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ABSTRAKT

Tato dizertacni prace zkouma vlastnosti a chovani fazove separovanych hydrogeld. Ty mohou
byt piipraveny interakci polyelektrolytd s opa¢né nabitymi tenzidy. Pro tuto roli byli vybrani
zaporné nabity polysacharid hyaluronan a kationtovy tenzid karbethopendeciniumbromid
(Septonex), jejichz vlastnosti, chovani a vyuziti jsou popsany v prvnich kapitolach teoretické
casti. Hyaluronan se prirozené vyskytuje v zivych organismech a je zndm pro svou schopnost
cileni k nadorovym burikam pomoci specifickych receptorti. Septonex se pouziva pro své
antiseptické a dezinfekCni ucinky. Experimentalni Cast se zaméfuje na dukladné studium
chovani téchto typu hydrogell, zejména z reologického pohledu. Stanoveni mechanickych
vlastnosti a jejich modulovatelnosti v zavislosti na podminkéch pftipravy, jako napf. slozeni,
teplota prostiedi nebo vliv rozpoustédla, je esencialni pro designovani podrobnéjSich studii.
Strukturni analyza za pomoci ATR-FTIR, iontové chromatografie ¢i ICP-OES pfispéla ke
stanoveni obsahu jednotlivych slozek ve vysledném hydrogelu. Antimikrobialni aktivité
hydrogeld je vénovana zavérecna ¢ast prace. Vysledky této prace naznacuji mozné potencialni
uziti danych typt hydrogelti na poli medicinskych aplikaci.

ABSTRACT

This doctoral thesis studies the properties and behaviour of phase-separated hydrogels. These
can be prepared by interaction of polyelectrolytes with oppositely charged surfactants.
Negatively charged polysaccharide hyaluronan and cationic surfactant carbethopendecinium
bromide (Septonex), whose properties, behaviour and utilization are described in the first two
chapters of theoretical part, were selected for this role. Hyaluronan is naturally-occuring in
living organisms and is known for his specific targeting to the tumour cells. Septonex is used
as antiseptic and disinfectant. Experimental part of this work is focused on examination of the
structure and behaviour of these types of hydrogels especially from rheological point of view.
The crucial part of this study was to establish mechanical properties and their dependence on
environment. This led to design further studies. Structural analysis was held using the methods
of ATR-FTIR, ionic chromatography and ICP-OES helping to measure the inner content of
entry materials in the gels and supernatants respectively. The last chapter deals with
antimicrobial activity. The results of this study indicate a potential usage of these substances in
the field of medical applications.
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1 UVOD

Pro spoustu védeckych tymu po celém svéte je jiz delsi dobu interakce polymeru s tenzidem
pfedmétem hlavniho zajmu. PouZzitim vhodnych typua latek, koncentraci a spravnou volbou
prostiedi 1ze metodou fazové separace piipravit fyzikalni hydrogely. Diky svym unikatnim
viskoelastickym vlastnostem a schopnosti pojmout velké mnozstvi vody roste vyznam
hydrogeld nejen v oblasti prumyslu ¢i potravinaistvi, ale zejména v medicinskych aplikacich.
V kosmetologii €1 dermatologii jsou uspésn€ vyuzivany, diky své hydrofilni povaze, pro
hydrataci a regeneraci pokozky ¢i k vyhlazovani vrasek. Pouziti nachazeji 1 jako nosice neboli
scaffoldy pro tkanové inzenyrstvi, v oftalmologii nebo k vyrobé novych typi obvazi pro tzv.
mokré hojeni.

Nejveétsi snaha je vSak pouziti hydrogeltl v oblasti cilené distribuce 1é¢iv, jejiz myslenkou je
uzavteni, vétSinou nepolarniho, 1é¢iva do urcitého typu nosice, ktery je schopny toto 1écivo
dopravit az do postizené tkan€, ¢imz zamezi pusobeni cytostatickych ac¢inkt 1é¢iva na zdravou
tkan. Nosi¢ by mél také zarucit prodlouzenou cirkulaci 1é¢iva v obéhu a pouziti nizsi ucinné
koncentrace. Cilena distribuce 1é¢iv nachazi uplatnéni u fady nemoci, nejvic se s ni v§ak pocita
pro pouziti v oblasti nadorovych onemocnéni. Je zkoumana rada latek pouzitelnych jako nosice
zalozenych na liposomech, dendrimerech, polymernich micelach nebo pravé hydrogelech. Ty,
kvuli jejich specifické struktufe, uvolfiuji 1é¢iva pozvolnéji a pomaleji. Jejich porozita také
umoziuje prostupu kysliku a zivin. Tim vSak naroky na nosi¢ nekonci. Latky musi byt
biokompatibilni a biodegradabilni, netoxické a o vhodnych fyzikalnich a chemickych
vlastnostech. Jako jeden z vhodnych uchazecti na post nosice se jevi aniontovy polysacharid
hyaluronan.

Jedna se o hydrofilni, télu vlastni latku, schopnou silné vazat vodu. Nachazi se napt. v o€nim
sklivei nebo v synovialni tekutiné, kde, diky svym viskoelastickym vlastnostem, plni
nezameénitelnou funkci. V zéavislosti na své molekulové hmotnosti plni fadu odlisnych funkei,
kdy funguje jako pfirozené mazadlo vsech kloubl ¢i ovliviiuje mobilitu bunék. Po svém
objeveni byl hyaluronan postupné uplatiovan v celé fadé odvétvi jako v oftalmologii,
kosmetologii a posléze az v hojeni ran. Zjistilo se vSak, ze ma unikatni citlivost na receptory
CD44 a RHAMM, které jsou soucasti mnoha typt nadorovych onemocnéni (mozku, prsu,
tlustého stieva, ledvin, prostaty, aj.). Tohoto faktu je mozno vyuzit prave pro cilenou distribuci
l1éciv. Nicméné nemodifikovany hyaluronan je jen tézko schopen rozpustit nepolarni latky.
Proto je tieba pouzit chemickych modifikaci, kterych je n€kolik typ. Muze se jednat o ligandy
navazané na esterovou nebo karbamovou vazbu. Jedna z moznosti je také vyuziti jiz zminéné
elektrostatické interakce s kationtovymi latkami, nejcasteji tenzidy, k vytvofeni fazovée
separovaného hydrogelu. Pouzitim tenzidl 1ze navic ziskat hydrogel vykazujici antimikrobialni
aktivitu.

Jednim z takovych je i kationtovy karbethopendeciniumbromid, ktery se v Ceské republice
vyrabi pod nazvem Septonex ¢i Otipur. Pro své dezinfek¢ni a antiseptické vlastnosti je
zakladem ocnich kapek Ophtalmo-Septonex.

Tato prace se zabyva experimenty, jejichZ cilem je charakterizovat pfipravu a vlastnosti gela
vzniklych na bézi hyaluronanu a kationtového tenzidu karbethopendeciniumbromidu, a to
hlavné z reologického pohledu. Stanoveni viskoelastickych a tokovych vlastnosti, a zeyména
jejich srovnani za laboratornich podminek a v prostiedi o pH a teploté lidského téla, je kliCové
pro zvazovani té€chto typu hydrogelt pro medicinské aplikace. Dopliikkovym experimentim,
realizovanym na jinych pracovistich Fakulty chemické VUT v Brné, zejména antimikrobialnim
a analytickym testim, je pak vénovana nezanedbatelna cast prace.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Hyaluronan
Hyaluronan patii do skupiny mukopolysacharidt, neboli glykosaminoglykanti (GAG), které se
pfirozené vyskytuji ve vSech zivych organismech. Je povazovan za nejjednodussi z GAG,
jelikoz narozdil od ostatnich zastupcu této tfidy polysacharidii neobsahuje sulfatovou skupinu.

Hyaluronan byl objeven v roce 1934 na univerzité v New Yorku, a to Karlem Meyerem a jeho
asistentem Johnem Palmerem, ktefi ho izolovali z hovéziho sklivce. Podafilo se jim také
castecné urcit strukturu, ktera vSak byla plné objasnéna az za dalSich 20 let. Novou neznamou
latku nazvali kyselina hyaluronova, jez odvodili ze slov hyaloid, coz fecky znamena , skelny*,
a uronové kyseliny, jakozto jedné z predpokladanych stavebnich jednotek. Nasledné se podatilo
hyaluronan izolovat také z o¢niho sklivce prasat, roztokt hovézi krve, bakterii streptokokti nebo
kohoutich hiebinkt. Poslednich dvou zminénych se uziva pro syntézu dodnes, pfi¢emz praveé
izolaci z kohoutich hiebinkl je mozné ziskat nejvyssi molekulovou hmotnost hyaluronanu, a to
3,5-4 MDa.

V organismu se kyselina hyaluronova vyskytuje ve formé disociovaného polyaniontu jako
sodna nebo draselna stl a ne jako protonovana kyselina. Proto byl v roce 1986 piijat dodnes
pouzivany nazev hyaluronan [1, 2, 3].

2.1.1 Struktura

Kyselina hyaluronova je linearni nerozvétveny polysacharid s pravidelné se opakujici
disacharidovou jednotkou. Strukturné se jednd o D-glukuronovou kyselinu a N-acetyl-D-
glukosamin, které jsou spojeny [-1,3 glykosidickymi vazbami. Samotné disacharidové
jednotky navzajem poji B-1,4 glykosidické vazby. Tyto vazby jsou navic stabilizovany
vodikovymi mustky [2].

OH OH
5 @) o)
e

-

OH H

O)\n

Obr. 1: Struktura kyseliny hyaluronové [1]

Struktura disacharidové jednotky je, diky svému vyhodnému sterickému usporadani,
energeticky velmi stabilni. Z kazdého kyslikového atomu obsazeného v danych glykosidickych
vazbach vychazi dvé vazby pfipominajici svym sevienim tvar pismene ,,V“. Kazdé sacharidova
jednotka nachazejici se na konci této vazby muze rotovat o 360°. Ze sterickych divodi vsak
neni tato rotace, s tak enormnim mnozstvim moznosti, nahodna, ale kazda disacharidova
jednotka je pootoCena o 180° vici predchozi a nasledujici. Dvé pootoCeni nam tak davaji
puvodni konformaci. Toto usporadani se nazyva ,,two-fold helix“ neboli dvakrat stoCena
Sroubovice [4]. Ve fyziologickém roztoku tvofi hyaluronan strukturu ndhodné stocené stuhy
tzv. ,,random coil “, jez je znazornéna na obr. 2.
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Obr. 2: Struktura hyaluronanu v roztoku [4]

Glukoza v B-konfiguraci umoziiuje objemnéj§im cCastem molekuly (Cast karboxylatu,
hydroxyly, anomerni uhlik) pfechazet do ekvatorialni polohy, kde tvofi polarni ¢ast molekuly.
Malé vodikové atomy tvoii stericky méné pfiznivou axialni rovinu, kterd pfedstavuje nepolarni
oblast nazvanou jako ,, hydrophobic patch *“ [4]. Tyto hydrofobni oblasti se pravideln¢ stiidaji
aumoziuji agregaci s dalSim antiparalelnim fetézcem hyaluronanu, coz ma za nasledek
rovnomérny rast agregati po obou stranach. Hydrophobic patches jsou pomémé objemné
a obsahuji asi 8 uhlikovych atomii. Diky nim lze hyaluronan povazovat za amfifilni molekulu,
ktera ma sice vlastnosti siln¢€ hydrofilniho materialu, ale souasné obsahuje hydrofobni oblasti
charakteristické pro lipidy.

H co:e

HO

OH

CHy

Obr. 3: Disacharidova jednotka hyaluronanu se zndazornénou oblasti axidlnich vodikii [4]

Kvili mnozstvi —OH skupin je hyaluronan siln€ hygroskopicka latka, schopna pojmout az
tisicinasobek hmotnosti vody [5]. Diky tomu tvofi hyaluronan v roztoku velkou oblast —
doménu. V ni se fetézce hyaluronanu nepravidelné prekryvaji, propustné jsou pouze pro mensi
molekuly jako voda a elektrolyty, vétsi makromolekuly difunduji s riznou pravdépodobnosti
odpovidajici pohybu a prekryvu siti hyaluronanu. Tyto vodné roztoky hyaluronanu jsou
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viskozni v zavislosti na koncentraci a molekulové hmotnosti. Vysoka molekulova hmotnost ma
za pricinu tvorbu extrémné viskoznich roztoka se specifickymi reologickymi vlastnostmi jiz pfi
nizkych koncentracich.

V roztoku se hyaluronan chové jako polyanion, pficemz pH prostiedi udava jeho chovani [5,
6]. Dokonéena molekula hyaluronanu muZze dosahnout i vice nez 10 000 disacharidovych
jednotek. Molekularni hmotnost Cini pfiblizné 4 miliony daltont (pficemz disacharidova
jednotka ma molekulovou hmotnost pfiblizn€ 400 Da). Primérna délka disacharidové jednotky
dosahuje témer 1 nm.

2.1.2 Sitovani

Retézce hyaluronanu mohou agregovat mezi sebou, a to diky piitazlivym silam jejich
hydrofobnich oblasti. Sekundarni struktura ma tvar ploché rovinné stuhy, jejiz konce jsou
identické, avSak antiparalelni. Jedna strana stuhy bézi v protisméru k druhé. To ma za nasledek,
Ze agregaty mohou rust v obou smérech — moznost stejnych procest na obou stranach.

Jiz pfi nizkych koncentracich dochazi k tvorbé sit€, ktera se s rostouci molekulovou
hmotnosti stava pevnéjsi a v podstaté nekone¢nou. Kazda molekula v siti je spojena s ostatnimi.
Elektrostatické repulze mezi aniontovymi skupinami hyaluronanu, které by mohly zpisobit
disociaci siti, jsou prevazeny hydrofobnimi interakcemi a také vodikovymi mustky mezi
acetamidovou a karbonylovou skupinou. Ptesto jsou sily, které drzi sit pohromadé pomérné
slabé a v zavislosti na okolnich podminkach, napft. teploté, dochazi k neustalé disociaci a tvorbé

téchto agregatu [4, 6].
Q = hydrofobni oblast

L

e

Obr. 4: Sitova struktura hyaluronanu — A a B jsou zobrazeni molekuly hyaluronanu
s oznacenou hydrofobni oblasti Fetézce, kruhy reprezentuji acetamidovou skupinu a ctverce
karboxylovou. Cast C predstavuje schéma mozné interakce mezi dvéma retézci hyaluronanu.
Molekuly jsou si navzajem antiparalelni. Sacharidova jednotka je ohranicena teckovanou
Carou. Zvyraznéné pdsy znact hydrofobni mista, ktera priléhaji tésné k sobé [4]
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2.1.3 Syntéza

V prabéhu let od svého objeveni byla kyselina hyaluronova izolovana vice ¢i méné nakladnymi
technologiemi z raznych zdroju, jako je synovialni tekutina, o¢i tu¢nakt, pupecni $iidra, kiize,
zejména zraloCi, nebo kohouti hiebinky. I pfes vysoky obsah necistot, jako jsou proteiny,
bakterialni endotoxiny, nukleové kyseliny, chondroitin sulfat a dalsi, a také fakt, ze je tento
proces velmi nakladny, byl pro prvotni aplikace hyaluronan izolovan z lidské pupe¢ni $iitry,
nasledovan izolaci z kohoutich hfebinkii, z nichz se dosahovalo hyaluronanu o vyssi
molekulové hmotnosti a Cistot€¢ [4]. Cely proces sestava z drceni a homogenizace tkané,
odstranéni krve a suSeni. VysuSené tkané se nechaji bobtnat a poté se prefiltruji, ¢im se
odseparuji proteiny, a dojde k uvolnéni kyseliny hyaluronové.

Od roku 1980 se vsSak vyuziva ekonomicky vyhodnéjsi fermentace bakterii kmene
Streptococcus nebo Pasteurella. Jedna se o lidské, resp. zvifeci patogeny. Zakladem je fakt, ze
tyto bakterie si tvoii z hyaluronanu extracelularni kapsuly. Takto syntetizovany hyaluronan je
pro télo obratlovce k nerozeznani od vlastniho. To umoziuje bakteriim nepozorované
napadnout hostitelsky organismus a v ném bujet, aniz by byly ohrozeny imunitnim systémem
daného organismu. Pfi genetické Uprave téchto bakterii na nepatogenni, lze takto ziskavat
hyaluronan o vysoké molekulové hmotnosti, velmi vysokeé Cistoté a s mnohem vét§im vytézkem
nez pii extrakci z zivoCiSnych zdroji. Po samotné fermentaci jsou bakterie odfiltrovany
a kyselina hyaluronova se cCisti ultrafiltraci. Ziskany produkt se jesté nékolikrat precisti
srazenim cetylpiridinium chloridem a ethanolem pro odstranéni glykosaminoglykana
a zivocisnych proteint, které jsou hlavni slozkou necistot. Krok precisténi se muze opakovat
dle potieby, k dosazeni pozadované Cistoty [7—10].

2.1.4 Metabolismus

Metabolismus hyaluronanu v organismech, vcetné ¢lovéka, je velmi dynamicky. Syntéza
a degradace hyaluronanu se stidle vyvazuji pro udrzeni jeho koncentrace. Metabolicka
degradace se primarné uskuteCiiuje v jatrech a v lymfatickych uzlinach, kdy se jedna hlavné
o intracelularni proces. Syntéza je vétSinou vyvazena rozkladem pro udrzeni konstantni
koncentrace hyaluronanu v tkanich. PoloCas rozpadu hyaluronanu v chrupavce, které ho
aktivné syntetizuji a katabolizuji po celou dobu zivotnosti tkan€, je obvykle dva az tfi tydny.
V epidermis je polocas rozkladu méné nez jeden den, v krvi je prekvapiveé kratky, jen nékolik
malo minut. V nékterych pfipadech, jmenovité napt. u keratinocytd, prevlada syntéza nad
rozkladem. Odhaduje se, ze tietina celkového mnozstvi hyaluronanu v téle je metabolicky
syntetizovana a nahrazena béhem jednoho dne.

V organismu savcl je kyselina hyaluronova syntetizovana tfemi riznymi enzymy, a to
hyaluronansyntdzami 1, 2 a 3 (HAS1, HAS2, HAS3). Jedna se o transmembranové proteiny,
které jako jediné enzymy disponuji vice funkcemi. Kazdy z nich ma jinou katalytickou aktivitu,
potfebnou na pienos jednotek N-acetylglukosaminu a glukuronové kyseliny. HAS1 a HAS2
jsou neyjmén¢ aktivni a fidi syntézu vysokomolekularniho hyaluronanu. Naopak HAS3 je
nejaktivnéjsi, fidici syntézu velkého mnozstvi fetézcti nizkomolekularniho hyaluronanu [11,
12].

Syntéza fetézce hyaluronanu obsahujiciho velky pocet disacharidovych jednotek je pro
buiky vysoce energeticky narocnd, a proto je prisn¢€ regulovana. Hyaluronan je nejjednodussi
glykosaminoglykan liSici se od ostatnich tim, Ze jako jediny neni sulfonovany a neni kovalentné
vazany s proteiny. Samotny proces syntézy probihad v plasmatické membrané buriky, ¢imz se
také odliSuje od ostatnich polymera svého druhu, které jsou syntetizovany v Golgiho aparatu.
Pfislusny enzym v bunééné membrané stiidavé vaze k redukujicimu konci fetézce jednotlivé
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monosacharidové jednotky a nartstajici polymer je pak vytlacen do extracelularni matrice. Tam
je schopen tvofit nadmolekuldrni komplexy s jinymi latkami, napf. proteiny. Ostatni
glykosaminoglykany jsou naopak syntetizovany na neredukujicim konci jejich fetézct [4, 8].

Degradace pak probiha diky tfem typim enzymu: hyaluronidaza, -D-glukuronidaza a 3-N-
acetyl-hexosaminidaza. Proces se sklada z oddélenych krokd, kdy vznikaji stale kratsi fetézce
s niz§i molekulovou hmotnosti a odliSnou biologickou funkci, pfi€emz hyaluronidaza Stépi
vysokomolekularni hyaluronan na mensi oligosacharidy a zbylé enzymy degraduji vzniklé
fragmenty. Produkty degradace jsou odpovédné za rist novych cév [2].

2.1.5 Vyskyt a vyznam v organismu

Kyselina hyaluronova je pfirozené pfitomna v tkanich vSech obratlovct, jakozto soucast
extracelularni matrice, ve formé sodné a draselné soli. Lidské télo obsahuje piiblizn€ 15 g
hyaluronanu, pfi¢emz velky podil této latky nalezneme v nasi kuzi. Slouzi zde jako jakysi
organizator tkané a zajiSt'uje hydrataci, jelikoz je schopen na sebe navazat az 1 000krat vice
vody nez je jeho samotny objem. V nékterych tkanich tvoti hlavni komponentu, napt. v o¢nim
sklivci, kde zajiStuje spravnou optickou refrakci oka pfi zobrazovani obrazu na sitnici. Ve
formé velmi viskdznich roztokt je dilezitou soucasti chrupavek. V synovialni tekutin€ snizuje
tfeni a tlumi narazy kloubt, v oocytech naopak ovliviiuje ovulaci. Vyskytuje se t€Z v pupecni
$nidife, plicich, ledvinach, mozku a svalech. Dale odhaluje aktivitu volnych radikalt, podporuje
bunécnou migraci, angiogenezi, hojeni ran, a zejména produkci nové granulacni tkané béhem
zanétu.

V extracelularni matrici tvoii hyaluronan supramolekularni proteoglykany a funguje jako
signalni molekula. Zejména migrace bunék je zavisla na mnozstvi kyseliny hyaluronové, ktera
aktivuje intracelularni signalni kaskady prostfednictvim interakce s receptory hyaluronanu
CD44 (povrchovy glykoprotein — Cluster of Differentiation 44), ICAM-1 (Intra Cellular
Adhesion Molecule 1) a RHAMM (Receptor for HA-Mediated Motility). Pravé diky této
unikatni citlivosti na bunééné receptory ma hyaluronan velky vliv pfi karcinogennich
procesech. Dnes je znamo nejméné 14 typua karcinomi, u kterych byla zjisténa zvysSena
koncentrace hyaluronanu, a to jak v burikach samotnych, tak i v mezibunééném stromatu.
Pfitahovani hyaluronanu nadorem je uskuteCnéno zejména pomoci receptori CD44
a RHAMM. Hyaluronan funguje pro nadorové buiky jako vyziva, ochrana pfed imunitnim
systémem, podobné jako u kapsuli mikroorganismi, nebo zprostiedkovava bunéénou hybnost,
a tim 1 tvorbu metastazi. Je vSak snaha tohoto jevu vyuzit zamérné pfi cilené distribuci 1€cCiv,
kdy by nadorem pftitahovany hyaluronan nesl do postizené oblasti 1 1éCivo.

Biologicka aktivita je zavisla na molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové nebo jejich
fragmentt. V organismu se hyaluronan vyskytuje v Siroké Skale molekulovych hmotnosti od
desitek kDa az po jednotky MDa, pfiCemz jejich vlastnosti jsou velmi rozdilné.
Vysokomolekularni hyaluronan ma spiSe lubrikacni funkci a protizanétlivé vlastnosti, naproti
tomu nizkomolekularni ma funkci regulacni a podporuje zanétlivé procesy v téle. Naopak také
plati, ze nizkomolekularni hyaluronan ma protinadorové vlastnosti, kdezto vysokomolekularni
hraje vyznamnou roli pfi tvorb& metastazi [7, 13, 14, 15].

2.1.6 Vyuziti

V Iékarenské a farmaceutické praxi ma vyuziti hyaluronanu obrovsky potencial. Jelikoz se
jedna o latku télu vlastni, je jeho pouziti velmi Setrné. Neni cytotoxicky, teratogenni ani
imunogenni. Naopak je dobfe odbouratelny z organismu, pficemz i produkty jeho Stépeni, tedy
jednoduché cukry, jsou pfirozené biokompatibilni. V Sirokém méfitku se vyuziva jeho
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viskoelastickych a hydratacnich vlastnosti na péci o pokozku a vyhlazovani vrasek, jelikoz
s vékem obsah hyaluronanu v kazi klesa, a tim se ztraci i jeji pruznost. Nejucinngjsi je injekéni
aplikace pfimo do kiZe, ov§em naSe télo je schopné hyaluronan béhem Sesti mésict rozlozit.
Nechceme-li tedy, aby se nam vrasky vratily, je tfeba podat dalsi injekci [16]. Tim, Ze vaze
vodu z okoli, a tim i ziviny, se ve formé scaffoldii pouziva pro 1écbu Spatné hojitelnych,
zejména diabetickych, ran a jizev. Tyto scaffoldy obvykle obsahuji proteiny navazané na
hyaluronan pro usnadnéni migrace bunek.

Prvni lékarska aplikace hyaluronanu vSak byla na konci 50.let minulého stoleti
v oftalmologii, kdy byl pouzit jako nadhrada o¢niho sklivce. Pouziva se také v o¢nich kapkach
pro zvlh¢ovani ocni sliznice nebo v roztocich pro péci o kontaktni Cocky [15]. Zesitovany
hyaluronan je pouzivan jako doplnék kloubniho mazu v ptipravcich pro péci o chrupavky. Jedna
se o injekéni aplikaci, kdy hyaluronan zvysuje viskozitu kloubni tekutiny, ¢imz zlepsi
promazani kloubu, zvysi odpruzeni a ve vysledku pusobi analgeticky [17, 18]. Bylo také
zjisténo, ze hyaluronan uvoliiuje proteoglykany z extracelularni matrice do tkan€ chrupavky,
a tim potlacuje jeji dalsi degradaci.

Jelikoz je hyaluronan velmi dobfe rozpustny a odbouratelny z organismu, nachazi jeho
pouziti v tkaniovém ¢i bioinzenyrstvi urcitd omezeni. Je nutno zavést derivatizace hyaluronanu
ovlivilyjici jeho rozpustnost. Lze pfipravit derivaty s alkylovymi zbytky navazané esterovou
vazbou pies primarni nebo sekundarni —OH skupinu. Délkou navéazaného fetézce lze také
redukovat rozpustnost. Dal§i moznosti je sitovani hyaluronanu do formy hydrogelu.
Hyaluronové hydrogely vykazuji vyborné vysledky v tkanovém inzenyrstvi chrupavek, kdy
podporuji diferenciaci mezenchymalnich kmenovych bun€k a umoziuji tak lepsi tvorbu
chrupavky [19, 20].

Vyzkum nyni smétuje k pouzivani hyaluronanu jako nosice pro cilenou distribuci 1éCiv.
Tomu nahrava i fakt, ze ma vysokou afinitu k receptorim CD44, které jsou ve velké mife
exprimovany nadorovou tkani. Soucasna chemoterapie je zalozena na vpravovani cytostatik,
tedy latek, které zabrariuji bunéénému déleni, do téla. Zde vsak ovliviyji 1 zdravé bunky.
Potencialni nosi¢ by vSak 1é¢ivo néjakym zptuisobem uzaviel do sebe a bezpe¢né ho dopravil az
do mista ptusobeni, kde by mohlo byt na urcity podnét uvolnéno a neposkodila by se tak okolni
zdrava tkan. Hyaluronové nosice mohou byt pfipraveny z hydrofobné modifikovaného
hyaluronanu, ktery tvofi micelam podobné utvary a je schopen nepolarni 1écivo solubilizovat
ve svém jadre. Také nativni hyaluronan mize byt pouzit jako obalovy material pro micely jiné
latky, napt. tenzidu, ktera pojme l1écivo. Hyaluronan zde slouzi pouze jako molekula schopna
zacilit nadorovou tkan diky jiz zminéné interakci s nadorovymi receptory [21].

2.2 Asociativni koloidy

Neékteré nizkomolekularni latky poskytuji ve vhodném rozpoustédle a velkém ziedéni pravé
roztoky, ale od urCité koncentrace asociuji do vzniku agregati koloidnich rozméra. Tyto
agregaty se nazyvaji micely a latky, které se chovaji timto zptisobem, se nazyvaji asociativni
nebo micelarni koloidy. Z anglického ,, surface active agent “ se zazil pojem surfaktant neboli
povrchové aktivni latka (PAL), z némciny naopak pfi§lo oznaceni tenzid. Termin povrchové
aktivni latka naznacuje, Ze se tyto jiz pti nizkych koncentracich hromadi na fazovém rozhrani
a snizuji mezifazovou energii (povrchové napéti). Popsany jev je podminén jejich zvlastni
strukturou. Tenzidy vykazuji amfipatickou neboli amfifilni strukturu, kdy jejich molekuly
obsahuji skupinu, kterd mé velkou afinitu k rozpoustédlu a nazyva se lyofilni (ve vodé
hydrofilni) a skupiny, které jsou v daném prostiedi prakticky nerozpustné a nazyvaji se lyofobni
(ve vodé hydrofobni), pficemz hydrofilni skupina je vétSinou silné€ polarni, napt. -COOH nebo
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—SOsH, naopak hydrofobni skupiny predstavuji nepolarni dlouhé uhlovodikové fetézce. Ty
mohou byt i rozvétvené, piip. mohou obsahovat i aromaticka jadra. Ve vétsin€ piipadu se vSak
jedna o linearni fetézec o délce 8—18 atomu uhliku. Struktura tohoto typu se nazyva amfipaticka
nebo amfifilni. V nepolarnim prostredi jsou hydrofilni ¢asti molekuly uschovany v jadie micely
a hydrofobni skupiny tvoii vnéjsi obal, vznika tzv. inverzni micela. Tvorba téchto inverznich
micel je obecné méné vyhodna, protoze muze dochazet k nezadoucim elektrostatickym
interakcim mezi hydrofilnimi ¢astmi molekul. V polarnim prosttedi je tomu naopak.

hydrofobni uhlikaty Fetézec

nabita hydrofilni
funkéni skupina

Obr. 5: a) struktura molekuly tenzidu, b) micela, c) inverzni micela

Tenzidy se déli podle schopnosti disociovat v roztoku na iontové a neiontové. Neiontové
tenzidy nedisociuji, protoze nemaji vyrazné lokalizovany naboj. Polarni skupiny tudiz tvori
napt. vetsi pocet kyslikovych atomii v molekule. Iontové tenzidy se dale déli na kationtove,
aniontové a amfoterni (zwitteriontové). U kationtovych tenzidii dochazi pii disociaci k tvorbé
povrchové aktivnich kationti. Velmi Casté jsou slouceniny na bazi dusiku, napft. soli mastnych
kyselin, kvartérni amoniové soli nebo pyridinové slouceniny substituované na atomech dusiku.
Aniontové tenzidy disociuji za vzniku povrchové aktivnich aniontd. Nejvyznamnéjsimi
predstaviteli této skupiny jsou alkalické soli wvySSich mastnych kyselin nebo soli
alkylsulfonovych kyselin. Soucasné pfitomnost aniontovych a kationtovych PAL ve vodném
roztoku obvykle neni mozna, nebot’ tyto vytvari velmi slabé disociujici, prakticky nerozpustnou
sul. Aniontové tenzidy jsou Castéji vyuzivany nez kationtové, kvuli jejich snadné a levné
vyrobe€. Amfoterni tenzidy obsahuji bazickou i kyselou funkéni skupinu a vykazuji aniontovou
1 kationtovou disociaci. Jejich naboj zavisi na pH prostfedi. Mezi amfoterni tenzidy patii jak
syntetické produkty (betainy, sulfobetainy), tak pfirodni latky (aminokyseliny, fosfolipidy) [22,
23, 24].

Obecné nalézaji aniontové a kationtové tenzidy uplatnéni v mnoha oborech, predevsim
v kosmetickém prumyslu jako soucast baktericidnich a antistatickych ptipravku, dale jako
detergenty, coz jsou tenzidy nebo smési tenzidu s ptidavnymi latkami, které jsou urCené ptimo
kmyti a CiSténi, v potravinaiském pramyslu jako stabilizatory, v ropném pramyslu
a zemé&délstvi. Diky amfifilni struktufe nachazeji tyto latky také vyuziti ve farmaceutickém
prumyslu jako potencialni nosice pro cilenou distribuci 1éCiv. Zejména se jedna o polymerni
micely, liposomy, nano- a mikroc¢astice ¢i hydrogely.
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Prave polymerni micely se od klasickych micel tvorenych nizkomolekularnimi tenzidy lisi
predevsim svou velikosti a zvySenou stabilitou v krevnim fecisti, proto jsou pro toto pouziti
vhodngjsi. Micela muze slouzit jako nosi¢ Spatné rozpustnych 1éCiv, které solubilizuje ve svém
nepolarnim jadie. Povrch micely naopak 1éCivo chrani pfed kontaktem s vnéj§im prostiedim.
Povrchové aktivni chovani latek pro cilenou distribuci 1éCiv muze zlepsit fadu vlastnosti, jako
je biokompatibilita nebo distribuce v organismu [25, 26, 27].

2.2.1 Tvorba micel

Amfifilni povaha molekul tenzidd ma za nasledek jejich snahu minimalizovat styk jejich
nepolarnich ¢asti s polarnim prostfedim a naopak polarnich ¢asti, nachazeji-li se v nepolarnim
prostiedi. Ve velkych zfedénich se PAL chovaji jako pravé roztoky. Pti vzrustajici koncentraci
se nachazeji jako volné molekuly i1 v roztoku, ale ve velké mife se zaCnou hromadit na
mezifazovém rozhrani, kde snizuji povrchové napéti. Ve vodném prostedi se polarni hlavy
orientuji dovnitt roztoku, zatimco hydrofobni alkylové fetézce vné. Pii uplném nasyceni
povrchu kapaliny dochazi k dosazeni tzv. Kritické micelarni koncentrace (z anglického
,,critical micelle concentration — CMC). Je to nejvy$si mozna koncentrace, pii které se PAL
vyskytuji v roztoku v molekulové formé. Po piekroCeni této koncentrace zacnou tenzidy
asociovat do agregati zvanych micely. Proces micelizace je znazornén na obr. 6. Hnaci silou
agregace jsou hydrofobni interakce, které jsou spojeny s pomérné znacnym nardstem entropie,
ktery je zapfiCinén desolvataci hydrofobnich alkylovych fetézci. Zména entalpie se lisi
v zavislosti na povaze tenzidi. U iontovych typt tenzidi je proces agregace exotermni,
v pfipad¢€ neiontovych se jedna o proces endotermni.

Jadro micely tvofti propletené uhlovodikové fetézce PAL, které se stale snazi minimalizovat
styk s vn€jSim prostfedim, a proto se orientuji k sobé. Vnéjsi povrch micely tvofi polarni hlavy
tenzid. Pokud se jedna o iontové tenzidy, polarni hlavy disociuji a vznikaji nabité micely
obklopené dvojvrstvou tvofenou disociaci vzniklymi protiionty. V nevodném prostredi vznikaji
inverzni micely s nepolarnimi skupinami orientovanymi na povrch micely a polarnimi hlavami
tvoticimi jadro micely.

Pro vznik micel je kromé dosazeni potiebné koncentrace nutna také specificka teplota, ktera
se nazyva Krafftova teplota a je pro kazdy tenzid unikéatni. Pfi jejim dosazeni se rozpustnost
PAL rovna hodnoté CMC, v hodnotach nizsich nez Krafftova teplota se micely netvofii, naopak
pfi vysSich teplotach rozpustnost PAL siln€ stoupa, prave diky tvorbé micel.

Hodnota CMC je ovlivnéna jak strukturou tenzidu, tak i rozpoustédlem a latkami v ném
rozpusténymi. S rostouci délkou fetézce tenzidu hodnota CMC klesa, v pripadech rozvétvenych
fetézcl a plitomnosti nenasycenych vazeb hodnota CMC roste. Pii stejné délce tetézce je
hodnota CMC niZzsi u neiontovych tenzidl oproti iontovym. V piipadé obsahu jednoduchych
anorganickych elektrolytt v roztoku klesa hodnota CMC u iontovych tenzida z divodu stinéni
nabojové repulze mezi nabitymi hlavami tenzidu. Pfi pfidani vhodné latky, napt. polymert, do
roztoku PAL, mize také dojit k agregaci i pfi nizsi koncentraci nez je CMC. Elektrostatickymi
a hydrofobnimi interakcemi interaguje tenzid s molekulami polymeru a dochézi k vytvoreni
tzv. ,,minimicel “ tenzidu na povrchu polymeru. Koncentrace, pfi niz se takto déje, se nazyva
kriticka agregacni koncentrace (z anglického ,, critical aggregation concentration— CAC).
Tvorbu micel 1ze naopak i uplné potlacit pridanim siln€ polarni latky napt. moCoviny [28-31].
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Obr. 6: Existence jednotlivych fazi povrchové aktivnich latek v roztoku v zavislosti na
koncentraci — proces micelizace [32]

Koloidni roztoky se vyznacuji typickym pribéhem zavislosti riznych fyzikalné-chemickych
veli¢in na koncentraci, kdy pfi hodnoté CMC obvykle nastava prudky zlom a zména vlastnosti.
Napriklad povrchové napéti prudce klesa se zvySujici se koncentraci tenzidu, po dosazeni CMC
se vSak jeho hodnota jiz témef nemeéni. Také hodnoty molarni vodivosti, hustoty, viskozity ¢i
turbidity vykazuji zZlomy koncentracnich zavislosti pfi dosazeni hodnoty CMC. Tato skutecnost
nam umoziuje stanovovat CMC rtuznymi technikami, dnes je pro svou rychlost a jednoduchost
velice popularni metoda fluorescencni sondy [33, 34].

S procesem tvorby micel souvisi 1 pojem agregacni €islo. Jeho hodnota udava pocet molekul
tenzidu, které tvori jednu micelu. Tento parametr zavisi na nékolika faktorech, pfi¢emz roste
s délkou uhlovodikového fetézce a klesa s velikosti plochy, kterou na povrchu micely zaujima
jedna polarni skupina. Dana plocha souvisi nejen s velikosti polarni hlavy tenzidu, ale také
s odpudivymi silami mezi témito polarnimi skupinami [31, 32].

2.2.2 Velikost a tvar micel

Velikost a tvar micel se lisi v z&vislosti na koncentraci tenzidu a teploté, pH a iontové sile
roztoku. Ve zfedénych vodnych roztocich v koncentraci mirné nad CMC se vyskytuji sférické
Hartleyovy micely, které maji tvar nepravidelné koule. Polomér takového kulového agregatu
se priblizné rovna délce molekuly tenzidu, hodnota agregacniho Cisla se pohybuje v rozmezi 50
az 150. S rostouci koncentraci tenzidu se zvetSuji jeho rozmeéry a jsou piitomny i micely jiného
tvaru. Uhlovodikové fetézce se zacinaji orientovat stile vice rovnobézné, ¢imz vznikaji
valcovité agregaty, hexagonalni kapalné krystaly ¢i utvary podobné dvojvrstvé lipidu
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v bunécnych membranach. Tyto dvojvrstvé micely se nazyvaji McBainovy a jsou slozené ze
dvou vrstev tenzidu, které jsou k sobé€ orientovany uhlovodikovymi fetézci, zatimco polarni
skupiny smétuji smérem ven. Diky laminarnimu usporadani micel mize dochazet k prechodu
roztoku v gel [23, 25, 35].

Micela Valcovita micela Hexagonalni struktura micel McBainova laminarni micela

Obr. 7: Zména tvaru micely v zavislosti na koncentraci roztoku [23]

Typ vznikajiciho agregatu zavisi také na poméru velikosti a tvaru hydrofilni a hydrofobni
casti molekuly tenzidu. Tento vztah definuje bezrozmérna veli¢ina kriticky parametr
usporadani (,,Critical Packing Parameter“— CPP).

: ey

kde V je molekularni objem hydrofobni ¢asti molekuly, ao je u€inny prafez polarni hlavou
skupiny a /. efektivni délka uhlovodikového fetézce.

Pro hodnoty p <<'1 je tvar micel sféricky az cylindricky, pro p ~ 1 odpovida tvar valcovitym
¢i dvojvrstevnym micelam. Pokud je p vétsi nez 1, tvofi se inverzni micely. Je tieba také
podotknout, ze klasické sférické a inverzni micely jsou systémy velmi dynamické s dobou
existence fadové ve zlomcich sekund, zatimco laminarni dvojvrstvy jsou vysoce usporadané
a stabilni systémy schopné fungovat i n€kolik tydna [36, 37, 38].
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Obr. 8: Schéma molekuly tenzidu s velicinami popisujici CPP [36]
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2.2.3 Solubilizace
Micelarni koloidy maji, diky své amfifilni struktufe, vyznamnou vlastnost, a tou je solubilizace.
Jedna se o schopnost rozpustit latky v daném rozpoustédle nerozpustné. Solubilizace je mozna
az po vzniku agregatii tenzidl, pficemZz mechanismus muaze byt rizny. NejCastéji se jedna
o rozpousténi nepolarnich latek ve vodném prostiedi, které¢ se inkorporuji do jadra micely.
Polarné-nepolarni latky se v micele orientuji podobnym smérem jako samotné molekuly
tenzidu. Jejich uhlovodikové fetézce smétuji dovnitf micel, zatimco polarni skupiny ven
z micely. Polarni latky se solubilizuji na povrchu micely. V laminarnich micelach zpasobuji
rozpousténé latky oddalovani molekulovych fetézct tenzidu, protoze se rozmistuji mezi
uhlovodikové konce molekul.

Solubilizace zpusobuje narast hmotnosti micely nejen v duasledku piidanych molekul
rozpusténé latky do jadra micely, ale také proto, ze se procesem solubilizace zvétsi objem
hydrofobniho jadra, které tudiz musi tvofit vice molekul tenzidu [23, 29, 31].

polarné-nepolarni latka
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Obr. 9: Solubilizace (a), (b), (c¢) malymi micelami, (d) lamindrnimi micelami [23]

Solubiliza¢ni kapacita je definovana jako pocet molu rozpusténé latky na 1 mol tenzidu a pro
konkrétni povrchové aktivni latky zistava obvykle stejna v Sirokém koncentraCnim rozmezi
nad CMC. Faktory ovliviiujici solubilizaci jsou vesmés totozné s témi, které ovliviuji
micelizaci. Jedna se zejména o ptidavek elektrolytu, pH roztoku, teplotu nebo tlak. Solubilizace
také zavisi na tvaru micely a podilu z jejiho povrchu, na kterém proces probihd. Ve vétsingé
pfipadu je solubiliza¢ni kapacita vétsi pro polarni solubilizaty [39, 40].

Na principu solubilizace funguji kosmetické i praci prostiedky, kdy jsou mastné necistoty
uzavieny uvnit micel detergentt a smyty z povrchu Cisténého materialu. Pro védecky vyzkum
je praktické solubilizovat do micel fluorescen¢ni sondy, umozfiujici zkoumat dané systémy
pomoci fluorescen¢ni spektroskopie. Velky potencial ma vsak pouziti povrchové aktivnich
latek jako nosi¢t nepolarnich 1éCiv pro nadorovou terapii. LéCivo muze byt v micele vazano
bud’ hydrofobné (tj. rozpusténo v jadie micely), nebo pfimo chemicky navazano na polymerni
nosi¢ biodegradovatelnou vazbou. Prvné jmenovany postup je vyrazné jednodussi
auniverzalnéj§i, je u n¢ vsak podstatné obtizngjsi fidit rychlost uvoliiovani pfipravku
z polymerni micely. Na druhé stran¢ chemicka vazba umoziiuje ridit rychlost uvolfiovani 1é¢iva
a spustit jej az v nadorové tkani, aby nedochazelo k uvolfiovani beéhem cirkulace v krevnim
fecisti. Jednim z mechanismd, ktery toto do zna¢né miry spliluje, je pouziti hydrazonové vazby,
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ktera je hydrolyticky labilni v mirn€ kyselém prostiedi (nadorova tkar je kvuli hypoxii vyrazné
kyselej§i nez krevni plazma), zatimco v neutralnim prostfedi krevniho fecisté je vyrazné
stabilnéjsi.

Nosice s inkorporovanym lé¢ivem je mozné piipravit nékolika zpliisoby, nejCastéji spoleCnym
odpatfovanim vodného roztoku polymeru, ktery je schopen tvofit micely, a latky v organickém
rozpoustédle, ktera ma byt solubilizovana v hydrofobnim jadru. Po odpareni do podoby filmu
se tento rehydratuje. Micely se vytvoii samovolne. Dalsi zpisob je pouziti ultrazvuku,
vysokotlakého homogenizatoru apod. [41, 42].

