a obr. 10.6 jsou uvedeny v piiloze). Timto tes-
tem bylo urceno, pri jak velké hodnoté deformace se zacne gelova struktura bortit.
Od hodnoty 0,01 % amplitudy deformace dochazi ve vzorku k vratnym viskoelas-
tickym zméndm, a to az po hodnotu 10%. Od této hodnoty jiz zmény deformace
vratné nejsou. Tento rozsah hodnot amplitudy deformace se nazyva jako linearni
viskoelastickd oblast (LVO). Z této linedrni oblasti viskoelasticity byla pro nésledu-
jici frekvenéni méteni vybrdna hodnota 0,3 %. Vysledkem frekvenéniho méfeni vsech
tii vzorku je zavislost viskézniho modulu G” a elastického modulu G’ na frekvenci
oscilaci (Obr. 6.16) a dale zavislost ztratového tihlu ¢ na jiz zminéné frekvenci oscilaci
(Obr. 6.17).

Ze zavislosti viskdézniho G” a elastického modulu G’ na frekvenci oscilaci bylo zjis-
téno, ze u kazdého ze tii vzorku je elasticky modul G’ vyssi nez viskézni modul G”,
coz znamena, ze elastické chovani vsech vzorkt prevazuje nad viskéznim chovanim.
Moduly c¢erstvého vzorku hydrogelu a rozmrazeného vzorku vykazuji stejny vzris-
tajici trend. Hodnoty modulii u rehydratovaného vzorku jsou posunuty niz oproti
ostatnim vzorktim, coz znaci mensi viskoelasticky charakter. Navic krivka nekopiruje
dalsi dva zminéné vzorky, jelikoz se zvysujici se frekvenci roste strméji hodnota obou
modulti.

Hodnota ztratového thlu 0° by charakterizovala dokonalé Hookovo elastické teé-
leso, naopak pro dokonalé Newtonské viskézni téleso by se tato hodnota rovnala 90°.
Pokud by tedy hodnota byla pod 45°, jednalo by se o téleso spise elastické, naopak
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hodnoty nad 45° vykazuji spise viskézni charakter. Z grafu na obrazku 6.17 je pa-
trné, ze vsechny tii vzorky hydrogelu vykazuji hodnoty uhla pod 20° a tudiz vykazuji
spise tuhy charakter, coz znamenad, Ze se jedna o gely elastické. Opét cerstvy vzorek
hydrogelu Aj-HyA (MMW) a rozmrazeny vzorek hydrogelu Aj-HyA (MMW) vyka-
zuji stejné viskoelastické vlastnosti, avsak rehydratovany vzorek hydrogelu Aj-HyA
(MMW) se oproti nim pii vyssich hodnotéch frekvence mirné lisi.

Na zacatku méteni maji vsechny kiivky ztratového tihlu stejnou klesajici tendenci,
to znamend, ze pri nizkych hodnotéach frekvence oscilaci se u vSech vzorku projevuje
vice viskozni charakter. Se zvysujici se frekvenci oscilaci maji kiivky cerstvého a roz-
mrazeného vzorku stoupajici tendenci, tedy tendenci se chovat vice elasticky, avsak
krivka rehydratované srazeniny tuto tendenci nema.

1000000 - X G'_Zerstvy
X G'"_Cerstvy
X
100000 - x X X XX
X X XX
~ xxxxxxxxx Xxxxxxxxx X G' zmrai.
-9 xxxxxxxxxxxx
= x X x XX
3 X X X X " .
g XXXXXXXXXXX XXX xxxxxx X G"_zmraz.
£ 10000 - % X X XXX %
vy XX XXX X XXX %
>
= % X X X X X G' _rehydr.
i X X X
3 xxxxxxxxxx
% 1000 < X X G"_rehydr.
=
X xxx
XXX X x % % X X X X XX XXX
100 : ; : :
0,01 0,1 1 10 100
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Obrézek 6.16: Zavislost viskézniho G" a elastického modulu G' na frekvenci oscilaci
pro vzorek cerstvého, rehydratovaného a rozmrazeného hydrogelu Aj-HyA (MMW)
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Obrézek 6.17: Zavislost ztrdtového thlu na frekvenci oscilaci pro cerstvy,
rehydratovany a rozmrazeny hydrogel Aj-HyA (MMW)

6.5.3 Zkouska pevnosti v tahu

Cilem mechanické zkousky pevnosti v tahu bylo zjistit napéfové a deformacni charak-
teristiky pred pretrzenym hydrogelu Aj-HyA. Byly pripraven cerstvy vzorek, rehyd-
ratovany a rozmrazeny (viz kapitola ). AvSak hydrogely bylo tézké uchytit do celisti
trhaciho zatizeni tak, aby vysledek analyzy byl exaktni. Nicméné obr. 6.18 doka-
zuje urcitou pevnost v tahu cerstvého hydrogelu Aj-HyA (MMW) a pretrzeni vldken
nastava po protazeni hydrogelu do zhruba dvojnasobku ptivodni délky. Protazeni ma-
terialu vsak neni homogenni v celém objemu, dochazi k postupnému pretrhavani od
vneéjsich vldken a materidl se stava kieh¢im, ohebnéjsim a méné pevnym.