2.2.4 Inerakce polymer-tenzid

Interakce polymert s tenzidy mohou byt vice druhil a rizné silné v zavislosti na povaze latek.
Vazba mezi neiontovym tenzidem a nenabitym polymerem je slaba nebo zadna, v piipadé
interakce iontovych tenzida s neiontovym polymerem reaguji ochotnéji aniontové tenzidy [43].
U polymera obsahujicich hydrofobni ¢ast molekul budou pievliadat hydrofobni interakce
s molekulami tenzidi. Nabity polymer, tzv. polyelektrolyt, v roztoku disociuje a jeho
disociované funk¢ni skupiny jsou obklopeny ekvivalentnim mnozstvim protiiontd. S opacné
nabitymi tenzidy zde budou pievladat elektrostatické interakce, na které ma vliv pifedevsim
chemické slozeni, linearni hustota a pozice naboje a dynamika kostry polymeru [25].

Proces navazani molekul tenzidu na fetézce polymeru nastava jiz pii velmi nizké koncentraci,
ktera se nazyva kriticka agrega¢ni koncentrace (CAC) a je Casto i o né€kolik fadi nizsi nez
CMC tenzidu. Pokud by byla hodnota CAC vyssi nez CMC, situace by naznacovala, ze
molekuly tenzidu preferuji vlastni micelizaci nezli vznik komplext s polymery. Navazané
molekuly tenzidu tvofi na fetézci polymeru micelam podobné klastry nazyvané ,, minimicely “.
Cela tato charakteristicka struktura se nazyva struktura perlového nahrdelniku, tzv. , pearl
necklace “ (obr. 10), kde micely svym kulovym tvarem pfipominaji perly a fetézec polymeru
je spojuje [25, 44].

Pfi dalSim zvySovani koncentrace tenzidu dochéazi v roztoku i k tvorbé volnych micel
a slozité&jSich agregatd, po presahnuti ur€itého bodu navazani tenzidu na polymer pfestanou byt
jejich komplexy dale rozpustné a dochazi k fazové separaci za vzniku gelli. Tyto gely, vzniklé
interakci polyelektrolyti a opacn€ nabitych tenzidi, jsou dnes predmétem velkého zajmu
hlavné v potravinafstvi a farmacii. Dosahuji vyssi stabilitu a povrchovou aktivitu, zaroven
mohou micely v téchto komplexech slouzit jako nosice pro nepolarni latky, zejména cytostatika
[45].
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Obr. 10: Struktura perlového ndhrdelniku — model interakce polymer-tenzid [25]

2.2.5 Interakce hyaluronanu s kationtovymi tenzidy

V ptipadé avahy pouziti vyse popsanych systéma v medicinskych aplikacich neni dostacujici
pouze uspesna interakce. Micely tenzidu sice mohou zapouzdrit, vétSinou nepolarni, 1éCiva ve
svém jadru, nicméné nékteré tenzidy jsou drazdivé a pro kosmeticky ¢i farmaceuticky primysl
zcela zakazané. Totéz plati pro hledani vhodného kandidata na post polymeru. Latky musi byt
biokompatibilni a netoxické, stejné tak jejich degradacni produkty. Jako vhodny kandidat se
zde jevi hyaluronan, ktery se pfirozené nachazi v téle vSech obratlovcu a tudiz spliiuje vyse
zminéné podminky. Stale vice vyzkuml smeéfuje pravé k prozkoumani interakci mezi
hyaluronanem a kationtovymi tenzidy.

Hyluronan reaguje s tenzidovymi kationty obdobné, jak bylo popsano v ptedchozi kapitole.
Pii CAC se molekuly tenzidu zaCnou vazat na fetézce a tvofit zde minimicely. Fakt, ze
hyaluronan upfednostni tenzidovy kation (napf. Septonexovy kation) je dan hydrofobicitou
daného iontu, tvoreného dlouhym uhlovodikovym fetézcem, protoze se kontaktem
s hyluronanem redukuje jeho styk s vodou. Z elektrostatického hlediska se tento tenzidovy iont
chova stejné€ jako hyaluronovy protiiont (napf. Na*). Diky témto preferencim vzrasta lokalné
koncentrace tenzidi v okoli polyelektrolytu oproti celému roztoku, tim padem muze byt lokalné
prekro¢ena CMC a mohou tak vznikat micely i pfi celkové koncentraci tenzidu nizsi nez CMC.
Nutno podotknout, Ze z divodu nizsi hustoty naboje na fetézci hyaluronanu jsou sily mezi nim
a tenzidy slabs§i nez napf. pfi interakci s alginatem nebo pektdtem. Pii dosazeni urcité
koncentrace hyaluronanu i tenzidu dochazi k fazové separaci a tvorbé gelu. Fazové chovani
téchto systémua (hyaluronan-tenzid-voda) se klasicky popisuje ternarnim diagramem.

Dvoufazova oblast, ktera vystupuje z rohu vody, ma kapkovity tvar a je silné naklonéna
k rohu tenzidu. Vzorky nachazejici se v této oblasti podléhaji fazové separaci. Jeji pficinou je
redukce naboje mezi hyaluronanem a tenzidem, ¢imz se snizi hydrofilicita i repulze v ramci
polymeru. Pfi pouziti riznych molekulovych hmotnosti hyaluronanu a riznych tenzid(i ma
kapkovita dvoufazova oblast mirn€ odliSny tvar.
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Vzniklé gely obsahuji hydrofobni oblasti, jelikoz koncentrace tenzidu v gelu presahuje CMC.
Samovolna difuze vody v gelech je omezena kvili pomérmé velkému mnozstvi jiz navazané
hydratacni vody. Gely je mozné rozpustit pifidanim velkého nadbytku tenzidu ¢i zvySenim
iontové sily roztoku. Piidavek nizkomolekularniho elektrolytu totiz odstifiuje elektrostatické
interakce mezi nabitymi skupinami hyaluronanu a polarnimi hlavami tenzidd, ¢imz se
podporuje vznik volnych micel. Koncentrace elektrolytu potfebna pro zabranéni vzniku fazové
separace se nazyva kriticka koncentrace elektrolytu (CEC) a pro hyaluronan roste s jeho
zvysujici se molekulovou hmotnosti. Pravdépodobné kvili hydrofobnim interakcim vSak nelze
tyto interakce v ptipadé hyaluronanu s tenzidy zcela potlacit [46, 47, 48, 49].

2.2.6 Karbethopendeciniumbromid

Karbethopendeciniumbromid patii mezi kationtové tenzidy, vyskytujici se ve formé kvartérni
amoniové soli s kladnym nébojem na dusiku a funkénim vzorcem C21H44BrNO,. Jedna se
o bilou krystalickou latku s molekulovou hmotnosti 422,48 g/mol a bodem tani 153—-156 °C.
Vyznacuje se dobrou rozpustnosti ve vodé€, ethanolu (96 %) a chloroformu. V rozmezi
koncentraci 0,79-0,81 mM dochazi k tvorbé sférickych micel. Karbethopendeciniumbromid se
pouziva ve farmaceutickém primyslu jako ucinna latka antiseptickych a dezinfekénich
pfipravkl pod komerénimi nazvy Septonex a Otipur [50, 51].
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Obr. 11: Struktura karbethopendeciniumbromidu

2.3 Gely

Jako makromolekularni gely se oznacuji koloidni disperzni soustavy, jejichz pevné Castice
disperzniho podilu tvofi trojrozmérnou sit, kterd je prostoupena spojitou fazi disperzniho
prostiedi. V dusledku usporadani ¢astic pravé do této trojrozmérné sit€ maji gely charakter tuhé
latky 1 pfesto, ze disperzni prostiedi, které gel obsahuje, je kapalné.

Takové gely (s kapalnym disperznim prostiedim) se obecné nazyvaji lyogely. Dle charakteru
disperzniho prostiedi délime gely na hydrogely (rozpoustédlem je voda) a organogely
(rozpoustédlem je organicka latka). Jestlize rozpoustédlo odstranime, napt. vysuSenim, vznika
tak xerogel. Jeho objem je zmensSeny o objem odstranéného rozpoustédla. U geld vzniklych
z lyofilnich koloidii je moznost opétovného vzniku lyogelu ze xerogelu, a to pfidanim
rozpoustédla. Takové gely se nazyvaji reverzibilni. Gely vzniklé z lyofobnich koloida tuto
schopnost nemaji a nazyvaji se ireverzibilni. Proces prechodu xerogelu v lyogel se nazyva
botnani gelu, které miize byt omezené (do vzniku gelu) nebo neomezené, kdy xerogel piijima
nadbytek rozpoustédla az do vzniku koloidniho roztoku [24, 52].

2.3.1 Vznik
Ke vzniku gelu je, v procesu zvaném gelace, nutno vytvoreni dostatecného mnozstvi spojit mezi
linearnimi fetézci polymeru v roztoku. Tyto spoje se nazyvaji sty¢né body neboli uzly. Podle
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povahy sil, které drzi sit’ gelu v t€chto uzlech pohromadé, mizeme délit gely na fyzikalné nebo
chemicky sitované. U fyzikalnich gelt pfevladaji v uzlovych oblastech van der Waalsovy sily,
bipolarni sily, vodikové mustky, hydrofobni interakce, pfip. zde mize dojit také k vzajemnému
zauzleni fetézci. Chemické gely jsou zesitovany pomoci kovalentnich vazeb. Jednim ze
zpusobu vzniki gelt je také botnani, podrobnéji popsané v nasledujici kapitole [24, 53].

Proces gelace ovliviiuje zejména teplota, koncentrace, pH ¢i mechanické pasobeni. Zvysujici
se teplota obvykle zabranuje vzniku gelti z davodu vétsiho tepelného pohybu molekul a tudiz
kratSiho trvani vazeb mezi segmenty. Se vzrustajici koncentraci vSak roste pocet srazek
molekul, ¢imz se zvétSuje 1 pocet vzniklych vazeb v objemu gelu. V pfipadé amfoternich
polyelektrolyt probiha gelace nejlépe v hodnoté pH, ktera je rovna izoelektrickému bodu [23,
24, 53].

2.3.2 Vlastnosti

Gely se vyznacuji svou charakteristickou elasticitou. V dasledku svého usporadani se, i pres
majoritni podil kapalného disperzniho prostredi, chovaji jako latky v tuhém stavu a odolavaji
vystavené deformaci az do urcité kritické hodnoty. Do té doby se deformuji vratné. Hodnota
kritického napéti zavisi na poctu uzlt ajejich pevnosti. Reverzibilni gely s malym poctem vazeb
jsou obvykle znacné elastické, naopak se vzrustajicim poctem uzll se struktura stava rigidné;jsi,
¢imz se snizuje moznost zmény tvaru makromolekuly. Obecné Ize fici, ze se u fyzikalnich gela
sdruzuji fetézce k sob€ a tvofi tzv. uzlové oblasti, které jsou obvykle mnohem vétsi nez
kovalentni uzly u chemicky sitovanych geld. Tyto uzlové oblasti se vyskytuji v pomérmné velké
Cetnosti vzhledem k délce fetézce makromolekuly. Muze jich byt vice typl, lisicich se
strukturou, Zivotnosti a pevnosti. Na té€chto parametrech pak zavisi reologické chovani gelt.
Gely se silnymi vazbami se blizi svymi vlastnostmi kovalentnim geltim, naopak slabé gely si
zachovavaji svou elasticitu jen pfi malych napétich. Nékteré fyzikalni gely se slabymi vazbami
mohou také mechanickym ucinkem, zejména protiepanim, prejit do stavu koloidniho roztoku.
Pti ponechani soustavy v klidu se sily obnovi, ¢cimz vznikne pivodni struktura gelu. Tento jev
se nazyva tixotropie. D¢ opacny, tedy vznik gelu protfepanim koloidniho roztoku, se nazyva
reopexie [24]. I pfes prostorovou sit” je difuzivita v gelu pro nizkomolekularni latky a ionty
témef nemeénna od puvodniho koloidniho roztoku, z ¢ehoz vyplyva, ze i elektricka vodivost
gell zGstava témér stejna jako v solu [23, 24].

Pro fyzikélni gely je také typické neomezené botnani, které se timto nezastavi ve stadiu
lyogelu, ale za pfitomnosti dostatecného mnozstvi rozpoustédla zaniknou jejich stycné body
a makromolekuly pfechazeji do koloidniho roztoku. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.3, jedna
se o proces pohlcovani nizkomolekularniho rozpoustédla xerogelem, jez zvySuje svou hmotnost
i objem. Rychlost botnani vzdy vzrasta s teplotou a je také ovlivnéna hodnotou pH.
Hyaluronové gely patii mezi iontové gely, pro néz je botnavost mnohem vyssi ve srovnani
s gely, jejichz sit’ neobsahuje skupiny schopné disociace. Sit’ polyelektrolytového gelu muze ve
vodném prostredi predstavovat jednoduchy model membranové rovnovahy. Na jedné strané
membrany disociuji funkcéni skupiny gelu. Pfitomno je zde také ekvivalentni mnozstvi
protiiontd, které jsou schopny membranou, propustnou pouze pro nizkomolekulari latky,
prechazet velmi omezené. Velky rozdil koncentraci protiiontd v gelu na jedné a ve vod€ na
druhé strané¢ membrany ma tendenci zvySovat snahu molekul vody prechédzet do gelu, a tim
zvySovat botnani gelu.

V pripadé aplikaci hydrogelii je botnani jednou z jejich nejdilezit€jSich vlastnosti.
Charakterizuje se méfenim kapacity absorpce vody nebo vodného roztoku. Zjisténi hmotnosti
nabotnaného hydrogelu je nejjednodussi cesta k ziskani botnaci kinetiky a rovnovahy. Rozsah
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botnani (Rs), nejCast€ji pouzivany parametr k vyjadieni botnaci kapacity hydrogelt, je
definovan jako:

Ry =W, —W,)/W,,, 2)

kde Ws a Wp jsou hmotnosti nabotnaného a vysuSeného hydrogelu. Botnaci sila je
kompenzovana retrakcni silou vyvolanou uzly sit€. Kdyz se tyto dvé sily vyrovnaji, botnani
hydrogelu se dostane do rovnovazného stavu [54, 55].
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Obr. 12: A) Botnani gelu vysokomolekuldrniho elektrolytu, B) nedisociovany gel se stejnou
strukturou v cisté vode [24]

Cerstvé piipravené fyzikalni gely nejsou v termodynamické rovnovaze. Casem tedy dochazi
ke zdokonalovani struktury preskupovanim fetézcu, coz vede ke snizovani Gibbsovy energie.
U gelt s dlouhou Zivotnosti spojnych oblasti nastava tento proces pomaleji. D€j se nazyva zrdni
gelu. Jestlize je vysledkem zvySeni po¢tu uzli nebo jejich funkEnosti, maze timto dojit ke
smrsténi sitovité struktury, ¢imz se snizi botnavost a ¢ast rozpoustédla, pro které jiz neni v gelu
misto, je vytlaCovana ven. Objem gelu se tedy snizi o vyloucené mnozstvi rozpoustédla. Tento
jev se nazyva synereze a je podporovan zvysenim teploty nebo pfidavkem elektrolytu [23, 24].

2.3.3 Hydrogely

Stejné jako u definice gelu, tak i v pfipad€ hydrogelt se jedna o trojrozmérné sité€ polymernich
fetézctu. Hydrogely se vyznacuji zna¢nou absorpci vody, aniz by se rozpoustély. Tato schopnost
je dana hydrofilni povahou funk¢nich skupin vazanych na fetézci, mezi které mohou patfit
hydroxylové (-OH), karboxylové (—COOH), amidické (<CONH) nebo sulfonové (—SOzH)
skupiny. Tyto polarni skupiny jsou hydratovany jako prvni, a to pres vodikové mustky ¢i
iontové interakce. Tim je absorbovana tzv. primarné vazana voda. V duasledku hydratace
polarnich skupin se prostorova sit hydrogelu zvétsuje, ¢imz se odkryvaji hydrofobni skupiny,
které také interaguji s vodou a dochézi tak k navazani sekundarni vody. Primarné a sekundarné
vazana voda se souhrnné oznacuje jako celkové vdzand voda. Prazdny mezisitovy prostor
vypliyje jesté tzv. voln€ vazana voda, kterd je dovnitt hydrogelu vhanéna osmotickou silou.
Objem hydrogelu je vyznamné zavisly na teploté, pH ¢i kvalité rozpoustédla [56].

26



Hydrogely lze vyrobit z pfirodnich i syntetickych polymerd, a to chemicky ¢i fyzikalné.
Chemické hydrogely vykazuji pevnéjsi vazby a oznaCuji se jako permanentni hydrogely,
nicméng¢ jejich pfiprava Casto vyzaduje piitomnost toxickych latek, a proto nejsou vhodné pro
medicinské pouziti. Fyzikalni gely jsou pro tuto aplikaci vhodnéjsi. Jednim ze zpusobu jejich
ptipravy je elektrostaticka interakce mezi polyelektrolytem a tenzidem, kdy vznikaji tzv. PEC
hydrogely (z angl. ,, Polyelectrolyte-complex hydrogels ‘). Takto pfipravené hydrogely jsou
i predmétem této prace. Interakce tenzidu s polyelektrolytem byla diskutovana v predchozich
kapitolach [25, 57, 58].

234 Vyuziti

Hydrogely nachazeji vyuziti v mnoha odvétvich prumyslu jako napf. pii vyrobé lepidel,
kontaktnich coCek, pfi zpracovani kuzi nebo pii zvlakfiovani. Pouzivaji se téz jako
zahustovadla v potravinafstvi. V kosmetice jsou gelové piipravky oblibené pro svoji dobrou
roztiratelnost na kuzi. Nejvyssi potencial v§ak maji na poli tkafiového inzenyrstvi, hojeni ran ¢i
cilené distribuce 1é¢iv. Degradacni vlastnosti, a tedy jejich schopnost cilen¢ uvoliiovat 1éc¢iva,
jsou velmi dobie modulovatelné. Piikladem mohou byt hydrogely citlivé na odpovidajici
fyzikalni podnéty jako napt. teplota, pH, ¢i svétlo [59, 60, 61].

2.4 Reologie

Dlouhou dobu byla v technologickych procesech materialového inzenyrstvi trhlina v potiebé
charakterizovat deformacni a tokové chovani latek. V roce 1928 vSak chemik Eugene Cook
Bingham a stavebni inzenyr Markus Reiner tuto trhlinu zalepili, kdyz zalozili védni obor
reologii, jejiz nazev je odvozen z feckych slov rhein a logos, ktera znamenaji ,,tok* a , véda®.
Reologie tedy zkouma vztahy mezi silou, napétim, deformaci a rychlosti deformace u riznych
druht latek. V nasledujicim roce 1929 pak byla zalozena American Society of Rheology, ktera
nove vzniklé véde udala smér. Reologie je totiz interdisciplinarni obor, zasahujici do fyzikalni
chemie, stavebniho inzenyrstvi, mechaniky kontinua, hydrodynamiky apod. Dal§i smér, kterym
lze reologii délit je podle studia pevnych ¢i kapalnych latek, mikro nebo makrostruktury
materiald, kde potom hovoiime o mikroreologii a makroreologii i studia kinetiky chemickych
reakci nebo deformacnich procesti v zivych tkanich. Zde piichazi na fadu chemoreologie, popf.
bioreologie.

Jiz slavny starotecky filozof Herakleitos zvolal ,, Panta rhei!“ (,,VSe plyne!), taktéz ve
starozakonnim zpévu prorokyné Debory se objevuje fraze: , skaly tekly pfed Hospodinem*.
Z védeckého hlediska totiz teCou vSechny materidly, zalezi pouze na pozorovacim case. Proto
je zavedeno tzv. Debofino Cislo, které je dano vztahem:

% tre
D¢ =" (3)

obs
5

kde t,.:je tzv. relaxacni doba daného materialu. To je Cas, ktery material potiebuje k preskupeni
svych Castic (molekul, iontt) pii toku. Je velmi kratky pro dobfe tekuté latky, jako je napt. voda,
ale velmi dlouhy pro materialy, které se nam jevi jako spi§ pevné, napt. zula. Ve jmenovateli je
pak cCas fops, po ktery latku pozorujeme.

Zula se nam v obvyklych pozorovacich ¢asech jevi jako tvrdy material. Pfi opravdu dlouhém
pozorovani ale zjistime, ze v disledku vngjsich sil se zula nevratné deformuje a tudiz tece. TeCe
ale tak pomalu, zZe by nam zdaleka nestacil ani cely nas zivot na spolehlivé zaznamenani toku.
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Deboftino cislo je tedy bezrozmémé Cislo, které charakterizuje tok materialti za urcitych
podminek. Cim je jeho hodnota mensi, tim tekut&jsi se jevi dany material. Skaly proto mohou
pted Hospodinem téct, pokud se jejich pozorovaci doba blizi k nekonec¢nu.

K dané problematice stoji za zminku ,, Pitch drop experiment “, ktery zapocal v roce 1927 na
univerzité v Australii. Jedna se o pozorovani toku, na prvni pohled tuhého, asfaltu. Experiment
je nepretrzité monitorovan kamerou a za celou dobu ukaplo 9 kapek, posledni v roce 2014.

Jak vyplyvéa z predeslého, realné latky nevykazuji limitni pfipady idealn€ nestlacitelné
kapaliny (s nulovou viskozitou) a idealné tuhého télesa (s nekonecné velkym modulem
pruznosti), které jsou soucasti nasledujicich zakond, ale jejich chovani je mozno zaradit nékde
mezi, a proto se nazyva viskoelastické [23, 62].

24.1 Hookuv zakon

Hooktv zakon popisuje zakladni vztah principu deformace idealné elastickych pevnych latek,
coz jsou latky, u kterych nedochazi k disipaci vlozené energie. Veskera energie uloZzena béhem
namahani je po uvolnéni télesa opét vyuzita. Takové elastické latky se pii pusobeni sily chovaji
jako pruzina a deformace je dokonale vratna, neboli elasticka. Pisobeni te¢ného napéti o na
téleso zpusobi jeho protazeni o délku Al. Hookav zakon je pak dan tvarem:

c=G, - —=G; ¢, 4)

kde € = Al/l je tzv. relativni prodlouzeni (deformace) a konstantou tmérmosti Geje Youngiv
(elasticky) modul pruznosti.

Pti vétsi mife deformace muzeme u realnych tuhych téles pozorovat druhy typ odezvy. Ten
se po odnéti pusobici sily projevi tzv. nevratnou, neboli trvalou deformaci [63, 64].

2.4.2 Newtonuv zakon

Newtonav zakon popisuje, obdobné jako Hooktiv, vztahy pro deformace, zde pro piipad idealné
viskdznich tekutin. Jednd se zejména o plyny a nizkomolekularni kapaliny, které vesSkerou
vlozenou energii disipuji na teplo. Nedochazi tedy k zadnému zpétnému vyuziti vlozené
mechanické energie pii odlehceni vzorku. Newtontv zakon pro takové idealné viskozni latky,
nazyvané také jako newtonské, je dan vztahem:

O =NV o (5)

kde oy je smykové napéti, # je dynamicka viskozita a y.,je smykova rychlost. Z daného vztahu
vyplyva, ze viskozita newtonovskych latek se pii zvySujicim se teCném napéti neméni, proto je
tedy toto te€né napéti linearn€ zavislé na smykové rychlosti.

Samotna definice viskozity zni, Ze se jedna o schopnost materialu branit se deformaci silami
vnitiniho tfeni umérnymi rychlosti deformace, kde vnitini tfeni je disledek vzajemného
silového pusobeni mezi Casticemi pii proudéni. Viskozita se méni s koncentraci latek, teplotou,
Casem a tlakem. V tabulce 1 jsou pro ukazku uvedeny viskozity béznych materialt.
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Tab. 1: Priklad viskozit vybranych ldtek

Material Viskozita [Pa.s]
sklo 1040
roztavené sklo (500 °C) 1012
bitumen 108
polyethylen (120 °C) 105
polyethylen (220 °C) 103
sirup 102
med 101
glycerin 10O
olivovy olej 10-1
rtut’, voda 10-3
vzduch 10-5

Pro ptipad proudéni kapaliny mezi dvéma deskami, z nichz spodni je stacionarni a horni
pohybliva, definoval Isaac Newton v roce 1687 vztah pro smykové napéti ¢ nasledovné:

o=£ 6
= (6)

kde F udava smykovou silu, ktera vyvolava pohyb horni desky o plose A.

Vo

Obr. 13: Rychlostni profil toku v kapaliné mezi nepohyblivou (spodni) a pohybujici se
(horni) deskou
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Latky, které se nefidi timto zakonem, se nazyvaji jako nenewtonovské. Jejich viskozita neni
materidlovou konstantou, ale je zavisla na velikosti te¢ného napéti nebo rychlosti deformace
aoznacuje se proto pojmem zdanliva viskozita 7. Zakladnim modelem pro viskozitu
nenewtonovskych latek je tzv. mocninny model (,, power-law model ), ktery je dan vztahem:

ny=K-y"" (7)

kde no je zdanliva viskozita, y je smykova rychlost, konstanta K udava tzv. koeficient
konzistence dané latky, ktery urcuje strmost vyslednych kiivek, prezentovanych ptrikladné na
obr. 14 a n zastava index toku danych latek projevujici se zakiivenim kiivek (obr. 14).

Mezi nenewtonovské latky se fadi zejména roztoky ¢i taveniny polymerd, suspenze, pasty
apod. Se zménou tecného napéti nebo rychlosti deformace muze tedy zdanliva viskozita klesat,
popf. rust, kdy takové chovani oznacujeme jako pseudoplastické (n < 1) a dilatantni (n > 1).
Z daného vyplyva, ze newtonské latky maji n=1. Typickym ptikladem dilatantni latky je
kukufi¢ny Skrob rozpustény ve vodé, ktery se pfi pozvolném michani jevi jako tekuty a pii
prudkém michani tuhne. Pseudoplastické chovani naopak vykazuji napt. barvy a laky na sténu,
ptipadné krev, které pii prudsim roztirani lépe teCou [63, 65].

&

/ dilatantni

no [Pa.s]

pseudoplastické

T~ plastické

y[s7]

Obr. 14: Zavislost zddanlivé viskozity na rychlostnim gradientu pro riizné typy
nenewtonskych latek

Kromeé mocninného modelu obsahuje reologie celou fadu dalSich, kazdy vhodny pro jiny typ
aplikace. Za zminku stoji jest¢ Binghamuv model, ktery do rovnice zavadi tzv. mez toku, jez
predstavuje nejveétsi smykové napéti, pii kterém jeSt€¢ nedochazi k deformaci dané latky.
V praxi to znamena, ze se pii namahani latky néjaky ¢as nic ned¢€je, nez zacne téct. Typickym
ptikladem je napft. keCup, do jehoz lahve je nutno klepnout, ¢imz se prekona mez toku, a poté
teCe. Rovnice vypoctu zdanlivé viskozity dle Binghamova modelu je definovana néasledovné:
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ny=0yy +K-y" (8)

kde z pfedchoziho mocninného modelu ptibyva pouze parametr oo predstavujici mez toku.

Na zavér této podkapitoly je navic uvedena tabulka vybranych smykovych rychlosti
raznnych ukonu vyuzitelnych zejména v primyslu. Nasledujici znalosti jsou dulezité pfi
konstrukci riznych zafizeni s tryskami ¢i nalevkami urcitého poloméru, kdy je nutné
v laboratnornich podminkach zméfit viskozity materiali pouzivanych na dané aplikace
s uvazovanou smykovou rychlosti tkonu. Tim se zabrani konstrukénim chybam, kdy se
material v trysce ucpe. V pfipadé farmakologie je mozno uvazovat oftalmologické aplikace,
kdy je napf. nutno porovnat viskozitu slz pti dané hodnoté smykové rychlosti mrknuti oka
s viskozitou pouzitych medicinskych gell pfi stejné smykové rychlosti. Timto zptisobem se da
vyhodnotit, zdali se nami vyrobeny gel viibec v oku rozetie.

Tab. 2: Priklad smykovych rychlosti vybranych aplikaci [63, 65]

Situace Smykova rychlost [1/s] Aplikace
. . o N . o 1 ax:
sedimentace jemnych ¢astic 10 =10 stabilizace lak, 1é¢iv
kapilarni vyrovnéavani 2 )
hladiny 10 =10 operace po tisku
ozt -1 1 f s
stékani filmu 10 =10 natirani
vytlacovaci stroje 1()0_1()2 zpracovani polymeru
Sy keramika, metalurgie,
nanaseni ponorem 12 oy
10 =10 potravinafstvi
zvykani a polykani potravinafstvi
tok trubkou 1()1_1()3 doprava Cerpanim, tok krve
michani 1()1_1()3 homogenizace
natirani a rozstikovani 1()3_1()4 suSeni, lakovani
. 3 4 .
mrknuti oka 10 =10 oftalmologie
. , . o 3 5 . o
mokré mleti pigmentd 10 =10 vyroba barev a lakl
rychlobézné nanaseni 35 rimvsl pairu. polverafie
povlak 10 -10 prumysl papiru, polyg
v Lo 4 5 - v [
runi roztirani 10 —-10 masaz pokozky krémem
mazani 1()3_1()7 vybusné motory

2.4.3 Viskoelasticita

Hooklv a Newtontiv zakon, které jsou popsané vyse, piedstavuji limitni pfipady reologického
chovani, a to pro idealni latky. VétSina redlnych latek vSak svymi vlastnostmi pfipomina
Castecné jak tuhé elastické téleso, tak také viskozni kapalinu. Tyto latky se nazyvaji
viskoelastické.

Materialové vlastnosti viskoelastickych latek se zpravidla popisuji dvéma typy moduld.
V prvnim piipadeé je to elasticky modul pro pevné latky, standardn€ oznaovany jako G', ktery
vyjadiuje energii uloZzenou v materidlu béhem napétového cyklu a tvori realnou cast
komplexniho smykového modulu G*. Viskoezitni modul pro kapaliny, oznagovany G", sdé&luje
ztratu energie behem napétového cyklu. Jedna se o imaginarni slozku komplexniho smykového
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modulu G*. Komplexni smykovy modul zahrnujici obé slozky a vyjadiujici reologické
chovani realnych viskoelastickych latek 1ze matematicky vyjadfit jako komplexni ¢islo:

G =G'+G". 9)

K urCeni presné hranice v chovani mezi pevnou a kapalnou fazi slouzi tzv. bod prekrizeni
(z angl. ,, cross point “) elastického a ztratového modulu. Do dosazeni dané hodnoty deformace
prevazuje praveé jeden z modull a udava tak charakter chovani zkoumané latky. V praxi se tak
porovnavaji vysledky obou modult (viz kapitola 6.1), kdy pfi vyssi hodnot€ elastického modulu
se latka chova jako pevna, naopak pfi vy§§im viskozitnim modulu se latka chova vice tekuté.
Ziskani vyledku viskoelastickych modull je mozné pouze na rotaCnim reometru
s odpovidajicim pocitacovym softwarem (viz kapitola 2.4.4.2) [66].

24.4 Meérici systémy a metody charakterizace viskoelastickych latek

Pro stanoveni viskozity ¢i mechanickych vlastnosti latek se v praxi setkavame s mnozstvim
meéficich metod. Od nejjednodussiho orientacniho zanalyzovani latky mezi prsty, téZ znamého
jako Furdikova metoda, je mozno méfit viskozitu zejména prutokovymi viskozimetry.
Nejslozit€jsi piistroje v podobé rota¢nich reometri jsou schopny pomoci softwaru zobrazit
zavislosti viskoelastickych moduli, viskozitni funkce a dal§i parametry.

Obr. 15: Furdikova metoda [67]

2.4.4.1 Klasické viskozimetry

Prvnim typek klasickych viskozimetri jsou kapilarni viskozimetry, které jsou zalozené na
mefeni Casu, za ktery kapalina protece urCitym usekem kapilary. Kapilarni viskozimetry jsou
presné (0,01 az 0,1 %), avSak nemohou byt pouzity pro nenewtonské kapaliny, nebot’ rychlostni
gradient neni konstantni, ale roste se vzdalenosti od osy kapilary. Dalsi problém nastava
u suspenzi, kdy casto dochazi ke komplikacim vlivem nehomogenity vzorkd, ktera je
zaptiCinéna predevsim sedimentaci. Matematicky je dany proces mefeni viskozity zalozen na
Poiseuilloveé rovnici pro pritok kapaliny kapilarou o poloméru r a délce I:

z-rt-Ap-t
= 10
n — (10)

kde Ap je rozdil tlaku dany hydrostatickym tlakem kapaliny ve svislé kapilare, ktery je tmérny
hustoté kapaliny, Vje objem kapaliny, ktery proteCe kapilarou za Cas 7. Viskozita je tedy umérna
hustoté kapaliny a dobé pratoku. Obvykle se provadi méfeni relativni, pfi némz se na stejném
viskozimetru porovnava viskozita kapaliny # se znamou viskozitou srovnavaci kapaliny #ref:
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Na obr. 16 jsou zobrazeny typy kapilarnich viskozimetra s nejpouzivan€j§im Ubbelohdeho
viskozimetrem.

Obr. 16: Typy kapildrnich viskozimetrii [67]

Dalsim typem jednoduchych viskozimetri jsou padové viskozimetry. Méteni dynamické
viskozity 7 je zalozeno na Stokesové vztahu pro pad koule o poloméru r ve viskoznim prostiedi:

2 J—
nzz." '8'(Pk P)., (11)
9 u

kde g je gravitacni zrychleni, pk je hustota kulicky a p hustota kapaliny.

Castou variantou kuli¢kovych viskozimetrii je viskozimetr Hopplerav (obr. 17), ve kterém
se kulicka vali sklenénou trubici o pfesném vnitfnim primeéru, sklonénou v thlu 10°, naplnénou
meétenou kapalinou, obklopenou tempera¢nim plastém. Méfi se rychlost u, tedy Cas, potifebny
k prichodu kulicky mezi horni ryskou A a spodni ryskou B. Obvykle se méfi srovnavacim
zpusobem. Viskozimetr mize byt pouzit jen pro prahledné newtonské kapaliny.

YRS VIS VIS NI VIS SIS VIS VRS VIS Vi VY

Obr. 17: Hoppleriv padovy viskozimetr
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2.4.4.2 Rotacni reometry

Nejdokonalej§i meéfici pristroje viskozity a mechanickych vlastnosti se nazyvaji rotacni
reometry, které jsou slozeny ze dvou zakladnich casti, kdy jedna je staticka — stator a druha
rotuje nastavenou thlovou rychlosti — rotor. Jsou zalozeny na méfeni torzni sily, kterou ptsobi
rotujici kapalina na element zavéSeny na torznim vlakné, ktery se otaci konstantni uhlovou
rychlosti. Vnitfnim tfenim kapaliny je ota¢ivy moment pfendsSen na druhy element. Po ustaveni
rovnovahy se méfi uhel pootoCeni elementu od pavodni polohy ¢, ktery je umérny uhlové
rychlosti @ a viskozité kapaliny #, pti¢emz K je konstanta pfistroje:

p=K-n-o. (12)

Pro méfeni razné viskoznich vzorkt lze pouzit nékolika typti geometrie popsanych na
obr. 18. Ke stanoveni reologickych vlastnosti gelovych vzorki, jez jsou predmétem této prace,
je nejvhodnéjsi typ deska-deska (parallel plates). Vyhoda spociva v malé spotfebé vzorku
a jednoduchém Cisténi aparatury. AvsSak pii méfeni tokovych kiivek muze vzorek ve vysokych
smykovych rychlostech z aparatury vylétavat. Specialni pfipad geometrie pro tekutéjsi roztoky
je dvojice koaxialnich valct (double gap concentric cylinders). Oba valce jsou duté a zasouvaji
se do sebe, pfiCemz jeden je opét stacionarni a druhy, oscilujici, namaha vzorek. Nevyhodou je
vSak veétsi spotieba vzorku oproti aparature deska-deska a slozitéjsi ¢isténi, kdy musi byt cela
aparatura rozebrana. Viskéznéjsi vzorky, jako napt. hydrogely, nelze pohodIné nadavkovat do
tohoto typu aparatury, proto je pro né vhodnéjsi usporadani deska-deska [68].

4
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Obr. 18: Geometrie rotacniho reometru: (a) valec-vdlec, (b) double-gap, (c) kuzel-deska,
(d) deska-deska [68]

Pro zkoumani viskoelastickych latek vCetné hydrogelt jsou vhodné oscila¢ni testy. Zakladni
princip spociva v rovnomérmém ulozeni vzorku mezi dvé ¢asti méfici aparatury, pficemz spodni
je stacionarni a horni osciluje. V pfipadé gelovych vzorkt je nejvhodnéjsi typ deska-deska.
Vyhoda spociva v malé spotiebé vzorku a jednoduchém c¢isténi aparatury. Podminkou je, aby
se vzorek deformoval homogenné v celém smykovém rozsahu a aby pfilnul k obéma deskam
bez jakychkoliv protiskluzovych ucinkt (obr. 19).
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Obr. 19: Davkovani rotacniho reometru: (a) idedlni, v praxi nedosazitelné, (b) spravné,
(c) nedostatecné [67]

Existuje nékolik druhii nastaveni experimentu, v této praci budou pouzity amplitudové testy
s konstantni frekvenci oscilace a frekvencni testy s konstantni amplitudou deformace.

V prvnim piipadé€ je nastavena konstantni frekvence oscilaci s ménici se hodnotou amplitudy
deformace v %, v pfipadé druhém se méni oscilace v rozmezi frekvenci se stdlou hodnotou
amplitudy deformace (vybranou z linearni viskoelastické oblasti, coz je oblast mechanického
namahani, pfi které dochazi k vratné deformaci). Zaznamenava se chovani namahanych vzorka,
a to pomoci zavislosti viskoelastickych moduli na amplitudé deformace v piipadé testu
amplitudového a zavislosti viskoelastickych modulti na frekvenci oscilaci v pfipadé testu
frekvencniho. Pomérem téchto modula ziskame ztratovy thel o:

_¢"

tg(5) = o (13)

z jehoz velikosti se da usuzovat charakter chovani zkoumaného vzorku. V ptipadg, ze 6 > 45°
(tedy tg(o) > 1), vykazuje vzorek viskdzni chovani a naopak, pokud je 0 < 45° (tedy tg(d) < 1),
se vzorek chova elasticky [67, 69].

Druhym typem meéfeni je stanoveni zavislosti dynamické vizkozity na smykové rychlosti,
tzv. tokové testy. Vysledny tvar tokovych kfivek pak charakterizuje reologické chovani
materidlu, kdy ze zavislosti ¢i nezavislosti viskozity na meénici se smykové rychlosti lze
usuzovat, zdali se latky chovaji jako newtonské nebo nenewtonské (pseudoplastické c¢i
dilatantni — viz obr. 14).

Z hlediska medicinskych aplikaci je vhodné aplikovat praveé tyto typy testi pro farmaceutické
a kosmetické pripravky. Ty mohou zastupovat piiklad pseudoplastické, rychle vstiebatelné
latky (¢im rychleji roztirame, tim 1épe se vstiebava z davodu poklesu viskozity). Opacény piipad
plati napf. pro zubni pasty, které si i po roztirani musi zachovat sviij vysoce viskozni charakter
[63, 70].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Cilem mnoha védeckych tyma po celém svété je udé€lat prilom v oblasti 1écby nadorovych
onemocnéni, a to pomoci cilené distribuce 1éCiv, kdy je toto 1é¢ivo dopraveno do postizené
tkan€ specialnim nosi¢em, ktery zabrani jeho nezadoucimu pusobeni ve zdravé tkani. Vybér
nosice neni véc jednoducha, musi se jednat o latku biokompatibilni a biodegradabilni, schopnou
pevné vazat 1éCivo, aby nedoslo k jeho samovolnému uvolnéni do krevniho ob&hu, zaroven
umoznit 1éCivu specificky pusobit v pozadovaném misté. Dal§im dilezitym pozadavkem na
nosi¢ je netoxicita latek vzniklych jeho degradaci [71].

Byla vyvinuta cela fada nosicl, zalozenych na liposomech, dendrimerech [72] nebo
polymernich micelach [42, 73].

Vysledky studii testovani riznych biopolymert pro pouziti v cilené distribuci 1é¢iv byly
diskutovany jinde [74-78]. Testy se vétSinou zaméfovaly na charakteristiku danych
biopolymert,, at uz nativnich ¢i hydrofobné modifikovanych, konkrétné se zkoumala
bioaktivita, biodegradabilita a vlastnosti jejich micel. Na stanoveni vlastnosti micel byly
pouzity klasické techniky fluorescencni sondy, dynamického rozptylu svétla (DLS),
infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR), rentgenové difrakce, nuklearni
magnetické rezonance (NMR) nebo transmisni elektronové mikroskopie (TEM). Sledovala se
velikost a stabilita polymernich micel, byla stanovena kritickd micelarni koncentrace, jejich
biokompatibilita, pfip. interakce smési micel riznych biopolymeru.

3.1 Hyaluronan v cilené distribuci

Podle mnohych autorti se vSak jako nejvyznamnéjsi zastupce na pozici potencialnich nosica
1éCiv jevi hyaluronan. Jedna se o télu vlastni polysacharid, takze je pfirozené biokompatibilni
a biodegradabilni. Velmi dulezita je také jeho citlivost na receptor CD44, ktery se nachazi
u vétsiny savCich bunék, kde je zodpovédny za jejich proliferaci a migraci. Ve velké mite je
vsak tento receptor exprimovan na povrchu nadorovych bunék. Tohoto faktu se vyuziva pfi
aktivnim cileni, kdy je hyaluronan specificky vychytavan pravé nadorovou tkani [79, 80].

Avsak pravé diky své biokompatibilité a biodegradabilité¢ je nativni hyaluronan pro
medicinské aplikace a tkanové inzenyrstvi témeét nepouzitelny. Pristupuje se proto k jeho
modifikacim, at' uz se jedna o sitovani, derivatizace hydrofobnimi funkénimi skupinami ¢i
interakce s jinymi latkami. Toho se chopili S. Qhattal a spol. [81], kteti navézali hyaluronan
na liposomy a zkoumali pravé citlivost danych komplexti na hyperexprimované nadorové
receptory CD44. Uginnost vychytavani danych komplext byla vy$si nez v ptipadé liposoma
bez hyaluronanu, zaroveni byla také zavisla na stfedni velikosti konjugati, molekulové
hmotnosti pouzitého hyluronanu a hustoty jeho fetézct na liposomech.

V roce 2009 probéhl vyzkum nového typu modifikace hyaluronanu. Studiem vlastnosti
alkylovaného derivatu hyaluronanu se zabyvali M. Chytil a M. Peka¥ [82]. Tento derivat byl
pfipraven navazanim alkylovych fetézcti o délce 8 a 12 atomu uhliku na —OH skupiny D-
glukoronové kyseliny, pfiCemz testy byly provedeny pfi nizkém (pod 20 %) i vysokém stupni
substituce (100 %). Pti testech povrchového napéti, viskozity a reologickych vlastnosti se
ukazalo, ze nejvétsi povrchovou aktivitu projevovaly vysokomolekularni derivaty s vy§sim
stupném substituce. Dale bylo zjisténo, ze vysokomolekularni, vysocesubstituovany
hyaluronan s kratSim alkylovym fetézcem ma nizsi kritickou agregacni koncentraci (CAC) nez
nizkomolekularni hyaluronan s niz§im stupném substituce a delSim navazanym alkylovym
fetézcem. Z toho vyplyva, ze asociatni chovani je ovlivnéno délkou fetézce, molekulovou
hmotnosti 1 stupném substituce.
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Agregacni chovani daného typu hyaluronanu provedli také o rok diive F. Mravec a spol.
[83], a to pomoci fluorescencni spektroskopie, uzitim pyrenu a perylenu jako fluorescen¢nich
sond. Hydrofobné¢ modifikovany hyaluronan byl pouzit o péti rtiznych molekulovych
hmotnostech se stupném substituce 10-70 %. Vysledky méfeni pomoci obou sond potvrdily,
ze dany typ hyaluronanu ma sklony k agregaCnimu chovani v porovnani s nativnim
hyaluronanem. Vysledky téchto praci dokazuji, ze hydrofobné modifikované derivaty
hyaluronanu jsou vhodnymi uchazeci v kategorii nosici pro cilenou distribuci 1é¢iv.

Hyaluronan modifikovany na priméarni hydroxylové skupiné pouzili pro své testy K. Iris
a spol. [19]. Studie z roku 2011 zamé&fena na regeneraci chrupavek pouzila jako zaclefiovaci
skupiny metakrylat a akrylat, kdy pravé tyto funkéni skupiny umoziuji fotozesiténi daného
komplexu za vzniku hydrogelu. Adhezni a degradacni testy vykazovaly slibné vysledky dané¢ho
hydrogelu, ktery by mohl byt nadale hojn€ vyuzivan pro lékarské ucely.