Obrazek 6.18: Pevnost v tahu vldknitého hydrogelu Aj-HyA
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6.6 Antimikrobialni testy

Kultivace mikroorganismi a antimikrobialn{ testy probihaly ve spolupraci s Ustavem
chemie potravin a biotechnologii na Fakulté chemické VUT v Brné. Antimikrobidlni
testy byly provedeny pro roztok samotného aminojilu (10 g - dm=2), pro vlaknity hyd-
rogel Aj-Hya (MMW priprava viz kapitola 5.3.2.1) a roztok kolem srazeniny. Tyto
vzorky byly testovany na gram negativni bakterie Serratia marcescens a gram po-
zitivni bakterie Micrococcus luteus. Velikosti vzniklych inhibi¢nich zén vsech vzorki
jsou uvedeny v tabulce 6.3. Na obrazku 6.19 jsou zobrazeny inhibi¢ni zony hydrogelu
Aj-HyA pro oba typy bakterii.

Tabulka 6.3: Stanoveni antimikrobidlni aktivity - velikost inhibi¢nich zén (mm)

Aj disk | Aj jamka | HyA | ® Aj-HyA | Aj-HyA | Aj-HyA
Serratia marcescens - - - - 4,25 6,5

Micrococcus luteus 2,15 1,9 - 1,6 5,75 10

Obrazek 6.19: Fotografie vlevo - Serratia marcescens, vpravo - bakterie Micrococcus
luteus. Uprostred v jamce je naddvkovdn roztok kolem srazeniny Aj-HyA. Okolo
jamky je diskovou metodou nanesen vzorek Aj-HyA

Dosazené vysledky tedy potvrzuji, Ze aminojil vykazuje bakteriostatické vlastnosti
u gram pozitivni bakterie Micrococcus luteus. Nevykazuje vsak bakteriostatické vlast-
nosti u gram negativni Serratia marcescens. Divodem miize byt malé koncentrace po-
uZitého aminojilu (10 g - dm™3), jelikoZ gramnegativn{ bakterie maji bunéénou sténu
svrchu prekrytou druhou membranou, kdezto u grampozitivnich tato druha vrstva
chybi. Aminojil byl davkovan jak formou disku, kdy inhibi¢ni zéna spolu s nadavkova-
nym vzorkem ¢inila 2,15 mm, tak formou jamky (1,9mm). Hyaluronan je télu vlastni
latka a nevykazuje zadné antibakterialni vlastnosti, coz bylo ovéreno. Roztok kolem
srazeniny Aj-HyA byl napipetovan do jamky o velikosti 8 mm. Tento vzorek prokéazal
bakteriostatické vlastnosti pouze u gram pozitivni bakterie Micrococcus luteus, kdy
velikost inhibi¢ni zony dosahla 1,6 mm.. V1dknity hydrogel Aj-HyA (MMW) vykazuje
bakteriostatické tcinky, jak u gram pozitivni bakterie Micrococcus luteus,tak i gram
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negativni Serratia marcescens. Davkovany byly ¢tyfi rizné velké vzorky hydrogelu
Aj-HyA formou diskové difizni metody, z nichz mtzeme konstatovat, ze ¢im vétsi
byl nanesen vzorek, tim vétsi inhibi¢ni zéna byla utvotrena. Jelikoz roztok Aj-HyA
kolem srazeniny vykazuje antimikrobialni uc¢inky pouze u bakterie Micrococcus lu-
teus, z tohoto usuzuji, ze tento roztok obsahuje pouze nezreagovany aminojil, ktery
se nevysrazel s HyA.