O rok pozdé&i zkoumal tym R. Censiho [84] kombinaci polyethylenglykolu (PEG)
s diakrylat/thiolovanym hyaluronanem. Jako sitovaci prostiedek zde byla opét pouzita
fotopolymerizace. Cilem bylo prozkoumat uvolilovani proteini z takto upraveného
hyaluronanu. Dle ocekavani se kladn€ nabité proteiny uvolilovaly rychleji nez zaporné, a to
z divodu zaporného naboje na fetézcich hyaluronanu. Rychlost uvolfiovani také zavisi na
enzymu hyaluronidéze, ktera je pfitomna v biologickych tkanich.

V témze roce probehl také pokus zapouzdiit do micelarnich utvarid modifikovaného
hyaluronanu cytostatikum Paclitaxel (PTX), jehoz GispéSnym nosicem se stal styryl-pyridinium-
hyaluronan. Experimenty provadeéli Y. Tao a spol. [85]. Uzitim metody fluorescenéni korelacni
spektroskopie (FCS) bylo dokazano, ze dany nosi¢ je vychytavan mozkovymi tumory, tudiz
bude nadale pouzivan v medicing.

Uspé&sna solubilizace PTX se povedla i J. Liovi [86] pii pouziti micelarniho roztoku
hyaluronanu s deoxycholovou kyselinou jakozto nosice. Polymerni micely tohoto systému byly
vychytavany karcinomem prsu. Prokéazalo se také, ze dopravuji hydrofobni cytostatika velmi
rychle a receptory v tumoru podporuji mnozeni téchto micel.

Jak vS8ak naznacuji pfedchozi studie, uvoliiovani aktivnich latek z hyaluronového nosice je
siln€ zavislé na aktivité hyaluronidaz. Z tohoto faktu vyplyva zasadni problém cilené distribuce,
a to neimyslné uvolnéni aktivni latky do krevniho fecisté. Touto problematikou se v roce 2013
zabyvali H. Yoon a spol. [87], kteti vyvinuli nanocastice kyseliny hyaluoronové piipravené
fotozesit ovanim akrylatovych skupin. Takto zesitovany hyaluronan vykazoval vétsi stabilitu
a také delsi a postupnéj$i uvoliiovani PTX v misté ucinku. Autofi se shoduji, ze namétena data
poskytuji slibné moznosti vyuziti t€chto derivati pro medicinské aplikace.

Pouziti jinych cytostatik do komplexu s haluronanem se vénovaly védecké skupiny S. Lia
[88] a S. R. Datira [89]. Prvni jmenovani pfipravili konjugaty hyaluronan-cisplatina navazanim
cisplatiny na karboxylové skupiny haluronanu za vysoké teploty. Testy na mySich prokéazaly
ucinnéjsi vychytavani danych konjugati receptory CD44. Druha skupina pfipravila komplexy
n-1 vrstvenych  karbonovych nanotrubicek s hyaluronanem. Aktivni latka zde byla
doxorubicin. Obdobné byly provedeny experimenty na mysich s tumorem plic, kdy dané
systémy vykazovaly pétkrat vétsi inhibicni efekt nez volny doxorubicin.

3.2 Interakce hyaluronan-tenzid

Hojné prostudovana je také myslenka interakce tenzidu s hyaluronanem, kde, zjednodusené
feceno, tenzid vytvari hydrofobni prostor pro rozpusténi nepolarniho 1é¢iva a polyelektrolyt,
v tomto pfipadé hyaluronan, poskytuje vnéjs§i ochranu a schopnost cileni k poskozené tkani.
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Dané komplexy jsou také vice stabilni, protoze se v nich projevuji nejen elektrostatické, ale
také hydrofobni interakce.

Pravé potvrzeni elektrostatickych interakci ve vySe zminéném komplexu hyaluronan-
kationtovy tenzid méli za cil J. Xu a spol. [90]. Pouzitim metod dynamického rozptylu svétla,
meéfeni zeta potencialu, mikroskopie a mefeni turbidity byly elektrostatické interakce v danych
systémech urceny jako klicové. Autori dale zjistili, Ze proces vazani tenzidovych micel na
fetézce polymeru je podminén molarnim pomérem jednotlivych slozek.

Vzajemné pusobeni hyaluronanu a tenzidu bylo cilem zajmu 7. Halasové a spol. [91]. Jako
vzorek byl pouzit hyaluronan o dvou molekulovych hmotnostech smichany s dvéma zéastupci
kationtovych tenzidd — CTAT nebo CTAB v roztoku NaCl. Vysledky ukazaly, ze i kdyz
ptitomnost NaCl mize potlacit interakce mezi opacné€ nabitymi polyelektrolyty a povrchové
aktivnimi latkami, jsou tyto interakce stale pfitomny v nékterych systémech hyaluronan-tenzid,
bez ohledu na iontovy charakter povrchu. Molekulova hmotnost hyaluronanu také nema na
posun CMC vyznamny vliv. Fluorescen¢ni data ale poukazala predevsim na fakt, ze tvorba
agregatli (micel) se vyskytuje spiSe v urCitém intervalu, nez v jednom konkrétnim bodé
koncentrace povrchoveé aktivni latky, a to zejména v pritomnosti hyaluronanu. Tento poznatek
je zasadni v problematice cilené distribuce 1€¢iv, kdy se praveé snazime zjistit, jestli, a pii jaké
koncentraci, je systém schopen vytvofit micely ochotné pojmout 1écivo.

Sama Halasova [92] pak ve své dizertacni praci zkouma interakce CTAB a hyaluronanu.
Testy probéhly v oblasti kolem CMC tenzidu, kdy se potvrdilo, Ze tento je schopen tvofit
stabilni agregaty s hydrofobnimi doménami schopné pojmout nepolarni latku a zodpovédné za
interakci s fetézci hyaluronanu. Testy byly provedeny pro rizné koncentrace CTAB a rtzna
prostredi. Pti vyssich koncentracich tenzidu pak dochazi ke vzniku gelové faze, ktera je schopna
pojmout vSechnu nepolarni latku. Reologické vlastnosti geli jsou zavislé na pouzité
molekulové hmotnosti hyaluronanu. Solubilizacni testy potvrdily, Ze gel je schopen vytvorit se
v pritomnosti témér jakékoliv latky nezavisle na jeji hydrofilicité¢ ¢i hydrofobicité, jedinou
vyjimku tvofil mineralni olej s vysokou viskozitou a hustotou nizsi nez voda.

Asi nejznaméjsi je prace védeckého tymu okolo K. Thalberga [93], jiz z roku 1989, ktery
zkoumal vzajemné interakce mezi hyaluronanem sodnym a kationtovymi tenzidy s riznou
délkou retézce (8, 9, 10, 12, 14 a 16 uhlikt). Bylo prokazano, ze jesté pod kritickou micelarni
koncentraci tenzidu dochazi k jeho navazani na hyaluronan, ov§em toto plati jen u tenzidd, které
obsahuji 10 a vice uhlikii v alkylovém fetézci. Po dal§im pfidavani tenzidu se agregaty
stabilizuji a dochazi i k tvorbé volnych micel. Vodivostni, solubilizaéni a NMR méfeni
prokazaly, ze micely s navazanym hyaluronanem maji mensi velikost nez volné micely tenzidu.
Byla také prokazana nezavislost molekulové hmotnosti polymeru (nad urcitou minimalni
hodnotu) na interakci polymer-tenzid.

Interakce polymert s aniontovymi (SDS) a neiontovymi (Cremophor EL a Tween 80)
tenzidy provéfovali pomoci metody fluorescencni spektroskopie D. Yin a spol. [94]. Vysledky
studie ukazaly, ze hodnoty CMC jsou pro Cremophor EL téméf identické v pfitomnosti
i absenci hyaluronanu, coz vypovida o extrémné slabych interakcich hyaluronanu s neintovymi
tenzidy. Naopak v pfipadé SDS dokazal ptidavek hyaluronanu CMC mirné snizit. Experiment
s ¢istym SDS v roztoku NaCl vSak vykazuje podobné chovani, coz potvrzuje, ze se v tomto
ptipadé hyaluronan choval jako nizkomolekularni elektrolyt. Zminéné zavéry podporu;ji
myslenku pouzit hyaluronan ve spojeni s kationtovymi tenzidy. Autofi také posoudili vliv
ptidavku dalSich sacharidi na prislusné interakce v systému.
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Vhodny vybér Septonexu, coby tenzidu vyuzivaného pro tuto praci, potvrzuje studie ¢eskych
védet pod vedenim A. Capka [95], kteii se zabyvali antimykotickou aktivitou kvartérnich
amoniovych sloucenin proti 8 vybranym mikrobialnim kmenim. Z testovanych aktivnich latek
vykazoval Septonex nejlepsi vysledky, kdy vsSak bylo zjiSténo, ze kvartérni amoniové
slouCeniny jsou obecné uzite¢né v lokalni chemoterapii, stejné tak jako v dezinfekci. Pokud
tyto slouceniny obsahovaly v alifatickém fetézci méné nez 12 uhlikd, ¢i se v jejich struktufe
nachazel aromaticky nebo pyridinovy kruh, byla antimykoticka aktivita snizena. Naopak
pritomnost halogenu ve strukture kvartérni amoniové slouceniny tuto aktivitu zvysovala.

Nevyhoda ucink kationtovych tenzidi popsanych vySe (antibakterialni a antimykoticka
aktivita) je, ze pusobi také na savci bunky. Tym M. Pekaie [96] se proto rozhodl, otestovat
cytotoxicitu samotnych kationtovych tenzidi (CTAB a Septonexu) a jejich komplext
s hyaluronanem. Testy probéhly na nékolika typech lidskych bun¢k (osteoblasty, keratinocyty
a fibroblasty). Zajimavé je, ze tenzidy vykazovaly selektivni citlivost na rizné typy bunek,
CTAB na keratinocyty, Septonex na osteoblasty a fibroblasty. Komplex tenzidu
s hyaluronanem vykazoval v obou pfipadech snizenou cytotoxicitu, pfiCemz autofi takeé
stanovili minimalni potfebny limit hyaluronanu v komplexu s tenzidy pro potlaceni jejich
nezadoucich G¢inkl na bunky. Ochranna funkce hyaluronanu v téchto systémech otevira dvete
jejich budoucimu kosmetickému, diagnostickému ¢i medicinskému pouziti.

3.3 Hyaluronové hydrogely v medicinskych aplikacich

Jednou z moznosti vytvoreni nosice 1éCiv je pfiprava hydrogelovych matric, jejichz porézni
struktura umoziuje pohodIné ukladani farmak. Vyhoda hydrogelt je potom, praveé diky jejich
unikatni struktufe, pozvolné&jsi uvoliiovani 1éciva a zachovani vysoké lokalni koncentrace 1é¢iva
v misté u€inku. Mnoho studii proto stale sméfuje ke stanoveni jejich fyzikaln€ chemickych
vlastnosti nebo pfipravé novych typt hydrogelt. Kvili vysokému obsahu vody jsou hydrogely
pfirozené biokompatibilni, z ¢ehoz vyplyva i jejich biologickd odbouratelnost. Ta se da také
fidit zménou podminek prostiedi napt. pH, teplotou nebo elektrickym polem. I pfes to vSechno
se zde vSak také setkavame s fadou nevyhod. Nizka pevnost v tahu a biologicka degradace
mohou byt pravé nezadouci v piilisném uvoliiovani 1é¢iv. ReSenim jsou sifovaci reakce,
o kterych jiz bylo pojednano v predchozich odstavcich, jez maji za nasledek zpevnéni struktury
gelu. Velmi tuhé gely vSak mohou vykazovat problematicky aplika¢ni potencial v injekénim
podani, a proto vyzaduji chirurgickou implantaci. Alchymie v hledani optimalnich vlastnosti je
tedy béh na dlouhou trat’, diky modernim technologiim se vSak hydrogely uplatiiuji stale vice
v klinické praxi a procesech cilené distribuce [97].

K. Thalberg [98] prohloubil svou studii z roku 1989, kdyz si vS§iml, ze pfidanim urcitého
mnozstvi tenzidu k roztoku hyaluronanu dochazi k fazové separaci téchto fazi. Pro dané série
testtl byla pouzita sodna sul kyseliny hyaluronové a alkyltrimethylamonium bromidy s po¢tem
uhlika vétsim nez 10. Vzniklé oddélené faze vykazovaly odlisnosti, kdy vrchni supernatant
projevoval viskozitu blizkou vodé, zatimco spodni faze byla tuha, vysoce viskozni. Tato gelova
faze je prahledna a izotropni. Solubiliza¢ni metodou, pfi které je barvivo, které je nerozpustné
ve vode, inkorporovano do gelu, byla zjisténa ptitomnost micelarnich Gtvart s hydrofobnimi
doménami. Metoda NMR byla nasledné pouzita na objasnéni struktury téchto micel.
V soucCasnosti se provadi reologicka meéfeni na objasnéni vztahu mezi slozenim
a viskoelastickymi vlastnostmi téchto typu gela.

Studie italskych védca z roku 2000 se prave zabyva cilenou manipulaci ve viskoelastickych
vlastnostech pfipravenych geld. Odlisné hydrogely stejného =zakladu Ize pfipravit
z hyaluronanu, ktery je modifikovan kvartérnimi amoniovymi skupinami pochazejicimi
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z diaminu (tzv. linker). Modifikace probiha na karboxylovych skupinach hyaluronanu, kdy
vybérem razného linkeru Ize cilené ménit vlastnosti vzniklych hydrogelt. Tym R. Barbucciho
[99] dosel pii zkoumani reologickych vlastnosti té€chto gela k zavéru, ze v§echny modifikované
gely vykazovaly leps$i viskoelastické vlastnosti nez gely nemodifikované, pricemz elasticky
modul pfevySoval ztratovy modul v celé Skale mérenych frekvenci, coz naznacuje prave
elasticky charakter.

O 2 roky pozdé&ji se stejni autofi rozhodli prozkoumat reologické vlastnosti hyaluronového
gelu pouzitého pro 1éCbu osteoartrozy. Zde se hyaluronan vyuziva zejména pro lubrikaci kloubt
a zlepSeni odpruzeni pfi pohybu. Ma také Castecné protizanétlivy ucinek. Zasadni problém je
vsak jeho rychla degradace v organismu, zpiisobena enzymatickymi nebo hydrolytickymi
reakcemi. Klinické vysledky poukazuji na silnou zévislost stalosti gelu na molekulové
hmotnosti hyaluronanu. Autofi vSak dospéli k zavéru, ze pokud bude hydrogel podavan
intravenozné, jeho reologické chovani bude stdle vykazovat gelovou strukturu, i pfesto, ze
dojde k poklesu elastického modulu [100].

Také P. Bulpip a spol. [101] se zaméfili na zlepSeni viskoelastickych vlastnosti
hyaluronovych hydrogelti a zvySeni jejich odolnosti viici degradaci. Na kostfe hyaluronanu
esterifikovali karboxylové skupiny, stejné tak jako substituovali nukleofilni skupiny na bo¢nim
fetézci. Vysledkem byl chemicky sitovany hydrogel odolny vici fragmentaci na jednoduché
cukry. Pro slibné pouziti v hojeni ran a tkanovém inzenyrstvi napovidaly vysledky inkorporace
hyaluronanu do bunék, ¢i nadmérné vazani rustovych faktort na jeho skelet.

Podrobnou reologickou studii hydrogelt tvofenych hyaluronanem s opacn€ nabitymi tenzidy
provedli T. Venerova a M. Pekai [102]. Pro tvorbu vzorkt pouzili koncentrace tenzidi vyssi
nez jejich CMC, konkrétné¢ 50 a 200 mM. Hyaluronan byl pouzit o nizkych molekulovych
hmotnostech s pocate¢ni koncentraci 0,5 a 2 %. VSechny systémy vykazovaly viskoelastické
vlastnosti s prevladajicim elastickym modulem, které mohly byt modifikovany v zavislosti na
koncentraci vstupnich komponent a molekulové hmotnosti hyaluronanu.

Jak napovida kapitola 3.1, pouziti micelarniho roztoku hyaluronanu vykazuje nadéjné
vysledky pro cilenou distribuci 1éCiv. Stejna myslenka napadla i G. Bajaje a jeho tym [103],
kteti v roce 2012 zkouseli zapouzdfit PTX do hyaluronového hydrogelu. Jako modelovy vzorek
byly pouzity mysi s nadorem pobfiisnice. Hyaluronovy hydrogel dokéazal udrzet a postupné
uvolfiovat PTX v misté ucinku az 14 dni. Pouziti klasické chemoterapie pomoci PTX dosahuje
udrzeni tohoto 1é¢iva v misté ucinku fadové v minutach az hodinach. Ackoliv hyaluronovy
hydrogel nezvySuje terapeuticky ucinek PTX, jeho postupné a dlouhotrvajici uvolfiovani je
vsak tou spravnou cestou ve vyzkumu lé¢by nadorovych onemocnéni.

Metodu lyofilizace pouzili k vytvofeni nanoporéznich hydrogelt Y. Minaberry a spol. [104].
Do gelu jako aktivni latku inkorporovali gentamicin. Pfi testech se autofi zaméfili na zkoumani
rozpustnosti a agregace gelt. Na zavér také potvrdili vyhodu prodlouzeného uvolfiovani aktivni
latky z hydrogelu.

Myslenku pouziti hyaluronovych hydrogelt pro hojeni ran realizoval v roce 2015 tym
0. Catanzana [105]. Ten vytvoril ruzné hydrogely kombinaci hyaluronanu s alginatem, které
se liSily pomérem jednotlivych slozek. To mélo za nasledek rozdilnou kinetiku gelace
z hlediska reologické charakterizace. Kromé mechanickych vlastnosti byla stanovena také
morfologie a homogenita vzorkt. Vysledky ukazaly, ze ackoliv obsah hyaluronanu v gelech
zpomalil proces gelace, jeho pfitomnost byla zddouci v ptipad€ hojeni ran. In vitro a in vivo
testy odhalily, ze gely neinterferuji s buiikami z hlediska jejich viability, pfiCemz urychluji
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zacelovani a hojici proces koznich ran na mySich modelech. Autofi studie slibné€ predpovidaji
budouci pouziti jejich modelovych systémua v medicinskych aplikacich.

Nadéjné vypadaji také vysledky E. A. Kamouna a spol. [106]. Ti vytvorili pH a teplotné
citlivy hydrogel kombinaci hyaluronanu a poly(N-isopropylakrylamidu). Antibiotikum
ampicilin bylo zapouzdieno do gelu, jakozto aktivni latka. Pfidavek hyaluronanu podporuje
vySSi obsah vody v gelu a jeho flexibilitu. Zvétsuje také rozsah uvolilovani ampicilinu
v zavislosti na aplikaci do lidského téla a jeho meénici se teploté v riznych mistech. Naopak
ovSem mirn¢ zhorsuje mechanické vlastnosti gela. Prekvapive vsak bylo zjisténo, Ze tyto gely,
v zavislosti na obsahu hyaluronanu a ampicilinu, vykazuji selektivni antibakterialni citlivost na
razné typy bakterii. Teplotn€ a pH senzitivni uvolfiovani ampicilinu je v misté a¢inku pomérné
rychlé, proto se dané systémy jevi atraktivné pro budouci pouziti.
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4 CILE PRACE

Z reSerSe je patrny fakt, ze polyelektrolyty mohou reakci s opacné nabitymi tenzidy tvofit
gelové faze. Tyto materialy vSak byly predmétem jen velmi omezeného z4jmu, 1 pfes rozsahlou
literaturu, tykajici se problematiky samotnych polyelektrolyti ¢i tenzidu.

Prispévkem k rozsifeni tohoto poznani je predlozena dizertacni prace, jejimz zakladnim
cilem je studium vlastnosti fazoveé separovanych hydrogeld na bazi hyaluronan-kationtovy
tenzid, které vznikaji elektrostatickou interakci mezi témito opacné€ nabitymi latkami.
Hyaluronan byl vybran jakozto zastupce biokompatibilniho, zaporné nabitého polymeru.
Karbethopendeciniumbromid (Septonex) predstavuje kationtovy tenzid, znamy diky svym
antiseptickym a antimykotickym vlastnostem.

Hlavnim pilifem postupu pfipravy je, jak vyplyva z literatury, pouziti koncentraci tenzidu
vyS$si nez jeho kriticka micelarni koncentrace. Z reSerSe je téz patrné uziti reologického méfeni
pro primarni charakteristiku mechanickych vlastnosti hydrogelti. Proto je tato metoda stézejni
i v této praci.

Veskeré experimenty popisuji hlavné vliv ptipravy, koncentrace komponent ¢i podminek
prostiedi na reologické chovani vzorkd. To je prezentovano provedenim amplitudovych testa
s konstantni frekvenci oscilace a frekvencnich testi s konstantni amplitudou deformace,
pficemz k uskute¢néni experimenta bylo pouzito rotacniho reometru s geometrii deska-deska.

Mezi vliv piipravy lze zahrnout rozdéleni na tzv. ,, suchou “ a ,,mokrou “ cestu, tedy michani
vstupnich komponent v praskové formé nebo v roztoku. Koncentrace vstupnich komponent
a molekulova hmotnost hyaluronanu jsou téz zvazovany. Z predchozich zkusenosti na skolicim
pracovisti je patrné, ze pravé modulovanim vySe zminéného lze dosahnout gelti o rozdilném
mnozstvi a mechanickych vlastnostech.

Jako standardni prostedi pro pfipravu geld se vyuziva roztok NaCl o koncentraci 0,15 M,
ktery simuluje fyziologicky roztok. Nicménéjiz K. Thalberg [93, 98] zjistil, ze pro vznik gelové
faze je pravé urCité rozmezi iontové sily nutné, kdy nizkomolekularni elektrolyt snizuje
nabojové repulze na nabitych skupinach polymerniho fetézce, ¢imz mu umoznuje se vice sbalit
a zaplést do gelové sité. Naopak vysoka iontova sila (IS), presahujici urcitou kritickou hodnotu,
ma za nasledek zanik fazové separované faze. Jedna ze sady testd byla tedy zaméfena na
potvrzeni této domnénky a stanoveni presného ohraniCeni iontové sily pro vznik gelovych
komplexti v nami vybraném vzorku hyaluronan-Septonex.

V navaznosti bylo provedeno reologické méfeni pro gely, u kterych je 0,15 M prostredi
simulovano jinym typem iontd nez bézné pouzivanym NaCl.

Pro zvazovani hyaluronovych hydrogelti v kosmetickych, farmaceutickych ¢i medicinskych
aplikacich je nutno zjistit jejich chovani pfi rozdilném pH a teploté, zejména pro hodnoty
lidského téla. V zavislosti na budoucim pouziti se totiz od gelu mize vyzadovat stabilita nebo
degradace pro urcité podminky. Proto byla dalsi studie vénovana t€émto vlivam (pH=3,5; 5; 7,
9 a T=25; 37 °C).

Reologicky popis hyaluronovych hydrogelti provedeny v této praci je esencialni pro
pochopeni jejich chovani za urcitych podminek. Ze zjisténych faktt byly posléze designovany
podrobnéjsi studie, zejména analytické zjisténi obsahu latek v gelu a supernatantu, blizsi
charakteristika vnitini struktury, antibakterialni aktivita ¢i stabilita a schopnost uvolfiovani
aktivnich latek, které byly externé provedeny kolegy z Fakulty chemické VUT v Brné, taktéz
nasledujici projekt GACR 16-12477S. Prace si klade za cil alespoii malym dilem piispét
k problematice medicinskych hydrogel, ktera je v soucasné dobé rychle se rozvijejici oblasti
se Sirokym potencialem.

42



5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Materialy
Hyaluronan (Hya)

Karbethopendeciniumbromid

Chlorid sodny

Octan sodny trihydrat
Kyselina octova
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Hydroxid sodny

Kyselina chlorovodikova
Tetraboritan sodny dekahydrat
Chlorid vapenaty

Chlorid hotecnaty hexahydrat
Chlorid zelezity

Kyselina pikrova

Chloroform

Voda

LMW Hya

hyaluronan o molekulové hmotnosti 250—450 kDa,
My =309 + 4 kDa (SEC-MALLS, FCH VUT),
CPN spol. s.r.o., Sarze 230215-E1

HMW Hya

hyaluronan o molekulové hmotnosti 1 400—1 600 kDa,
My=1 255+ 90 kDa (SEC-MALLS, FCH VUT),
CPN spol. s.r.0., Sarze 181214-4-D1

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

CAS:

10567-02-9, GNB chem, a.s., Sarze 511SEP003

7647-14-5, Penta, Sarze 2106210616
6131-90-4, Lach:ner

64-19-7, Lach:ner, Sarze PP/2018/08867
7778-77-0, Penta, $arze 1805180516
1310-73-2, Penta, Sarze 1905160514
7647-01-0, Lach:ner, Sarze PP/2014/05946
1303-96-4, Lachema a.s., Sarze 206270379
10043-52-4, Lachema a.s., Sarze 2-22-24-46
7791-18-6, Sigma-Aldrich s.r.0., Sarze 051MO0158V
7705-08-0, Lach:ner, Sarze PP/2007/02970/0
88-89-1, Sigma-Aldrich s.r.0., Sarze STBH1964

67-66-3, Penta, Sarze 2107210716

Deionizovana voda Miliphore; Purelab: ELGA

5.2 Priprava zasobnich roztoki a vzorku hydrogelu

5.2.1 Priprava zasobniho roztoku NaCl
Rozpusténim presné navazky v deionizované vodé€ byl piipraven roztok NaCl o koncentraci
0,15 M, coz predstavuje fyziologicky roztok. Pro dalsi pouziti byl roztok NaCl dale uchovavan
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pfi laboratorni teploté. Pro pfipad zkouméni vlivu iontové sily na reologické vlastnosti
hydrogelt (kapitola 6.1.3) byly obdobnym zptsobem pfipraveny zasobni roztoky prostiedi
NaCl o pozadované iontové sile 0,05—-1 M.

5.2.2 Priprava zasobnich roztoku pufru

Rozpusténim potebnych navazek v deionizované vodé byly pfipraveny pufry se slozenim,
popsanym v tabulce 3, a to na vyslednou iontovou silu 0,15 M. Dané pufry pak byly pouzity
jako roztok prostedi pro michani gelt mokrou cestou, obdobné jako ve standardnim piipadé
roztok NaCl (viz kapitola 6.1.5). Pro dal$i pouziti byly roztoky uchovavany pfi laboratorni
teploté.

Tab. 3: Prehled sloZzeni pufiii

Rozsah pH Pouzité chemikalie Néazev pufru
3,5-5,5 CH3COONa-3 H>O; CH;COOH Acetatovy pufr
6-7,5 KH>PO4; NaOH Fosfatovy pufr
89 HCI; Na;B4O7-10 H>O Boratovy pufr
9,5-11 NaOH; Na;B407-10 H>O Boratovy pufr

5.2.3 Priprava zasobnich roztoku rozdilného iontového slozeni

Pro potieby zkoumani vlivu piidavku vicemocnych ionta na reologické vlastnosti gelt (kapitola
6.1.6) byly, obdobné jako roztoky pufrt, pfipraveny zasobni roztoky rozdilného iontového
slozeni. Pfesna navazka CaClz, MgCl2.6H>O ¢i FeCls byla rozpusténa v deionizované vodé na
pozadovanou koncentraci 0,15 M. Dané roztoky pak byly pouzity pro michani geld mokrou
cestou, misto standardniho roztoku NaCl. Pro dal$i pouziti byly roztoky uchovéavany pfi
laboratorni teplotg.

5.2.4 Priprava zasobniho roztoku hyaluronanu
Presna navazka hyaluronanu byla smichana s priblizn€ % pozadovaného objemu 0,15 M NaCl.
Po aplném rozpusténi na magnetické michacce (cca 8—12 hod.) byl pfesny objem upraven
pomoci odmémych ban€k na pozadovany vysledny objem a roztok byl opét ponechan na
magnetické michacce po dobu nejméné 12 hodin.

Pro obé pouzité molekulové hmotnosti hyaluronanu byly pfipraveny zéasobni roztoky
o koncentraci 2 % hm. Roztoky byly uchovavany v lednici pti 4 °C.

5.2.5 Priprava zasobniho roztoku Septonexu

Presna navazka Septonexu byla smichéana s potfebnym mnozstvim 0,15 M NaCl a roztok byl
uloZzen na magnetickou michacku na 24 hodin. Timto zplsobem byly pfipraveny zasobni
roztoky o koncentraci 200 mM, 100 mM a 50 mM, které byly dale uchovavany pfi laboratorni
teploté.

5.2.6 Priprava vzorka hydrogela
Pro obé pouzité molekulové hmotnosti hyaluronanu byla, smichanim zasobnich roztoki Hya
a Septonexu, pfipravena trojice gelt dle nasledujiciho schématu.
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Tab. 4: Prehled slozZeni zdkladni Sestice vzorku

Nazev vzorku Hyaluronan [% hm.] Septonex [c] Pomér naboju
H; 2 % HMW 200 mM 4
H> 2 % HMW 100 mM 2
Hs 2 % HMW 50 mM 1
Hy 2 % LMW 200 mM 4
Hs 2 % LMW 100 mM 2
He 2 % LMW 50 mM 1

Teoricky pomér naboju byl spocitan z predpokladu existence jedné nabojové skupiny na
kazdé molekule tenzidu a jednoho naboje na dimerovou jednotku hyaluronanu o molekulové
hmotnosti 401,299 g.mol™.

Fyzikaln€ sitované hydrogely vzniklé fazovou separaci pfi interakci hyaluronan-Septonex
byly pro tuto praci piipraveny étyfmi metodami. Such4 cesta' michani praskovych vzorkd, které
byly nasledné€ ponechany k relaxaci stanim, byla oznacena jako priprava €. 1, mokra cesta
michani zasobnich roztoki s naslednym stanim vzorku je znacena jako pFiprava ¢. 2, obdobné
sucha a mokra cesta s odstfedénim vzorkt jsou oznaceny jako pFiprava €. 3, resp. ¢. 4.

Podrobnéjsi popis danych metod pfiprav je zminén v nasledujicich podkapitolach.

5.2.6.1 Metoda pripravy hydrogelu ¢. 1 — sucha cesta, stani
Priprava vzorki hydrogelti s naslednym stanim probihala ve sklenénych vialkach. Metoda
spociva ve smichani presnych navazek hyaluronanu a tenzidu, které byly nasledné ve vialkach
homogenizovany pomoci tfeni Spachtli. K homogenizovanému prasku z danych komponent byl
posléze prilit presny objem 0,15 M NaCl, standardné 6 ml. Vysledny roztok byl nékolik sekund
vortexovan a ponechan 24 hodin v klidu. Béhem této doby doslo k oddéleni gelové faze.
Jelikoz se pfi pfipravé mokrou cestu michaji zasobni roztoky v poméru 1:1, tak je pro
zachovani stejnych koncentraci komponent ve vzniklém gelu potfeba spocitat navazky na
suchou cestu pro polovinu vysledného objemu, v tomto pifipadé 2 % Hya, resp. 200 mM,
100 mM ¢i 50 mM Septonex v objemu 3 ml.

5.2.6.2 Metoda pripravy hydrogelu ¢. 2 — mokra cesta, stani

Fazova separace gelt touto metodou probihala ve sklenénych vialkach, v nichz byly smichany
zasobni roztoky Hya a Septonexu v poméru 1:1. Standardné pfipravovany vysledny objem
vzniklého roztoku byl 6 ml. Ten je posléze vortexovan a ponechan 24 hodin v klidu k oddéleni
gelové faze.

5.2.6.3 Metoda pripravy hydrogeli ¢. 3 — sucha cesta, odstiedéni

Postup pfipravy je t¢éméf shodny s metodou €. 1., avSak michani vzorkt probihalo ve sklenénych
centrifugacnich zkumavkach. Po homogenizaci a vortexovani roztoku byl tento odstied’ovan
po dobu 15 min a 3 500 ot/min na rotacni centrifuze ROTOFIX 32 Hettich Zentrifugen.

5.2.6.4 Metoda pripravy hydrogelii ¢. 4 — mokra cesta, odstredéni
Metoda je obdobna s postupem €. 2, kdy jsou do centrifugacnich zkumavek smichany zasobni
roztoky vstupnich komponent v poméru 1:1. Vznikly roztok je poté homogenizovan

! Venerova, T., Mravec, F., Pekaf, M., Simulescu, V.: Zpiisob pripravy fyzikdiné sitovaného hydrogelu s alespoi
Jjednou solubilizovanou hydrofobni slouceninou. Patent €. 308595 B6. 2020-11-12.
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promichanim S$pachtli, vortexovan né¢kolik desitek sekund, a poté odstfedén opét pii
3 500 ot/min po dobu 15 min.

5.2.7 Priprava zasobniho roztoku kyseliny pikrové

Pro pouziti Mahrousovy metody (viz déle) byl pfipraven zasobni roztok analytického Cinidla
v podobé 0,01 % kyseliny pikrové. Na analytickych vahach bylo navazeno potfebné mnozstvi,
ptri¢emz toto nesmélo presahovat 0,03 g na 100 ml zasobniho roztoku. Vysledna navazka byla
zalita chloroformem. Homogenizovany roztok byl pro dalsi pouziti uchovavan pfti laboratorni
teploté.

Jelikoz se jedna o potencialné vybusnou latku, je tfeba kyselinu pikrovou uchovavat pod
vodou (v praskové forme). Navazka proto musi byt nabirana z nejspodnéjsi Casti ladhve, aby
byla odebrana pozadovana kyselina a ne jeji smés s vodou. Samoziejmosti je pouzivani
ochrannych pomucek — bryle, rukavice.

5.3 Metody méreni a standardni vyhodnoceni dat

5.3.1 Reologie — oscilacni testy

Veskera reologicka méfeni gelovych vzorkii byla provedena na rotaCnim reometru
DISCOVERY HR2 od firmy TA Instruments pfi teploté 25 °C ¢i 37 °C, jez byla temperovana
pred kazdym meéfenim, pficemz byla pouzita geometrie typu deska-deska s primérem horni
rotacni ocelové desky 20 mm (viz obr. 18). Software TRIOS umoziiuje nastaveni jednotlivych
parametru. Pfed kazdym meéfenim byl zaveden krok relaxace vzorku tzv. ,, conditioning step “,
kdy po sjeti senzoru do méfici polohy (standardné je vzdalenost horni a spodni meéfici desky
100 um) je vzorek ponechan k relaxaci po dobu 5 min pfi pozadované teploté méfeni.

Pro v8echny typy vzorka byl nejprve proveden deformacni test tzv. ,, strain sweep test “, jehoz
vysledkem je zavislost viskoelastickych moduld na meénici se amplitudé deformace pfi
konstantni hodnoté frekvence oscilaci, ktera byla nastavena na 10 rad/s. Rozsah amplitudy
deformace se v prubéhu méfeni meénil v rozmezi 0,01-1 000 %. Vysledkem téchto testl je
nalezeni optimalni hodnoty amplitudy deformace, ktera je poté pouzita do dalSich typt méfeni.
Tato hodnota lezi v tzv. linearni viskoelastické oblasti (LVO), ktera je zakonCena té€sné pred
protnutim obou moduld, tzv. cross pointem. Po piekroCeni takové amplitudy deformace nastava
nevratné poruseni uzli gelu, ktery jiz poté neni schopen nabyt své pavodni struktury. Poloha
viskoelastickych moduld vici sobé ve strain sweep testu je také nositelem informace o tom,
které chovani u dané latky prevazuje, jestli tedy vykazuje charakter jako elastické téleso ¢i
viskézni kapalina. V pfipad€ vysSich hodnot elastického (pamétového) modulu G', vykazuje
latka chovani podobné tuhému télesu, v opacném piipad€, pfi prevazeni viskozitniho
(ztratového) modulu G" se latka chova spiSe jako kapalina. Gely lze také porovnat z hlediska
rozsahu LVO, kdy ten, jehoz bod pfekiiZzeni obou modula je posunut k vys$s§im hodnotam
amplitudy deformace, dosahuje lepSich mechanickych vlastnosti, co se tyce rigidity struktury
gelu. Typicky pribéh zavislosti viskoelastickych moduld na amplitudé deformace je uveden na
obr. 20. V tomto konkrétnim piipadé prevySuje elasticky modul nad viskozitnim a dana
viskoelasticka latka vykazuje prevahu elastického chovani.

Druhy typ testd reologického méfeni se nazyva frekvencni test s konstantni hodnotou
amplitudy deformace, tzv. ,,frequency sweep test“. Dana hodnota deformace byla vybrana
z predchozich testt tak, aby nalezela do LVO. U vsech vzorku byla pouzita jeji hodnota 1 %.
Rozsah ménicich se frekvenci byl nastaven v rozmezi 0,01-20 Hz. Vysledky poté ukazuji
zavislost viskoelastickych modult na frekvenci oscilace. Zde je téz mozno usuzovat
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mechanické vlastnosti gelti s ohledem na bod prekiizeni moduld, lisi se pouze doba pusobeni
sily o stejné velikosti. Rozdilné hodnoty intenzit modula (v grafech ve smyslu pohybu po ose
y) vypovidaji o mechanickych vlastnostech gelu jako celku. Dle rovnice (13) byly také
vypocitany ztratové uhly o, jejichz porovnani je prehlednéjsi v pfipadé vétsiho mnozstvi
vzorku, jelikoz jsou oba viskoelastické moduly slouceny v jednu kiivku.
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Obr. 20: Typicky pritbéh viskoelastickych modulit v deformacnim testu, Sipkou je znazornéna
LVO

5.3.2 Reologie — tokové testy

Tokové testy sleduji zavislost viskozity vzorku na smykové rychlosti. Méfici geometrie,
temperace i relaxace vzorkd jsou obdobné jako v predchozich métenich. Lisi se pouze nastaveni
parametrd v modu pro méfeni tokovych kiivek. Smykova rychlost byla zadana v rozmezi 0,02—
200 s™!, kdy v tomto rozsahu piistroj provadi 21 skenii pii péti bodech na dekadu. Jeden sken
trva maximalné 60 sekund, kdy nesmi odchylka viskozit tfi opakujicich se bodi méfeni jednoho
skenu presahnout 5 %. Vyssi smykové rychlosti nejsou vhodné pro dany typ vzorkt, zejména
v geometrii deska-deska, kdy toto zapfticinuje vylétavani vzorku z méfici aparatury. Tokové
kiivky podavaji informaci zejména o newtonském ¢i nenewtonském chovani latek.

Veskera data z reologickych méteni byla exportovana do MS Excel, kde byly spocitany
potiebné vysledky a hodnoty vyneseny do grafi. Pro lepsi prezentaci dat jsou u vSech grafu
reologickych méfeni pouzita logaritmickd mefitka u obou os. Vyledky byly poté diskutovany
z hlediska porovnani viskoelastickych a tokovych vlastnosti danych hydrogelt.

Kazdy vzorek byl zméfen v§emi druhy testd minimalné dvakrat, dokud nenastala shoda mezi
vyslednymi kiivkami ze dvou méfeni.

5.3.3 Infracervena spektroskopie
Meéfteni vzorkt hydrogeld pomoci infraCervené spektroskopie bylo provedeno kolegy
z pracovisté Fakulty chemické VUT v Brné, ktefi se taktéz podileli na projektu ¢. 16-12477S.
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Proto budou ve vysledkové casti vysledné vystupy, ve formé grafickych zavislosti,
prezentovany v originalni podob¢ tak, jak byly poskytnuty.

Mnozi autoifi se zabyvali pouzitim infracervé spektroskopie s Fourierovou transformaci
(FTIR) s technikou ATR (attenuated total reflectance — ,, zeslabend uiplna reflektance *), jakozto
levné a pristupné metody pro zkoumani wvnitini struktury a konformacnich vlastnosti
polysacharida, v¢etné hyaluronanu. Méfeni probéhlo jak pro praskové vzorky, tak vodné
roztoky. U druhych zminénych se zaklada na faktu silné hydratace danych latek. Tudiz je
mozno zkoumat prvni typicky pas absorbanci vodikovych vazeb ¢i O—H skupin pro vinocty
3 800-3 100 cm™. Dalsi z dilezitych parametrd pro hyaluronové vzorky je vinoget 2 922 cm’!,
reprezentujici pfitomnost alifatického fetézce, tedy vazby C-H. Intenzivni pés absorbance
v oblasti mezi 1 700 a 1 500 cm! je charakteristicky pro amidové skupiny. Ty jsou nasledovany
oblasti karboxylovych skupin, nachéazejicich se pfi vlno&tu piiblizne 1400 cm™. Vinocet
1 377 cm’! je typicky pro hyaluronové vzorky, kde prezentuje deformacni vibraci methylovych
skupin. Esterové funk¢ni skupiny vykazuji vibraci svych vazeb v oblasti mezi 1 240
a1 150 cm™. Oblast otisku prstu se pro hyaluronan vyskytuje mezi vinoéty 1 100-900 cm!,
pficemz je reprezentovana pikem pro alkoholovou vazbu C-O. Dané piky byly proto také
vybréany pro kvantitativni analyzu (viz kapitola 6.2.1) [107, 108].

Veskera meéfeni infracervené spektroskopie s ATR technikou byla realizovana na
spektrofotometru Nicolet iS50 od firmy Thermo Fisher Scientific, a to pii laboratorni teploté
25 °C, zaji§tované klimatizovanou mistnosti. Experimenty byly realizovany pro kapalné
vzorky, které byly nanaSeny v malych mnozstvich, pfiblizné¢ 200 ul, na diamantovy ATR
krystal. Méfené spektrum bylo stanoveno rozsahem 4 000400 cm’!, s rozlienim 4 cm’!, pfi
prumérném poctu 128 skenti. Spektrum Cistého suchého ATR krystalu bylo pouzito jako vzorek
pozadi. Veskera data byla zpracovana v softwaru OMNIC 9.0.

Pro podrobeni infracervené spektroskopii byly studovany supernatanty danych geld. Pro
analytické stanoveni je jasné, ze dané supernatanty mohou obsahovat n¢jaké mnozstvi
z puvodniho hyaluronanu ¢i Septonexu. Pro kvantitativni stanoveni byla tedy sestavena
kalibracni sada vzorkd. Pro zachovani dobré rozpustnosti byly pfipraveny vzorky HMW Hya
v 0,15M NaCl o koncentracich 0,01; 0,05; 0,1; 0,2 a 0,25 % hm. a vzorky LMW Hya
o koncentracich 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 a 0,75 % hm. Vysledné piky pro stanoveni obsahu
zbytkového Hya v supernatantu byly vybrany z oblasti otisku prstu (1 100-900 cm™). Stejnym
zpusobem byly prométeny Septonexové vzorky, jejichz vyhodnocujici pik se nachazi v oblasti
vinoétu 1737 cm™, odpovidajici vibraci skupiny nasyceného esteru. Kalibracni fada
obsahovala koncentrace 0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 30 a 35 mM. VSechna dilezita mnozstvi latek byla
v prubéhu piipravy nebo po vytvoreni gelti zvazena.

Cela sada vzorkt byla proméfena tfikrat, pficemz prezentované vysledky jsou aritmetickym
prumérem nameéfenych dat. Vzorek Hi byl posléze zméfen jesté pétkrat pro potvrzeni
opakovatelnosti.

5.3.4 Modifikovana Mahrousova metoda

Tato metoda se pouziva pro stanoveni neznamé koncentrace tenzidu v roztoku pomoci
vytvoreni jeho komplexu s kyselinou pikrovou. Po predchozi zkuSenosti s touto metodou na
Skolicim pracovisti Fakulty chemické VUT v Brn¢, zejména pii pouziti s tenzidem CTAB, byla
tato metoda zopakovana pro potvzeni funk¢nosti na strukturné podobny tenzid Septonex, a to
pétinasobnym opakovanim u vzorku gelu Hi. Vysledna data pak byla porovnana s vysledky
infraCervené spektroskopie.
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Pro tvorbu barevného komplexu byly ve zkumavce smichany roztoky Septonexu a 0,01 %
kyseliny pikrové v poméru 1:2, standardné 3 a 6 ml. Smés byla poté, v uzaviené zkumavce,
intenzivné tfepana po dobu 1 min. Nasledné se zkumavka ponechala 2 min v klidu, pro
optimalni rozdéleni fazi. Horni, vodna faze systému, byla pomoci pipety odebrana, zatimco
spodni chloroformové faze byla piefiltrovana pies filtra¢ni papir za normalniho tlaku, pfi¢emz
prvni 1-2 ml filtratu byly odebrany do odpadu. Zbyly roztok byl ihned uzavien do vialky, aby
nedochézelo k odpafovani chloroformu. Takto pfipraveny vzorek byl proméfen na UV-VIS
spektrofotometru HITACHI U-3900H v rozsahu vinovych délek 300-700 nm. Jako pozadi byl
pouzit Cisty chloroform. Detek¢ni vlnova délka pro dalsi vypoclty byla zvolena hodnota
415,5 nm [109].

Pro stanoveni neznamého obsahu Septonexu v roztoku supernatantu byla nejprve pfipravena
kalibra¢ni sada vzorku tohoto tenzidu o koncentracich 0,01; 0,04; 0,07; 0,1; 0,15 a 0,3 mM.
Meéfeni probihalo postupem popsanym vyse, pficemz opét byla dilezita mnozstvi komponent
hydrogelt vazena jako v predchozi instrumentalni metodé. Pro stanoveni neznamé koncentrace
Septonexu v supernatantu byl tento zfedén S50krat a nasledné zméfen stejnym postupem.
Pomoci kalibracni zavislosti byl poté v programu MS Excel stanoven neznamy obsah tenzidu
v supernatantu. Vzorky kalibra¢ni zavislosti byly standardné promeéteny tiikrat, pfiCemz
vysledky jsou aritmetickym primérem danych hodnot. Samotny vzorek Hi byl proméren
petkrat.

5.3.5 Stanoveni anorganickych iontu

K uzavieni analytické Casti byly vybrany metody na stanoveni ionti. Jednalo se o prvotni
experimenty na téchto typech vzorkl hydrogelt, proto bylo zajimavé zkusit, zdali se t€émito
priblizime korelaci dat pfedchozich dvou metod. Kapitola 6.2.3 pak prezentuje piekvapive
uspokojivou shodu.

Veskera méfeni opét probehla ve spolupraci s kolegy z Fakulty chemické VUT v Brng,
zainteresovanych na projektu €. 16-12477S. Proto jsou pfipadné grafické vystupy prezentovany
v originalni podobg.

Pti studiu zkoumanych hydrogelt na bazi hyaluronanu a Septonexu muzeme uvazovat tfi
druhy iontd, které mohou byt vyznamné pro detekci a analyzu. Prvni a nejjednodussi ptiklad
jsou bromidy, které budou pfimo umérné obsahu Septonexu, jelikoz jiny vstupni komponent
atomy bromu neobsahuje. Chloridové anionty budou odpovidat pfitomnosti rozpoustédla, tedy
fyziologického roztoku 0,15 M NaCl. Poslednim detekovanym iontem byl sodikovy kationt.
Ten se ovSem vyskytuje jak v roztoku prostiedi NaCl, tak jako soucast polymeru, ktery
vystupuje ve formé soli hyaluronanu sodného. Proto neni mozné brat obsah Na* iontd jako
smeérodatny pii uréovani obsahu NaCl a jeho pfipadném rozlozeni mezi gel a supernatant.

Pro posledni jmenovany, tedy kationt sodiku, byla k detekci vybrana opfickd emisni
spektrometrie s indukcné vazanym plazmatem (ICP-OES), ktera se pouziva pro stanoveni Siroké
Skaly hlavnich, vedlejSich i stopovych prvki. Principem této metody je preneseni vzorku do
plazmového zdroje ve formé aerosolu, jehoz je dosazeno pomoci zmlzovace. Plazma je
nejCastéji generovano vzacnymi plyny (helium, argon) a je iniciovano v hlavici
vysokofrekvenénim jiskrovym vybojem. Pfi teplot€é nékolik tisic Kelvini zde dochazi
k odpareni vzorku pfi sou¢asném zaniku chemickych vazeb. Jednotlivé prvky jsou atomizovany
a nasleduje excitace jejich elektroni do vysSich energetickych hladin. Tento stav je ovS§em
velmi nestabilni, proto nasledné dochazi k jejich navratu zpét na zakladni energetickou hladinu,
pficemz muze dojit k emisi elektromagnetického zareni ve formé fotonu. Tyto fotony maji
presné definovanou vinovou délku, ktera projde pres monochromator, vétSinou typu difrakcéni
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miizky, a je detekovana na detektoru, nejcastéji fotonasobici. Tato vinova délka, jez je dana
prave rozdilem energie obou hladin, je typicka pro kazdy prvek. V pfipadé nami detekovaného
sodiku se jedna o vinovou délku 588,995 nm [110, 111].

Priprava vzorka hydrogeld byla realizovana podle navodu v kapitole 5.2.6, pficemZ pro
meéfeni byly pouzity pouze supernatanty, které byly, 50, 100 nebo 250krat, natfedény
deionizovanou vodou. Vysledné naredéné roztoky byly jesté prefiltrovany pres 45 ul filtr.
Kazdy vzorek byl proméfen minimalné tfikrat, a to pii pouziti riznych fedéni a v sadach
pfipravenych v rizném cCase v prubéhu nékolika let.

Veskera méfeni ICP-OES probihala na pfistroji Horiba Jobin Yvon, typ Ultima 2. Jako
plazmovy plyn byl pouzit argon a jako detektor fotonasobi¢. Vysledné reporty byly zpracovany
v MS Excel. Podminky prvkové analyzy jsou stanoveny v tabulce 5.

Tab. 5: Podminky prvkové analyzy

Pfistroj ICP-OES model Ultima 2 (Horiba Jobin Yvon)
Vykon 1 200-1 400 W
Otacky pumpy 15—18 ot/min
Prutok plazmového plynu 14 1/min
Prutok stiniciho plynu 0,8-0,5 I/min
Tlak zmlzovace 3 bary

V pripadé stanoveni chloridovych a bromidovych ionti byla pouzita metoda ionfové
chromatografie (IC). Iontova chromatografie je typ vysokoucinné kapalinové chromatografie,
zalozena na probihajicich elektrostatickych interakcich mezi hydratovanymi ionty v roztoku
a opacné nabitymi funk¢nimi skupinami iontoménica nebo stacionarni fazi, které jsou pevné
umistény v koloné. Podle naboje se iontova chromatografie rozliSuje na aniontovou
a kationtovou, a iontoménice se poté dé€li na katexy a anexy, dle jejich navazané funkéni
skupiny. Katexy jsou zaporné nabité kyseliny uvoliujici kationty, anexy jsou naopak kladné
nabité baze uvolnujici anionty. Zakladem iontomenict je vlastni vazany iont a protiiont, ktery
se béhem prostupu kolonou vymeériuje za jiny iont. Velikost naboje analytu a funk¢ni skupiny
urcuje silu interakce, kdy pfi zvySujici se koncentraci iontd v mobilni fazi jsou tyto eluovany
z kolony podle rostouci afinity ke stacionarni fazi. Vliv na reten¢ni ¢asy ma tedy pH a iontova
sila. Jako stacionarni faze mohou byt pouzity rizné typy iontoméni¢l, napi. porovity nosic
iontoménicCe, organicka matrice Ci silikagel. Pro stanoveni anionti se jako mobilni faze
nejCasteji pouziva roztok shodny s protiionty na iontoménici, soli kyselin nebo hydroxidy
(hydroxid sodny, uhli¢itan sodny atd.). Pro stanoveni kationtd se jako mobilni faze vyuzivaji
zfedéné organické 1 anorganické kyseliny. Samotné instrumentace, kromé kolony, obsahuje
také Cerpadlo mobilni faze, davkovaci zatizeni, které nastiikne vzorek do mobilni faze, detektor
razného  typu  (spektrofotometricky,  fluorescen¢ni,  voltametricky, = hmotnostni)
a vyhodnocovaci software [112, 113].

Ptiprava vzorka a méfeni probihaly podobné jako u ICP-OES. Pro méfeni byly vyhrazeny
supernatanty hydrogelt celé zakladni Sestice, tedy vzorky Hi—Hs. Ty byly 50krat nebo 100krat
nafedény deionizovanou vodou a opét prefiltrovany pres 45 ul filtr. Kazdy vzorek byl opét
méfen nékolikrat v pribéhu vice let, minimalné vsak tiikrat v jedné sadé pro posouzeni
reprodukovatelnosti. Meéfeni probihalo na pfistroji Metrohm 850 Professional Ion
Chromatograph, pfiCemz parametry méfeni jsou uvedeny v tabulce 6. Vysledné
chromatogramy byly zpracovany pomoci MS Excel.

50



Tab. 6: Parametry iontového chromatografu

Ptistroj Metrohm 850 Professional Ion Chromatograph
Detekce Vodivostni detektor
Kolona Metrosep A Supp 7 — 250/4.0
Nastrik 20 ul
Pratok 0,8 ml/min
Teplota 45 °C
Mobilni faze 3,6 mmol/l Na;COs
Supresni roztok 100 mmol/l H>SO4

5.3.6 Antimikrobialni testy

Poslednim zkoumanym odvétvim pro tuto praci bylo stanoveni antimikrobialni aktivity nasich
hydrogeld. Provedeni danych testG vyplyva jiz ze samotného slozeni gelt, kdy jeden
z komponentd, tenzidova slozka Septonex, je znam pro své antiseptické a dezinfekéni ucinky.
Jeho prebytek v michané substanci a nasledné v systému gel-supernatant (viz tabulka 4)
napovida, ze by se po homogenizaci a dosazeni rovnovahy v systému mohly piebytecné,
potencialné stericky vazané, micely Septonexu z gelu uvolnit do prostiedi. Idealné by tak
v pfipadé medicinskych aplikaci mohly gely slouzit i1 jako prostfedky mokrého hojeni, kdy
micely tenzidu by na postizené misto mohly dorucit pottebné 1é¢ivo, inkorporované v nich,
a zaroven by dezinfikovaly okolni prostifedi. Samotny, télu vlastni hyaluronan, by podporoval
proces hojeni.

Antimikrobialni testy hydrogelt byly provedeny ve spolupraci s kolegy z pracovisté Fakulty
chemické VUT v Brné, ktefi se taktéz podileli na projektu ¢. 16-12477S. Pro samotné méteni
byly pouzity gely, pifipravené standardné podle navodu, popsaném v kapitole 5.2.6, a také
samotné vstupni komponenty, tedy roztoky hyaluronanu a Septonexu, ptipravené dle kapitol
5.2.4 a5.2.5. Antimikrobialni aktivita byla testovana vuci dvéma druhiim bakterialnich kment
a jednomu kmeni kvasinek. Z bakterialnich kmenu byl pouZzit grampozitivni zastupce —
Micrococcus luteus (ML) a zastupce gramnegativnich kment — Serratia marcescens (SM).
Z kvasinkovych kment byl pouzit kmen Candida glabrata (CG). VSechny mikrobialni kmeny
byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismd v Bmé a nasledné kultivovany pii 37 °C.

Antimikrobialni aktivita vzorka, které jsou schopny inhibovat rust ur€itych mikroorganismda,
byla testovana pomoci dvou druhti metod. Agarova difiizni metoda byla provedena ve dvou
typech, a to jako diskovy difiizni test pro gelové vzorky a jamkovy difiizni test pro kapalné
vzorky. Princip spoc¢iva v naoCkovani agarového média v Petriho misce danym typem
mikroorganismu, a to 100 pul mikrobialni kultury, kterd byla predtim 24 hodin kultivovana.
Nasleduje aplikace 50 pl studovaného vzorku, ktery je do média vpravovan difuzi. Stejny
objem deionizované vody je pouzit jako kontrolni vzorek. Agarové plotny jsou poté inkubovany
pii 37 °C po dobu 24 hodin. Mikrobialni inhibice je stanovena pomoci zméfeni pruméru
inhibi¢nich zé6n (v mm) okolo kazdého disku nebo jamky. VSechny experimenty byly
zopakovany tfikrat, kdy vysledky jsou poté primeéry danych hodnot. Druha pouzita metoda byla
bujonova dilucéni metoda. Jeji princip spociva v naneseni mikrobialni kultury, v nasem ptipadé
150 pl, do mikrotitracnich desti¢ek, nasledovano nanesenim antimikrobialniho vzorku (50 pl),
a to v klesajici koncentracni fad€. Jako kontrolni vzorek opét slouzi deionizovana voda. Po
24 hodinové inkubaci pii 37 °C se hleda nejnizs$i koncentrace, schopna inhibovat rist
mikroorganismii. K vyhodnoceni je mozno méfenim absorbance sledovat vznik zakalu, ktery
poukazuje na rast mikroorganismu. Pro potfebu klesajici koncentrace u vzorku geld byla
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zvolena metoda jejich promyvani. Ta spociva v tom, Ze po fazové separaci a vzniku gelu je
odlit jeho supernatant a gel je doplnén stejnym mnozstvim deionizované vody. Poté je gel
rozruSen Spachtli a nasledné vortexovan a ponechan k relaxaci po dobu 24 hodin, stejné jako
v procesu standardni pfipravy. Timto zpusobem lze simulovat dal§i uvolfiovani stericky
vazanych micel z gelu, a tedy snizovani jeho antimikrobialni aktivity.

Finalni vysledky z této metody jsou klasicky prezentovany jako minimalni inhibiéni
koncentrace (MIC), ktera je definovana jako nejnizsi koncentrace antimikrobialniho vzorku
schopna zabranit ristu mikroorganismt v ur¢itém inkubacnim Case [114, 115].
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato kapitola podrobné popisuje ziskané vysledky z méfeni vlastnosti i chovani hydrogelt na
bazi hyaluronan-tenzid. Zaveéry méteni jsou rozdéleny do jednotlivych kapitol dle jiz popsanych
pouzitych instrumentalnich metod.

Podkapitoly jsou rozdéleny na reologickou ¢ast, analytickou ¢ast a antimikrobialni testy.
V prvni ze jmenovanych, kterd zaujima stézejni pozici v této praci, jsou zhodnoceny zakladni
viskoelastické vlastnosti pripravenych hydrogelti. Metody pfipravy a pouziti odliSnych
komponent pro slozeni gelll jsou diskutovany s ohledem na mechanické a tokové vlastnosti
danych gelti. Vliv prostedi pro vznik gelli, zejména rozdilna iontova sila, pH ¢i pfitomnost
jinych iontt v roztoku, tvoii nezanedbatelnou ¢ast nasledujici kapitoly.

V analytické Casti je prezentovana snaha stanoveni presného slozeni hydrogelt, kdy je z vyse
patrného jasné, ze pii pripravé zname jen koncentrace vstupnich komponent. Modifikovana
Mahrousova metoda byla, na zakladé predchozi zkuSenosti, pouzita pro stanoveni koncentrace
tenzidu v roztoku supernatantu nad hydrogelem. S pomoci pracovniki, podilejicich se taktéz
na projektu ¢. 16-12477S, byly supernatanty geltit podrobeny méfeni infracervenych spekter,
ICP-OES ¢i iontové chromatografii.

Na zavér byla u hydrogelt stanovena antibakterialni aktivita, taktéz ve spolupraci
s biotechnologickym oddélenim Fakulty chemické VUT v Brng.

6.1 Reologicka cast

Nasledujici kapitola shrnuje poznatky z méfeni reologického chovani zakladni Sestice
hydrogelG na bazi Hya-tenzid, jejichZz slozeni je popsano v tabulce 4. Pro zakladni
charakteristiku hydrogell a popis vlastnosti pro diskuzi aplika¢niho potencialu je pravé reologie
stézejni metodou. V ramci této prace byly vybrany dva typy méfent, a to oscilacni (deformacni
a frekvencni) a tokové testy. Pfiprava vzorku, nastaveni méficiho systému 1 vyhodnoceni dat
bylo podrobné diskutovano v kapitolach 5.3.1 a 5.3.2. Nasledujici podkapitoly prezentuji typy
nastaveni reologickych experimentd, jimz byla zakladni Sestice gelti vystavena. Reologicka
data jsou také soucasti publikace, ktera je obsazena v ptiloze (viz kapitola 12) [116].

6.1.1 Vliv metody pripravy

Pro ptipravu zakladni Sestice hydrogela byly pouzity Ctyfi metody pfipravy popsané v kapitole
5.2.6. Dle predchozi zkusSenosti se, v ptfipadé Septonexu, ocekavalo jeho mozné pouziti
v kombinaci s jakymkoliv typem metody pfipravy. Oproti jinym, strukturné podobnym
tenzidim, jako napt. CTAB, CTAC ¢i CTAT, vykazuje Septonex mnohem jemnéjsi praskovou
formu, schopnou se homogenizovat i pii pouziti metody suché cesty. V piipadé vyse
jmenovanych obdobnych typi toto Cinilo problém. Provedena reologicka méfeni dany fakt
potvrzuji.

Jako prvni byly porovnany metody priprav €. 1 a 2, ¢ili sucha a mokrd cesta, kdy jsou vzorky
pfipraveny smichanim praskovych forem s néaslednym zalitim roztokem prostfedi nebo
smichanim jiz hotovych zasobnich roztokd komponent. Ukazalo se, ze obé metody poskytuji
vzorky s velmi podobnymi reologickymi vlastnostmi, a to u v§ech zkoumanych gelt. Na obr.
21 je zobrazeno dané srovnani pro ukazkovy vzorek Hi. V ptipadé deformacniho testu je patrné
dosazeni ,,rovnovahy* pfi vytvoreni gelové sité, ktera nasledné odolava vlozené deformaci, pro
dany vzorek pomérné vysoké. Nasleduje prekiizeni obou moduld, kdy se gelova sit’ hrouti
a nastava oblast nevratné deformace. VSechny zkoumané vzorky vykazovaly obdobné chovani,
pficemz polohy jejich vzajemnych modull, pfevysSovani jednoho nad druhym ¢i délka LVO
bude predmétem dalsi kapitoly.
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Obr. 21: Srovnani mechanickych viastnosti vzorku H; pro suchou a mokrou metodu pripravy

10000

—_ o

£ x X XXX2

2 1000 -

-g x x a8

g Y§Xxxxxxxxxxxxx

© % X

¥

2 x5 K

hod _N

2 % X x

g2 100 X7 x X G' - piiprava ¢. 1

2 X

E X X G" - piiprava ¢&. 1

G' - piiprava ¢. 2
X G" - ptiprava ¢. 2
10 T T T T
0,01 0,1 1 10 100

frekvence oscilaci [Hz]

Obr. 22: Srovnani zavislosti viskoelastickych modulii na frekvenci oscilaci vzorku H; pro
suchou a mokrou metodu pripravy
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Frekvenc¢ni test, ktery pfimo vychazi z deformacniho, kdy je zjisténa hodnota amplitudy
deformace z oblasti LVO, ziskana z predchoziho méteni, pouzita jako konstantni hodnota prave
proto, aby u gelti dochazelo k elastické deformaci, potvrdil nezavislost metody pripravy €. 1
nebo 2. VSechny vzorky vykazovaly vice ¢i méné podobné zavislosti. Elasticky modul bud’
zcela prevazoval v celé §kale frekvenci, coz vypovida o dokonalé sitové struktuie gelu, nebo
tohoto chovani dosahoval pii vyssich hodnotach frekvenci oscilaci. Absolutni hodnoty modula
¢i posuny jejich boda prekfizeni jsou nezavislé na zpusobu pfipravy. Obr. 22 opét typoveé
srovnava pouzité metody pfipravy pro vzorek Hj.

V piipadé zkoumani metody pripravy ¢. 1 a 3, Cili stani nebo odstfedéni vzorku bylo
dosazeno obdobnych vysledkii nezavislosti pouziti té ¢i oné metody. Vzajemna poloha
viskoelastickych modulti v deformacnich testech se pro vSechny vzorky shoduje nehledé na
zpusobu pfipravy. Pouziti odstfedivky zpusobilo pouze zanedbatelné zvySeni obou modult
v kontrastu se vzorky ponechanymi ke stani, nicméné toto mohlo byt zptisobeno stlacenim
vzorku odstfedivou silou, kdy se pak vétsi mnozstvi gelu nachéazi v jednotkovém objemu
vzorku. LVO se vSak v obou typech pfipravy nelisi, coz sved¢i o tom, zZe, co do pevnosti
struktury gelu, jsou oba totozné. Na obr. 23 je dany jev zobrazen pro reprezentativni vzorek
Hi.
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Obr. 23: Srovnani viivu stani ¢i odstredeéni na mechanické viastnosti vzorku H;

V piipad€ oblasti elastické deformace vykazovaly frekvencni testy totozné vysledky pro
celou sadu vzorkd. Na obr. 24 je vidét typicky prubéh zavislosti viskoelastickych modult na
frekvenci oscilaci. I zde je stejné€ jako v deformacnich testech vidét mirné zvySeni modult pii
pouziti odstfedivky, nicméné ani zde se poloha bodu prekiizeni nijak vyrazn€ neméni. Tudiz
1ze soudit, ze z mechanického hlediska se gely, v zavislosti na metod€ pripravy €. 1 ¢i 3, prilis
nelisi. V pfipadé pouziti vysokomolekularniho Hya, vykazovaly vzorky vyssi elasticky modul
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oproti viskozitnimu, a to v ptipadé vysSich frekvenci (krat$i Casy pusobeni deformace), coz
pfimo koreluje s deformacnimi testy. Pfi pouziti nizkomolekularniho Hya prevazuje spise
viskozitni modul (viz kapitola 6.1.2). Bod prekfizeni viskoelastickych modula se v zavislosti
na pouziti stani ¢i odstfedéni posunuje. Pti ponechani geld k 24 hodinovému stani jsou jejich
mechanické vlastnosti mirné lepsi, nezli pfi prudkém odstredéni. Vstupni komponenty maji
v tomto pfipadé pravdépodobneé vice ¢asu na dokonalou homogenizaci a obsazeni vice vaznych
mist pii tvorb€ tuzsiho gelu.
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Obr. 24: Srovnani zavislosti viskoelastickych moduli na frekvenci oscilaci vzorku H; pri
pouZiti stani ¢i odstredéni vzorkii

Vliv zpasobu piipravy na tokové vlastnosti sady zakladni Sestice vzorkd koreluje
s predchozimi méfenimi. Pfi srovnani metody pripravy ¢. 1 a 2, tedy michani praskovych
forem ¢i roztokd vstupnich komponent vzorkd, muzeme konstatovat, ze tato nema zadny
zasadni vliv na vysledné tokové vlastnosti geli. Jsme tedy schopni pfipravit konzistentni
hydrogel jak z nizkomolekularniho tak vysokomolekularniho hyaluronanu v kombinaci
s tenzidem, s ohledem na vhodnost té ¢i oné metody pro budouci aplikaci. Srovnani vlivu suché
a mokré cesty na vysledné tokové vlastnosti je vidét na obr. 25. Vzorky tvorené
vysokomolekularnim hyaluronanem jsou standardné prezentovany vzorkem Hi, pfi¢emz zbytek
z trojice vykazuje obdobné chovani. Obdobné je tomu u trojice vzorkd tvofenych
nizkomolekularnim hyaluronanem, jejichz zastupce — vzorek H4 a jeho tokova zavislost, je
znazormén na obr. 26. Pouziti centrifugy Caste¢né odpovida oscilaénim testim, kdy toto
zpusobuje tlakové nahromadéni vét§iho mnozstvi gelu v jednotkovém objemu, ¢im zvysuje
tuhost geld. Vliv centrifugy na zvySeni viskozity je patrné pouze u mokré cesty, kdy jsou
praskové formy vstupnich komponent dokonale rozpustény a homogenizovany v roztoku,
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pficemz pii pouziti nizkomolekularniho Hya je toto zvySeni mnohem vyznamnéj§i nez pfi

pouziti vysokomolekularniho Hya, kdy metoda ptipravy nema témef vliv.
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Obr. 25: Srovnani tokovych viastnosti vzorku H; pri pouZiti stani ¢i odstiedéni vzorki
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Obr. 26: Srovnani tokovych viastnosti vzorku Hy pri pouZiti stani ¢i odstiredéni vzorki
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Ciselné srovnani danych metod piipravy reprezentuje tabulka 7. Pro piehlednost jsou zde
uvedeny hodnoty (spocCitané ¢i vyhodnocené méficim softwarem) dynamické viskozity [Pa.s]
k odpovidajicim hodnotam smykovych rychlosti [1/s]. K nulové smykové rychlosti, tzv. ,, zero-
shear viscosity“, dale viskozita odpovidajici piiblizné hodnoté smykové rychlosti 1 s
a spoctena viskozita aproximovana k nekonecné smykové rychlosti, tzv. , infinite-shear
viscosity ““. Jejich porovnani odpovida obr. 25 a 26 diskutujici vliv metod pfipravy, zejména
odstfedéni na vysledny mechanicky projev geld, kdy vSechny tfi parametry dodrzuji vzajemny
pomeér dle metody piipravy a jejiho vlivu na zmeénu viskozity.

Tab. 7: Prehled viskozitnich parametru v zavislosti na metodé pripravy

Metoda -1 -1 |
pfipravy Vzorek n[Pas]/y=0s n[Pas]/y~1s n[Pas]/y=os
1 H; 1623,00 373,00 4,64E-06
Hy 17,01 13,09 8,36E-05
5 Hi 1499,00 339,20 6,31E-07
Hy 12,96 11,37 2,51E-04
3 Hi 1948,00 193,50 4,53E-06
Hy 10,75 8,85 1,01E-05
4 Hi 1505,00 349,45 3,94E-06
Hy 147,50 122,03 1,70E-05

Na zavér této kapitoly tedy muzeme konstatovat, ze metoda pfipravy nema, az na drobné
vyjimky, zasadni vliv na vysledné mechanické a tokové vlastnosti zkoumané zakladni Sestice
hydrogeld. Tato nezavislost je duluzita pro budouci aplika¢ni vlastnosti. Nékdy muze byt
vyhodné smichat pouze praskové formy a nasledné je zalét roztokem rozpoustédla. Stejné tak
24 hodinové cekani pro homogenizaci vzorkti nemusi byt pro komercni vyuziti piili§ vhodné.
Naopak zakomponovani dalsich komponent do struktury gelti, jako napt. dezinfekcnich latek
¢i 1éciv, maze byt pohodln€ji dosazeno pres ,,mokrou cestu pfipravy. Podobné je tomu i pro
zasadni analytickd méfeni, kdy vzorky pfi mokré metodé¢ dosahuji pfece jen kvalitngjsi
homogenizace. Proto byla metoda pripravy €. 2 vyuzivana k téméf veSkerym méfenim v této
praci.

Zakladni Sestice gelti byla taktéz podrobena testu reprodukovatelnosti. Vzorky prosly za
meésice vyzkumu zakladni reologickou charakteristikou v fadu desitek méfeni, pficemz bylo
pfipraveno mnozstvi sad vzorkl, bylo testovano odebirani vzorkd zjiné cCasti vialky ¢i
centrifugacni zkumavky, dokonce byl testovan i vliv lidského faktoru v podobé piipravy vzorkt
raznymi lidmi. Predstavena Sestice vzorkti vykazovala stale stejné reologické chovani, coz
znac¢i velmi vyhodnou startovni pozici pro pfipadné budouci aplikace, at’ uz 1ékarské nebo
kosmetické.

6.1.2 Vliv slozeni gelu

Pro zkoumani vlivu sloZeni na vysledné mechanické vlastnosti hydrogeli je mozno vychazet

z tabulky 4, kde je piehledn€ prezentovana zakladni Sestice vzorklu. Z toho vyplyva, ze je

mozno pouzit rozdilnou molekulovou hmotnost Hya v kombinaci s riznou koncentraci tenzidu.
Deformacni testy nam primarné poskytuji informaci o délce LVO, kterd vypovida o odolnosti

58



uzli gelové sité proti zpretrhani, a tudiz jejich schopnosti odolavat této vystavené deformaci.
Pouziti vysokomolekularniho Hya posunuje tuto oblast pfiblizné Skrat, oproti vzorkim
tvofenym nizkomolekularnim Hya. Obr. 27 znazoriuje takové chovani pro pfipad srovnani
vzorkt Hi a Hs. Z namétenych dat je patrné, ze pokles modult, znacici konec LVO, nastava
v piipadé geli s LMW Hya jiz pii cca 4 %, naopak pii pouziti HMW Hya az pfi cca 20 %.
Zbyla cCtvefice geld zachovava podobny trend, pfi¢emz vSechny hodnoty LVO jsou
prezentovany v tabulce 8.
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Obr. 27: Srovnani vlivu molekulové hmotnost Hya na délku LV O pripravenych hydrogeli

Elasticky modul pro prvni trojici vzorka tvorenych HMW Hya pievysSoval viskozitni modul
v celém rozsahu LVO. Jeji nezanedbatelna délka spolu s timto faktem urcuji typicky gelovy
material, ktery je rigidni az do okamziku piekfizeni modult, kdy dojde k nevratnému poruseni
gelové sité. Naopak pouziti LMW Hya zpusobilo vznik vice viskéznich geld, kdy pro vSechny
tfi vzorky pfevySoval viskozitni modul nad elastickym, a to v celém rozsahu LVO. V ptipadé
vzorki Hs a Hs neni tekutost tak markatni, jelikoz pro jejich vyrobu je pouzito vétSich
koncentraci tenzidu. Vzorek He vSak jiz svym chovanim pfipomina spiSe viskozni kapalinu.
Prehled chovani vzorki je prezentovan v tabulce 9, kdy prevySovani elastického modulu je
znaCeno pismenem FE, naopak viskozitni chovani pismenem V. Subjektivni vizualni
charakterizace autorem je zde také zahrnuta.

Absolutni hodnota modult koresponduje k pouzité molekulové hmotnosti. Na obr. 27 je
taktéz patrna vys$Si hodnota obou modula pii pouziti HMW Hya, pfiemz tento trend je
zachovan 1 pro ostatni vzorky. Je tedy zfejmé, ze pro tvorbu mechanicky vice odolnych
materialu je tfeba delSich polymernich fetézcl s vice vaznymi misty. Zcela nejvys$si pomér
modult G'/G" se vSak vyskytoval u prostiednich vzorki H> a Hs s pomérem naboju 2:1.
Nejnizsi hodnoty elastickych modula pak vykazovaly nejziedénéjsi vzorky Hs a He. Ackoliv je
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zde pomér naboju vyvazen, nemuzeme vsak jist€¢ predpokladat 100 % disociaci. V piebytku
tenzidu u vzork H» a Hs je tedy mozné zcela zaplnit dostupna vazebna mista, a taktéz navazat
Cast micel stericky, coZ jesté vice zahusti gelovou sit’. Dalsi pfidavani tenzidu v piipadé vzorka
Hi a Hs (pomér naboji 4:1) vsak jiz nema vyznamny dopad a jejich mechanické vlastnosti se
od vzorkii Hz a Hs vyrazné€ nemeéni.

Tab. 8: Prehled oblasti LVO v zavislosti na amplitudeé deformace

Vzorek Konec LVO (amplituda deformace [%])
H; 19,30
Hz 7,75
H3 5,91
Ha 1,94
Hs 4,77
He 10,18

Jak je patrné z tabulky 8, pro odpovidajici si dvojice gelu, které se liSi pouze pouzitou
molekulovou hmotnosti Hya, a to Hi a Hs (2 % Hya + 200 mM Septonex), H> a Hs (2 % Hya
a 100 mM Septonex) odpovida pravidlo, kdy vysSsi molekulova hmotnost pouzitého Hya
prodluzuje oblast LVO, ptficemz zpeviiuje strukturu gelu v uzlovych bodech. Jedina vyjimka
nastava pro dvojici H3 a He (2 % Hya + 50 mM Septonex), piesnéji pro vzorek Hs, ktery se,
diky zfedénym komponentim a nizké molekulové hmotnosti Hya, chova spise jako vizkozni
kapalina. Proto meéfeni jeho deformacnich vlastnosti neni
koncentrovanéj§imi kolegy.

srovnatelné s jeho
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Obr. 28: Srovnani vlivu koncentrace tenzidu na absolutni hodnoty elastickych modulit

60



Rozsah LVO i absolutni hodnota viskoelastickych moduld je tedy zavisla nejen na
molekulové hmotnosti Hya, ale i na pouzité koncentraci tenzidu, pficemz jak bylo feceno vyse,
pfi pouziti vyssi koncentrace roste absolutni hodnota modula. Obr. 28 zobrazuje tento jev pro
trojici gelt tvofenych HMW Hya (jen elastické moduly). Vzorky Hs—Hs vykazuji podobnou
zavislost, kdy se absolutni hodnoty modulti pohybuji o fad nize.

Tab. 9: Vizualni charakterizace a viskoelastické chovani zakladni Sestice

Vzorek | MW Hya Septonex Vzhled gelu Vzhled Mnozstvi VE ,
[c] supernatantu gelu (cca) | chovani
H, HMW | 200mM | Pevny, &iry Ciry 1 ml
H> HMW | 100mM | Pevny, &iry Ciry 1 ml
H3 HMW 50 mM Pevny, Ciry Mirné zakaleny 0,5 ml
Hy LMW | 200mM | Mirné tekuty Ciry 1 ml
Hs LMW | 100 mM | Mirné tekuty Ciry 1 ml
Hs LMW 50 mM Tekuty Mirné zakaleny 0,5 ml

Pred zavérecnym shrnutim deformacnich testli je zde tifeba, v souvislosti s tabulkou 9,
doplnit i obr. 29, ktery ukazuje typicky vzhled fazové separovaného hydrogelu pfi pouziti
metody pfipravy stanim ve vialce ¢i odstfedénim v centrifugani zkumavce. Jak vyplyva
z tabulky 9, kde viskdzni chovani latek je ozna¢eno pismenem V (viskozitni modul pievladal
nad elastickym), elastické naopak E (elasticky modul prevladal nad viskozitnim), tak nejvice
elastické gelové chovani vykazuji nejkoncentrovanéjsi vzorky s pouzitim vysoké molekulové
hmotnosti Hya (Hi, H2). Takovy priklad je také uveden na obr. 29. Fazové rozhrani je dobie
Citelné, vzorek netece ani po otoCeni, je homogenni v celém objemu a stabilni v Case.

Obr. 29: Idedlni vzhled vzniklych hydrogeli ve A) vialce, B) centrifugacni zkumavce

Pro shrnuti vysledki deformacnich testi je vhodné srovnat celou Sestici gela. Obr. 30
prezentuje zavislosti ztratovych uhli na amplitudé deformace, kdy v pfipad€, ze velikost
ztratového uhlu daného vzorku pifesdhne hodnoty 45°, vykazuje tento chovani viskdzni
kapaliny, naopak pro ptipad, kdy jsou hodnoty ztratovych Ghli nizsi nez 45°, vykazuji vzorky
chovani elastického télesa. Kfivky zavislosti na obr. 30 se shoduji s deformacnimi testy
popsanymi vySe. Jako nejpevnéjsi vzorek s nejniz§imi hodnotami ztratovych ahla se projevil
vzorek Ha, ktery je slozen z vysokomolekularniho Hya o dostate¢ném poctu vaznych mist,
a také disponuje pomérem naboja 2:1, pii predpokladu, ze prebytek tenzidu zpasobuje i jeho
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sterické vazani. Obecné vSechny ti1 vzorky obsahujici HMW Hya vykazuji hodnoty ztratovych
uhli nizsi nez 45°, coz se prokazuje jejich elastickym gelovym chovanim.

Trojice gelt obsahujicich LMW Hya piekracuje v celé Skala hodnotu 45°, kdy vykazuji
viskoznéjsi chovani. Dle tabulky 9 sice vzorek Hs teCe jen mirné a v grafu se jeho kfivka
nachazi nad vzorkem Hg, ale celkové viskoelastické chovani zavisi také na vzajemném pomeéru
G'/G", procez se tedy vzorek H4 mize zdat pevnéjsi. V piipadé vysSich hodnot deformace je
pak z grafu patrny strmy narast kiivky u vzorku He, coz jesté podtrhuje jeho tekutost.
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Obr. 30: Srovnani ztratovych uhli v zavislosti na deformaci u zdkladni Sestice gelu

Druhy z provedenych méfeni byl frekvencni test, ktery pfimo navazuje na deformacni testy.
Zjisté€na hodnota amplitudy deformace z oblasti LVO ziskana z prfedchoziho méteni zde byla
pouzita jako konstantni hodnota pravé proto, aby u geltt dochazelo k elastické deformaci. Tato
hodnota deformace byla stanovena jako 1 %. Vliv na vysledné hodnoty sledovanych
viskoelastickych modula ¢i ztratového thlu pak bude mit pouze frekvence oscilaci.

Vliv koncentrace tenzidu na vysledky zavislosti viskoelastickych modulti na frekvenci
oscilaci tzce souvisi s pouzitou molekulovou hmotnosti Hya. Na obr. 31 je zobrazena tato
zavislost pro vzorky tvorené HMW Hya (H1, H2, H3), které vykazuji podobny prubéh. Hodnota
viskoelastickych modulti v bodu piekiizeni (svislé ¢ary s piislu§nou koncentraci tenzidu) je zde
témer nezavisla na koncentraci tenzidu. Naopak frekvence piekiizeni je s vyssi koncentraci
tenzidu posunuta lehce k vys$sim hodnotam, ¢ili krat§im Casim. Nicméné rozdil zde neni tak
zasadni, coz odpovida i porovnani mechanickych vlastnosti z predchoziho méfeni.

Vzorek hydrogelu s nejnizsi koncentraci tenzidu (H3) ma teoreticky nasycend vSechna
vazebna mista pfi poméru naboju 1:1. Avsak to by realné znamenalo Uplnou disociaci vSech
nabitych skupin a jejich dobrou dostupnost, coz v realnych vzorcich velmi pravdépodobné neni
mozné. Nicméneé zvySeni koncentrace tenzidu zde ma za nasledek navazani ¢asti micel stericky,
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které tudiz zaplni volna mista mezi fetézci sité gelu, coz se potvrzeno i ve frekvencénich testech

v mirném zvySeni hodnot viskoelastickych modult.
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Obr. 31: Zavislost viskoelastickych modulit na frekvenci oscilaci pro vzorky Hi, H2 a Hs
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Obr. 32: Typickd zavislost viskoelastickych modulit na frekvenci oscilaci pro vzorky tvorené
LMW Hya
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V pripadé hydrogelt tvorenych nizkomolekularnim Hya je mozno sledovat stejny trend ve
zméné modulll v zavislosti na frekvenci oscilaci a koncentraci pouzitého tenzidu jako
u vysokomolekularniho prot€jsku. Nicméné kvili kratSim fetézcim hyaluronanu je mozno
vytvorit relativné pevny gel jen pfi pouziti vysoké koncentrace tenzidu — vét§i mnozstvi micel,
které je schopno se inkorporovat do struktury gelu. I tak vSak, pro témér cely rozsah frekvence
oscilaci, pfevazuje viskozitni modul nad elastickym, pfiCemz absolutni hodnota modula je
oproit HMW Hya gelim posunuta piiblizné o tad nize. Typicky prubéh zavislosti
viskoelastickych modull na frekvenci oscilaci pro vzorky LMW Hya + Septonex je zobrazen
na obr. 32.

Prehled frekvenci a hodnot viskoelastickych moduld, které jsou popsané vyse, je predstaven
v tabulce 10. Na rozdil od frekvence a modult v bodu prekiizeni, které s rostouci koncentraci
tenzidu mirng€ vzrostl, tak vypocitana mesh size, ktera uréuje velikost domén mezi fetézci v siti
gelu, naopak s koncentraci tenzidu v ptipadé HMW Hya gelt klesa. Tento jev muze byt
vysvétlen vyssi hustotou sité fetézch HMW hyaluronanu oproti nizkomolekularnimu polymeru,
ktery je az nasledn€ zesitovan micelami tenzidu.

Tab. 10: Viskoelastické parametry zdkladni Sestice

Vzorek Frekvence bodu Hodnota bodu Mesh size [nm]
prektizeni [Hz] prekfizeni modull [Pa]
H; 0,14 324 13,0
H> 0,10 287 14,6
H3 0,05 314 16,4
Hy 0,01 65,6 20,4
Hs 4,64 242 22,8
He 2,15 199 21,6

Tokové chovani hydrogelt bylo ¢astecné zminéno v tabulce 7. Cela Sestice byla také pro
charakterizaci vlivu slozeni podrobena viskozitnimu méfeni, kdy pfi dosazeni maximalni
smykové rychlosti 200 s dosahly vSechny vzorky nevratné deformace. Vys§i smykové
rychlosti nejsou pro dany typ vzorkl vhodné, jelikoz tyto maji tendenci z méfici instrumentace
vylétavat.

Vsechny vzorky vykazovaly pseudoplastické chovani s newtonskym platdo pii nizSich
smykovych rychlostech, pficemz gely tvorené HMW Hya maji tuto oblast kratsi a nasledny
poklest kiivek viskozit strmé&jsi oproti gelim s LMW Hya. Na druhou stranu vSak pouZiti
vy$8§ich molekulovych hmotnosti hyaluronanu nezavisle na pouzité koncentraci tenzidu zvysuje
viskozitu vzorkd pii nulové smykové rychlosti (zero-shear viscosity) az o dva tady, coz
prehledné prezentuje tabulka 11. Pfi dosazeni maximalni smykové rychlosti méfeni vsak
vSechny vzorky poklesnou na témért totoznou hodnotu viskozity.
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Tab. 11: Prehled zavislosti zero-shear viscosity na sloZeni vzorki

Vzorek n [Pas]/y=0s"
H; 1729 + 105
H»> 1957+ 6
Hs 286,9 + 0,7
Ha 10,8 £ 0,4
Hs 3,29 £ 0,08
He 1,12+ 0,05

Grafické srovnani tokového chovani hydrogell je znazornéno na obr. 33. Je zde jasné patrny
trend vySSich viskozit pro vzorky vzniklé pouzitim HMW Hya (Hi, H2, H3) oproti jejich
nizkomolekularnim protéjsktim. Taktéz si je zde mozno povSimnout vyse diskutovanych délek
newtonskych oblasti. Pro srovnani je zde taktéz uvedena viskozitni zavislost 2 % roztokt Hya,
které vykazuji newtonské chovani v celém spektru smykovych rychlosti. Roztok HMW Hya
o koncentraci 2 % hm. je vSak sam o sobé dosti viskozni, kdy svymi hodnotami presahuje
vSechny gely tvorené LMW Hya, v jejichz ptipad€ nepomiize ani zpevnéni sité pomoci micel.
Extrapolaci k nekone¢né smykové rychlosti vSak dostaneme obdobné hodnoty viskozit pro
vSechny vzorky. Dle uvazovani budoucich aplikaci tak mizeme slozenim geld modifikovat
jejich mechanické i tokové vlastnosti. S ohledem na pozadovanou degradaci, roztirani ¢i naopak
stabilitu mizeme meénit viskozitu v rozmézi péti rada.
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Obr. 33: Prehled viskozitnich zavislosti zdkladni Sestice v porovnani se zdsobnimi roztoky
hyaluronanu
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6.1.3 Vliv iontové sily prostredi

Jako standardni prostfedi pro pfipravu gelt se vyuziva roztok NaCl o koncentraci 0,15 M, ktery
simuluje fyziologicky roztok. Ze zkuSenosti a z literatury [93, 98] vime, ze pro vznik gelové
faze je pravé urcCité rozmezi iontové sily nutné, kdy nizkomolekularni elektrolyt snizuje
nabojové repulze na nabitych skupinach polymerniho fetézce, ¢imz mu umoznuje se vice sbalit
a zaplést do gelové sité. Naopak vysoka iontova sila, pfesahujici ur€itou kritickou hodnotu, ma
za nasledek zanik separované faze. Pro prozkoumani tohoto vlivu byla tedy pfipravena sada
zakladni Sestice vzorku liici se pouze v koncentraci prostiedi (roztoku NaCl). Koncentrace
vstupnich komponent (polymer + tenzid) zustaly stejné jako v predchozich méfenich.
Kompletni prehled experimentu shrnuje tabulka 12. Barevné jsou oznaceny koncentrace
prostiedi, kdy byl jesté pozorovan gelotvorny proces.