6.6.1 Fluorescencni vlastnosti hydrogelu

Jelikoz samotny aminojil vykazuje luminiscenci v modré oblasti spektra pod UV
lampou pri 254 nm a 365 nm (Obr. 6.20), byla zjistovana luminiscence i pro hydrogel
Aj-HyA (MMW) pfipraveny dle navodu v kapitole 5.3.2.1.

iy - |

Obrazek 6.20: Zleva: aminojil na dennim svétle a pod UV lampou pri 254 nm
a 365 nm

Obrazek 6.21: Hydratovany a vysuseny vzorek Aj-HyA pod UV lampou pri 254 nm
a 365nm

Pro zajimavost na zavér prace bylo zjisténo, ze hydrogel Aj-HyA vykazuje lumi-
niscenci v modré oblasti spektra pod UV lampou pii 250 nm a 360 nm (Obr. 6.21).
Luminiscence se jevi vyraznéjsi po vysuseni vzorku hydrogelu. Autofluorescence kom-
plexu je prisuzovana defektiim v krystalové miizce aminojilu. V organismu lze pomoci
fluorescencné znacenych materialii pozorovat jejich vyskyt a piisobeni, coz je uziteéné
napriklad pro cilené dopraveni 1éCiv.
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7 ZAVER

Aminojil je novy, synteticky pripraveny anorganicko-organicky hybrid, ktery diky své
dispergovatelnosti ve vodé muze interagovat se zaporné nabitymi biomolekulami ¢i
syntetickymi polymery. Takto lze pripravit fazovou separaci nanokompozitni hydro-
gely, které jsou velice zadané v medicinskych aplikacich. Doposud vsak nebyla pu-
blikovana moznost syntézy takového nanokompozitniho hydrogelu pomoci aminojilu
a prirodniho biopolymeru, coz bylo predmétem této diplomové prace.

Nejprve byla provedena reserse ohledné biomedicinskych aplikaci aminojilu, na
jejimz zakladé byly navrzeny experimenty pro studium komplexu aminojilu s biopo-
lymerem. VSechny navrzené experimenty v této praci se zamétrovaly na vysSe zminénou
oblast mediciny. Nejprve byl z fad biopolymeri vybran hyaluronan sodny. Bylo zjis-
téno, ze elektrostatickou interakci vodného roztoku aminojilu s roztokem hyaluronanu
sodného (MMW) vznikd po protfepani a nasledné fazové separaci vlaknity hydrogel
Aj-HyA. Pro srovnani byl pripraven i hydrogel obsahujici aminojil a nizkomolekularni
(LMW) hyaluronan popf. polystyrensulfonét sodny (PSS). Po pridani LMW HyA do
roztoku aminojilu dochazi k castecné fazové separaci, avsak ne vsechna vlakna se
zaclenuji do komplexu. S PSS nedochazi k zadné fazové separaci. Pokud je ovSem
k PSS pridan HyA, dochéazi k ¢astecné fazové separaci a vzniku drobné srazeniny.
Kompaktni hydrogelovy kompozit vznika pouze pri reakci vodného roztoku amino-
jilu s roztokem hyaluronanu sodného (MMW). Tato vysledna pozadovand kompozice
byla tedy predmétem dalsiho zkoumani.

Vysledkem mych experimentu bylo zjisténi, ze struktura hydrogelu Aj-HyA (MMW)
je tvorena jak aminojilem, tak i hyaluronanem sodnym, coz bylo prokazano pomoci
prvkové analyzy SEM. Nésledné byla porovnavana krystalickd struktura aminojilu
a vysusené formy hydrogelu Aj-HyA pomoci XRD, kdy nedoslo k vyraznému posunu
mezirovinnych vzdalenosti desticek aminojilu vlivem vmezeteni biopolymeru.

Po fazi zjisténi zakladni struktury, byly nésledné zkoumany vlastnosti a chovani
hydrogelu Aj-HyA (MMW) za riznych podminek. Vznik hydrogeli je obecné ovliviio-
van iontovou silou. P¥i simulaci podminek jako jsou v lidské plazmé (roztok o koncen-
traci 0,15 M) bylo zjisténo, ze dochazi ke vzniku hydrogelu Aj-HyA, pricemz vysledna
srazenina ma kompaktni charakter.

Dalsim postupem bylo zkouméno, jak bude srazenina hydrogelu reagovat v orga-
nickych rozpoustédlech. Z hlediska mediciny je totiz dilezité, aby hydrogel vykazoval
stejné vlastnosti a charakter i pfi zméné prostiedi. K odstranéni fazi a rozpusténi
vlaknitého hydrogelu Aj-HyA (MMW) pomoci organickych rozpoustédel doslo pouze
u vodného roztoku amoniaku, nicméné po okyseleni kyselinou octovou doslo k oka-
mzitému rozpusténi i u vzorku dichlormethanu, chloroformu, methylacetatu a methyl
terc-butyl etheru. Dilezité je i ¢asové hledisko, protoze k rozpusténi vzorku Aj-HyA
(MMW) po okyseleni doslo v roztoku toluenu a demineralizované vodé, a to az po
20 hodinéach piisobeni.

Z hlediska optickych vlastnosti nemé hydrogel Aj-HyA transparentni podobu, coz
muze byt u aplikace kryti ran nevyhodou, jelikoz nelze kontrolovat priitbéh hojeni.
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Pro vlhké kryti ran je dilezita schopnost materidlu do sebe absorbovat sekret
z rany. Proto byl hydrogel vysusen pii 50°C a nasledné byla zkouména schopnost
znovu vazat vodu a nabotnat. Experiment prokazal, Ze xerogel ¢asteéné vodu rehyd-
ratuje, avSak nabotna do jiného tvaru, nez byl ptivodni. V dalsi ¢asti pokusu jsem
xerogel rozemlela a zjistila, ze rehydrataci vzorky sice zase nabotnaji, avsak se jiz ne-
spoji v jeden celek. U rehydratovaného nerozemletého vzorku byl termogravimetricky
zjistovan obsah vazané vody a pomoci reologie byl zkouman viskoelasticky charakter.
Vysledky analyz jsou uvedeny nize.

Déle byla provérovana schopnost stability hydrogelu za extrémnich teplotnich
podminek. Pfi zmrazeni (a to i opakovaném) hydrogel vizualné nejevil zaddné rozdilné
vlastnosti oproti cerstvé pripravenym vzorktim. Tato skutecnost byla vice prozkou-
méana pomoci termogravimetrie a reologie (uvedeno nize). Na opa¢né strané stupnice
teplot, tedy zahtatim vzorku hydrogelu Aj-HyA (MMW) v teplotni komore DTA az
do 1200 °C bylo zjisténo, ze vzorek je diky anorganické matrici teplotné velice stabilni.
Krivka DTA vykazovala tfi inflexni body pri 50 229,35 °C, 419,19 °C a 1008,01 °C. Pti
téchto hodnotach teplot dochazi nejprve k dehydrataci vzorku, nasledné k rozkladu
organické ¢asti a poté k rozkladu anorganické matrice. Jelikoz vysouseni vody z ge-
lové féze zacind jiz pri nizkych hodnotéch teplot (dulezita informace pro skladovani
vzorki), byl nutny experiment i s pomalym ohfevem vzorku — tedy pouze do teploty
200°C - pomoci metody termogravimetrické. U tohoto méteni byl zjistén rozdilny ob-
sah vody u ¢erstvého vzorku hydrogelu Aj-HyA (92,29 %), rehydratovaného vzorku
(90,16 %) a vzorku rozmrazeného (90,89 %). Nicméné tyto rozdily mezi hodnotami
nejsou nijak markantni, coz je velkym prinosem pro budouci aplikaci, nebof i pri
zméné podminek je hydrogel schopen do sebe vétsinu vody opét nasdaknout. Tato
voda zajistuje hydrataci rany, coz je zadouci pro rychlejsi hojeni lidskych bunék.

Dalsim aspektem, ktery bylo nutno posoudit, je skladovani pripraveného gelu. Vliv
degradace skladovanych vzorku za riznych podminek byl proveden pomoci FTIR ana-
Iyzy. Na zakladé snizenych hodnot intenzit absorbance téchto vzorkt oproti cerstve
pripravenému vzorku Aj-HyA (MMW) bylo prokdzano, Ze nejvétsi degradaci vykazo-
val Cerstvy hydrogel Aj-HyA (MMW) pfipraven ze zdsobnich roztoku skladovanych
po dobu 7 dnt (roztok HyA byl skladovan v lednici a Aj za laboratorni teploty). Z celé
analyzy vyplyva, ze stari a skladovani vzorkt ma vliv na miru intenzity elektrostatické
interakce mezi aminojilem a hyaluronanem.

Dale byly zjistovany mechanické vlastnosti hydrogelu. Reologickym métrenim bylo
prokazéno, Ze rehydratace ¢i zmraZeni srazeniny Aj-HyA (MMW) nemé zasadni vliv
na viskoelastické vlastnosti. V zavislosti velikosti ztratového thlu na frekvenci osci-
laci totiz vSechny vzorky vykazovaly hodnoty pod 20° ztratového tihlu, coz znamena
docileni elastické vlastnosti tuhého gelu. Z hlediska stability tvaru hydrogel sice drzi
molekuly vody, avsak neni tvarové pevny a neda se z néj vytiznout pozadovany tvar.
To ma za nasledek, ze pevnost v tahu a zjisténi maximéalni hodnoty sily potiebné pro
pretrzeni hydrogelu neni mozné exaktné zmérit.