Tab. 12: Prehled vzorkit pro zkoumdni viivu iontové sily prostiedi

Cislo vzorku | Vzorek | NaCl (¢ [mol/l])
1 H; 0,05
2 H; 0,15
3 H; 0,3
4 H; 0,5
5 H; 1
6 H> 0,05
7 H» 0,15
8 H> 0,3
9 H> 0,5
10 H»> 1
11 H3 0,05
12 H3 0,15
13 H3 0,3
14 H3 0,5
15 Hj; 1
16 Hy 0,05
17 Hy 0,15
18 Hy 0,3
19 Hy 0,5
20 Ha 1

21 Hs 0,05
22 Hs 0,15
23 Hs 0,3
24 Hs 0,5
25 Hs 1
26 He 0,05
27 He 0,15
28 He 0,3
29 He 0,5
30 He 1




Viskoelastické vlastnosti hydrogelti tvofenych HMW Hya jsou siln€ zavislé na iontové sile
prostiedi. Pouziti nizsi iontové sily (0,05 M NaCl) zpusobilo mirné zvyseni viskoelastickych
modult oproti klasické iontové sile (0,15 M NaCl), pticemz od bodu piekiizeni modula
prevladal elasticky modul v celé Skale frekvenci. Bod prekfizeni pro nizsi koncentraci prostredi
byl také mirmné posunut k vys§im hodnotam frekvenci. Z vySe popsaného je patrné, ze pro
gelovy proces sta¢i minimalni iontova sila prostfedi pro odstinéni nabojovych repulzi polarnich
skupin komponent hydrogelu, aby byl tento schopen utvofit plnohodnotnou sit’ a z hlediska
polohy bodu piekfizeni i absolutni hodnoty moduli dokonce nepatrné pevnéjsi gel. Nami
pouzivana koncentrace 0,15 M vsak simuluje fyziologicky roztok pro uvazovani medicinskych
aplikaci téchto druht hydrogeli. Na obr. 34 je vidét srovnani nizké a stfedni iontové sily
(0,05 M vs. 0,15 M) prostiedi a jeji nepatrny vliv na mechanické vlastnosti geld, jez byly

popsany vyse.
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Obr. 34: Srovnani mechanickych viastnosti vzorku H; pri nizké a stiedni 1S prostiedi
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Obr. 35: Srovnani mechanickych viastnosti vzorku H; pri nizké, stiedni a vysoké IS prostredi

Z obr. 35 je patrné, ze jako kriticka hodnota iontové sily se pro vzorky tvorici HMW Hya
stala hodnota 0,3 M NaCl. Oba viskoelastické moduly byly pfi této hodnoté posunuty o dva
fady nize, ptficemz pro Sirokou Skalu frekvence oscilaci prevladal viskozitni modul nad
elastickym. Tak vysoka IS jiz zptsobovala, ze se vzorky chovaly vice jako viskozni kapaliny
nezli elastické gely. Nad touto hodnotou jiz nebyl pozorovan gela¢ni proces. Prubéh kiivek
ajejich zavislost na IS pro zbylé dva ztrojice HMW Hya geli byl obdobny jako zde
prezentovany pro vzorek Hi, s tim rozdilem, ze nejpevnéjsi vzorek H> vykazoval jesté narast
absolutni hodnoty modula zhruba o 20 % oproti nejkoncentrovanéjsimu kolegovi.

V pripadé gelt tvofenych nizkomolekularnim Hya se objevil podobny trend, kdy nizsi
koncentrace NaCl (0,05 M) dokazala sit' natolik vyztuzit, ze pfi vysSich frekvencich jiz
prevladal elasticky modul nad viskozitnim. Jako kritickd se zde vSak koncentrace snizila na
nami pouzivanou 0,15 M, pii které opét prevlada mirné tekuté chovani popsané v kapitole 6.1.2.
Ukazka srovnani ztratovych ahla geli pii pouziti LMW Hya (H4, Hs a He) pfi nejnizsi pouzité
iontové sile je znazornéna na obr. 36. I zde si prostiedni vzorek Hs zachovava nejvyssi
absoultni hodnoty modultl, pfi¢emz frekvence bodu piekfizeni i vzajemné polohy obou modulti
jsou u vSech vzorku takika totozné.

Vyse popsané odpovida obecnému vlivu elektrolytu na stabilitu nabitych koloidu, které tuto
vykazuji pravé v uréitém rozmezi koncentrace. Pfi nadbytku elektrolytu dochazi ke koagulaci
koloidu.
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Obr. 36: Srovnani mechanickych viastnosti vzorku Ha, Hs a Hs pri nizké IS prostredi
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Vypoctené hodnoty mesh size pro 15 vyslednych vzorkd schopnych gelace odpovida
mechanickym vlastnostem popsanym vySe. Pro standardni iontovou silu (NaCl = 0,15 M)
odpovida jeji hodnota dfive naméfenym datim, prezentovanym v tabulce 10. V piipadé nizsi
iontoveé sily, pii které se u vSech vorka zlepsily mechanické vlastnosti, co do tuhosti a rigidity
gelové sité, se hodnota mesh size snizila. To odpovida vétsi propletenosti gelové sité, Cili
mensim prostorovym doménam mezi uzly a zlepSeni mechanickych vlastnosti. V pfipadé vyssi
iontové sily, ktera predstavovala kritickou hranici gelotvorného procesu, se naopak hodnota
mesh size zvétsila, odpovidajice postupnému rozplétani gelové sité, zvétSeni prostoru mezi uzly
a ztekuceni vzorku ¢i uplnému zabranéni gelace. Piehled vyslednych hodnot mesh size vzorkt
v zavislosti na intové sile prostredi je zobrazen v tabulce 13.
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Tab. 13: Prehled vzorkii pro zkoumdni viivu iontové sily prostiedi

Cislo vzorku Vzorek NaCl (¢ [mol/1]) Mesh size [nm]
1 H; 0,05 8,18
2 H; 0,15 8,26
3 H; 0,3 23,05
6 H> 0,05 7,93
7 H» 0,15 16,49
8 H» 0,3 24,33
11 H3 0,05 9,73
12 H3 0,15 29,34
13 H3 0,3 39,93
16 Hy 0,05 8,53
17 Hy 0,15 11,64

21 Hs 0,05 6,84
22 Hs 0,15 13,28
26 He 0,05 8,86
27 He 0,15 15,36

6.1.4 Vliv teploty

Pro uvazovani medicinskych ¢i kosmetickych aplikaci fazové separovanych hydrogelt nam
pouziti hyaluronanu, jakozto strukturniho materialu, zajistuje potfebnou biokompatibilitu. Dale
je vSak nutné zjistit, jak se dané gely budou chovat pfi teploté lidského téla. Proto byla zamérnée
promeéfena reologie zakladni sady vzorkd pfi teploté 37 °C a poté byly vysledky srovnany
s laboratorni teplotou 25 °C.

Zvyseni teploty mélo velmi maly vliv na posun modull a jejich zavislosti na amplitudé
deformace pfi prvnim typu oscilacnich testd, a to pro celou sadu vzorka. Linearni viskoelasticka
oblast zustala nezménéna, pri¢emz absolutni hodnoty vSech modull s teplotou mirné vzrostly.
Obr. 37 prezentuje prave takovy druh chovani, zde pro piiklad reprezentativniho vzorku Hi.
Stabilita uzlovych bodu gelt a tedy jejich celkova rigidita pii zvySené teploté muze byt,
s ohledem na jejich budouci aplikaci, vyhodna.

Teplotni vliv na elastickou deformaci, zavislou od frekvence oscilace, siln€ zalezel na pouzité
molekulové hmotnosti hyaluronanu. V piipadé gelt tvorenych HMW Hya se zvySujici se
teplotou rostly absolutni hodnoty obou modult, predevsim elastického. Bod piekiizeni byl
v tomto piipadé vyznamné posunut k niz§im frekvencim, které znaci delSi Casy pusobeni
vlozeného napéti. Tento fakt znamen4, ze zvySovanim teploty, alespoii do urcitého bodu, jsme
schopni zpevnit strukturu gelti pfipravenych z HMW hyaluronanu, jak je prezentovano na
obr. 38.

Zvyseni teploty u gell tvofenych nizkomolekularnim hyaluronanem vsak zptsobilo opacnou
tendenci. Tvar kiivek se téméf nezménil, naopak absolutni hodnoty modult klesly téméf o dva
fady se soucasnym posunem bodu prekfizeni k niz§im frekvencim. Na obr. 39 je vidét typicky
vliv zvySené teploty pro trojici gelt tvorenych LMW Hya (Hs,Hs,Hs).
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Obr. 37: Srovnani viivu teploty na mechanické viastnosti vzorku H; — deformacni test
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Obr. 38: Srovnani viivu teploty na mechanické viastnosti vzorku Hi — frekvencni test
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Obr. 39: Srovnani viivu teploty na mechanické viastnosti vzorku Hy — frekvencni test

Molekulova hmotnost hyaluronanu tedy hraje zasadni roli pfi uvazovani vlivu teploty na
mechanické vlastnosti hydrogelt. Pii zvyseni teploty se v pfipad¢ kratSich fetézcu tyto uvolnuji
a tvori slabsi gelovou sit’ s postupnym ztekucovanim vzorku. O tom sveéd¢i 1 zvétSeni vypoctené
hodnoty mesh size, ktera se pro vzorky obsahujici LMW Hya zvétsila 2—4krat. Vétsi prostor
v doménach mezi kratkymi fetézci nedovoluje pospojovat dostatek vaznych mist pro tvorbu
elastického tuhého gelu. Na druhou stranu pouzitim dlouhych fetézci polymeru v podobé
vysokomolekularniho hyaluronanu je mozno pfi zvyseni teploty dostat vysledny gel s lepsimi
mechanickymi vlastnostmi, ve smyslu rigidity, nez pivodni vzorek. Narust teploty v tomto
ptipadé velmi pravdépodobné zvysuje dostupnost polarnich skupin, které se ucastni vazebnych
reakci, a to diky reorganizaci polymerniho fetézce a zvyseni mobility molekul. I tento jev byl
potvrzen spoc¢tenim hodnoty mesh size, ktera v pfipadée HMW Hya gelt mirn¢ klesla.

Tokové vlasnosti v pfipadé hydrogelt slozenych z vysokomolekularniho hyaluronanu
nebyly teplotou vyznamné ovlivnény, pficemz vSechny tii vzorky vykazovaly témét shodnou
zavislost (obr. 40). Pro pifipadnou aplikaci do lidského téla je toto chovani vyhodné pro
zachovani potfebné viskozity gelu. Vzorky obsahujici nizkomolekularni hyaluronan
vykazovaly se zvySenim teploty i zvySeni viskozity, nékdy az o dva fady. Zarovén se zde
projevilo zkraceni newtonského platd, které bylo nasledovano strmym poklesem kiivky
viskozitni zavislosti. Nutno dodat, ze od hodnoty smykové rychlosti cca 10 s™! je trend poklesu
totozny pro obé teploty. ZvySena teplota na pocatku méfeni tak mohla dopomoci k rychlejsi
relaxaci vzorkd gell obsahujicich LMW Hya a tim padem i k mimému zvysSeni tuhosti.
Viskozitni zavislosti druhé trojice vzorkt byly opét velmi obdobné (obr. 41).
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Obr. 40: Srovnani viivu teploty na viskozitu vzorkii gelit obsahujicich HMW Hya
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Obr. 41: Srovnani viivu teploty na viskozitu vzorkii gelit obsahujicich LMW Hya

6.1.5 Vliv pH prostredi
Stejné jako pfi posuzovani teplotnich vlivi ma i prozkoumani chovani hydrogeld pii rozdilném
pH prosttedi velky vyznam pro uvazovani v medicinském pouziti. Jako ptiklad je mozno zminit
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rozdilné pH nadorové tkané (pH = 5,5) oproti krevni plazmé (pH = 7,3). V tomto ptipade je
posouzeni reologického chovani, v zavislosti na pH, na misté. V zavislosti na aplikaci pak
muzeme piipravit gely, u nichz bude zadouci degradace za snizeného pH, a tim ptipadné
uvolnéni v sobé vazané aktivni latky. Pro jiné typy aplikaci maze byt naopak vyzadovana
stabilita gelové sit€ v rozdilném prostiedi. Pro nastaveni experimentu byly hydrogely
podrobeny Siroké skale pH prostredi, a to jejich pfipravou v pufrech, popsanych podrobné
v tabulce 3.

Standardné pfipravené vzorky vykazovaly, pfi pouziti obou typi hyaluronanu a vSech
koncentraci Septonexu, obecné neutralni pH.

Tab. 14: Prehled hodnot pH pro hydrogely a jejich supernatanty

Vzorek pH — gel pH — supernatant
H; 6,88 7,09
H> 7,23 7,20
H3 7,15 7,00
Ha 6,83 7,32
Hs 7,05 7,25
He 7,38 7,13

Zmény v pH zpusobily, v ptipadé deformacniho méfeni, pokles obou modul a potlacily
elastické chovani u vSech vzorkll oproti jejich standardnim alternativam. V piipadé vzorka
s HMW Hya zpusobila zména pH, a tedy i zvySeni iontové sily pomoci pufrd, nejenom
potlaceni elastickych vlastnosti snizenim absolutnich hodnot obou moduld, ale také propad
elastického modulu takovou mirou, ze témét dosahoval hodnot ztratového modulu. Tento jev
byl nejmarkantnéji pozorovan pii nejniz§Sim pH (3,5), pfi némz jest€¢ hyaluronan zcela
nedisociuje, a tudiz se nemize naplno Ucastnit vazeb s opacné nabitym tenzidem. Vysledny
produkt se pak hodnotami modull i vizualné jevi vice tekuty. Rozsah LVO se vSak u vsech
HMW Hya gelli téméf nezménil oproti standardu. Nejtuzsi gely vznikly v nejvyssim pH (9),
pficemz, jak jiz bylo popsano vyse, i v tomto pripade byly absolutni hodnoty modult nizsi nez
standardy.

V pripadé gelt tvorenych LMW Hya zpusobil jakykoliv zasah zménou pH u vSech vzorku
zhorseni elastickych vlastnosti natolik, ze vzdy prevazoval ztratovy modul nad elastickym nebo
nebyl druhy zminény ani méfitelny. Vizualné byl gel natolik tekuty, ze vykazoval chovani spise
viskézni kapaliny. Pro dalsi experimenty proto byly podrobeny testu pH prostiedi jen vzorky
obsahujici HMW Hya. Obr. 42 prezentuje na ukéazku tyto dva typy chovani, tedy témé&f shodna
hodnota viskoelastickych modula v piipadé geli s HMW Hya a neméfitelnost elastického
modulu u vzorka gelt s LMW Hya

74



100
LI'I-IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII'.-
o¥p

L 4

10 A

viskoelastické moduly [Pa]

¢H1 -G
EH1-G"

H4 - G"
0,1 T T T T
0,01 0,1 1 10 100 1000

amplituda deformace [ %]

Obr. 42: Deformachni test vzorkit H; a Ha v celé Skdle pH (3,5; 5; 7; 9)

Frekvencni testy potvrdily vysledky predchozich. I v pfipadé vratné deformace vykazovaly
gely tvofené LMW Hya velmi viskozni chovani pfi témet neméfitelnych hodnotach elastického
modulu, a to pro ptipad vsech vzorkll a vSech zkoumanych pH. Méfeni viskoelastickych
modull v oblasti elastické deformace pro gely tvorené HMW Hya kopirovalo prabéh
deformac¢nich méfeni. Absolutni hodnota obou moduli klesla u vSech geli ve vsech
zkoumanych pH piiblizné€ o fad, pficemz jejich vzajemna poloha zustala oproti standardu
zachovana. ZhorSeni mechanickych vlastnosti potvrdily i ostatni hodnoty viskoelastickych
parametrd, kdy frekvence prekfizeni modulti se posunula k vy$§im hodnotam, tedy kratSim
Casim pusobeni deformace, stejné tak vzrostly, v zavislosti na vzorku, hodnoty mesh size, a to
Ctyf az Sestinasobné oproti standardu. Toto odpovida rozvolnénéjsi gelové siti, kdy vétsi
hodnota mesh size znamena vice prostoru v doménach mezi uzly sit€, coz mize mit za nasledek
zhorSeni vazebnych vlastnosti, které se projevuje vice viskdoznim chovanim vzorku. Tabulka
15 shrnuje namétena Ciselna data, pficemz hodnoty standardu jsou uvedeny v tabulce 10.

Tab. 15: Viskoelastické parametry zdkladni Sestice v zavislosti na pH prostiedi

Hodnota bodu
Frekvence bodu Y e o .
pH Vzorek . 1w prekiizeni modulll Mesh size [nm]
prekiizeni [Hz]
[Pa]
Hi 0,95 34,24 48,25
H» 1,47 43,19 4375
H3 1,73 29,03 56,58
3,5
Ha
Hs gel nevznikl
He
5 H; 1,18 29,47 52,27
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H> 0,51 55,82 28,71

Hj 1,97 35,57 54,93

Hy

Hs gel nevznikl

He

H; 3,16 37,54 56,52

H> 1,20 40,19 50,00

H; 2,12 27,02 61,19
7

Hy

Hs gel nevznikl

He

H, 0,65 34,14 57,67

H» 18,07 78,23 38,34

Hj 1,67 19,79 68,41
9

Hy

Hs gel nevznikl

He

Typicky pribeh zavislosti viskoelastickych modull na frekvenci oscilaci pro rtizna pH je
nazorné prezentovan na obr. 43 a obr. 44, zde pro vzorek H; (pro prehlednost je zavislost
rozdélena na jednotlivé moduly). Ostatni z trojice vzorkt vykazovaly velmi podobné chovani,
co do tvaru kiivek i hodnot obou moduld, coz je ziejmé i z predchozi tabulky.
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prostredi
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prostredi

Vliv pH prostiedi na tokové vlastnosti hydrogelt taktéz zavisel na molekulové hmotnosti
pouzitého hyaluronanu. Jakykoliv pH zasah v piipadé gelt obsahujcich HMW Hya znamenal
snizeni dynamické viskozity az o dva fady oproti standardnimu vzorku, pfi¢emz tento trend byl
zachovan pro celou trojici. VSechny vzorky také vykazovaly pseudoplastické chovani
s newtonskym platd pii nizSich smykovych rychlostech. Pii vysokych smykovych rychlostech
a delsi dobé pusobeni deformace naopak vzorky dosahuji podobnych hodnot viskozity, kdy se
jejich kiivky zavislosti zacinaji prekryvat. Vzrustajici hodnoty pH od 3,5 do 9 maji za nasledek
zvySovani viskozity az o fad (10-100 Pa.s), coz maze souviset s, jiz dfive zminénou, disociaci
hyaluronanu, kdy pfi nizSich hodnotach pH této jesté pln¢€ nedosahl a nemuze tak potencialné
vyuzit vSechny elektrostatické vazby pro tvorbu gelové sit€. Tento jev pak zpusobuje horsi
mechanické vlastnosti 1 niz§i viskozitu vzorku. Snizena absolutni hodnota viskozity pfi vlivu
jakéhokoliv pH oproti standardu pak pravdépodobné souvisi s vlivem iontové sily samotnych
pufrt. Popis viskozitni zavislosti HMW Hya gelti zobrazje obr. 45.

V piipadé vzorkl gelti obsahujicich LMW Hya se taktéz objevil propad absolutnich hodnot
viskozit pfi nulovych smykovych rychlostech, a to zhruba o jeden fad. S vyjimkou prostredi
o hodnot¢ pH=5 se u vSech vzorkid vytratila oblast newtonského plato. Pribéh kiivek
a maximalni hodnoty viskozity pak byly pro danou trojici témeét totozné. Pred prudkym
poklesem viskozity jiz pfi nizkych smykovych rychlostech se pied timto mohl navic objevit
mirny narust hodnot (obr. 46). To maze vypovidat o relaxaci vzorkid a usporadani gelové sité
v jesté niz§ich hodnotach deformace. Pii vysSich smykovych rychlostech vSak vSechny gely
zakladni Sestice klesnou na stejnou hodnotu. Pro piipad namahani v podobé napt. roztéru
kosmetické latky dosahneme stejného ucinku u vSech vzorkl. Vybérem slozeni pak mizeme
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modulovat tuhost pfi nulovém naméahani ¢i jiné vlastnosti souvisejici s molekulovou hmotnosti
hyaluronanu ¢i koncentraci tenzidu.
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Vysledky méfeni vlivu pH prostiedi na reologické vlastnosti hydrogelti ukazuji, Ze kromé
samotné hodnoty pH pouzitého pufru musime brat v potaz také jejich samotné ionty, resp.
velikost iontl, 1 presto, ze pouzité pufry byly piipraveny se stejnou iontovou silou jako roztok
NaCl pouzivany pro standardni Sestici. Typicky priklad je pouziti fosfatového pufru, ktery ma
pfiblizné stejné pH jako zkoumana Sestice, pficemz rozdil ve velikosti a naboji jeho iont
zpusobuje odlisné chovani, konkrétné zhorSeni mechanickych vlastnosti a snizeni viskozity.

Nejzasadn€jsi snizeni rigidity hydrogelt vSak bylo pozorovano pfi pouziti kyselého pH, kdy
toto pravdépodobné protonuje hyaluronan, ktery neni schopny uplné disociace, ¢imz jsou
potlaceny elektrostatické interakce s micelami tenzidu a tim i formovani uzlovych bodt gelové
sité.

Je tedy vidét, ze v zavislosti na budoucim pouziti, mizeme sloZzenim geltt modulovat chovani
v urcitém ocekavaném prostiedi. Stabilita nékterych vzorki v celé skale pH muze byt zadouci
stejné tak, jako degradace vzorka s odliSnym slozenim, pro ptipad napf. uvolfiovacich aplikaci.
V ptipadé tokovych vlastnosti je vSak patrné, ze nehledé na pouzity gel, dosdhnou vSechny
velmi podobné viskozity pfi maximalnich smykovych rychlostech méfeni. Pro pfipad
rozté€rovych ¢i tlaénych operaci tak mizeme volit potiebné slozeni gelu nezavisle na tokovych
vlastnostech v daném pH prostiedi.

6.1.6 Vliv pridanych vicemocnych iontu
Pro stanoveni chovani vzorka hydrogeld v rozdilném prostedi byla pfipravena sada kazdé
Sestice gell s pfidavkem Ca”*, Mg?* a Fe®* iontfi, dle navodu popsaném v kapitole 5.2.3.
Pritomnost vicemocnych iont ovlivnila vizualni vzhled i reologické chovani Sestice
hydrogelt v zavislosti na molekulové hmotnosti hyaluronanu a pouzité koncentraci tenzidu.
V piipadé deformacnich testti zvétsil jakykoliv piidavek iontd délku LVO oproti standardu,
pfi¢emz tato byla posléze nezavisla na druhu pouzitého iontu, jak je prezentovano v tabulce
16.

Tab. 16: Prehled oblasti LVO v zavislosti na iontovém sloZeni prostiredi

Vzorek Linearni viskoelasticka oblast [%]
Standard Ca** Mg2* Fe’*
H; 19 76 75 104
H, 4,6 51 226 32
Hj 6,9 29 16 15
Hy 1,9 101 222 gel nevznikl
Hs 4,8 150 217 gel nevznikl
He 10 22 gel neznikl 4,7

Z tabulky je patrné, ze se snizujici se koncentraci tenzidu se snizuje 1 hodnota LVO. Vliv
iontl byl markantngjsi pfi pouziti gelt tvorenych LMW Hya. Absolutni hodnota modula pfi
pouziti Ca** a Mg?* iont( se snizila oproti standardu, pii¢emz u vSech vzorkli pievazoval
viskozitni modul nad elastickym. Z tabulky 17 je pak patrné i1 vizualni chovani, kdy se diky
ptevaze viskozitniho modulu, chovaji vzorky vice ¢i méné jako viskézni kapalina nezli
elastické tuhé téleso. Specialni piipad pak predstavuje pouziti zelezitych iontd, které potlacily
vznik LMW Hya geld, s vyjimkou jediného pfipadu. To miZe byt zptusobeno potlacenim
elektrostatické interakce polymer-tenzid z divodu stejného naboje Zelezitého iontu.

79



V pripadé gelt tvorenych HMW Hya zpusobuji opét vapenaté a hofeCnaté ionty mirny pokles
v absolutni hodnoté obou viskoelastickych modult, pficemz za prodlouzenou LVO dochazi
u hodnoty cca 100 % k rapidnimu poklesu obou modulti. Vizualné vsak gely vykazuji podobné
chovani jako jejich standardy. Zelezité ionty naopak zpisobily zabarveni gelt do oranzové
barvy a mnohonasobné zvysily absolutni hodnoty obou moduld. Navic zde nebyl patrny zadny
pokles modulta pres celou skalu méfenych amplitud deformaci. Vysledné gely zabiraly témér
cely objem vialky a vykazovaly velmi tuhé a plastické chovani, kdy se nedaly ukrojit ani
Spachtli. Je patrné, ze zde ma vliv molekulova hmotnost Hya, pficemz zjevné ztuzeni mize byt
zpusobeno znamym faktem, Ze Zelezité ionty jsou schopny samy sit'ovat fetézce hyaluronanu

[117].

Tab. 17: Vizudlni charakterizace a viskoelastické chovani zakladni Sestice v zavislosti na

iontovém slozZeni prostredi

Ionty Vzorek Vzhled gelu Vzhled Mnozstvi VE, ,
supernatantu gelu (cca) | chovani
Pevny, mirné -
H; zakaleny Ciry 1,5 ml
Pevny, mirné -
H zakaleny Ciry L ml
. H3 Mime tekl%ty’ Zakaleny 1 ml
& zakaleny
o Mirné tekuty, 5.
Ha zakaleny Ciry 1,5 ml
Hs Mime tekl%ty’ Mirné zakaleny 1 ml
zakaleny
Mirne tekuty
Hs irne te l%ty’ Zakaleny 0,5 ml
zakaleny
Pevny, mirné -
H zakaleny Ciry L ml
Pevny, mirné -
H zakaleny Ciry L ml
+ H3 Mimée tekl%ty’ Zakaleny 0,5 ml
4, zakaleny
= Mirné tekuty, “
Ha zakaleny Ciry 1,5 ml
Hs Mime tekl%ty’ Mirng¢ zakaleny I ml
zakaleny
Hs Tekuty,, Zakaleny 0,5 ml
zakaleny
H, Velmi tuhy Ciry 3-4 ml
H> Velmi tuhy Ciry 3-4 ml
& H; Velmi tuhy Ciry 3-4 ml
- Hy Gel nevznikl, pouze hnédé kulovité srazeniny
Hs na spodu vialky
He Tuhy | Ciry | 3-4ml
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Frekvencni test pro zkoumani zavislosti viskoelastickych modulli na vlozené elastické
deformaci z LVO potvrdil predchozi vysledky z deformaéniho testu. Zelezité ionty vykazuji
opét ztuzujici efekt u vzorkl gelt obsahujicich HMW Hya (viz obr. 47 a 48, ukazkovy vzorek
Hi1), kdy roste absolutni hodnota elastického modulu nad vsechny ostatni, v€etné standardu.
Bod prekfizeni obou moduld byl posunut k velmi nizkym hodnotam frekvence oscilaci (ve
skuteCnosti v celé Skale métfeni pievazoval elasticky modul nad viskozitnim), coz sveédci
o velmi vysoké rigidité gelové sité pii pasobeni kratkych i dlouhych Cast vlozené deformace.
Bivalentni ionty zpusobuji mirny pokles absolutnich hodnot viskoelastickych modulti
s nepatrnym posunem frekvenci bodu prekfizeni k nizsim hodnotam (viz tabulka 18). Velikost
mesh size se pro jejich pfipad téméf neméni od hodnot standardnich vzorkt, coz vyplyva
z predchozich fakt, kdy pouzitim tohoto prostiedi nejsou témér ovlivnény viskoelastické
vlastnosti zakladni Sestice gelt. Jak bylo zminéno dfive, Zelezité ionty jsou schopné sitovat
fetézce hyaluronanu, kdy pro HMW Hya gely zastava tento trend ve velikosti mesh size
zachovan, jelikoz se hodnoty pfili§ neméni od standardu. Je tedy patrné, ze sitovani témito
ionty vytvoii dodate¢né vazby bez zasahu do velikosti a hustoty domén mezi uzly gelové site.

Pro pfipad LMW Hya gell, kdy Zelezité ionty zabranily gelacnimu procesu je dle ocekavani
hodnota mesh size vys$si, jak prezentuje tabulka 19. U gelt tvofenych LMW Hya je také patrny
vliv koncentrace tenzidu, a to pfi pouziti vapenatych iontd, kdy s jejim snizenim klesaji hodnoty
frekvenci bodu prektizeni viskoelastickych modulti. Pfi pouziti hofe¢natych ionti pro LMW
Hya trojici gelt tento trend patrny neni.
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Obr. 47: Zavislost elastického modulu vzorku H| na frekvenci oscilaci pri riizném iontovém
sloZeni prostiedi
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Obr. 48: Zavislost viskozitniho modulu vzorku H na frekvenci oscilaci pri riizném iontovém
sloZeni prostiedi

Tab. 18: Body piekiizeni zdkladni Sestice v zavislosti na iontovém sloZeni prostiedi

Bod prektizeni viskoelastickych modult (cross point)

Ag Standard CaCl, MgCl.6H,0 FeCls
> | Frekvence | Moduly | Frekvence | Moduly | Frekvence | Moduly | Frekvence | Moduly

[Hz] [Pa] [Hz] [Pa] [Hz] [Pa] [Hz] [Pa]
Hi 0,14 324 0,16 206 0,09 201 0,01 228
H> 0,10 288 0,07 207 0,14 246 <0,01 -
H; 0,05 314 0,05 256 0,05 154 <0,01 -
Ha 0,01 65,6 19,9 478 0,11 90,9 0,12 75,4
H;s 4,64 242 6,51 584 0,15 89,7 0,12 74,5
He 2,15 199 2,55 522 0,11 73,6 0,05 76,2
Tab. 19: Mesh size zdkladni Sestice v zavislosti na iontovém sloZeni prostiedi

Vzorek Mesh size [nm]
Standard CaCl, MgCl,.6H,0 FeCl3

H; 13,01 17,80 16,57 16,01

H> 14,56 15,82 15,93 20,55

H3 16,41 15,23 17,64 21,54

Hy 20,42 22,39 22,08 37,99

Hs 22,81 16,93 21,91 38,20

He 21,63 15,40 19,43 37,92
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Prostredi, obsahujici dvojvazné ionty, mélo velmi maly vliv na vysledné tokové kiivky, a to
u celé Sestice gela (HMW i LMW Hya gely). Pro prvni trojici (Hi, H2, H3) je vysledna viskozita
i prabéh tokovych kiivek témét obdobny jako u standardniho vzorku, tedy vyskyt newtonského
plat6 v oblasti nizsich smykovych rychlosti s pseudoplastickym chovanim a poklesem viskozity
pfi vy§§im namahani. V maximalnich hodnotach smykovych rychlosti, pouzitych pfi méfent,
pak standard, i modifikované gely pfidavkem dvojmocnych iontt, klesnou na velmi podobnou
hodnotu viskozity. Pridavek Zelezitych ionti zde nemél tak zasadni vliv jako u deformacnich
meéfeni, kdy pro HMW Hya gely nedochazi k rapidnimu nartistu viskozity, jak by se ocekavalo.
Prubéh této tokové kiivky vSak vyrazné zkracuje newtonské plato, pfiCemz je patrny témeér
okamzity pokles s narustajici smykovou rychlosti (obr. 49). Zajimavy je také jev, kdy se
snizujici se koncentraci tenzidu roste viskozita pfi nulovych smykovych rychlostech tzv. zero-
shear viscosity, a to pro vSechny zkoumané ionty a celou Sestici gell, s vyjimkou pfitomnosti
Mg?* iontli a gelu tvotreného nejnizsi koncentraci tenzidu s HMW Hya, kdy tento dosahne
nejnizsi hodnoty viskozity (tabulka 20).

Pro piipad gelt tvofenych nizkomolekularnim hyaluronanem dochazi k mirnému zvyseni
zero-shear viscosity u celé trojice geld, a to pfi pouziti dvojvaznych iontt v prostiedi. Rozdil
pifi pouziti téchto iontd je zanedbatelny. Oproti HMW Hya gelim vSak zde, u jejich
nizkomolekularnich protéjsku, je vliv piidavku zelezitych iontt (FeCls) velmi vyrazny, kdy
tento zvysuje viskozitu geli v celém rozsahu smykovych rychlosti az o 4 tady, a to i oproti
HMW Hya gelim. Zde bereme v potaz, Ze byla zméfena viskozita jak gelového vzorku Hs, tak
i viskdznich srazenin vzorkii Hs a Hs. Obr. 50 prezentuje tento jev pro gely obsahujici
nizkomolekularni hyaluronan, konkrétné ukazkovy vzorek Ha.
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Obr. 49: Vliv iontového prostredi na tokové kiivky HMW Hya gelu (vzorek H;)
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Tab. 20: Prehled viskozitnich parametrii vzorkit v zavislosti na iontovém protredi

Vzorek n[Pas]/y=0s" n [Pa.s]/y =5
H; 1364 6,31E-08
H> 7298 1,95
3 H; 9657 3.62
S Hy 24,75 4,84E-01
Hs 96,11 3,60
He 155,8 5,28
H; 2476 1,07
% H» 3684 2,12
o H3 1032 1,74E-06
g‘l Hy 21,11 3,90
S Hs 31,22 2,81E-05
He 150,5 2,40
H; 6344 9,47E-07
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Obr. 50: Vliv iontového prostredi na tokové krivky LMW Hya gelii (vzorek Ha)
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6.2 Analyticka ¢ast

V nasledujici kapitole budou diskutovany analytické techniky, které byly, s podporou kolegt
ucastnicich se projektu 16-12477S, pouzity pro zkoumani strukturnich vlastnosti a slozeni
predstavenych hydrogeld. Jedna se zejména o infraCervenou spektroskopii, modifikovanou
Mahrousovu metodu, iontovou chromatografii a optickou emisni spektrometrii s indukéné
vazanym plazmatem. Prvni dvé zminéné se zabyvaji pfedevS§im koncentracnim slozenim
hlavnich komponent (Hya + tenzid) v supernatantech nad gelem, z ¢ehoz muzeme usuzovat
samotné slozeni geld, resp. kolik % pavodnich stavebnich latek je potieba na tvorbu gelu.
S ohledem na dana fakta mizeme modifikovat vlastnosti geli pfidanim ¢i odebranim vstupnich
komponent z divodu zmeény reologie ¢i antiseptickych vlastnosti. Pomoci iontové
chromatografie a optické emisni spektrometrie byly stanoveny ionty, které pfislusi konkrétni
stavebni jednotce v celém systému. Dle toho je pak mozno stanovit koncentra¢ni obsah
prislusné slozky — hyaluronanu, Septonexu ¢i prostiedi v gelu a supernatantu. Veskera
predloZena data jsou z divodu spoluprace vice lidi pfedlozena v originalni podobg.

6.2.1 Infracervena spektroskopie

Metoda ATR-FTIR spektroskopie byla pouzita pro celou sadu vzorku, tzn. gely Hi—He.
Podrobny popis piipravy 1 vyhodnoceni dat je popsan v kapitole 5.3.3. Pfedlozena data jsou
také soucasti publikace, ktera je obsazena v piiloze (viz kapitola 12) [118].

Z ukazky kalibra¢niho méteni LMW a HMW hyaluronanu, prezentovaného na obr. 51 a 52,
jsou vidét nejdulezitéjsi vinocty vibracnich pasu, jejichz ucast se vyskytuje i pro vzorky
hydrogeld. Jedna se zejména o pasy alifatickych ¢asti molekul, hydroxylovych nebo
polysacharidovych skupin.

Vsechna spektra hydrogelt obsahuji siroky pas vinodtu 3 400-3 300 cm™!, ktery odpovida
natahovani O—H vazeb kapalné vody. Ptitomnost molekul vody je také zastoupena u vinoctu
1645 cm™, kdy se jedna o valenéni vibraci vodikovych vazeb, které tvoii dimer vody.
Alifaticky fetézec se nachazi v rozmezi vinoéti 2 960-2 840 cm’!, kde jsou pozorovany ostré
piky vhodnotaich 2919 a 2850 cm™, které znazorfiuji symetrickou valenéni vibraci
methylenovych C-H skupin. Absorp¢ni pas antisymetrické valenéni vibrace byl u hodnoty
2956 cm™ pozorovan pouze v ptipadé LMW Hya gell (Hs, Hs, He), jak je vidét na obr. 52.
Deformaéni vibrace -CH>— a —CH3 skupin se nachazeji u hodnot vinoétt 1470 a 1 465 cm™.
Zde byl opét pozorovan vliv molekulové hmotnosti pouzitého hyaluronanu, a to tak, ze s jejim
zvySovanim rostla intenzita danych pika. U vSech hydrogelt se pak projevila také deformacni
vibrace methylovych skupin dana vino&tem 1 377 cm™.

Na obr. 53, ktery prezentuje kalibracni spektra Septonexu, jsou vidét stejné vyznamné pasy
vibraci, popsané vySe. Pfitomnost dlouhého uhlovodikového fetézce se zde projevuje
deformacni vibraci C—H skupin pfi vlno&tu 719 cm™. Dalsi takové piky lze naléz u hodntoy
vlno&tu 1300 a 1315 cm™.

Vsechny hydrogelové vzorky obsahuji ostry intenzivni pik v oblasti vinoétu 1 734 cm™, ktery
reprezentuje ethyl esterové funkcni skupiny. Esterové skupiny jsou také zastoupeny dvéma
pasy vlnocti 1 241 a 1 190 cm™!, pfi¢emz prvni jmenovany prameni z valenénich vibraci C-O
skupin alifatickych esterd a druhy popisuje valen¢ni vibraci C—N skupin terciarnich amind.
Vsechny hyaluronové hydrogely pak také obsahuji pritomnost valencni vibrace karboxylového
aniontu, a to pfi vlno&tech 1610 a 1405 cm™. Méné intenzivni pas vibraci se nachazi pii
vlno&tu 1562 cm™, ktery je piipisovan sekundarni amidové skuping. Valenéni vibrace
glykosidové skupiny C-O—C je ve spektru vidét pii vino&tu 1 140 cm™'. Unikatni vibrace pro
hyaluronové hydrogely se pak nachazi v oblasti otisku prstu, pfi vlnoctech 1 100-900 cm™,
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konkrétng je zde patrny ostry intenzivni pik v hodnotach 1041-1 032 cm’!

odpovida C-O vibracim riznych hydroxylovych skupin.
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0.25 o e a2 o e B B s e
] ——0.01 hm. % ]
1 ——0.05hm. % 1
0204 —— 0.1 hm. % ]
1 ——0.25hm. % 1
. ] ——0.5hmm. % ]
el 1——0.75hm. % ¥ ]
= 0.15—_ m §
&
— ] ]
< . i
= ] ]
S 0.10—_ i
2 ] |
< ] ]
0.051 -
_—/—\‘—‘— ad
0.00 +—= — —//

4000 3600 3200 2800 1600 1200 800 400

wavenumber (cm_l)

Obr. 52: IC-ATR spektrum roztoku LMW hyaluronanu
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Obr. 53: IC-ATR spektrum roztoku Septonexu

Po zméfeni absorpCnich spekter kalibracnich roztok hyaluronanu vyplynulo, ze
nejspolehlivéjsi vibraéni pasy se nachazeji v oblasti vinoctd 1130-1065cm™ a 1085-
1020 cm™. Prvni rozmezi odpovida vibraci C—OH v sekundarnich alkoholech, a také vibraci
glykosidické skupiny C—O—C. Druhé pak odpovida vibraci C—OH v primarnich alkoholech.
Z predchozich obrazki je patrné, ze pro Citelnost pika je vhodnéjsi pouziti vyssi koncentrace,
nez nami uvedené limitni 0,01 % hm., a to minimalné 0,1 % hm. I tak vSak byla vytvotfena
linearni kalibrace, kdy pro nasledné vypocty byly vybrany konkrétni piky pfi vlnoctech
1 041 cm! pro ptipad HMW Hya gelt a 1 038 cm™ pro ptipad LMW Hya gelfi, jak znazortiuji
obr. 54 a 55. Vzhledem k lineari zavislosti a vysoké hodnot& spolehlivosti (R? = 0,999)
muzeme konstatovat, ze touto metodou jsme schopni stanovit koncentraci neznamého vzorku
hyaluronanu ve vodném roztoku jiz od koncentrace 0,01 % hm. do hodnoty piiblizné 1 % hm.,
pravdépodobné 1 vyssi.

Pro ptipad Septonexu se jako nejspolehlivéjsi charakteristické pasy jevi ty, které se nachazeji
v rozmezi vlno&td 1 750-1 690 cm™ a 1 300-1 150 cm™!, kdy oba zminéné odpovidaji vibraci
nasycen¢ho esteru. Konkrétni hodnota, pouzita pro vypocet kalibrac¢nich pfimek, byla zvolena
1737 cm’!, kdy tato méfeni opét vykazovala linearni zavislost s vysokou hodnotou
spolehlivosti (obr. 56). Z vysledného je patrné, ze jsme touto metodou schopni zjistit neznamy
obsah Septonexu ve vzorku s citlivosti az na minimélni hodnotu koncentrace 0,5 mM.
Z ptedchozich zkuSenosti na Skolicim pracovisti Fakulty chemické VUT v Brné je znamé, ze
nami pouzitou maximalni hodnotu koncentrace, 35 mM, muzeme n€kolikanasobné prekrodit,
az k méfeni hodnot okolo koncentrace 150 mM.
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Veskera naméfena data jsou prehledné prezentovana v tabulce 21. Prvni tfi sloupce oznacuji
navazky ¢i zvazené vysledné mnozstvi roztoku hyaluronanu, Septonexu a supernatantu,
vzniklého fazovou separaci nad gelem. Vyslednd koncentrace hyaluronanu v % hm.
a Septonexu v mM je obsaZzena v supernatantu gelil a byla vypoc¢tena pomoci kalibra¢nich
kiivek pfi méfeni vzorku geld, jejichz supernatantové slozeni nebylo znamo. Procentualni
prepocteni obsahu haluronanu ¢i Septonexu v supernatantu (nebo gelu) bylo, pro prvni z nich,
provedeno hmotnostnim pomérem, pro druhy v potfadi pomérem latkovych mnozstvi, pfi
uvazovani jednotkové hustoty roztokti. Toto procentualni zastoupeni je vztazeno na ptvodni
navazku komponent, tzn. kolik % z hmotnosti (Hya) nebo latkového mnozstvi (Septonex)
pouzitého pro tyto navazky roztoku pieslo do supernatantu. Zbytek do sta procent se poté
nachazi v gelu. Pétkrat opakované meéfeni vzorku Hi, pro potvrzeni reprodukovatelnosti,
vykazuje mirou odchylku od pivodniho vzorku zakladni Sestice. Jednalo se vSak o nové
namichanou sadu, ktera byla zméfena v jiny den. S ohledem na promeénlivost podminek je
odchylka dat v ramci jednotek procent zanedbatelna. Samotna pétice pak vykazuje témer
totozné hodnoty.

Jak je patrné z experimentli zakladni Sestice, obsah hyaluronanu v supernatanu se zasadné
zvySuje u vzorkl Hs a He. To potvrzuji i reologicka méfeni, kdy zjevné mensi obsah
hyaluronanu v gelu zptusoboval jeho hor$i mechanické vlastnosti, naopak velmi viskdzni
supernatant byl naopak zptsoben pravé prebytkem hyaluronanu v ném. Pro dané dva kandidaty
je vidét, ze procentudlni zastoupeni Hya v supernatantu dosahuje téméf 50 %. Ve vysledku to
muze znamenat, ze pii takto malych koncentracich nedosahuje sit” hyaluronanu pozadovaného
poctu vaznych mist pro navazani micel tenzidu a tvorbu uzli gelové sit€, proto je prebytecny
hyaluronan nevyuzit a vyloucen do supernatantu. Obsah Septonexu v supernatantu tomuto
faktu taktéz nasvédcuje, kdy dosahuje hodnot okolo 20 %. Stejny jev je pozorovan u vzorku
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Hs. Zde je ovSem obsah Hya v supernatantu relativné nizky, coz nasvédcuje vyuziti veskerého
potfebného Septonexu (cca 80 %) na tvorbu elektrostatickych interakci, pficemz zbytek je opét
vyloucen do supernatantu. U nejpevnéjSich vzorkt Hi a Ho, pfip. i Ha, je vidét oCekavany trend,
kdy téméf vSechno mnozstvi vstupnich komponent bylo pouzito na tvorbu hydrogelu.

Tab. 21: SloZeni geli stanovené metodou infracervené spektroskopie

c Hya c Sept Hya Sept

Vzorek | Hyal[g] | Sept[g] | Sup[g] (% hm.] [mM] Vv sup Vv sup
[%] [%]

H; 3,16 2,94 4,67 0,0383 10,80 2,82 8,57
H, 3,09 2,94 4,98 0,1010 7,94 8,14 13,44
Hj 3,07 2,95 4,99 0,0859 6,57 6,99 22,20
Hy 2,84 2,95 4,46 0,1648 13,40 12,93 10,13
Hs 2,94 2,95 4,92 0,5576 10,66 46,67 17,77
He 3,10 2,95 5,50 0,5807 6,81 51,50 25,41

Reprodukovatelnost

Hi (1) 3,16 2,95 4,26 0,0187 13,60 1,26 9,83
Hi (2) 3,24 2,96 4,18 0,0195 14,84 1,26 10,48
Hi (3) 3,10 2,96 4,08 0,0211 15,64 1,39 10,79
Hi (4) 3,14 2,93 3,89 0,0188 14,02 1,16 9,29
Hi (5) 3,34 2,92 4,13 0,0186 13,48 1,15 9,55

Z vysledku této metody je patré, ze je mozné ji pouzit jako levnou a dobfe pfistupnou pro
stanoveni slozeni neznamych vzorkd tohoto typu. Citlivost i rozsah méfeni je, pro piipad
hydrogeld, uspokojiva s ohledem na budouci aplikace. Méfenim bylo dokazano, ze jsme
schopni stanovit koncentrace hyaluronanu v rozmeézi 0,05-1 %, velmi pravdépodobné i vyssi,
a to nehledé na pouzitou molekulovou hmotnost. Pro pfipad Septonexu se jednalo o rozmezi
ptiblizné¢ 1-50 mM. Z ptedchozi zkuSenosti je i1 zde pravdépodobné pouziti vysSich
koncentraci, az do hodnot 150 mM.

Stanoveni presného slozeni hydrogeld je dualezité pro pochopeni jejich vnitini struktury.
Z toho se pak odviji moznost a zvazeni pouziti urcitého potfebného mnozstvi materialu pfi
uvazovani jejich potencialu na poli medicinskych aplikaci, zejména pii feSeni nezadoucich
ucinku ¢i ekonomickeé stranky.

6.2.2 Modifikovana Mahrousova metoda

V piedchozich kapitolach bylo zminéno, Ze se tato metoda pouziva pro stanoveni neznamé
koncentrace tenzidu v roztoku, a to pomoci tvorby jeho komplexu s kyselinou pikrovou.
V nasem pfipadé bylo cilem stanovit distribuci tenzidu pii fazové separaci v systému polymer-
tenzid, konkrétn€ u vzorki vyse popsanych hydrogelt (tedy Septonex-hyaluronan). Tim je poté
mozno zjistit procentualni zastoupeni vstupnich komponent pro potiebnou tvorbu gelt, z cehoz
vyplyva pfipadné tspora materialu ¢i modifikace vlastnosti. Po pfedchozi zkuSenosti s touto
metodou na Skolicim pracovisti Fakulty chemické VUT v Brng, a to jak s tenzidem CTAB, tak
se Septonexem, byla tato metoda provedena pétkrat, pro reprezentativni vzorek gelu Hi, kdy
byla ovéfena jeji funkCnost a pouzitelnost. Vysledna data byla porovnana s vysledky
infraCervené spektroskopie, popsané v kapitole 6.2.1. Podrobny postup pfipravy vzorka
a nastaveni pristroje pro aplikovani Mahrousovy metody je popsan v kapitole 5.3.4.
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Pro stanoveni neznamého obsahu Septonexu v roztoku supernatantu je nejprve nutné sestavit
zavislost absorbance na koncentraci vzorku v daném koncentracnim rozmezi, tedy sestrojit
kalibra¢ni kiivku. Ta byla pfipravena pro sadu vzorka Septonexu o koncentracich 0,01; 0,04;
0,07; 0,1; 0,15 a 0,3 mM. Absorpcni spektra koncentra¢ni fady Septonexu jsou zobrazena na
obr. 57, pfiCemz samotnou zavislost absorbance na koncentraci prezentuje obr. 58.

4
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3,5 4
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3 .
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g 5 |
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Obr. 57: Absorpcni spektra koncentracni Fady Septonexu v komplexu s kyselinou pikrovou
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Z tvaru kiivek absorpc¢nich spekter Septonexu v komplexu s kyselinou pikrovou je patrné, ze
se vzrustajici koncentraci tenzidu vzrista i absorbance. Tento fakt vyplyva z Lambert-Beerova
zakona. Maximum absorp¢niho spektra vzorka se pohybuje v rozmezi hodnot vinovych délek
360 az 364 nm. Dle literatury 1 pfedchozich zkuSenosti v§ak byla zvolena detekcni vinova délka
415,5 nm, kdy je absorbance nizsi a je proto mozné vyhodnotit i vzorky s vyssi koncentraci,
nez pti vinové délce 360 nm. Stejna detekcni vinova délka byla pouzita i pro stanoveni neznamé
koncentrace Septonexu ve vzorcich supernatantd. Pro toto méfeni byly vzorky Septonexu
o neznamé koncentraci ziedény S50krat. VSechny vzorky byly v prabéhu méfeni vazeny.
Z kalibracni zavislost byly posléze vypocteny hodnoty neznamych koncentraci Septonexu.
Tabulka 22 prezentuje vysledné procentualni poméry latkovych mnozstvi Septonexu v gelu i
supernatantu. Data byla porovnanai s vysledky infracervené spektroskopie (posledni sloupecek

tabulky). Pfehlednéji jsou dané hodnoty vidét 1 na obr. 59.

Tab. 22: Stanoveni koncentrace Septonexu v supernatantu geli

Sept ve A Sept v Sept v Sept Sept v sup | Sept v sup
Vzorek | vzorku [415.5 nm] sup sup v gelu | (Mahrous) | (FTIR)

[mmol] ’ [mM] [mmol] [%] [%] [%]
H; (1) 3,16 2,27 19,09 0,081 86,20 13,80 9,83
H; (2) 3,09 1,67 13,75 0,061 89,74 10,26 10,48
H: (3) 3,07 1,36 11,05 0,049 91,71 8,29 10,79
H; (4) 2,84 1,71 14,06 0,061 89,53 10,47 9,29
Hi (5) 2,94 1,64 13,48 0,061 89,73 10,27 9,55
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® Modifikovana Mahrousova metoda

M InfraCervena spektroskopie
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Obr. 59: Srovnani obsahu Septonexu v supernatantu gelii zméreného pomoci Mahrousovy
metody a FTIR

Z tabulky i grafu je patrné, ze modifikovana Mahrousova metoda je spolehliva pro stanoveni
neznamych koncentraci tenzidu ve vzorku, a to v rozpéti pfiblizné 0,01-0,2 mM, bez nutnosti
fedéni. Pti o¢ekavani vyssi koncentrace je nutno vzorky ziedit v pozadovaném pomeéru 50krat,
100krat ¢i vicekrat a toto poté zahrnout do vypoctu.

Z vysledki vyplyva uspokojiva shoda naméfenych dat touto metodou v porovnani
s predchozi infraCervenou spektroskopii, kdy se vysledny obsah Septonexu v supernatantu ¢i
gelu lisil v fadu jednotek procent. S ohledem na dynamiku systémi, které se v zavislosti na
okolnich podminkach ¢i pfipravé mohou nepatrné lisit reologicky ¢i homogenizaci vnitinich
komponent, a kdy nelze nikdy pfipravit dva naprosto totozné vzorky, nehledé na mnozstvi
instrumentalnich krokt v pribéhu Mahrousovy metody, je tato shoda dat vice nez vyhovujici.
Zaroven tyto zavery taktéz korelovaly s pfedchozi zkuSenosti s podobnymi systémy na Skolicim
pracovisti Fakulty chemické VUT v Brné, a to jak pii pouziti geld tvorenych obdobné
hyaluronanem a Septonexem, které byly pfipraveny a zméteny pred nékolika lety, stejné tak pfi
pouziti strukturné podobného tenzidu CTAB namisto Septonexu ve struktufe gelu. To dokazuje
moznost pouzit Mahrousovu metodu jako primarni nebo jako kontrolni pro dané typy
experimenty, kdy praveé zjisténi vnitini struktury gelt je zadouci s ohledem na jejich budouci
aplikace a modulace vlastnosti. Jeji nevyhoda vSak spoCiva ve vétSim mnozstvi tkonu
a celkovém Casu celé méfici operace, stejné tak ve vyssi spotfebé materialu.

6.2.3 Stanoveni anorganickych iontu

Jako dopliikové analytické metody byly vybrany iontova chromatografie a optickd emisni
spektrometrie s indukéné€ vazanym plazmatem, obé pro stanoveni anorganickych iontd ve
vzorcich supernatantti nasich hydrogeld. Popis metod, nastaveni piistroju i pfiprava vzorku jsou
popsany v kapitole 5.3.5. Méfeni bylo provedeno vicekrat v rozmezi n€kolika let, a to pro
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supernatanty hydrogelt, které byly pozadované ziedény. V nékterych piipadech, zejména
uvzorkli Hs a Hs, nemohlo byt, v zavislosti na jejich zakaleni, méfeni provedeno, coz je
zaznamenano ve vysledkovych tabulkach (nd — not detected). Toto je dano velkou dynamikou
systému, podminkami piipravy, napt. teplotou v laboratofi atd. Je mozné, Ze se z reologického
hlediska gel chova stejn€, ovSem Cirost a homogenizace vstupnich materiali mohou byt
rozdilné. Nepatrny obsah nehomogenizovanych celki v supernatantech pak u takto citlivych
metod déla problém. Vzorek H; byl také zméfen n€kolikrat v samostatnych sadach pro kontrolu
reprodukovatelnosti metody.

Jako prvni byl vyhodnocen obsah bromidovych anionti v roztocich supernatanti, pro
vzorky Hi—Hs. Jak jiz bylo feCeno v kapitole 5.3.5., jejich obsah pfimo odpovida obsahu
Septonexu ve vzorku supernatantu. Z toho pak 1ze usuzovat kolik, z jeho vstupniho mnozstvi,
je zakomponovano do struktury gelu.

Samotny vypocet neznamého obsahu ve vzorku probiha z retencnich Casu, které software
pfepocte na jednotky ppm, tedy mg.dm™. Nasledné je zohlednéno piipadné fedéni vzorku
avydélenim této koncentrace molarni hmotnosti stanovovaného analytu (Septonexu)
dostavame molari koncentraci mol.dm™. Ukazka typického chromatogramu vzorkl geld je
prezentovana na obr. 60, kde je vidét souCasné stanoveni chloridt. Pribéh a odchylky méfeni
pro Skrat stanoveny vzorek Hi je zobrazen na obr. 61. Pro dany typ nejidealnéjsiho vzorku
hydrogelu je patrna velmi dobra shoda méteni s chybou okolo 8 %.
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Obr. 60: Typicky chromatogram vzorku hydrogeliit H;—Hs
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Obr. 61: Reprodukovatelnost méreni vzorku Hj, prevzato z vyhodnocovaciho softwaru
chromatografu

Vysledné hodnoty stanoveni obsahu bromidovych iontt, a tedy Septonexu, v prabéhu tii let
a pfi rizném zfedéni jsou zobrazeny v tabulce 23. Zvyraznéné sloupecky zobrazuji porovnani
s metodou infracervené spektroskopie, symbol nd predstavuje vzorky, u nichz neprobéhlo
meéfeni z divodu zakaleni. Tabulka 24 potom zobrazuje porovnani vSech tii pouzitych metod
na reprezentativnim vzorku hydrogelu Hi. Ten byl zméfen pétkrat pro posouzeni
reprodukovatelnosti. Opét je zde zahrnut obsah pomoci molarni koncentrace i procentualni

zastoupeni.

Tab. 23: Obsah bromidovych iontit a Septonexu ve vzorcich hydrogehi stanoveny pomocit I1C

a FTIR
IC — koncentrace iontd a fedéni FTIR

¢ Br ¢ Br ¢ Br Prumér Sept

Vzorek [mM] [mM] [mM] ¢ Br Brvsup | c¢Sept v SE P
250x) | (100x) | (50%) [mM] %] [mM] [%]

Hi 10,42 12,03 13,97 12,14 9,63 10,80 8,57
H> 6,49 5,96 6,74 6,39 10,82 7,94 13,44
Hj; 3,01 3,22 3,71 3,31 11,18 6,57 22,20
H,4 13,37 13,16 12,78 13,10 9,90 13,40 10,13
Hs 7,29 nd nd 7,29 12,15 10,66 17,77
He 4,31 nd nd 4,31 16,08 6,81 25,41
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Tab. 24: Reprodukovatelnost méreni pro stanoveni obsahu Septonexu v supernatantech

IC FTIR Mabhrous
Vzorek cBr Br™ v sup c Sept Sept v sup ¢ Sept Sept v sup
[(mM] [%] [(mM] [%] [(mM] [%]
H; (1) 11,65 8,42 13,60 9,83 19,09 13,80
Hi (2) 13,09 9,77 14,84 10,48 13,75 10,26
H; (3) 13,99 9,65 15,64 10,79 11,05 8,29
Hi 4) 13,51 10,06 14,02 9,29 14,06 10,47
H; (5) 11,73 8,94 13,48 9,55 13,48 10,27

Pii pohledu na tabulku 23 je patrna velmi dobra shoda vysledki stanoveni obsahu
bromidovych ionta ve vzorku supernatantu pomoci iontové chromatografie v prubéhu nékolika
let. Tentyz vzorek pfipraven v rizném case, v ruznych laboratornich podminkach vykazuje
rozptyl hodnot v jednotkach procent. Opét je zde patrny nartst procentualniho zastoupeni
Septonexu, ktery byl vyloucen do supernatantu, coz znamena jeho mensi mnozstvi pii tvorbé
samotné gelové sit€é a zhorSovani mechanickych vlastnosti. Tento jev byl jiz popséan
v predchazejicich kapitolach.

V pripadé vzorki Hs a He se nékolikrat stalo, ze je nebylo mozno zméfit, z divodu
nedokonalé homogenizace a zakaleni. Tento fenomén byl drive také popisovan s ohledem na
jejich reologické chovani, jez tyto vykazovaly spiSe jako viskoézni kapalina. Samotné
nejziedénéjsi vzorky gelt (Hs a He) se potom také vymykaji, pii srovnani celé Sestice, s daty
naméfenymi pomoci infracervené spektroskopie. S ohledem na jejich reologickou dynamiku je
toto chovani opodstatnéné. Jelikoz se v této analytické Casti jednalo o pilotni experimenty, bylo
by v budoucnu vhodné méfeni mnohonasobné zopakovat.

Samotné srovnani vSech tii metod na reprezentativnim vzorku H; pak ukazuje, ze data
z iontové chromatografie koreluji s uspokojivou shodou. Graficky je toto znazornéno na obr.
62. Pro pripad Septonexu je tedy mozné tuto metodu pouzit jako primarni ¢i dopliikovou pro
dané ,,idedlni* (Hi, H2, Hs) vzorky.
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Obr. 62: Srovnani obsahu Septonexu v supernatantu gelii zméieného pomocit Mahrousovy
metody, FTIR a IC

Nasledujici stanoveni chloridovych aniontu probihalo stejné jako u predchozich,
bromidovych. Cela Sestice hydrogeli byla v pribéhu nékolika let proméfena na iontové
chromatografii, pficemz reprezentativni vzorek Hi byl pro kontrolu reprodukovatelnosti opét
zmeéten pétkrat v sadé. Obr. 63 prezentuje na ukazku vystup z chromatografického softwaru

tohoto méreni.
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Obr. 63: Reprodukovatelnost méreni vzorku Hj, prevzato z vyhodnocovaciho softwaru

chromatografu



I v tomto pripadé vidime chybu méfeni v rozmezi jednotek procent. Samotny obsah chloridi
v roztoku supernatantu by mél odpovidat také obsahu NaCl, pfip. korelovat s mnozstvi
sodikovych kationt Na*. To se ovSem muze liSit, jelikoz sodikovymi ionty pfispiva do celkové
koncentrace 1 samotny hyaluronan. Vice vSak bude probrano v posledni ¢asti této kapitoly.

Zméftené hodnoty obsahu chloridovych aniontl, tedy teoreticky NaCl v supernatantu, jsou
prezentovany v tabulce 25, pricemz vzorky Hs a He vykazovaly stejné problémy jako
v prfedchozim meéteni. Tabulka 26 potom pfidava udaje o reprodukovatelnosti métreni v piipade
vzorku Hj.

Tab. 25: Obsah CI iontii ve vzorcich hydrogelu stanoveny pomoci iontové chromatografie

IC — koncentrace iontd a fedéni
Vzorek cCI cCI cCI Prameér NCEI Pocatecni NCEI
zore mM] | [mM] | [mM] ¢ CI (V :up) 5 NaCl (V :up)
(250x) (100x) (50x) [mM] [mmol] [mmol] %]
H, 79,83 78,57 81,02 79,81 0,37 0,90 41,51
H» 80,62 80,51 84,04 81,72 0,41 0,90 45,21
H3 64,83 81,43 86,49 77,58 0,39 0,90 43,07
Hy 78,38 75,10 79,03 77,50 0,35 0,90 38,44
Hs 82,21 nd nd 82,21 0,40 0,90 44,94
He 85,81 nd nd 85,81 0,47 0,90 52,38

Tab. 26.: Reprodukovatelnost méreni pro stanoveni obsahu NaCl v supernatantech

Vzorek cCI CI"(NaCl) v sup Pocatecni n NaCl CI"(NaCl) v sup
[mM] [mmol] [mmol] [%]

H; (1) 71,82 0,31 0,90 34,01

H; (2) 81,23 0,34 0,90 37,72

H; (3) 77,41 0,32 0,90 35,09

H; (4) 77,84 0,30 0,90 33,61

H; (5) 78,32 0,32 0,90 35,92

Jak vyplyva z obou tabulek, koncentracné i procentualné jsou chloridové ionty, a tedy
teoreticky obsah NaCl, rozdélen ve vzorku rovnomérné, zhruba 50:50, a to 1 pfi faktu, ze
supernatantu vznika objemové€ zhruba 2krat vice nez gelu. Odchylka v méfeni je opét velmi
uspokojiva v fadu jednotek procent. Pokud bychom hledali néjaky trend, je mozno konstatovat,
ze nejméné chloridovych iont ¢i molekul NaCl se v supernatantu nachazi u vzorkt Hi a Ha,
a to 35—41 % (z ptivodniho latkového mnozstvi veskerého NaCl, pouzitého na tvorbu gelu). Na
obsah v gelu tedy pfichazi 59-65 %, coz je cca o 10 % vice nez u ostatnich vzorkt. Tento
prebytek, at’ elektrostaticky nebo stericky vazany, muze mit v, tak jiz husté siti gelu, efekt na
jeho dodateCném ztuzeni. Proto nemusi byt ndhoda, Ze se tato vyssi hodnota vyskytuje prave
u reologicky nejpevnéjsich vzorka. Pfitomnost nizkomolekularniho elektrolytu ma také za
nasledek snizovani CMC tenzidu, z divodu stinéni elektrostatickych repulzi polarnich hlav.
V tomto piipad¢ by piitomnost NaCl v siti gelu mohla podpotit dalsi interakci micel Septonexu
s hyaluronanem. Postupné tekut€jsi chovani vzorku gel se snizujicim se obsahem NaCl v gelu,
dle tabulky, by tomuto trendu odpovidalo.
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Poslednimi stanovenymi ionty byly sodné kationty, a to pii pouziti optické emisni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem. Nasledujici tabulka 27 opét prezentuje
zméfeny obsah sodiku v, nami pfipravenych a nafedénych, vzorcich supernatanti a nasledné
vypocCteny pomér obsahu sodiku v supernatantu a gelu vzhledem k pivodnimu mnozstvi. Zde
je tieba podotknout, Ze do pivodniho mnozstvi je nutno zahrnout i pfispévek sodnych kationta
navazanych na hyaluronan. OvSem na jednu disacharidovou jednotku pfipada jeden atom
sodiku, coz hmotnostné déla pouze 2,74 %, proto se puvodni latkové mnozstvi zméni az na
pozici fadu statisicin. N4 vysledny pomér tedy tento fakt nema vliv. Jediny vzorek, ktery se
vymyka trendu, je Hz pfi 100nasobném ziedéni. Zde se velmi pravdépodobné jednalo o chybu
meéfeni, proto nebyl dany bod, jako odlehly, zahrnut do vypoctu pruméru. Tabulka 28 opét
pridava udaje o reprodukovatelnosti vzorku H;

Tab. 27: Obsah Na™ iontit ve vzorcich hydrogelii stanoveny pomoci ICP-OES

ICP-OES - koncentrace iontu a fedéni
Na* Na*
¢ Na* ¢ Na* ¢ Na* Prumér Pocatecni
Vzorek [mM] [mM] [mM] ¢ Na* (NaCl) 1 NaCl (NaCl)
(250x) | (100x) | (50%) [mM] [;;;‘(E’H [mmol] V[;(‘)‘]p
H; 56,12 42,85 60,09 53,02 0,25 0,90 27,58
H» 47,79 46,27 55,97 50,01 0,25 0,90 27,66
Hs 31,03 102,26 21,63 26,33 0,14 0,90 14,62
Ha 51,06 47,17 61,20 53,14 0,24 0,90 26,36
Hs 43,50 46,42 56,56 48,83 0,24 0,90 26,69
He 41,28 46,35 54,51 47,38 0,26 0,90 28,92
Tab. 28: Reprodukovatelnost méreni pro stanoveni obsahu Na* v supernatantech
Vzorek ¢ Na* Na* (NaCl) v sup Pocatecni n NaCl Na* (NaCl) v sup
[mM] [mmol] [mmol] [%]
Hi (1) 54,06 0,23 0,90 25,60
Hi (2) 62,13 0,26 0,90 28,85
H; (3) 61,99 0,25 0,90 28,10
Hi (4) 61,59 0,24 0,90 26,60
Hi (5) 61,08 0,25 0,90 28,01

Reprodukovatelnost méfeni opét dokazuje velmi dobrou shodu, stejné tak je vidét, ze,
podobné, jako v piipadé chloridd, je obsah zastoupeni témér stejny u celé Sestice. Vyjimku tvoii
pouze hydrogel Hs, kde dochazi k poklesu obsahu sodnych kationtl v supernatantu, tim padem
se znich vice dostava do gelu. Nasnadé muize byt rozvolnéngjsi sit gelu, které koreluje
s viskozné&jsim chovanim tohoto nejziedénéjsiho vzorku, ktera nebrani iontim dostat se ke stale
velkému poctu vaznych mist pii pouziti HMW Hya. Obecné nizsi obsah sodikovych kationta
v supernatantu oproti chloridovym aniontim tedy pravdépodobné znamena, Zze pro samotné
mnozstvi NaCl jsou smeérodatné pravé prvni jmenované. Zhruba 10% rozdil chloridovych
aniontd mohl interagovat s micelami Septonexu, kde se mohl vymeénit s protiionty bromu
(Septonex ma piebytek kladnych naboji oproti zapornym nabojim na hyaluronanu — viz
tabulka 4). Tyto micely se taktéz mohou zaclenit do sité gelu stericky. V obou ptipadech vSak
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ubytek sodiku v supernatantu (ve forme NaCl ¢i Na™, pfip. i NaBr), oproti vychozimu mnozstvi,
naznacuje, ze tento ma tendenci se zaclefiovat do sité hyaluronanu v gelech a dodatecné ji
vyztuzovat, at’ jiz reakcemi s hyalurananem, s protiionty micel Septonexu ¢i sterickym
uvéznénim v siti gelu. Jak bylo zminéno dfive, pro tvorbu gell je nutna urcita iontova sila. Do
budoucna by ovSem bylo zajimavé zkusit tato méfeni pii pouziti jiného prostredi, napt. CaCl,.
V kapitole 6.1.6. bylo popsano, ze s danym typem iontd je mozno gel vytvofit, ovSem uz nebyl
prostor zkoumat rozlozeni dvojmocnych vapenatych iontil mezi gel a supernatant.

Na zaveér se da konstatovat, ze metody pro stanoveni anorganickych iontil, zejména opticka
emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem a iontova chromatografie, jsou, do urcité
miry, konkurenceschopné pro strukturni analyzu danych typa vzorkl. S ohledem na velkou
dynamiku systému je vSak jejich primarni pouziti nevhodné. Pti piipraveé gelovych vzorku totiz
muze kazda jeho vstupni komponenta s kladnym nabojem (Na*, Septonex™) interagovat se
stavebnimi latkami o zaporném naboji (hyaluronan’, CI°, Br’), coz ma za nasledek minimalné
Sest moznych kombinaci sloucenin. Ve vysledku tedy systém nevypada jako jednoduchy
Septonex-hyaluronovy gel obklopeny prostiedim NaCl. Jak jiz bylo zminéno dfive, protiionty
se mohou vzajemné vymenovat, pfip. uzavirat do gelové sité i stericky. Analytické stanoveni
pomoci anorganickych ionti nam tedy nemuze piesné sdélit, do které, z pravé vzniklych
sloucenin, patfi nami studovany ion.

I ptes prekvapiveé uspokojivou shodu vysledkt s predchozimi metodami je pro strukturni
analyzu té€chto typu systémt vhodnéjsi pouzit prvni dvé popsané metody, tedy infraCervenou
spektroskopii a Mahrousovu metodu, které jsou citlivé na konkrétni funk¢ni skupinu ¢i vznikly
komplex.

6.3 Antimikrobialni testy
Antimikrobialni aktivita byla zkoumana u vSech vzorka hydrogeld, kdy s ohledem na jejich
slozeni, resp. tenzidovou slozku Septonexu, se tato ocekava. Samotné vstupni komponenty,
tedy roztoky hyaluronanu a Septonexu byly témto testim také podrobeny. Veskera piiprava
a nastaveni experimentu je podrobné popsano v kapitole 5.3.6, kdy byly pouzity dva typy testq,
a to agarova difuzni metoda a bujonova dilucni metoda. Antimikrobialni aktivita byla
zkoumana proti dvéma kmentm bakterii — grampozitivni Micrococcus luteus a gramnegativni
Serratia marcescens. Z kvasinkovych kment byl pouzit kmen Candida glabrata.

Prvni typ testu se specializuje na méfeni pruméru inhibi¢nich zon okolo mista naneseni
studovaného vzorku. Namétené hodnoty piehledné shrnuje tabulka 29.

Tab. 29: Antimikrobialni aktivita testovanych hydrogelii

Pramér inhibi¢ni zony [mm]
Vzorek Micrococcus luteus Serratia marcescens Candida glabrata

24 hod 48 hod 24 hod 48 hod 24 hod 48 hod
H, 1,706 | 1,706 | 23+06 | 20+0 | 20+0,0 | 1,3+0,6
H, 1,7+06 | 20+00 | 33+0,6 | 30+0 | 3,0+0,0 | 1,0+0,0
Hs 20+£00 | 1,7£06 | 20£0,0 | 20+0 | 20+0,0 | 1,7+0,6
H, 27406 | 27+06 | 23406 | 1,7+06 | 23+10 | 1,7+06
Hs 37£06 | 40+0 | 27+06 | 27+06 | 27+10 | 20+0
He 20+£10 | 1,7£06 | 2,0+0,0 1,00 | 20+10 | 1,3+0,6

100




U vsech testovanych hydrogelti byl zaznamenan antibakterialni i antimykoticky ucinek.
Obecné nejvyssi antimikrobidlni u¢inek vykazoval vzorek Hs, nasledovan vzorkem H; a Ha.
Pficemz vzorek H4 vynikal spiSe antibakterialnim uc¢inkem a vzorek H> antimykotickym. Je
vSak nutné fici, ze rozdily mezi jednotlivymi vzorky nebyly pfili§ vyrazné. Neékteré rozdily
mohou byt také zptsobeny vétsi chybou pii aplikaci vzorka. Je vSak patrné, ze dané vzorky
maji dostatek Septonexu, jehoz micely mohou byt vazany ve struktufe i stericky. Naslednym
vymyvanim ze sité, pomoci difuze, tak mohou vykazovat vyssi aktivitu nez napt. vzorky H3
aHe, u kterych je vyrovnan pomér naboju. Zajimavé také je si povSimnout zmeény pii
dvojnasobné dobé inkubace. Nekteré vzorky mohou zrelaxovat a uvolfiovat veétsi mnozstvi
Septonexu do okoli, tudiz je nasledna aktivita vyssi (viz pramér inhibicni zony u vzorkd H»
a Hs v pripadé bakterie Micrococcus luteus) nebo muze dojit k opaénému efektu, kdy je po delsi
dobé struktura gelu jiz dostateCné homogenizovana, zrelaxovana a zacelena vuci dal§imu
uvolfiovani Septonexovych micel (napt. vzorky H3 a He v pfipadé kvasinky Candida glabrata).
V piipadé téchto vzorkt konkrétné (H3, He) je také nasnad€ obsazeni vSech funkénich skupin
opacnymi naboji (pomér naboji je 1:1), tudiz tyto nemaji ani pii del§im ptisobeni tendenci tyto
elektrostatické interakce porusovat a vypoustét do okoli antisepticky Septonex. Antimikrobialni
aktivita je vSak pro celou Sestici gelt uspokojiva s ohledem na piipadné medicinské aplikace.
Srovnani vSech gelt graficky poskytuje obr. 64.
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Obr. 64: Antimikrobidlni aktivita vzorkit hydrogelii
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Tab. 30: Antimikrobialni aktivita stavebnich komponent hydrogeli

Pramér inhibi¢ni zony [mm]

Vzorek Micrococcus luteus Serratia marcescens Candida glabrata
24 hod 48 hod 24 hod 48 hod 24 hod 48 hod
Sept (25) 20+0 2,7+0,6 23+0,6 23+0,6 40+0 40+0

Sept (50) 3,00 43+06 | 33+06 | 3,7+06 | 50+1,0 50+0
Sept (100) | 6,0£1,0 8010 | 47+£0,6 | 60+1,0 | 6,0£1,0 6,0+ 0,6
LMW Hya nd nd nd nd nd nd
HMW Hya nd nd nd nd nd nd

O tom, ze aktimikrobialni aktivitu v hydrogelech predstavuje pravé slozka Septonexu,
pojednava tabulka 30. Ta prezentuje prubéh experimentl realizovanych na samotnych
vstupnich komponentech hydrogeld, tedy roztoky Septonexu o koncentracich 25, 50 a 100 mM
a roztoky nizkomolekularniho a vysokomolekularniho hyaluronanu o koncentraci 1 % hm. Jak
je patrné a ocekavané, tak Septonex vykazuje rostouci antimikrobialni aktivitu s rostouci
koncentraci a Casem, a to u vSech kment bakterii a kvasinek. Naopak hyaluronan nevykazoval
zadnou antimikrobialni aktivitu (znaceno nd — not detected). Vzhledem k jeho polysacharidové
povaze je toto logicky zavér. Dulezity fakt je ten, ze ackoliv sam zadnou aktivitu nevykazuje
tak tuto ani nebrzdi u Septonexu v jeho hydrogelovém komplexu. Ve vysledku je tak mozno
pouzit potencial obou latek, tedy cileni ¢i podpora hojeni v podobé hyaluronanu a nosic 1éciv
¢i dezinfekce v podobé Septonexu. Obr. 65—67 prezentuji na ukazku inhibi¢ni zony gelt
v Petriho misce u testovanych kmend mikroorganismu.

Obr. 65: Antimikrobidlni aktivita vzorku hydrogelit (Micrococcus luteus)
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Obr. 66: Antimikrobidlni aktivita vzorku hydrogelii (Serratia marcescens)

Obr. 67: Antimikrobialni aktivita vzorku hydrogelu (Candida glabrata)
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Jako druha byla, jakozto citliv§jsi, pouzita bujonova dilucni metoda. Méteny byly opét
vSechny vzorky hydrogeli s jejich naslednym pétinasobnym promyvanim, stejné tak
supernatanty i jejich promyté paralely. Zivné médium, nao&kované mikroorganismem (MO)
a antimikrobialnim vzorkem, bylo inkubovano 24 hodin. Koncentrace mikroorganismi byla
sledovana pomoci optické hustoty pii 630 nm. Vysledky byly porovnany s kontrolnim vzorkem
a vyjadifeny v procentech. Podrobné&jsi popis pfipravy je popsan v kapitole 5.3.6.
Antimikrobialni aktivita standardni Sestice hydrogeli a vliv promyvani je prezentovan
v tabulce 31.

Tab. 31: Antimikrobialni aktivita hydrogelii a viiv promyvani

MO Promyvani Vzorky hydrogelt

H; H» Hs Hy Hs He
0x ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
% 1x ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
§ § 2x ++++ ++++ +++ ++++ ++++ ++++
§ = 3x ++++ ++++ +++ ++++ ++++ +++
= 4x ++++ ++++ +++ ++++ ++++ ++++
5x +4+++ ++++ +4 ++++ +4+++ +4++
0x ++++ ++++ ++ ++++ ++++ ++++

s § 1x ++++ ++++ ++ ++++ ++++ +++
§ § 2x ++++ +++ + ++++ ++++ +++
& § 3x ++++ +++ + ++++ ++++ ++
S 4x ++++ +++ + ++++ ++++ +++
S5x +4+4++ +4+++ + +4+++ +4+4++ +4++

0x +++ ++ + ++++ ++ ++

3 8 1x +++ ++ + +++ ++ +
;§ g 2X +++ + + +++ ++ —
S \30 3x ++ + + +++ ++ —
4x ++ + — ++ + —

5x ++ + — ++ + —

Inhibiéni efekt: 0-20 % (-); 20-40 % (+); 40-60 % (++); 60-80 % (+++); 80-100 % (++++)

Vysledky ukazuji, ze vSechny testované hydrogely vykazuji inhibi¢ni efekt ristu u vSech
predlozenych kment mikroorganisma. Efekt promyvani se vyrazn€ neprojevuje
u grampozitivnich i gramnegativnich bakterii, a to v pripadé vSech vzork(i hydrogeld,
s vyjimkou vzorku H3. Ten patrné nema, s ohledem na pomér naboju, prebytek stericky
vazanych micel, proto od druhého promyti dochéazi k poklesu antibakterialni ti¢innosti na
limitni hranici. Zminéné kmeny bakterii se v§ak zdaji byt na Septonex velmi citlivé, proto i jeho
snizena koncentrace ve vzorcich po vyssich stupnich promyti dostacuje na inhibici jejich rastu.

Rozdilnéhy efekt 1ze pozorovat u kvasinkového kmene Candida glabrata, ktery se zda byt
odolngj§i vuci niz§im koncentracim Septonexu, zpusobenym jiz po cca druhém ¢i tfetim
promyti hydrogelt. I zde je vSak patrny vliv slozeni geld, kdy nejkoncentrovanéjsi vzorky
s prebytkem Septonexu, jez je schopen, po sterickém vazani, difundovat do média, vykazuji az
100% ucinnost inhibice. Podobny trend jako samotné vzorky hydrogeld vykazuji i jejich
supernatanty, jak prezentuje tabulka 32.
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Tab. 32: Antimikrobialni aktivita supernatantii a vliv promyvdni

Vzorky supernatantt
MO Promyvani
w H; H» H3 Hy Hs He
0x ++++ ++++ ++ ++++ ++++ ++++
e}
3 1x ++++ +++ ++ ++++ ++++ +++
O «
S 3 2x ++++ ++ + ++++ ++++ +++
)
§ = 3x ++++ ++ ++ ++++ ++++ ++
S 4x ++++ ++ + ++++ ++++ +++
S5x +4+4++ + - +4+++ +4+4++ +4
0x ++++ ++++ ++ ++++ ++++ +++
S § 1x ++++ +++ ++ ++++ +++ +++
§ ;@j 2x ++++ +++ + ++++ ++ ++
& ‘§ 3x ++++ + + ++++ ++ ++
g 4x ++++ + + ++++ ++ ++
S5x +4+4++ + + +4+++ +4 +4
0x ++ — + ++ + —
1x ++ — + + — —
S S
g 2 2x + — — + — —
NS
SIS 3x - - - + - -
O %
4x — — — + — —
5x — — — — — —
Inhibiéni efekt: 0-20 % (-); 20-40 % (+); 40-60 % (++); 60-80 % (+++); 80-100 % (++++)

V piipad€ supernatanti je vSak patrny veétsi vliv promyvani, kdy nejméné koncentrované
vzorky H3 a He razantn€ snizuji svoji aktivitu pii vicenasobném promyti. Nejkoncetrovangéjsi
vzorky Hi a Hy, s pfebytkem Septonexu, jsou schopny do supernatantu stale uvoliiovat jeho
signifikantni mnozstvi, ato1 pfi patém promyti. Analytickd méfeni stanoveni obsahu Septonexu
v supernatantu toto potvrzuji. V ptipadé€ odolnéjsiho kmene kvasinky jiz promyti supernatanta
zpusobuje nedostate¢né mnozstvi Septonexu pro G¢innou inhibici rastu. Vliv promyvani ma
vSak simulovat dlouhotrvajici ptuisobeni geld v misté u¢inku. Antimikrobialni aktivita pro
aplika¢ni dobu 48 hodin je tedy dostatecna u vSech vzorkl. To je vyhoda pro budouci pouZiti,
kdy je mozno zvolit jakékoliv, zrovna potfebné, slozeni hydrogelii. Samotna minimalni
inhibi¢ni koncentrace byla, pro Septonex, stanovena na hodnotu niz§i nez 1 mM, a to vuci vSem
kmeniim mikroorganismu. Je tedy patrné, ze pro ucinny efekt staci minimalni davka. Od toho
by se mél odvijet vybér gelt pro piipadnou aplikaci.

Vysledky antimikrobialnich méfeni naznacuji velky potencial zkoumanych hydrogelti do
budoucich aplikaci. Micely Septonexu schopné zapouzdfit aktivni latku a zaroven dezinfikovat
okoli vhodné sekunduji siti hyaluronového fetézce, jez svymi bioaktivnimi a biokompatibilnimi
vlastnostmi zajistuje cileni do postizeni tkané a podporu hojeni.
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7 ZAVER

Cilem predlozené dizertacni prace bylo vhodné charakterizovat zakladni chemicko-fyzikalni
vlastnosti hydrogeli na bazi biopolymeru a tenzidd. Pravé interakce polymert s tenzidy je ve
védeckém svété predmétem mnoha zajmu, kdy pouzitim vhodnych typt latek, koncentraci
a spravnou volbou prostiedi 1ze touto metodou pfipravit fyzikalne sitované hydrogely. Jejich
unikatni viskoelastické vlastnosti a schopnost pojmout velké mnozstvi vody je fadi na
nezastupitelnou pozici v oblasti potravinafstvi, kosmetického ¢i farmaceutického prumyslu
nebo medicinskych aplikaci. V poslednim jmenovaném piikladé roste jejich vyznam jako
scaffoldu pro tkanové inzenyrstvi, v oftalmologii, mokrém hojeni ran ¢i cilené distribuce 1éCiv.
Hlavni myslenkou cilené distribuce 1€Civ je vytvorit hydrogel ¢i komplex z takovych
komponentt, jez dokazou zapouzdrit aktivni latku, vétSinou micely tenzidu, a zaroven zajistit
biokompatibilitu, pfip. cileni do postizené tkané. To mize byt uskutecnéno vybérem vhodného
biopolymeru, ktery tvorii sit’ gelu. Téma prace se tedy mize zdat Siroké a nekonkrétni. Po vybéru
komponent hydrogelii, stanoveni podminek prostfedi a metod charakterizace se vSak prace
zuzuje do specifického vyzkumu konkrétniho systému, potencialné pouzitelného v popsanych
aplikacich.

Po provedeni hluboké reserSe je patrny fakt, ze i pfes vysoky potencial systému jsou tyto
predmétem vice ¢i méné omezeného zajmu. V literatufe se vSak vyskytuji potvrzené, opakujici
se zavery, zejména s ohledem na vybér metody pro charakterizaci systému a vhodnych latek
pro medicinsko-biotechnologické pouziti hydrogeld.

Jako jeden z vhodnych kandidati pro post polymeru tvoficiho gelovou sit’ se jevi aniontovy
polysacharid hyaluronan, ktery byl také vybran pro tuto praci. Jedna se o hydrofilni, té€lu vlastni
latku, ktera, diky svym viskoelastickym vlastnostem a, v zavislosti na molekulové hmotnosti,
plni fadu funkci. Unikéatni je vSak jeho citlivost na receptory CD44 a RHAMM, které jsou hojné
exprimovany nadorovou tkani. Interakci hyaluronanu s opacné nabitym tenzidem poté taktéz
odpada jeho nutnost chemické modifikace pro uplatnéni v biotechnologiich.

Po predchozich zkuSenostech ze Skoliciho pracovisté Fakulty chemické VUT v Brnég, kdy se
vyzkum dotykal vice tenzidd, bylo rozhodnuto pro jeden konkrétni typ, jehoz hydrogely budou
charakterizovany podrobné. Proto byl vybran kationtovy karbethopendeciniumbromid, znamy
téz pod nazvem Septonex. Tento tenzid vynikd svymi antiseptickymi a dezinfekénimi ucinky,
které by ve vysledném hydrogelu mohly pfedstavovat vyhodu oproti strukturné podobnym
analogiim.

Z reSerSe vyplynuvsi charakteristické metody se primarn€é zaméfuji na stanoveni
mechanickych vlastnosti a vlivu riznych podminek na né. Podrobngjsi analyza mize obsahovat
spektralni metody urcené strukturnim experimentim. Proto je i tato prace délena do tii Casti.
Hlavni Cast se zaméfuje praveé na reologické metody a zkoumani modulace mechanickych
vlastnosti zménami sloZeni ¢i prostiedi hydrogeld. Pravé stanoveni pevnosti ¢i tekutosti vzorkda,
jejich stabilita ¢i labilita v rizném prostiedi a modulovatelnost téchto vlastnosti sloZzenim gela
je klicové pro designovani dalSich experimentd a jejich pfipadné uvazovani v primyslovém
vyuziti. Po senzorické a viskoelastické analyze ptichazi na fadu hlubsi strukturni prazkum,
jehoz cilem bylo stanovit presn€jsi slozeni geld, resp. rozlozeni vstupnich komponent mezi gel
a supernatant. Toto bylo provedeno spektralnimi ¢i chromatografickymi metodami zejména pfi
stanoveni jedné latky a dopoCteni druhé, pfip. stanoveni obsahu charakteristického prvku, ktery
je vazan na té ¢i oné komponenté. Zaveéreéna Cast prace se zabyva antimikrobialni aktivitou
gell, jez je predpokladana a idealné vyzadovana s ohledem na obsah Septonexu ve vnitini
struktufe vzorka.
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Pro samotnou tvorbu hydrogelu je nutné, aby koncentrace tenzidu ptesahovala jeho kritickou
micelarni koncentraci. Druhy dulezity fakt, ktery v literatuie potvrdil jiz K. Thalberg [93, 98]
je, ze pro vznik gelové faze je nutné urCité rozmezi iontové sily, kdy nizkomolekularni
elektrolyt snizuje nabojové repulze na nabitych skupinach polymerniho fetézce, ¢imz mu
umoznuje se vice sbalit a zaplést do gelové sit€. Pravé to, spolecné s vlivem slozeni gelt, bylo
obsahem prvotnich experimentt. Vybrana Sestice hydrogelt byla tvofena dle navodu v kapitole
5.2.6, a to ctyfmi riznymi metodami. Jednalo se o metodu suché a mokré cesty s naslednym
stanim Ci odstfedénim vzorkt. Pfedchozi zkuSenost vyzdvihovala predev§im mokrou cestu
pfipravy, tedy michani zasobnich roztokl latek, kdy dochéazelo k dokonalejsi homogenizaci
vstupnich komponent. V piipadé Septonexovych geli vSak amplitudové deformacni testy
i frekvencni testy prokazaly nezavislost pouzité metody pfipravy, kdy tyto vykazovaly stejnou
hodnotu amplitudy deformace, resp. bodu prekiizeni modula pii stejné frekvenci oscilace. Toto
muze byt zpisobeno zejména jemnosti praSkové formy Septonexu oproti ostatnim, strukturné
obdobnym, tenzidim. Diky tomu je mozno dosahnout dokonalé homogenizace i pii suché cesté
metody pripravy. Vliv zplisobu pfipravy na tokové vlastnosti sady zakladni Sestice vzorkt
koreluje s pfedchozimi méfenimi. Vyjimku tvoii pouze pouziti centrifugy, kdy toto zptsobuje
tlakové nahromadéni vétsiho mnozstvi gelu v jednotkovém objemu, ¢im zvySuje tuhost gelu.
Vliv centrifugy na zvySeni viskozity je patrné pouze u mokré cesty, kdy jsou praskové formy
vstupnich komponent dokonale rozpustény a homogenizovany v roztoku, pfi¢emz pii pouZziti
nizkomolekularntho Hya je toto zvySeni mnohem vyznamnéj§i nez pifi pouziti
vysokomolekularniho Hya, kdy metoda pfipravy nema témer vliv.