Pro snizeni rizika vzniku infekce jsou u vlhkého hojeni ran dilezité antimikrobialni
vlastnosti. Proto jsem v dalsim experimentu zjiStovala bakteriostaticky uc¢inek. Jed-
noznacné byl prokazan bakteriostaticky ucinek hydrogelu Aj-HyA u gram pozitivni
bakterie Micrococcus luteus a gram negativni Serratia marcescens. Tato vlastnost byla
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zjisténa zmérenim velikosti inhibi¢nich z6n na agarové plotné, kdy mohu konstatovat,
Ze ¢im objemové vétsi byl naneseny vzorek, tim vétsi inhibi¢ni zona byla vytvorena.

Pokud jde o zhodnoceni zkoumanych systému z hlediska jejich pouzitelnosti pro
biomedicinské aplikace, konkrétné se nabizi vlhké kryti ran, je nutné provést dalsi
experimenty. Pro navazujici experimenty navrhuji studovat bariérové vlastnosti hyd-
rogelu Aj-HyA, jelikoz je nutné vzniklé poranéni na kuzi chranit pred vnéjsimi vlivy.
Bariérové vlastnosti se stanovuji pomoci propustnosti pro plyny a pary, které mohou
prostupovat skrz gel permeaci nebo tinikem pres mikroskopické péry ¢i defekty. Dale
navrhuji sledovat diftizni procesy hydrofobni a hydrofilni latky skrz hydrogel, které
by mohly naznacit diftzi skrz hydrogel. V neposledni fadé navrhuji zavést modelo-
vou aktivni latku do hydrogelové matrice a sledovat jeji uvolnovani do simulovaného
lidského organizmu, popripadé zjistit vnéjsi stimul pro jeji fizené uvolnéni.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZNACEK A SYMBOLU

9.1 Pouzité zkratky

APTES  3aminopropyltriethoxysilan

Aj aminojil

Aj-HyA  komplex aminojilu a hyaluronanu sodného

BSA hovézi sérovy albumin

Cur curcumin

DNA deoxyribonukleova kyselina

DTA diferenc¢ni termicka analyza

DTG derivaéni termogravimetrie

EDS energiove disperzni spektrofotometr

FB flurbiprofen

FTIR infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
HyA hyaluronan sodny

Ibu ibuprofen

LED dioda emitujici svétlo

LMW nizkomolekularni hyaluronan sodny

LVO oblast linedrni viskoelasticity

MMW hyaluronan sodny o stfedni molekulové hmotnosti
PSS polystyrensulfonat

PHEMA poly(2-hydroxyethyl-methakrylat)
PEG polyethylenglykol
PVA polyvinylalkohol

PVP polyvinylpyrrolidon

SEM skenovaci elektronova mikroskopie
TG termogravimetrie

TEL telmisartan

TEM transmisni elektronovy mikroskop
uv ultrafialové svétlo
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9.2 Pouzité symboly

Angstrom

typ glykosidické vazby
mezirovinna vzdalenost
smykové napéti
dynamicka viskozita
smykova rychlost
mechanické napéti
relativni prodlouzeni
Younguv modul pruznosti
ztratovy thel

elasticky (pamétovy) modul
viskézni (ztratovy) modul
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Obrazek 10.1: Difraktogram zerogelu Aj+HyA
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Sample: Aj+Hya mraz Plotena
Size: 29.6620 mg

Method: Aj+Hya mraz Plotena
Comment: Aj+Hya mraz Plotena

TGA

File: C:..\Aj+Hya mraz Plotena 001
Operator: LK

Run Date: 20-Mar-2017 10:22
Instrument: TGA Q5000 V317 Build 265
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Obrazek 10.3: Termogravimetrickd analyjza rozmraZeného vzorku hydrogelu Aj-HyA

Sample: Aj+Hya rehydratov Plotena
Size: 23.8040 mg

Methed: Aj+Hya rehydratov Plotena
Comment: Aj+Hya rehydratov Plotena

(MMW)

TGA

File: C:..\Aj+Hya rehydratov Plotena.001
Operator: LK

Run Date: 20-Mar-2017 11:19
Instrument: TGA Q5000 V3.17 Build 265
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Obréazek 10.4: Termogravimetrickd analyza rehydratovaného vzorku hydrogelu

Aj-HyA (MMW)
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Obrazek 10.5: Meéreni zavislosti ztratového a pamétového modulu na amplitudé
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Obréazek 10.6: Zavislost ztrdtového ihlu na amplitudé deformace pro cerstvy vzorek
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Obréazek 10.7: Nameérend spektra aminojilu a rizné skladovanych vzorku Aj-HyA
pomoci FTIR
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