Zavislost mechanickych vlastnosti hydrogelt na jejich slozeni je odvozena od pouzité
molekulové hmotnosti Hya a koncentraci Septonexu. Obecné vyss§i molekulova hmotnost Hya
a vysi koncentrace Septonexu zptisobuji vznik rigidnich gelt, vykazujicich chovani elastického
tuhého telesa. Jedna se zejména o vzorky Hi, H> a Has, kdy elasticky modul pfevazuje nad
ztratovym v celém rozpéti amplitudy deformace. Piehlednéji tyto fakta prezentuje kapitola
6.1.2, resp. tabulka 8 a 9. Tekutéjsi chovani zfedénéjsich vzorki potvrzuji také zméfené
hodnoty mesh size, tedy velikosti domén mezi étézci, které rostou s klesajici koncentraci
tenzidu ve vzorcich. VEétsi doménovy prostor v siti gelu potvrzuje tidsi sit, ktera nevykazuje
takovou pevnost. Hodnoty viskozit standardni Sestice gelti se v zavislosti na sloZzeni mohou lisit
az o tfi rady, korelujici s oscilaCnimi testy, ovSem pii piiblizeni k nekone¢né smykové rychlosti
se hodnoty viskozit 1i§i maximalné o dva fady. Nehled¢ na slozeni lze tedy pii smykovych
aplikacich pouzit vSechny gely jako konzistentni nahrady.

Potvrzeni Thalbergovy hypotézy se vénovala dalsi kapitola. Cela Sestice gela byla pfipravena
v rozmézi iontové sily 0,05—1 M. Obecn¢ byla limitni iontova sila pravé nase pouzivana, tedy
0,15 M. Pouziti vyssich hodnot IS zplsobilo zhorSeni mechanickych vlastnosti, které se
projevilo poklesem viskoelastickych moduli ¢i prevyseni viskozitniho modulu nad elastickym.
Zajimavy jev se objevil pfi pouziti nizké iontové sily (0,05 M) u gelt tvofenych HMW Hya,
coz zpusobilo mirné zvySeni viskoelastickych modult oproti klasické iontové sile (0,15 M
NaCl), pticemz od bodu piekiizeni modult prevladal elasticky modul v celé Skale frekvenci.
Podobny trend se projevil i u geld s nizkomolekularnim Hya, kdy nizs§i koncentrace NaCl
(0,05 M) dokazala sit’ natolik vyztuzit, ze pti vysSich frekvencich jiz pfevladal elasticky modul
nad viskozitnim. Klasicky se totiz tyto vzorky chovali jako viskozni kapalina.

Pro uvazovani medicinskych aplikaci je nutné zjistit, jak se dané gely budou chovat pfi
teploté lidského téla. Nasledujici sada testu, ktera je podrobné popsana v kapitole 6.1.4 se tedy
vénovala proméfeni reologie zakladni Sestice vzorkt pii 37 °C, jejiz vysledky byly porovnany
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s hodnotami pfi laboratorni teploté 25 °C. Vliv teploty nemél vyznamny efekt na mechanické
vlastnosti hydrogeld, pficemz se lisil s pouzitou molekulovou hmotnosti Hya. V ptipadé gelt
tvorenych HMW Hya se zvySujici teplotou rostly absolutni hodnoty obou moduld, predev§im
elastického. Bod prekfiizeni byl v tomto pfipadé vyznamné posunut k nizsim frekvencim, coz
znamena, ze zvysovanim teploty jsme schopni mirné zpevnit strukturu geld s HMW Hya.
V piipadé LMW Hya gelt byl tento trend opacny, kdy se zvySenim teploty doslo ke snizeni
absolutnich hodnot viskoelastickych modult. Tokova zavislost se pro ptipad HMW Hya gelt
s teplotou vyrazné neménila. Vzorky obsahujici nizkomolekularni hyaluronan vSak vykazovaly
se zvySenim teploty i zvySeni viskozity, coz mohlo byt zptsobeno urychlenou relaxaci na
pocatku méfeni.

Pro zkoumani vlivu pH prostiedi byly pfipraveny hydrogely v rozdilném prostiedi pufra,
které jsou popsany v tabulce 3. Tyto experimenty jsou stejné dulezité jako zkoumani vlivu
teploty, a to zejména pro medicinské aplikace. Je znamo, Ze napt. nadorova tkan disponuje
niz§im pH nezli krevni plazma. Stabilita ¢i rozpad geld v takovém prostiedi je pak esencialni
pro uvazovani piipadného uvolfiovani aktivnich latek. U vSech typa vzorka zpisobila zména
pH, a tedy iiontové sily diky pufrim, pokles absolutnich hodnot elastickych modult, coz
vykazuje zhor§eni mechanickych vlastnosti. U LMW Hya gelt byl tento jev natolik markantni,
ze po zméné pH vzdy prevazoval viskozitni modul nad elastickym a vysledné gely vykazovaly
spiSe chovani viskoznich kapalin. V ptipadé HMW Hya gela byl tento efekt pozorovan pfi
nejniz§im pH (3,5), pii némz jesté hyaluronan zcela nedisociuje a tudiz se nemize naplno
ucastnit vazeb s opacné nabitym tenzidem. Frekvencni testy potvrdily vysledky deformacnich,
kdy Sestice vykazovala obdobné chovani i v oblasti vratné deformace. Tokové vlastnosti po
zasahu pH odpovidaly predchozim dvéma metodam. Obecny pokles viskozity a zhorSeni
mechanickych vlastnosti, které se projevilo vétsi tekutosti, se vyskytlo u vSech vzorku.

Posledni mysSlenka, hodna prozkoumani metodou reologie, byla zaménéni prostredi
standardniho 0,15 M NaCl za soli s vicevaznymi ionty. Konkrétng byly pouzity Ca>*, Mg**
aFe*" ionty prostfedi namichané na stejnou iontovou silu. Prvni dva jmenované pisobily
vesmées mirné snizeni absolutnich hodnot viskoelastickych modulti, pficemz pribéh viskozitni
zavislosti zGstal nezménén. Zelezité ionty mély za nasledek mnohonasobné ztuzeni geld na
jedné strané, zatimco u nékterych vzorka zabranily vzniku geld vibec. Samotné ztuzeni gelt
muze vyplyvat z faktu sitovani hyaluronanu témito Zelezitymi ionty. Podrobnéjsi popis je
popsan v tabulce 17 posledni reologické kapitoly 6.1.6. Zavérem reologické casti nelze
konstatovat, ze zhorSeni ¢i zlepSeni mechanickych vlastnosti, v zavislosti na ur¢itém parametru,
je dobré nebo Spatné. Vyplyva z toho pouze fakt, ze jsme schopni modulovat mechanické
vlastnosti dle vlastni potfeby a v zavislosti na budouci aplikaci. To nabizi danym systémam
Siroké pole ptusobnosti v primyslu ¢i mediciné.

Analyticka Cast se zaméfila na hlubsi prozkoumani struktury gelt, obecné tedy stanoveni
pomeéru rozdeleni vstupnich komponent mezi gel a supernatant. Z vysledného, a ze znalosti
poméru naboju, lze pak uvazovat nejniz§i mozné koncentrace pro vznik gelu o urcitych
mechanickych vlastnostech.

Jako prvni byla pouzita metoda ATR-FTIR, a to pro stanoveni obsahu hyaluronanu
a Septonexu v supernatantech hydrogelti. Linearni kalibrace pro hyaluronan byly promeéfeny
pfi vino¢tech 1041 cm™ a 1 038 cm™! pro ptipad HMW resp. LMW Hya geli. Dle linearity
kalibrace a hodnoté spolehlivosti jsme touto metodou schopni stanovit koncentrace
hyaluronanu v rozmezi 0,01 % hm. az 1 % hm. Pro pfipad Septonexu se jako nejspolehlive)si
charakteristické pasy jevi ty, které se nachzeji v rozmezi vinoéti 1 7501 690 cm™ a 1 300
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1 150 cm’!, kdy oba zminéné odpovidaji vibraci nasyceného esteru, pii¢emz byla pro kalibra¢ni
vypodet zvolena hodnota 1 737 cm™. Opét linearni zavislost potvrzuje pouziti této metody pro
koncentrace Septonexu v rozmezi 0,5-150 mM. Z vysledki této metody je patrné, Ze obsah
hyaluronanu v supernatantu dosahuje hodnot od jednotek procent az po cca 50 % pro
nejziedénéjsi vzorky. Podobny trend zachovava i Septonex, kdy s klesajicim koncentracnim
slozenim gelt, tedy tekutéSim reologickym chovanim, je jeho obsah v gelech nizsi
a v supernatantech vyssi. To potvrzuje teorii o mensim poctu vaznych mist, a tedy horSich
mechanickych vlastnostech.

Modifikovand Mahrousova metoda probeéhla podobné jako stanoveni predchozi. Po
vytvoreni kalibracni zavislosti Septonexu, ktery tvoii barevny komplex s kyselinou pikrovou,
byl neznamy obsah Septonexu v supernatantu stanovem spektrofotometricky. Vysledky jsou
prehledné prezentovany v tabulce 22, kde se nachazi také dulezité porovnani s infracervenou
spektroskopii. Nutno podotknout, ze obé metody dosahly uspokojivé shody a mohou proto byt,
v zavislosti na dostupnosti, pouzity jako konkurenceschopné. Nevyhodou Mahrousovy metody
je vSak vyssi spotfeba materialu, chemikalii a celkové delsi Cas celé operace.

Jako doplitkové analytické metody byly vybrany iontova chromatografie a opticka emisni
spektrometrie s indukéné€ vazanym plazmatem, obé pro stanoveni anorganickych iontd ve
vzorcich supernatanti naSich hydrogeld. Jako prvni byl vyhodnocen obsah bromidovych
aniontl pro celou Sestici gell, jejichz obsah pfimo odpovida obsahu Septonexu ve vzorku
supernatantu. Vysledky opét korespondovaly s predchozimi dvémi analytickymi metodami,
kdy se rozdil pohyboval v jednotkach procent. Rozmezi obsahu Septonexu v supernatantu se
tak pohybovalo zhruba od 10 do 20 % pro nejpevnéjsi, resp. nejtekutéjsi vzorky. Samotna
reprodukovatelnost méfeni dosahovala velmi dobré shody, s maximalni chybou okolo 8 %.

Nasledné stanoveny obsah chloridi by mél korelovat s obsahem NaCl, piip. odpovidat
mnozstvi sodikovych kationt Na*. To se ov§em muze lisit, jelikoz sodikovymi ionty piispiva
do celkové koncentrace i samotny hyaluronan. Z vysledk vyplyva rozdéleni chloridovych
iontl v supernatantu a hydrogelu zhruba v poméru 50:50, a to i pfi faktu, ze supernatantu vznika
objemovée zhruba 2krat vice nez gelu. Odchylka v méfeni je opét velmi uspokojiva v fadu
jednotek procent.

Vysledny obsah sodikovych kationti byl zméfen s pfiblizné 10% rozdilem oproti
chloridovym aniontim, coz znamena, ze pro samotné mnozstvi NaCl jsou smérodatné prave
prvni jmenované. Samotny sodik, at' uz ve forme NaCl ¢i Na*, ma tedy pravdépodobné tendenci
se zacCleniovat do sité hyaluronanu v gelech a tuto dodate¢né vyztuzovat. S ohledem na
dynamiku systému vSak nejsou, k jejich studovani, metody stanoveni anorganickych iontl piilis
vhodné.

Zavérecna kapitola 6.3 pojednava o antimikrobialni aktivité hydrogell, ktera se s ohledem
na obsah Septonexu dopiedu oCekavala. U celé Sestice vzorki byly provedeny dva typy testa,
kterymi jsou agarovd difuizni metoda a bujonova dilucni metoda. Provétenymi byly dva kmeny
bakterii, a to Micrococcus luteus a Serratia marcescens, stejné tak jako kvasinka Candida
glabrata. U vsech testovanych hydrogeld byl zaznamenan antibakterialni i antimykoticky
ucinek. M¢éfeni samotnych vstupnich komponenti potvrdilo fakt, ze tuto vykazuje hlavné
Septonexova slozka. Samotny hyaluronan antibakterialni aktivitou nedisponuje.

Vysledky této prace podrobné shrnuly chovani konkrétnich druhd hydrogeld, jehoZz
komponenty byly zvoleny z patii¢énych diivodi pro uvazované biotechnologické ¢i medicinské
aplikace a mohly by aspont malym dilem pfispét do této zajimavé problematiky plné aplika¢niho
potencialu. Zaroven se timto oteviraji dvére dal§im vétvim vyzkumu v tomto poli chemie.
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9 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

9.1 Seznam zKkratek
ZKkratka

ATR

ATR-FTIR (IC-ATR)

CAC
CDh44
CEC
CG
CMC
CTAB
CTAT
DLS
FCS
FTIR
GAG
HAS1, HAS2, HAS3
HMW
Hya

IC
ICAM-1
ICP-OES
IS
LMW
MIC
ML
MO
NMR
PAL
PEC

PEG
PTX
RHAMM
SDS

SM

TEM
UV-VIS

9.2 Seznam symbolu

Symbol
ao

Vyznam
attenuated total reflectance — ,, zeslabend uplnd reflektance

infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
s technikou ATR

kritick4 agregacni koncentrace

specificky receptor pro hyaluronan

kriticka koncentrace elektrolytu

Candida glabrata

kritickd micelarni koncentrace
cetyltrimethylamonium bromid
cetyltrimethylamonium p-toluensulfonat
dynamicky rozptyl svétla

fluorescencni korelacni spektroskopie
infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
glykosaminoglykany

hyaluronansyntazy

vysoka molekulova hmotnost

hyaluronan

iontova chromatografie

specificky receptor pro hyaluronan

opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
iontova sila

nizka molekulova hmotnost

minimalni inhibi¢ni koncentrace

Micrococcus luteus

mikroorganismus

nuklearni magneticka rezonance

povrchové aktivni latka

hydrogely vzniklé elektrostatickou interakci mezi
polyelektrolytem a tenzidem

polyethylenglykol

paclitaxel

specificky receptor pro hyaluronan

dodecylsiran sodny

Serratia marcescens

transmisni elektronova mikroskopie

ultrafialova a viditelna oblast vinovych délek

Vyznam

ucinny prufez polarni hlavou
ztratovy uhel

relativni prodlouzeni (deformace)
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Vxy
Gk
GV
G"
le
Rs

no

<3

Wb

smykova rychlost

Younguv (elasticky) modul pruznosti
elasticky (pamét'ovy) modul

viskozitni (ztratovy) modul

komplexni smykovy modul

efekticni délka uhlovodikového fetézce
kriticky parametr usporadani

rozsah botnani hydrogelt

smykové (teCné) napéti

zdanliva viskozita

dynamickaviskozita

molekularni objem hydrofobni ¢asti molekuly
hmotnost vysuseného hydrogelu
hmotnost nabotnaného hydrogelu
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Abstract: The rheological properties of hydrogels prepared by physical interactions
between oppositely charged polyelectrolyte and surfactant in micellar form were studied.
Specifically, hyaluronan was employed as a negatively charged polyelectrolyte and Septonex
(carbethopendecinium bromide) as a cationic surfactant. Amino-modified dextran was used as
a positively charged polyelectrolyte interacting with sodium dodecylsulphate as an anionic surfactant.
The effects of the preparation method, surfactant concentration, ionic strength (the concentration of
NaCl background electrolyte), pH (buffers), multivalent cations, and elevated temperature on the
properties were investigated. The formation of gels required an optimum ionic strength (set by the
NaCl solution), ranging from 0.15-0.3 M regardless of the type of hydrogel system and surfactant
concentration. The other compositional effects and the effect of temperature were dependent on
the polyelectrolyte type or its molecular weight. General differences between the behaviour of
hyaluronan-based and cationized dextran-based materials were attributed to differences in the chain
conformations of the two biopolymers and in the accessibility of their charged groups.

Keywords: Hyaluronan; carbethopendecinium bromide; sodium dodecyl sulphate;
diethylaminoethyl-dextran hydrochloride; rheology; hydrogels

1. Introduction

Interactions between polyelectrolytes and oppositely charged surfactants constitute an area of
intensive research not only for theoretical reasons but also because of the practical applications of
these systems, e.g., in cosmetic, pharmaceutical, and food products [1]. In this work the interactions of
polyelectrolytes with surfactants in micellar form are of special interest. Kizilay et al. [1] overviewed
the mechanistic and structural features of the complexation and coacervation of polyelectrolytes with
oppositely charged colloids, including surfactant micelles. The first interaction step is the linking of
the colloid and polyelectrolyte, which is described by two types of model—either the “condensation”
of polyelectrolyte chains on the surface of colloidal particles or the binding of colloids as “ligands”
to host polyelectrolytes. Generally, polyelectrolyte—olloid interactions depend mainly on the charge
per polyelectrolyte repeat unit, the ionic strength, pH and the colloid charge density. The effect of
the polyelectrolyte molecular weight is usually negligible [1]. Association typically continues in
several subsequent steps, controlled also by the concentration of interacting species: non-interacting,
individual polymers and colloids (e.g., due to the low concentration of interacting species or the
subcritical colloid surface charge density); primary complexes of an intrapolymer type; soluble
aggregates; and coacervates (the whole system is separated into two immiscible liquid phases, one of
which—the coacervate—is relatively concentrated in macromolecules). Intrapolymer complexes are

Polymers 2019, 11, 927; doi:10.3390/polym11050927 www.mdpi.com/journal/polymers
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formed by individual polymer chains decorated with colloids and have radii similar to those of the
maternal polyelectrolyte. Soluble aggregates are formed by the association of primary complexes.
Coacervation arises from extended interactions among soluble aggregates (complexes) and is considered
to be a true form of liquid-liquid phase separation. In many systems, maximum coacervation is found
when the charges of the colloid and polyelectrolyte are neutralized [1]. However, particularly in
polyelectrolyte-micelle systems, the coacervation region is broader than the electroneutrality point.
Entropic effects, related to counter ion release or the formation of partially charged neutralized droplets
also play a role in interactions between oppositely charged polyelectrolyte-colloids [1].

At surfactant concentrations well above the critical micelle concentration, interactions with
oppositely charged polyelectrolyte can lead to the separation of a gel-like (viscoelastic) material.
Kizilay et al. [2] attributed the viscoelastic properties of coacervate to a “disproportionation” process,
during which poly-ions and their counter ions in systems where the poly-ion charge exceeds that of
colloids are expelled to domains of 50-300 nm in size. Thus, proximal regions of more complete charge
neutralization and higher density are created, which serve as crosslinks in the resulting viscoelastic
material. The formation of these domains is driven by similar forces such as the formation of neutral
aggregates in solution—the enthalpic contribution of interacting opposite charges—and the entropic
contribution from both counter ion release and chain configuration change.

Polyelectrolyte—surfactant gels retain the amphiphilic character of the surfactant building
blocks—inside the hydrophilic gel matrix they contain hydrophobic micelle-like domains capable
of solubilizing non-polar species [2]. However, these materials are still underexplored and only
limited information on their properties can be found in the literature. Perhaps the most information
can be found on hyaluronan—cationic surfactant systems. Thalberg and Lindman [3] describe the
separation of a few volume percent of a highly viscous gel-like phase after mixing hyaluronan with
decyl-, dodecyl, tetradecyl- or cetyltrimethylammonium bromide. Just the gel phase formed by
hyaluronan and tetradecyltrimethylammonium bromide was studied by Wong et al. using NMR
techniques [4]. They observed that, in the gels, the surfactant molecules formed relatively small micellar
aggregates which were bound to the polyelectrolyte chains. The surfactant aggregates seemed to be
completely covered with polyelectrolyte chains at polyelectrolyte/surfactant ratios above 0.5 (by weight).
Thalberg and Lindman [5] prepared the gels from hyaluronan of various molecular weights and decyl-,
dodecyl, or tetradecyltrimethylammonium bromide. The formation of the gel phase was observed for
the hyaluronan molecular weight below about 20,000 g-mol~!. No crystalline phases were detected
with small-angle X-ray scattering. The gels were able to solubilize a hydrophobic dye (in contrast to
hyaluronan-water systems); thus they should contain hydrophobic domains. Proton NMR relaxation
revealed the presence of micellar aggregates in the gels. Analogical self-diffusion studies showed
that surfactants in micellar solutions had self-diffusion coefficients of the same order of magnitude as
those measured in the gels. The surfactant self-diffusion was attributed both to the diffusion of its
monomers within the micellar aggregates and to the monomer exchange between different aggregates.
Water self-diffusion was reduced in the gels by obstruction and the presence of hydration water within
the gel structure.

Buchold et al. [6] investigated hyaluronan-tetradecyltrimethyl ammonium bromide systems at
high surfactant concentrations and in the presence of 160 mM NaBr. They also presented a phase
diagram covering several decades of surfactant concentration in which a two-phase area can be
observed. The authors reported that one of the phases was a turbid, dense gel which was not formed
under salt-free conditions, a finding which is consistent with our previous study [7]. However, only
single phase solutions with very high surfactant concentrations (245 mM and more) were further
investigated in that study [8].

Recently, we reported on the rheological properties of hyaluronan—cetyltrimethylammonium
bromide hydrogels and demonstrated how they can be controlled over a broad range of liquid-like
to solid-like states by the polyelectrolyte molecular weight [7]. In this work, we focused in more
detail on the effects of various processing parameters on the properties of similar gels prepared using
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a slightly different cationic surfactant (approved for use in pharmaceutical formulations) and also
investigated a reversely charged system—a positively charged polyelectrolyte (cationized dextran)
and an anionic surfactant.

2. Materials and Methods

The sodium form of hyaluronan (HYA) was purchased from Contipro (Dolni Dobrou¢,
Czech Republic) and used as anionic polyelectrolyte without further treatment. In this study,
two types of hyaluronan were used, high and low molecular weight hyaluronan (HMW and LMW,
respectively). Diethylaminoethyl-dextran hydrochloride (Sigma-Aldrich, Prague, Czech Republic,
batch BCBQ8681 with 3.0% of nitrogen; DEAED) was used as received as the cationic polyelectrolyte.
The exact molecular weights of all polysaccharides were checked by the SEC-MALLS technique and
the results are shown in Table S1 (Supplementary Material).

Carbethopendecinium bromide (Septonex, Czech Pharmacopoeia quality), a pharmaceutical
cationic surfactant, was purchased from GBNchem (Prague, Czech Republic). Sodium dodecyl
sulphate (SDS, 299.0%), purchased from Sigma Aldrich (Czech Republic), and was used as received as
the anionic surfactant.

The composition of the gel samples was selected on the basis of previous experience and
preliminary experiments. Basically, when increasing the concentration of polyelectrolyte at a constant
surfactant concentration, or vice versa, the gel started to form at a certain concentration, then its
amount increased up to a maximum, after which it decreased upon a further increase in surfactant
concentration. Therefore, we selected concentrations at which sufficient amounts of gel were formed
and at which the viscosity of the polyelectrolyte solutions was not too high to complicate the mixing
and preparation of the samples. The surfactant concentration should be well above its critical micelle
concentration (cf. Table 1).

Table 1. Concentrations of initial solutions of hyaluronan (HYA), DEAED (Diethylaminoethyl-dextran
hydrochloride), Septonex and SDS (Sodium dodecyl sulphate) used to prepare hydrogels by the

solution method.
Hyaluronan
SDS Charge
Septonex 8
Sample HMW LMW DEAED P Ratio
Name (High Molecular Weight) (Low Molecular Weight)
% (wfv) mM
H1 2 200 4.0
H2 2 100 2.0
H3 2 50 1.0
H4 2 200 4.0
H5 2 100 2.0
Hé6 2 50 1.0
D1 4 400 4.7
D2 4 100 1.2

Hydrogels were prepared in two ways—the solution or powder method. The solution method
was based on the simple mixing of the pre-prepared surfactant and polyelectrolyte solutions with the
required concentrations. We found that gels could also be prepared by pouring the liquid solvent over
the mixture of powdered polyelectrolyte and surfactant; this was called the powder method, which is
patent pending [9].

The solution method was realized by mixing a stock solution of polysaccharide and a stock
solution of surfactant in a volume ratio of 1:1 in a vial and leaving the vial on a shaker overnight to
complete the gelation process and the separation of the gel phase. Stock solutions were prepared
in 0.15 M NaCl using deionized water (Purelab Flex, ELGA system), because previous experiments
showed that a non-zero ionic strength of the aqueous medium is important for obtaining gel-like
materials [7]. The initial concentrations of stock solutions are listed in Table 1. The theoretical charge
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ratio was calculated supposing the existence of one charge on each surfactant molecule, one charge per
hyaluronan basic dimeric unit (sodium form) with a molecular weight of 401.299 g-mol~!, and one
charge per each nitrogen atom in DEAED.

In the powder method, required amounts of biopolymer and surfactant in powder form were
weighed directly into the vials. Then, an appropriate volume of 0.15 M NaCl aqueous solution was
added. The final concentrations of the resulting mixtures were half of those listed in Table 1. The samples
were vortexed briefly and left overnight to complete the gelation process and phase separation.

Alternatively, phase separation in both methods was accelerated by centrifugation.
The polysaccharide and surfactant stock solutions were thoroughly mixed in a centrifuge tube
and centrifuged at 4000 rpm for 10 min.

The effect of multivalent ions was investigated by preparing samples by the powder method and
using corresponding salt solutions (CaCl,, MgCl, and FeCls) at a concentration of 0.15 M (instead of
NaCl). Similarly, the effect of pH was studied using appropriate buffer solutions of ionic strength
0.15 M. The composition of buffer solutions is summarized in Table S2. In addition, samples in the
study of the effect of ionic strength and pH were prepared by the powder method using aqueous
solutions of NaCl at different concentrations (0.05-1.0 M).

Rheological measurements were performed on an AR-G2 rheometer (TA Instruments, New
Castle, DE, USA) using steel plate-plate geometry (a diameter of 25 or 8 mm, gap size of 100 um).
Experiments were carried out at least in duplicates, under a controlled temperature of 25 or 37 °C.
Each sample was equilibrated for 3 min at the given temperature before measurement (conditioning).
The maximum normal force used for compressing the sample did not exceed 5 N. During measurement,
a solvent trap was used to prevent water evaporation and subsequent changes in the hydrogel structure.
First, the linear viscoelastic region (LVR) was determined by strain sweep tests (deformation of
0.01-1000%, frequency of 1 Hz, 6 points per decade). Viscoelastic properties (elastic and viscous moduli,
complex viscosity) as a function of oscillation frequency were then determined by frequency sweep
tests in the range of 0.01-20 Hz, the deformation chosen within the LVR (the chosen amplitude of
deformation was the same for all frequency sweeps). Steady state shear experiments were performed
in the shear rate range of 0.02-200 s~! (logarithmic sweep, 6 points per decade). Each experiment was
conducted at least twice. The results are the average of all measurements. The standard deviation did
not exceed 7% in either case—frequency or flow measurement.

The fundamental rheological parameters such as relaxation moduli (G) and relaxation time (A) were
calculated from oscillatory measurements with respect to the Maxwell model [10]. For each hydrogel,
the mesh size was calculated from the frequency sweep measurements according to Equation (1) [10]

3/Geo
&= ‘,kB—T M

where ¢ represents the mesh size calculated in [m], Ge is the value of the storage modulus when
the plateau has been reached (or, if the plateau is not reached, the value of the storage modulus
at the maximum frequency of oscillation), kg is the Boltzmann constant, and T represents the
absolute temperature.

An alternative way of determining the mesh size was also tested. The mesh size was calculated
according to Pescosolido et al. [11] On the basis of measurements and rheological investigation, it was
concluded that the optimal number of Maxwell elements corresponds to four in order to fit the hydrogel
viscoelastic curves. According to this finding, it is possible to calculate the hydrogel shear modulus as
the sum of all relaxation moduli.

The mechanical properties of polyelectrolyte-surfactant hydrogels can be analysed using rubber
elasticity theory [12]. The application of this theory on biopolymer hydrogels has been questioned.
Nevertheless, recent studies [13] have shown that for hydrogels with elastic components, such as the
polyelectrolyte—surfactant hydrogels described, this theory can be applied. One of the most important
assumptions is that the mechanical properties of hydrogels are determined in the linear viscoelastic
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region (the amplitude of deformation in frequency sweep tests must always be chosen from the linear
viscoelastic region). If this condition is met, a new parameter—crosslink density (p,)—can be calculated
according to Equation (2) [11].

P = o7 @
where R is the universal gas constant, T represents the absolute temperature, and G is the shear
modulus. From the crosslink density, which can give us information about the density of the junction
(unit: mol-m~2), the mesh size can be calculated with respect to Equation (3) [11].

6
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3. Results and Discussion

3.1. The Effect of the Preparation Method

Hydrogels of the same composition were prepared by different techniques, as described in Materials
and methods. First, the solution and powder methods were compared. It was found that both methods
gave materials with very similar rheological properties in both oscillatory and shear tests, which indicates
that a final, equilibrium state was reached. An example can be found in Figure S1 (Supporting material),
where the frequency sweep for H1 is shown. The independency of viscoelastic properties on the preparation
method was observed for all tested hyaluronan and dextran hydrogels. This fact is important also from the
point of view of potential applications—it would not be necessary to prepare a solution but just to mix
powders and the liquid dispersion medium directly, which would be more cost-effective.

The separation of hydrogels by free standing, i.e., by gravitation, was rather time consuming
(the phase preparation of hydrogels took at least 24 h), which is undesirable with respect to potential
commercial production. Therefore, the preparation methods were modified by centrifuging the system
after mixing the components. The accelerated separation of the gels did not affect their rheological
properties (data not shown).

Thus, the various preparation methods did not affect the mechanical properties of the resulting
hydrogels. For further investigations, gel samples were separated by the centrifugation method.

3.2. The Effect of Surfactant Concentration

3.2.1. Oscillatory Tests

Strain sweep measurements primarily give information on the extent of the linear viscoelasticity
region, but can also be used to detect the effects of composition. Generally, the surfactant concentration
demonstrated a very small effect on the shape of the strain sweep curves and corresponding moduli
(an example is given in Figure S2 in Supplementary Material).

The storage modulus of HMW hyaluronan-based gels was higher than the loss modulus throughout
the whole linear viscoelasticity region, stressing the gel-like character of all materials. The highest
G’/G” ratio was found for intermediate surfactant concentrations (samples H2, H5), which indicated
the increased rigidity of densely crosslinked materials. In contrast, the loss modulus of LMW
hyaluronan-based gels was higher than the storage modulus. The length of the linear viscoelasticity
region of hyaluronan-based gels was dependent on the surfactant concentration—interestingly,
the length increased with the concentration of surfactant for HMW hydrogels and decreased for LMW
hydrogels (cf. Table S3 in Supplementary Material). Thus, the hyaluronan molecular weight influenced
the structural destruction of the gels—longer chains are necessary to prepare materials with enhanced
resistance to the mechanical destruction of their networks. The lowest value of the storage modulus in
the linear viscoelasticity region was found for sample H3, where the charge ratio was 1:1. This means
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that micelles could be bound both in an electrostatic and steric manner in an excess of surfactants in
the case of samples H1 and H2, which possessed the most rigid behaviour.

Hydrogels prepared from DEAED and a lower concentration of SDS (sample D2) exhibited higher
absolute values of both moduli (elastic and viscous). The linear viscoelastic region was shorter for
the D1 sample. Viscous moduli exceeded elastic moduli during the whole of each measurement and
the difference between elastic and viscous moduli was the same for both concentrations of SDS (the
example is given in Figure 53 in Supplementary Material).

The frequency sweep is the main method of oscillatory rheometry. The effect of surfactant concentration
on frequency sweep results was dependent on the hyaluronan molecular weight. Gels prepared from HMW
hyaluronan showed similar shapes of the measured curves (see the example on Figure $4 in Supplementary
Material). Also, the modulus value at the crossover point was only weakly dependent on the surfactant
concentration. However, the crossover frequency was shifted to higher values with increasing surfactant
concentration, i.e., the corresponding relaxation time decreased in the same time (Table 54). The calculated
mesh size slightly decreased when the surfactant concentration increased and was generally smaller for
HMW hyaluronan gels. The smaller mesh size for HMW hyaluronan gels can be explained by the more
dense coiled structure of HMW hyaluronan in comparison with LMW biopolymer, which is subsequently
crosslinked by surfactant micelles [14] (see Table 2).

Table 2. Cross-over frequency and modulus, mesh size for all prepared hydrogels.

Sample Name  Cross-over Frequency (Hz)  Cross-over Modulus (Pa)  Mesh Size (nm)

H1 0.14 324.5 13.01
H2 0.10 287.8 14.56
H3 0.05 314.2 16.41
H4 0.01 65.6 204
H5 4.64 2422 22.8
Hé 2.15 199.1 21.6
D1 10.00 5765 8.94
D2 6.81 11430 712

The sample of HMW hyaluronan gels with the lowest concentration of surfactant (H3) had
theoretically saturated all potential sites of electrostatic interactions (the charge ratio was 1). Of course,
this supposes the total dissociation and accessibility of all charged groups, which, in real samples,
will not likely be attained [6]. Nevertheless, at an increased surfactant concentration, at least some
micelles are not bound electrostatically but physically entrapped in the gel network and function like
a (nano-sized) filler. This could also explain why the viscoelastic properties change slightly with an
increasing concentration of surfactant and why the mesh size is slightly decreased with an increasing
concentration of surfactant.

In the case of LMW hyaluronan, almost the same general change in moduli with surfactant
concentration as in HMW hyaluronan-based hydrogels was observed. However, due to the shorter
chain length, gels with predominantly elastic moduli could be prepared only when using the highest
Septonex concentration (200 mM), which means that excess surfactant (micelles), can participate in
the network as an elastically active component. Lower concentrations of Septonex (samples H5, H6)
caused the loss moduli of hydrogels to be higher over the whole range of frequencies. Materials formed
from LMW hyaluronan generally behaved more like a viscoelastic liquid than a (soft) solid.

The values of the principal measured or calculated parameters are given in Table 2.
Discrete relaxation spectra were obtained with five elements (see Table 54)—the relaxation spectra for
HWM hyaluronan hydrogels practically overlapped and showed a plateau during the first three or
four relaxation times followed by a noticeable decrease (Figure S5). In the case of LMW hyaluronan
hydrogels, relaxation moduli decreased significantly with increasing relaxation time. This decrease
was practically independent of the Septonex concentration.
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In the case of DEAED-based hydrogels, increased surfactant concentration significantly changed
their rheological behaviour. For samples with lower surfactant concentrations, both viscoelastic
moduli were up to one order of magnitude higher than in the case of samples with higher surfactant
concentrations; the crossover point was shifted to a somewhat lower frequency with a higher value
of crossover modulus (Table 2). Higher moduli values for samples with a lower concentration of
surfactant mean tougher hydrogels (Figure 1).
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Figure 1. Frequency sweep for diethylaminoethyldextran hydrochoride (DEAE)

hydrogels—concentration dependence.

The gels prepared with higher surfactant concentrations also demonstrated a much lower slope
in their relaxation spectra (Figure 56 in Supplementary Material), i.e., slower relaxation. In this case,
the excess of surfactant functioned much more like a “lubricant” than a reinforcing filler, causing a
deterioration in mechanical properties.

3.2.2. Flow Curves

All hydrogels were sufficiently soft to be subject to flow curve measurements. In contrast to
oscillatory tests, much bigger deformations are employed in these tests and the network structure is
thus definitely disturbed. Generally, using an oscillatory technique, the structure of hydrogels should
not be damaged within the linear viscoelasticity region.

All hydrogels demonstrated pseudoplastic behaviour with a Newtonian plateau at low shear rates.
An increased surfactant concentration in hyaluronan-based gels resulted in increased zero-shear
viscosity (see Table S5 in Supplementary Material); i.e., micelles worked as thickening fillers.
LMW hyaluronan hydrogels had lower viscosities than their HMW counterparts, which is attributable
to their shorter chain lengths [15,16]. Their HMW counterparts also possessed a much shorter
Newtonian plateau and a steeper viscosity decrease after this plateau. DEAED-based hydrogels
manifested increased zero-shear viscosity at the lower surfactant concentration, which is consistent
with findings in oscillatory tests, whereas the width of the Newtonian region was weakly dependent
on the surfactant concentration (Table S5 in Supplementary Material).

The observed pseudoplastic behaviour was a result of relatively weak bonding interactions, which
could be relatively easy disrupted by low shear rates. These physical interactions were destroyed at
high shear rates and the biopolymer chains in tattered hydrogels were oriented in the direction of flow,
decreasing the apparent viscosity.

The differences between the rheological behaviour of hyaluronan- and DEAED-based gels may be
attributed to the structural differences in their polysaccharide backbone [17]. Hyaluronan probably
possesses more opportunities for hydrogen bonding and forms a single strain alpha helix [18], whereas
dextran adopts a ribbon like conformation with two antiparallel chains [19-22]. Further, there should be
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differences in the accessibility of the charged groups amenable to electrostatic interactions. Whereas the
positively charged groups protrude from the dextran chain, the negatively charged carboxyls on
hyaluronan are positioned much closer to its backbone—see the structures in Figure 2. The impact of
such accessibility on polyelectrolyte—surfactant interactions was reported by Buchold et al. [6].

’Nrj(czH5)2/
cl

P
"NH(C,Hs), Cr
(b)
Figure 2. (a) Structure of sodium hyaluronate; (b) structure of modified dextran

(DEAE—diethylaminoethyldextran hydrochoride).
3.3. Effect of Temperature

The viscoelastic properties of biopolymer—surfactant hydrogels were determined at 25 and
37 °C. These temperatures were chosen purposefully, because of the potential dermal applications of
these hydrogels. Increased temperature had a very small effect on the strain sweep curves of both
LMW and HMW hyaluronan-based hydrogels. The linear viscoelasticity region remained almost
unchanged, and moduli very slightly increased with increased temperature in all hydrogels prepared
from hyaluronan (for an example see Figure S7 in Supplementary Material).

In the case of DEAED-based hydrogels, the temperature effect on the moduli was rather stronger,
while the linear viscoelasticity region also remained almost unchanged for both hydrogels with different
concentrations of SDS (an example is shown in Figure S8 in Supplementary Material). Both viscoelastic
moduli were slightly shifted to higher values at the elevated temperature.

The temperature effect on frequency sweep measurements was dependent on the hyaluronan
molecular weight. In the case of HMW Ha, temperature increased the values of both moduli (more
distinctly, the elastic modulus) and shifted the crossover point significantly to lower frequencies;
also, the crossover modulus value was decreased (an example is shown in Figure 3a). The relaxation
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spectrum remained almost unchanged when the temperature increased (see Figure S9 in Supplementary
Material). Thus, to some extent, a higher temperature stiffened the structure of the hydrogel prepared
from HMW hyaluronan.
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Figure 3. (a) Frequency sweep for H1 sample—temperature dependence; (b) frequency sweep for
H4 sample—temperature dependence

In contrast, increased temperature significantly reduced the moduli of LMW hyaluronan-based
hydrogels and both moduli exhibited very similar values at the higher temperature over the whole
frequency range (an example is given in Figure 3b). The crossover point seemed to remain essentially
unchanged from the point of view of frequency, whereas the crossover modulus value was probably
significantly lower at the elevated temperature (determining the exact crossover location is problematic
due to the almost completely overlapping corresponding curves). The relaxation spectrum was shifted
downwards and to the left with temperature (cf. the example in Figure S9 in Supplementary Material).

The polymer molecular weight is thus crucial for the heat resistance of the structure and elasticity
of hyaluronan polyelectrolyte-surfactant hydrogels. Short chains form a looser network structure
which is released by a moderate increase in temperature. In contrast, the structure formed by
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long chains is stiffened, which suggests the accessibility of more crosslinking points at the elevated
temperature, probably as a result of the higher molecular mobility and conformational rearrangements
of biopolymer chains.

The temperature effect on the frequency sweep of DEAED-SDS hydrogels (at both concentrations
of SDS) was manifested by decreased moduli values and increased crossover frequencies at the elevated
temperature (example is shown in Figure 4). The crossover modulus value was not substantially
changed by changes in temperature. The relaxation spectrum was shifted downwards with increased
temperature for both systems (see the example in Figure 510 in Supplementary Material). The behaviour
at the elevated temperature was thus similar to that of LMW hyaluronan-based gels.
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Figure 4. Frequency sweep for sample D2—temperature dependence.

Flow curves were not significantly affected by temperature in the case of HMW hyaluronan-based
hydrogels and DEAED-SDS hydrogels. The disturbed network structure of the resulting fluid-like
materials was thus not sensitive to the applied temperature increase. LMW hyaluronan-containing
materials demonstrated increased viscosity and no Newtonian plateau at the higher temperature,
as shown in Figure S11 in Supplementary Material.

3.4. Effect of lonic Strength

The viscoelastic properties of HMW hyaluronan-based hydrogels were strongly dependent on
ionic strength. Hydrogels with lower ionic strength (0.05 M NaCl) had a higher elastic modulus
than viscous modulus at higher frequencies of oscillation. The crossover point was shifted to higher
frequencies in comparison with a standard sample (0.15 M NaCl); moreover, both moduli exhibited
lower absolute values. On the other hand, at a higher ionic strength (0.3 M NaCl), both moduli
were distinctly shifted to lower absolute values in comparison with standard samples or hydrogels
with a lower ionic strength. The viscous modulus exceeded the elastic modulus over the whole
range of measurable frequencies, which means that materials with a higher ionic strength behave
more liquid-like. Moreover, hydrogels at yet higher ionic strengths (>0.3 M NaCl) could not be
prepared—there was no gelation process.

The same behaviour was also observed for LMW hyaluronan-based hydrogels.
Furthermore, the critical ionic strength of the LMW hyaluronan-hydrogels gelation process was
lower than for HMW hyaluronan-based hydrogels—when an ionic strength of 0.15 M NaCl was
exceeded, the gelation process was not observed.

DEAED-SDS-based hydrogels with the highest ionic strength (0.5 M) could not be prepared
due to surfactant solubility problems in this environment. Samples with lower (0.05 and 0.1 M) and
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higher (0.3 and 0.5 M) ionic strengths than the standard ionic strength (0.15 M) were prepared without
problems. On the other hand, hydrogel based on DEAED-SDS in pure water without the adjustment
of ionic strength could not be prepared. Non-zero ionic strength is required for the preparation of
DEAED-SDS hydrogel (at least 0.05 M).

The linear viscoelastic region of DEAED-SDS hydrogels was independent of ionic strength and
was comparable with that of the standard sample. The results from frequency sweep test measurements
showed a very small effect of ionic strength on sample D2 and a toughening effect of increased ionic
strength on sample D1.

Flow curves for DEAED-SDS-based hydrogels detected a very small effect of ionic strength in
comparison with flow curves for standard samples. Flow curves at the changed ionic strength were
close to the flow curve for the standard sample, especially in the Newtonian region. The biggest
difference in flow curves was demonstrated by the hydrogel prepared with an ionic strength of 0.3 M,
which had the highest viscosity values in the non-Newtonian region.

Gelation in both biopolymer systems was sensitive to ionic strength. Gels could not be prepared
without the addition of low molecular weight electrolyte. Thalberg and Lindman [3] reported that
a certain minimum concentration of surfactant is needed for the marked formation of complexes
between hyaluronan and cationic surfactants. A too high surfactant concentration is known to
suppress polyelectrolyte—surfactant interactions due to the screening of electrostatic forces. The same
was observed in this work for DEAED systems. Ions of the added electrolyte affect biopolymer
polyelectrolyte conformations and the aggregation of surfactants (by changing their critical micellar
concentration and acting as additional counter ions to dissociated surfactant moieties). For the
formation of hydrogel materials and achieving adequate rheological properties, there is an optimum
ionic strength for both biopolymers, which lies around 0.15-0.3 M.

3.5. Effect of pH (Buffers)

Standard gel samples (i.e., samples without extraneous pH control) prepared from hyaluronan
were of essentially neutral pH, whereas DEAED-based gels were slightly acidic (see Table 3).

Table 3. pH values of hydrogels and supernatants.

pH
Sample Name Gel Phase Supernatant
H1 6.88 7.09
H2 7.23 7.20
H3 7.15 7.00
H4 6.83 7.32
H5 7.05 7.25
Hé 7.38 7.13
D1 4.58 6.74
D2 493 6.60

Generally, changes in pH decreased both moduli and suppressed the elastic behaviour of
hyaluronan-based hydrogels during strain sweep in comparison to a standard sample. The effect of pH
buffers has been studied only for phase-separated hydrogels based on HMW hyaluronan. In the case of
LMW hyaluronan, the elastic modulus was lower than the viscous modulus and in some samples even
unmeasurable. In the case of HMW hyaluronan, both moduli had comparable values, which decreased
with increasing pH, except for the highest pH value where the moduli values were the highest.

No effect of pH was observed on the width of the viscoelastic region in DEAED hydrogels.
D1 hydrogels could be prepared only in a pH range of 4.5-7, which is very close to the pH of standard
sample; no gels were formed in more acidic or alkaline environments. In contrast, it was possible to
prepare D2 hydrogels throughout the chosen pH range. More acidic buffer slightly toughened the
D2 hydrogels.
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Frequency sweep investigations resulted qualitatively in the same conclusions—LMW hyaluronan
resulted in a liquid-like, viscous material with practically unmeasurable elastic moduli (in contrast
to the corresponding standard samples). The curves measured for HMW hyaluronan gels were all
located about two orders of magnitude below the curves for the standard sample. They were slightly
shifted to lower moduli values with increasing pH, except for the highest pH curve, which gave the
highest moduli (see Figure 5a,b). The crossover point frequency first increased with increasing pH,
then dropped down for the highest pH. The effect of pH on the crossover modulus was small.
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Figure 5. (a) Frequency sweep (storage moduli) for H1 sample—pH dependence; (b) frequency sweep
(loss moduli) for H1 sample—pH dependence

The D1 standard sample achieved the lowest viscoelastic moduli in frequency sweep tests.
Both moduli thus increased with increased pH and were almost identical for D1 gels prepared in
buffers of pH 5 and 7. Crossover moduli and crossover frequencies were shifted to higher and lower
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values, respectively, in comparison to the standard sample. The effect of pH on D2-based gels was
much smaller—decreasing pH somewhat toughened the gels, while the highest pH resulted in gels
with the lowest moduli, which were very close to the moduli of the standard sample (see Figure
S12). Whereas the crossover modulus was comparable for gels prepared at the three lower pH values,
its value dropped two orders of magnitude for the gel prepared at the highest pH; similar behaviour
was also observed for the crossover frequency (see Table 4). The effect of pH on the basic parameters of
the frequency sweep tests is summarized in Table S7.

Table 4. Cross-over frequency and modulus, mesh size for all prepared hydrogels, pH influence.

pH Sample Name Cross-over Frequency (Hz) Cross-over Modulus (Pa) Mesh Size (nm)
H1 0.954 34.24 48.25
H2 1.474 43.19 43.75
H3 1.732 29.03 56.58
35 H4 gel not observed
H5 gel not observed
Hé6 gel not observed
D1 gel not observed
D2 4511 16320 3.93
H1 1.175 29.47 52.27
H2 0.507 55.82 28.71
H3 1.972 35.57 54.93
5 H4 gel not observed
H5 gel not observed
Hé6 gel not observed
D1 11.660 16440 5.72
D2 8.055 15220 5.46
H1 3.160 37.54 56.52
H2 1.196 40.19 50.00
H3 2121 27.02 61.19
o H4 gel not observed
H5 gel not observed
Hé6 gel not observed
D1 1,468 4250
D2 7.853 13740 5.18
H1 0.650 34.14 57.67
H2 18.070 78.23 38.34
H3 1.674 19.79 68.41
9 H4 gel not observed
H5 gel not observed
Hé6 gel not observed
D1 gel not observed
D2 0.248 | 871 | 6.82

The effect of pH on flow curves was also dependent on hyaluronan molecular weight. Flow curves
measured for HMW hyaluronan-containing gels (see Figure 6) almost always showed lower apparent
viscosities than the standard sample. Gels prepared at pH 9 possessed the highest viscosities whereas
those prepared at pH 7 had the lowest. All flow curves started to overlap at the highest frequencies.
In the case of LMW hyaluronan-containing materials, there was about a one order of magnitude
decrease in apparent viscosities and a reduction in the Newtonian region compared with the standard
sample. There was no significant effect of pH on the flow properties of hydrogels prepared from
DEAED and SDS, which accords with the results of oscillatory tests. All hydrogels, independently
of pH, displayed pseudoplastic behaviour, with mostly overlapping flow curves possessing a clear
Newtonian plateau at low shear rates up to approximately 1.0 s71, with the exception of the standard
sample, where the Newtonian plateau ended at approximately 0.2 s7L.
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Figure 6. Flow properties of H1 sample—pH dependence.

The results obtained with hydrogels prepared in buffer solutions demonstrated that besides the
effect of pH the effect of buffer ions should also be considered, despite the fact that the buffers were
prepared at identical ionic strengths. Acidic pH should protonate hyaluronan and thus suppress
its electrostatic interactions with surfactant micelles and, consequently, the formation of crosslinks.
This was confirmed, particularly in the case of LMW hyaluronan-based gels. Samples prepared in
phosphate buffer had approximately similar pH in comparison to the standard sample; however,
different rheological properties and decreased acidic pH slightly toughened HMW hyaluronan-based
hydrogels. Thus, differences in the size and charge of buffer ions seemed to affect the structures of
the formed materials. In the case of DEAED-based gels, a much stronger influence of surfactant
concentration on the effect of pH was observed. This could be a result of the better accessibility of
DEAED charged groups together with the higher sensitivity of anionic surfactant to pH and buffer
ions. Much higher sensitivity to the buffer environment was detected in the sample with higher
surfactant concentration—both acidic and alkaline environments hindered the formation of gel material.
Whereas alkaline conditions should suppress DEAED charging (the dissociation of amino groups),
acidic environments should tend to neutralize the surfactant charge. Atlower surfactant concentrations,
weak gel was already formed in the absence of buffer, which was not very sensitive to the addition of
buffer ions.

3.6. Effect of Multivalent Ions

The presence of multivalent ions affected the linear viscoelasticity region of hyaluronan-based
hydrogels detected in strain sweep experiments. The effect of ions on moduli values was stronger
in the case of LMW hyaluronan-based hydrogels. The highest moduli were obtained for hydrogels
containing Fe3* ions, the lowest for hydrogels with Ca?* ions (HMW hyaluronan) or Mg?* ions (LMW
hyaluronan). All hydrogels containing multivalent ions had lower viscoelastic moduli in comparison
with the standard sample (without the addition of multivalent ions), because all added cations had the
same charge as the micelles and therefore could supress polymer-micelle interactions. On the other
hand, Fe3* ions are known to crosslink hyaluronan chains themselves, which could be the reason for
the highest moduli observed among the tested ions [23]. The range of the linear viscoelastic region
was independent of the presence of multivalent ions.

The linear viscoelastic region of DEAED gels was weakly dependent on the presence and type of
multivalent ions (Ca* ions had the biggest effect) and was comparable with that of the standard sample
without the addition of multivalent ions. The effect of multivalent ions on the viscoelastic properties
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of DEAED hydrogels was dependent on the surfactant concentration. In the case of D1 samples,
the presence of multivalent ions caused an increase in both moduli. The highest increase was observed
for Ca?* ions. In contrast, sample D2 containing multivalent ions had lower viscoelastic moduli in
comparison with the standard sample. Again, the greatest influence was observed for Ca?* ions (more
than one order of magnitude higher than standard sample moduli). In contrast to hyaluronan-based
hydrogels, there was no significant influence of ferric ions on the values of viscoelastic moduli.

In DEAED-based samples the added multivalent cations had an opposite charge to the surfactant
micelles and were thus supposed to affect the hydrogels’ behaviour mainly through their interactions
with micelles. This is in accord with the observed dependence of the effect of the cations on the surfactant
concentration. In an excess of surfactant (a charge ratio greater than 1, D1 samples) the added cations
were observed to have a stiffening effect, which could be attributed to the formation of new structures
between the added cations and micelles which did not participate in the biopolymer-surfactant
network crosslinks. In the case of D2 samples, a proportion of the micelles interacted with the added
cations, which disturbed the biopolymer-surfactant network and lowered its rheological parameters.
(The basic characteristics of the linear viscoelasticity region in the presence of multivalent ions are
summarized in Tables 56 and S7 in Supplementary Material).

The frequency sweep of HMW hyaluronan-based gels showed a stiffening effect on the part of
Fe3* ions, whereas bivalent ions decreased the values of both moduli (for a representative example,
see Figure 7a,b).

In particular, ferric ions increased the storage modulus at lower frequencies and shifted the
cross-over point to very low frequencies (in fact, the storage modulus outweighed the loss modulus
across the whole of the measured frequency range). The frequency sweep of LMW hyaluronan-based
gels possessed the same behaviour as that of HMW hyaluronan-based gels in the environment of
bivalent ions, where both moduli were slightly decreased. In the presence of ferric ions, no gelation
process was observed. The effect of multivalent ions on the viscoelastic properties of both types of
hydrogels is summarized in Table 5.
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Figure 7. (a) Frequency sweep (storage moduli) for H1 sample—the effect of multivalent ions; (b)
frequency sweep (loss moduli) for H1 sample—the effect of multivalent ions

Table 5. The effect of multivalent ions to cross-over point in samples, values of frequency and G" = G".

Cross-over Point

Sample Original Sample CaCl, MgCl,-6H,O FeCl;
Name Moduli Frequency Moduli Frequency Moduli Frequency Moduli Frequency
(Pa) (Hz) (Pa) (Hz) (Pa) (Hz) (Pa) (Hz)
Hi1 328 0.14 206 0.16 200 0.09 227 0.01
H2 278 0.10 207 0.07 246 0.14 - <0.01
H3 338 0.06 255 0.05 154 0.05 - <0.01
H4 69 0.01 477 19.85 90 0.11 75 0.12
H5 245 4.77 584 6.51 89 0.15 74 0.12
Hé 192 2.04 522 2.55 73 0.11 76 0.05
D1 5765 10.00 9089 1.00 14670 10.00 17140 31.62
D2 11430 6.81 no cross-point 5142 3.16 1560 1.47

In the case of DEAED-based hydrogels, the results of frequency sweep investigations basically
corresponded to those obtained from strain sweep measurements. Hydrogels with higher surfactant
concentrations and containing multivalent ions had lower viscoelastic moduli, whereas those with
lower surfactant concentrations had higher viscoelastic moduli in comparison with the standard
sample. Hydrogels containing calcium ions had the biggest influence on viscoelastic moduli, which
were more than one order of magnitude higher (D1) or lower (D2) than standard sample moduli,
see Figure 8a,b.

Flow curves detected a very small effect of bivalent ions on hydrogels prepared from both HMW
and LMW hyaluronan (Figures 513 and 514 in Supplementary Material); in the case of LMW biopolymer,
the curves were shifted slightly upwards, i.e., the ions slightly increased viscosity. The effect of Fe>* ions
was stronger, particularly in the case of LMW hyaluronan, where viscosity increased by up to four orders
of magnitude and the increase in viscosity was inversely proportional to the shear rate (Figure S14).

Multivalent ions somewhat increased the apparent viscosity within the Newtonian plateau of the
standard sample D1, whereas a decrease was observed in the case of D2 samples (Figures S15 and
516). Also, with respect to D1 samples, the Newtonian plateau was disturbed by multivalent ions in
the sense that the viscosity was not constant but slightly decreasing. In the presence of multivalent
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ions, the viscosity decrease in the non-Newtonian region was not so steep in D1 samples and almost
unchanged in D2 samples, except in the Ca-containing sample. Calcium ions had generally the
strongest effect on flow curves of DEAED-based hydrogels.
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Figure 8. (a) Frequency sweep (storage moduli) for D1 sample—the effect of multivalent ions;
(b) frequency sweep (loss moduli) for D1 sample—the effect of multivalent ions

4. Conclusions

Hydrogels were prepared from oppositely charged biopolymer polyelectrolyte and surfactant
in micellar form at a surfactant:biopolymer charge ratio at least equal to one. Hyaluronan acted as a
negatively charged biopolymer, whereas DEAED (amino-modified dextran) was used as a positively
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charged biopolymer. The former interacted with Septonex (carbethopendecinium bromide) whereas
the latter interacted with sodium dodecylsulphate. The rheological properties of hyaluronan-based
hydrogels were dependent mainly on the polymer molecular weight. Surfactant concentration
(more precisely, the concentration of micelles and a surfactant:biopolymer charge ratio above 1)
showed only a small effect. Surfactant concentration was found to have a much greater effect for
DEAED-based hydrogels.

Gels were formed at an optimum ionic strength (set by NaCl solution), ranging from 0.15-0.3 M
regardless of the type of hydrogel system or surfactant concentration. Outside the optimum range,
the formation of either very weak gels (viscoelastic liquids) or viscous liquids was observed.

The effect of increased temperature (37 °C) was dependent on the hydrogel composition and
biopolymer (hyaluronan) molecular weight. Both the stiffening and weakening of gels with increased
temperature was observed.

Preparing gels in buffers of acidic, neutral, or alkaline pH generally deteriorated their mechanical
properties in comparison to hydrogels prepared in NaCl solution with the optimum concentration
(ionic strength). The best materials were thus prepared in model physiological solution (0.15 M NaCl)
at natural pH. Besides controlling the pH, the buffers also affected the hydrogel properties due to the
presence of their ions, which changed the environment of the ionically crosslinked hydrogels.

The addition of multivalent cations decreased the values of the rheological parameters of
hyaluronan-based hydrogels probably due to their interference in the interactions between hyaluronan
and micelles possessing the same charge as the added cations. In the case of DEAED-based materials,
a stiffening effect on the part of the added cations was observed in the presence of excess surfactant
charge as a result of their interactions with (excess) micelles which were not involved in the hydrogel
network crosslinks.

General differences between the behaviour of hyaluronan and DEAED materials were attributed
to the differences in the chain conformations of the two biopolymers and in the accessibility of their
charged groups. To sum up our work, it was experimentally proved that the final flow and viscoelastic
properties of phase-separated hydrogels based on surfactant:biopolymer can be certainly modulated
by changing of chemical composition of the hydrogels as well as physico-chemical parameters
(temperature, ionic strength, presence of multivalent ions). These findings are crucial for the potential
applications of phase-separated hydrogels on a wider level.

Supplementary Materials: The supplementary materials are available online at http://www.mdpi.com/2073-4360/
11/5/927/s1.
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ABSTRACT

Attenuated total reflection Fourier transform infrared (ATR-FTIR) spectroscopy and thermogravimetric analysis
(TGA) were evaluated as useful techniques to study bulk and hydration water in hydrogels. Hydrogels formed by
cationized dextran (DEAE-dextran) and anionic surfactants were used as model materials. The IR technique was
applied both on fresh samples and on dehydrating samples during the evaporation process. Not only overall IR
spectra but especially the deconvoluted OH band was used in the analysis. IR spectroscopy was shown to provide
especially structural information which is nicely complemented by the mainly quantitative data provided by
TGA. Significant differences between the dehydration processes for the model gels with different surfactants
were revealed. The DEAE-dextran-based hydrogels were characterized by a continuous step dehydration with
different drying rates in the initial evaporation period. Three different water subpopulations were identified in
all model hydrogel samples. Water molecules in these hydrogels containing a higher concentration of surfactants
demonstrated a more ordered hydrogen network, which was formed by subpopulations of pentamers, tetramers
and/or distorted pentamers.

1. Introduction

Hydrogels are well-known colloids in which the dispersion medium
(phase) is formed by water (aqueous solution) and the dispersed phase
is in a solid state formed usually by chains of hydrophilic polymers
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forming the hydrogel network. Hydrogels find applications in a broad
range of products such as pharmaceutical, food, cosmetic, agricultural
or horticultural products [1,2]. Biocompatible hydrogels are important
materials for drug delivery or tissue engineering where they are applied
as soft contact lenses, artificial implants, actuators, wound healing
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dressings, etc. [3,4]. Hydrogel applications benefit from the high con-
tent of water which is embedded in their solid-like matrix. Due to the
high water content, the transport of low molecular weight compounds
in hydrogels is not greatly slower than in liquids but hydrogels retain
shapes and can be easily deformed, cut, or even injected [5]. Hydrogels
are viscoelastic and therefore moderate deformations of their structural
network are reversible (recoverable).

Water content is among the principal characteristics of any hy-
drogel. This basic and gross parameter can be supplied by a more de-
tailed insight into the water state and binding within the hydrogel
meshwork. NMR spectroscopy is a fine tool to address this task [6,7]
but even IR spectroscopy, which is much less expensive and in its ATR
version easily applicable, can provide valuable information. The IR
absorption bands of water (especially those in the range of
3800-3000 cm ™ ') can provide a molecular-level information related to
the involvement of water subpopulations in specific structural ar-
rangements such as water multimers and the water network. Recently,
two ways for determining these water subpopulations have been suc-
cessfully utilized in describing the hydration of polymers: Fourier self-
deconvolution and fitting the measured envelope band by the summa-
tion of usually three Gaussian components using non-linear fitting tools
(i.e. data analysis software) [8-10].

In our previous work, we have focused on preparation and char-
acterization of hydrogels prepared by mixing oppositely charged
polyelectrolyte with surfactant in the micellar form [11]. Experimental
data suggests that physical crosslinks in these materials are formed
preferably by electrostatic interactions between surfactant micelles and
charged groups on the polyelectrolyte. Furthermore, by means of a
rheological analysis of the gels we have shown that their viscoelasticity
can be controlled in a broad range by the molecular weight of the
polyelectrolyte and the concentration of micelles. Obviously, water in
these hydrogels is expected to form not only a dispersion medium but
also to create a hydration shell around micelles and biopolymer chains.
Therefore, the current study is aimed at IR-spectroscopic study of water
in the polyelectrolyte/surfactant hydrogels. In particular, we focus on
hydrogels formed via mixing cationic polyelectrolyte (amino-modified
dextran) with anionic surfactants as model materials to evaluate the
capability of the IR technique. IR spectroscopy was applied not only on
the fresh (fully hydrated) samples but used also in order to follow water
loss from hydrogels during evaporation over time in order to detect any
changes in the amount of water in the hydrogel. From this perspective,
thermogravimetry was also employed as a supporting technique routi-
nely used in monitoring the drying process in highly hydrated mate-
rials.

2. Materials and methods
2.1. Preparation of polyelectrolyte-surfactant hydrogels

In this study diethylaminoethyl-dextran (in the hydrochloride form)
was used as a model cationic polyelectrolyte. It was selected on the
basis of preliminary tests as a representative of cationic polysaccharides
which formed hydrogels with surfactants readily and without specific
pH control. It belongs to the class of the low charge density polyelec-
trolytes [12], similarly as hyaluronan used in our previous work [11].
Dry polymer was purchased from Sigma-Aldrich (Czech Republic;
product number D9885, batch number BCBQ8681) and used without
any further treatment, The weight averaged molar weight
(573 *= 9kDa) and polydispersity index (2.2) of the DEAE-dextran
were determined via gel Size Exclusion Chromatography (Agilent, In-
finity 1260 system, PLgel MIXED-C column) with Multiangle Light
Scattering (Wyatt Technology, Dawn Heleos II) and Differential Re-
fractive Index (Wyatt Technology, Optilab T-rEX) detection. The ni-
trogen content reported by the producer was 3%. Two model anionic
surfactants were used: sodium dodecyl sulfate (SDS) and sodium tet-
radecyl sulfate (STS). Both surfactants were purchased from Sigma-
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Table 1
Concentration of initial stock solutions of DEAE-dextran, SDS and STS used to
prepare hydrogels.

Sample of hydrogel DEAE-dextran % (wt/vol) SDS STS
mM

D1 4 400

D2 4 100

D3 4 200

D4 4 150

Aldrich (Czech Republic).

Hydrogels were prepared via mixing a stock solution of biopolymer
and a stock solution of surfactant in the volume ratio 1:1. The exact
compositions of the respective stock solutions were selected on the basis
of preliminary tests (formation of sufficient amount of gel-like material)
are summarized in Table 1. The resulting mixtures were left on a shaker
overnight to complete the gelation process after which the system was
centrifuged, the supernatant was discarded and the gel collected for
further experiments. All the stock solutions were prepared in 0.15 mol/
L NaCl using ultra-pure water (Purelab Flex, ELGA system, Lane End,
United Kingdom). The composition of the formed hydrogels was esti-
mated on the basis of the residual component contents in the super-
natant and is given in Table S1 (Supplementary material).

2.2, Thermogravimetric analysis

Thermogravimetry of the polyelectrolyte-surfactant hydrogels was
performed using a Q5000 TG analyzer (TA Instruments, New Castle,
Delaware, USA). Approximately 15 mg of fresh hydrogel was weighted
into a platinum pan. After inserting the pan into the TG analyser, the
sample was either heated from room temperature at a defined heating
rate in the air or under a nitrogen atmosphere (dynamic TGA) or the
sample temperature was instantaneously equilibrated and maintained
at 70 °C in a nitrogen atmosphere (isothermal TGA). In both types of TG
analyses, the relative sample weight was recorded continuously
with + 0.1% mass accuracy.

2.3. Infrared spectroscopy

Steady-state and time-resolved FTIR spectra were obtained by
means of an Attenuated Total Reflectance (ATR) technique using a
Nicolet iS50 spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).
All measurements were taken at room temperature (in an air-condi-
tioned room) on the built-in diamond ATR crystal. Steady-state FTIR
spectra were recorded over the range 4000-400cm ™' at 4cm™* re-
solutions and represented an average of 128 scans. The spectrum of the
clean dry diamond ATR crystal in ambient atmosphere (air) was used as
the background for infrared measurement. For time-resolved measure-
ment, a small amount (approximately 200 uL) of the polyelectrolyte-
surfactant hydrogel was placed directly on the clean dry surface of the
ATR crystal and the data collection using Omnic Series data collection
software was started. The time-resolved FTIR spectra were collected at
regular time intervals while water evaporated from the hydrogels. The
individual FTIR spectrum was collected every 5s as an average of 8
scans with a resolution of 4 cm™! over the course of the drying ex-
periment (total time 200 min at minimum). In order to monitor the
water content of hydrogels over time, raw absorption spectra were
evaluated with no artificial processing (e.g. baseline or ATR corrections,
atmospheric suppression). In order to investigate the change in the
water structure in polyelectrolyte-surfactant hydrogels, the absorption
band that corresponds to O—H stretching in hydroxyls (3800-3000
ecm™!) was processed by deconvolution into individual overlapping
components attributed to three states of the water molecule. The po-
sitions of the overlapping bands were acquired by the 2nd derivative
method according to [13]. Subsequently, the deconvolution was made
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by fitting the experimental band to three calculated Gaussian compo-
nents using Origin 8.1 software. Interpretation of three calculated
components was based on the literature [9].

3. Results and discussion
3.1. TGA analysis of the gel-drying process

Thermogravimetry (TGA) regularly represents the first experimental
choice when a drying of highly hydrated materials (such as hydrogels)
is to be analyzed. The method is based on monitoring the weight of the
sample during a user-defined thermal program (i.e. heating/cooling of
the sample) in a controlled ambient atmosphere. Therefore, TGA was
included in this study to complement and to support the interpretation
of the results of the method of that mainly interests us here, i.e. the
FTIR spectroscopic drying assay.

Initially, the thermal stability of the gel-forming components was
checked via the standard TGA procedure. The respective compound in
its original (powder) state was heated to 600 °C with a heating rate of
10 °C/min and the decomposition temperature was determined from
the onset of the drop in the sample weight that corresponds to the
thermal decomposition. It was confirmed that all the individual gel
components in their dry state are on the time scale of the performed
experiments thermally stable up to 200 °C.

Subsequently, all the studied polyelectrolyte-surfactant hydrogels
were subjected to a similar TGA assay. The respective thermograms are
shown in Fig. 1. It can be clearly seen that the weight of all the hydrogel
samples drops in a stepwise manner. The first two stages of the sample
weight drop, which proceed from the very start of the experiment until
the sample reaches a temperature around 120-150 °C, can be attributed
to the removal of water from the hydrogel matrix, while at higher
temperatures thermal decomposition of the dry content of the hydrogel
proceeds. When focusing on the drying behavior of the tested gels, it is
noticeable that the main character of the drying process is similar for all
four considered hydrogel compositions. Removal of water from a
sample proceeds in two steps, the first one arising immediately when
the experiment starts, while the second drying step begins when the
temperature is approaching the boiling point of water (100 °C). These
results indicate that at least two distinguishable types of water are
found in the sample, namely more freely bound water which evaporates
faster and more strongly bound hydration water removed at higher
temperatures. From the thermograms shown in Fig. 1, it is also evident
that the latter step of water removal is continuously followed by
thermal decomposition of the hydrogel matrix (note the partially
overlapping peaks in derivative thermograms represented by dashed
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Fig. 1. TGA thermograms provided as time evolution of relative weight (solid
curves) and the rate of the weight loss (dashed curves) during heating of tested
hydrogels in air (heating rate 10 °C/min). Analyzed gels are labeled according
to Table 1.
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curves in the temperature region 100-200 °C). For this reason, it is not
possible to determine the dry content weights of the tested hydrogels
based solely on this basic TGA assay. Therefore, further TGA analyses
were performed to provide a more comprehensive view of the drying of
the studied gels.

At first, lower heating rates (5 °C/min and 2 °C/min, respectively)
were applied. The results of these analyses are shown in the
Supplementary material (see Fig. S1). Application of lower heating
rates aimed primarily at separating the individual drying steps and also
the drying and decomposition processes during the sample heating.
Nevertheless, it was found that even at the lowest heating rate applied
(2 °C/min), the drying of the sample passes continuously to the thermal
decomposition (see Fig. S1). Furthermore, also the drying process
maintains its character of more drying steps continuously following
each other. The main difference in the drying behavior at the lower
drying rates is represented by the shift of the drying steps to the lower
temperatures. Similar information was provided also from TGA analysis
performed in an inert (nitrogen) atmosphere. Fig. S2 (Supplementary
material) shows a comparison of the thermograms of the tested hy-
drogels obtained under an air and a nitrogen atmosphere, respectively.
It can be seen that the zero humidity of the inert atmosphere supports
and accelerates drying. This is again represented by the shift of drying
rate peaks to the lower temperature. Furthermore, it can be seen that
more water is removed during the first drying step in nitrogen than in
air (note the increased relative height of the first peak in the drying rate
curve). Similarly to drying in air atmosphere, no significant difference
in the drying behavior of the tested hydrogels was revealed in the inert
ambient atmosphere either.

As far as monitoring of the drying process is concerned, a major
limitation of the above-mentioned dynamic (heating) TGA experiments
is represented by the fact that decomposition of the thermally labile
polymer-surfactant network begins soon after or even during the water-
removal process. Therefore, we complemented our study with an iso-
thermal TGA experiment, where the weight of the measured sample and
the rate of its change are monitored over time at a constant temperature
(at 70°C in our case). This method has previously been successfully
utilized for instance in differentiation of intracellular and extracellular
water in microbial cell cultures [14,15]. Fig. 2 shows the initial period
(0-20 min) of the isothermal drying process for all tested hydrogels. It
can be seen that for all samples the drying rate first increases while the
temperature is raised, followed by a substantial decrease in the drying
rate during the equilibration of the measurement temperature and
isothermal drying. When comparing the particular thermograms of
samples D1-D4, several tiny but noticeable differences can be found.
Firstly, in agreement with the results of the dynamic TGA analysis
presented above, it is evident that when comparing the gels prepared
using the same surfactant (D1/D2 and D3/D4), the hydrogel prepared
with a higher concentration of surfactant applied is always represented
by a lower drying rate in the initial drying period (see the respective
maxima in the drying rate curves), but at later times its drying rate
curve crosses and exceeds the curve of its counterpart prepared with a
lower concentration of surfactant. This can be interpreted as a mani-
festation of the more densely cross-linked hydrogel network with more
strongly-bound hydration water where the higher concentration of the
cross-linking agent (surfactant) is used. A more pronounced difference
is found for DEAE-dextran gels cross-linked by SDS (D1 and D2) than
for those prepared with STS, which is probably caused by the greater
difference in the applied surfactant concentrations and, correspond-
ingly, in the density of cross-links in gels with SDS. Furthermore, in
these gels (D1 and D2) a sudden change in the drying-rate curve can be
found in the initial period (indicated with arrows in Fig. 2). These
sudden changes in the drying rate curves are often assigned to a change
in the drying mechanism [16]. This indicates that the initial mechanism
of the drying process is changed during this initial period for SDS-
containing hydrogels but is maintained for the STS-based gels where no
such feature is found in the drying curves.
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Fig. 2. Initial part (0-210 min) of TGA thermograms recorded during isothermal drying of all tested gels. Evolution over time of the sample weight (solid), drying

rate (dashed) and temperature (dash dotted) is shown.

3.2. Steady-state FTIR spectrometry

As a first part of the spectroscopic study of the tested DEAE-dextran
hydrogels, the FTIR spectra of the gels were measured immediately
after their preparation to see their basic IR features and to characterize
their molecular structure in the fully hydrated state. The steady-state
ATR-FTIR spectra of polyelectrolyte-surfactant hydrogels are presented
in Fig. 3. Interpretation of their absorption bands has been carried out
according to the literature data [17-19]. The spectra are mainly char-
acterized by bands of aliphatic, alcohol and polysaccharide groups. All
the spectra of polyelectrolyte-surfactant hydrogels contain a broad
band at 3400-3300 cm ~ ! corresponding to the O—H stretching of bulk
liquid water. The water molecules are also indicated by the broad de-
formation band centered at about 1645cm ™! resulting from bending
vibration.

The presence of aliphatic chains is demonstrated in the spectral
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e
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Fig. 3. ATR-FTIR spectra of all tested dry polyelectrolyte-surfactant hydrogels.
DEAE-dextran gels with SDS (black and blue solid curve) and DEAE-dextran
gels with linear STS (green and red solid curve) (For interpretation of the re-
ferences to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version
of this article).

range of 2960-2840 cm . Sharp and intensive bands at 2919 cm ~*

and 2850cm ™! were ascribed to asymmetric and symmetric C—H
stretching in methylene groups, respectively. An absorption band of
asymmetric stretching in methyl groups (2956 cm™') was only ob-
served for sample D1; it occurred as less pronounced shoulders in the
rest of the polyelectrolyte-surfactant hydrogels. The deformation vi-
brations of —CH,— and —CHj3 groups occur in the spectra at 1470 cm ™~ 1
The relative intensity of this band was higher for hydrogels prepared
from SDS surfactant. Deformation vibrations of methyl groups are only
present in ATR spectra of D1 and D2 hydrogels at 1382 cm™'.

The presence of long carbon chains with more than four atoms (e.g.
surfactants), was revealed by the band at 719 cm ™, which is ascribed
to C—H in-plane bending of methylene groups. Another significant band
occurring at 1300 cm ~! can be assigned to out-of-plane C—H bending
(methylene twisting) in aliphatic chains. The out-of-plane C—H vibra-
tion (methylene wagging) of methylene groups occurs in the spectra at
1315cm ™ . This band was found as a weak band and/or shoulder.

All the spectra of DEAE-dextran hydrogels contain a sharp and in-
tensive band at 1200 cm ~! corresponding to tertiary amine groups. All
the spectra also contain a less intensive band and/or shoulder at
1260 cm ™! corresponding to primary and/or secondary alcohol. Many
authors consider the band at 1260 cm ™! to be an indicator of C—O
stretching in cyclic ethers [18]. In all ATR spectra bands are apparent at
1159 cm ™! and 1100 cm ™! due to the glycoside C—O—C stretching of
polysaccharides.

The main difference among the spectra of polyelectrolyte-surfactant
hydrogels appear in the fingerprint region 1100-900 cm ~*. A band at
about 1018 cm ™ ?, preferentially ascribed to S=O stretching of sulfate
groups (salt form), or possibly C—O stretching of primary and sec-
ondary alcohols, is apparent in all samples. The sulfate sodium salt
groups are also indicated by the sharp band centered at about 1195
cm ! resulting from the S=O symmetric stretching vibrations of the
R—0—-S0,—0~. Bands and shoulders at wavenumbers less than
850 cm ! are attributed to asymmetric C—H bending of the methylene
groups from which bands at 815 c¢m ™! and 580 cm ™! are more evident
in hydrogels with SDS.

3.3. Time-resolved FTIR analysis of polyelectrolyte-surfactant hydrogels

In Fig. 4 we show the temporal course of the FTIR spectra of the
polyelectrolyte-surfactant hydrogels, i.e., of the D1-D4 samples, during
drying. Naturally, drying of the samples is accompanied by decreasing
intensity of the O—H vibration bands, which are observed in the regions
3700-3100cm™! (stretching vibrations) and 1680-1620cm ™’
(bending vibration) (see the decrease of the vibration modes depicted in
Fig. 2), whereas the relative intensity of the aliphatic, polysaccharide
and alcohol bands increase with drying time. These bands were
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Fig. 4. Development over time of the ATR-FTIR spectra of tested polyelectrolyte-surfactant hydrogels.

observed at around 2956 cm™?, 2920cm ™!, 2850 cm ™!, 1470 cm ™},
1260 cm ™', 1160cm ™", 1100 cm ™" and 1020 cm ™.

The broad — OH stretching band within the 3700-3100 cm ™! range
represents in fact a convolution envelope which comprises as well FTIR
bands arising from different subpopulations of water molecules as the
bands that correspond to the hydroxyl groups in DEAE-dextran. In the
FTIR spectra of all samples, the position of this broad envelope band
was shifted to higher frequencies during the dehydration process.
Generally, an increase in the frequency of the O—H vibrations mode is
an indicative of a decrease in the degree of hydrogen bonding. The
positions of (OH) bonds and Av values which correspond to the middle
frequency of the O—H stretching vibrations before and after drying are
listed in Table 2. Interestingly, the value of the red shift of the middle
frequency of the O—H stretching band seems to correlate with cross-
linking density — hydrogel D1, prepared with a higher concentration of
SDS, shows a more pronounced red shift in comparison with the less
densely cross-linked gel D2. For the two gels cross-linked by STS mi-
celles (D3 and D4), the mutual difference in the red shifting caused by
sample dehydration was much less pronounced, nevertheless also the
concentration of the surfactant in the gelling mixture used differed

Table 2
The positions of »(OH) bonds and Av values.
Sample of hydrogel frequency of (OH) band (cm™1)* Av (em™1)P
before drying after drying
D1 3350 3384 34
D2 3366 3389 23
D3 3351 3382 31
D4 3370 3400 30

# Frequency was determined as the centre of gravity of absorption band.
> Av value calculated as difference of centre of gravity of absorption band
before and after drying process.

much less for these two gels when compared to their SDS-based ana-
logues.

The results of the time-resolved FTIR-assisted drying assay can be
provided in several different ways. Aside from the overlap of the in-
dividual FTIR spectra recorded at different times (shown in Fig. 4), it
can be also presented as a time-frequency 2D absorbance map (Fig. 5)
or temporal evolution of absorbance at a selected frequency (Fig. 6). In
Figs. 5 and 6, it can be seen that the dehydration of the samples can be
clearly monitored and the completion of the dehydration can be easily
identified by means of these types of data projection.

The smooth character of the 2D time-resolved FTIR spectra without
any abrupt changes points to the continuous character of the dehy-
dration process of the analyzed gels. Nevertheless, under a closer look,
it can be revealed that the drying process can be divided into several
drying steps. These separate drying steps are even more clearly seen in
Fig. 6 where temporal evolutions of absorbances at 3350 cm™ (—OH
groups) and 1158 cm™t (glycosides) are shown.

For all samples, the initial dehydration step is accompanied by a
rapid decrease in the intensity of water-related bands (see the decrease
in absorbance at 3350 cm™ in Fig. 6) while the relative intensity of the
vibration bands of the dry matter components increases (note an in-
crease in absorbance at 1158 cm™ in Fig. 6) as the dry matter con-
centrates at the ATR crystal. This initial time period is probably con-
nected with an equilibration in the contact between the ATR crystal and
the gel matrix.

In the second stage of the sample drying, the temporal change in the
absorbances at the selected frequencies is much slower. In fact, for
samples D1 and D3 the absorbances are almost constant and, surpris-
ingly, for D2 the absorbance at 3350 cm™ even slightly increases during
this period. The steady FTIR signal in this stage indicates that drying of
the gel proceeds at the meniscus of the gel drop and that the respective
change in the water content at this air/gel boundary does not manifest
in the FTIR spectra collected at the ATR/gel interface.
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Fig. 5. 2D time-resolved FTIR spectra of the drying of tested polyelectrolyte-surfactant hydrogels. Detail on spectral region with characteristic water molecules
vibration band (3700-3000 cm ~%). Individual stages of the samples drying are separated by black dashed curves.

The final stage of the sample drying then follows. This stage is
characterized by a continuous removal of water from the sample, as
illustrated by the gradual decrease in the intensity of the — OH related
band and the corresponding increase in the intensity of vibration of the
dry matter content (represented by glycosides in Fig. 6).

In general, the main qualitative features found in the results of the
time-resolved FTIR analysis stand in good agreement with the TG

0 100 200 300 400 500 600
0.30 o : ' ' '

analysis of the gel drying process. Consistently with the TG results, the
FTIR results indicate that the drying proceeds in several steps.
Furthermore, the differences between the individual drying steps are
less pronounced in the STS-based gels than in the SDS-based ones (note
the similar conclusion of the isothermal TG analysis). Nevertheless,
there are also several contradictory features found when the results of
the two analyses are compared. For instance, the FTIR results indicate a
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Fig. 6. Time dependences of absorbances at frequencies characteristic for water (—OH at 3350 cm ™) and for dry matter content (glycosidic bond at 1158 cm ™ 1),

respectively, during the FTIR-assisted drying of the gels.
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Fig. 7. Example of deconvolution of O—H stretching band for D1 hydrogel at time 0 (a), 60 (b) and 360 min (c), respectively.

slower drying process for the D2 sample as compared to D1 (compare
the second stages for the two gels in Fig. 6). It conflicts with the con-
clusion of the TG analysis that the more densely cross-linked gels have a
higher content of bound water. Nevertheless, it is necessary to take into
account fundamental differences in the experimental arrangement of
the two drying assays. Firstly, the FTIR results may be seriously influ-
enced by the fact that the composition of the gel may affect the wetting
of the surface of the ATR crystal and, therefore, the shape of the mea-
sured drop. Consequently, different ratios of air/gel to gel/crystal sur-
face areas will necessarily lead to different drying rates detected in the
FTIR results. Furthermore, we must bear in mind that contrary to TG
analysis performed under a defined atmosphere (dry air or nitrogen),
FTIR assisted drying proceeds under ambient laboratory conditions.
Therefore, it is almost impossible to maintain the same conditions
during different drying experiments. Even slight changes in tempera-
ture or relative humidity in close vicinity to the hydrogel drop may
result in severe alteration of the drying kinetics (for instance, the above-
mentioned temporal increase in absorbance at 3350 cm™ for sample D2
in the drying stage II or a similar feature found in the spectra of D4 at
the end of the drying experiments could in fact be an indicator of re-
verse absorption of the air humidity). Therefore, without adjusting and
controlling for the drying atmosphere, the results of the time-resolved
ATR FTIR drying assay should be interpreted rather in qualitative and
structural terms than for determination of any quantitative parameters
describing particular drying kinetics.

3.4. Water structure assay by deconvolution of O—H stretching band

Therefore, we focused our further interpretation of the time-re-
solved FTIR analysis on a more detailed evaluation of structural
changes in gels that take place during their dehydration. It has already
been discussed that the drying is accompanied by a red shift of the O—H
stretching band (in particular its middle frequency). From this ob-
servation it was concluded that drying of the gels is accompanied by
weakening of the hydrogen bonding in the system, but no structural

interpretation of this information can be provided without further
analysis of the shape of this complex vibration band.

Generally, bulk liquid water molecules in hydrogels can form up to
four hydrogen bonds, which results in formation of various structural
motifs such as multimer and network water clusters. Several spectro-
metric techniques such as X-ray spectrometry, IR and Raman spectro-
metry were used to determine different local structures in bulk water
that arise from variations in the arrangement of hydrogen bonds
[20,21]. The FTIR approach is based on a detailed analysis of the broad
vibration band centered at about 3350 cm ~! which corresponds to the
O—H stretching of water molecules and is sensitive to the proportional
representation of the local structures of liquid water.

Three principal water subpopulations with specific component vi-
bration bands are usually distinguished in the OH stretching envelope.
An intensive component peak centered at about 3250 cm ™ is ascribed
to water molecules strongly bonded via linear hydrogen bonds into
tetrahedrally coordinated water pentamers (often called quasi-crystal-
line water). Another significant peak occurs near 3400cm ™! and is
assigned to out-of-phase O—H stretching in less perfectly organized
structures such as distorted pentamers and tetramers (solid-like water).
These structures are usually characterized by non-linear and/or par-
tially disrupted hydrogen bonds. The two above-mentioned sub-
populations are often collectively referred to as network water. The less
intensive band centered at about 3560 cm ™! corresponds to the water
molecules with a highly disturbed hydrogen bond network (liquid-like
water).

In our work, a time-resolved variant of such a structural analysis
was performed on the OH stretching band in order to reveal any ob-
servable effects of the dehydration process on the local structures of
water molecules in the tested hydrogel samples. For this purpose, de-
convolution of the broad envelope band was performed in the region
3800-3000cm ™! at three sample-specific times. These times were
chosen in order to cover the three main stages of the drying process as
described in the previous text (see Fig. 6). For example, Fig. 7 shows the
results of this deconvolution for the sample D1. The specific times for
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Position and proportional representation of subpopulation water molecules in DEAE-dextran hydrogels (and in reference dry DEAE-dextran for comparison).

t (min) frequency of the component peak (cm ™) relative peak area (% of total peak area)
liquid-like solid-like quasi-crystalline liquid-like solid-like quasi-crystalline
D1 st. I (0 min) 3552 3408 3248 18% 28% 54%
st. II (60 min) 3557 3415 3249 13% 35% 52%
st. IIT (360 min) 3563 3434 3272 12% 37% 51%
D2 st. I (O min) 3551 3415 3253 20% 28% 52%
st. II (60 min) 3550 3416 3255 15% 32% 53%
st. IIT (400 min) 3550 3437 3292 12% 26% 62%
D3 st. I (0 min) 3564 3409 3236 19% 35% 46%
st. II (120 min) 3561 3417 3248 11% 40% 49%
st. IIT (500 min) 3560 3435 3276 10% 33% 57%
D4 st. I (O min) 3553 3416 3254 20% 29% 51%
st. II (170 min) 3559 3423 3261 14% 38% 48%
st. III (510 min) 3557 3431 3278 11% 37% 52%
DEAE-dextran 3510 3367 3222 7% 63% 30%

sample D1 were chosen as follows: the start of the drying process (re-
presenting stage I of the drying process, Fig. 7a), at 60 min of the drying
process (stage II of the drying process, Fig. 7b) and at 360 min of the
drying process (stage III of the drying process, Fig. 7c), respectively.

The results of the deconvolution of the OH stretching band at the
specific times are summarized for all tested samples in Table 3. For the
three deconvolution components, both the frequency and the relative
proportion of the total area of the envelope stretching band are pro-
vided in the Table 3. Apparently, the time evolution of the relative
areas of the component bands could lead to the interpretation that no
significant changes over time were revealed for the relative re-
presentation of the component bands, although it can be seen that the
relative area of the more structured water subpopulations (quasi-crys-
talline and solid-like) slightly increase over time at the expense of a
corresponding decrease in the area of the liquid-like water component.
Nevertheless, at this point it should be emphasized that the relative area
of the respective bands is not equal to the relative content, because
hydrogen bonded structures always show a significantly increased in-
tensity of the respective infrared band [17]. Therefore, the absolute
content of the least-structured subpopulation will in fact be sig-
nificantly higher compared to the percentage values provided in
Table 3. The relative decrease in the representation of this component
between the first evaluated time (the start of the experiment) and the
last (stage III) is approaching 50% of its initial relative content, which is
not negligible. Evidently, the highest losses of liquid-like water mole-
cules occur at first step of drying process. This step took place in the
time range from 0 min to 60 min for hydrogels with SDS, while this step
was significantly longer for STS-based hydrogels. We also see that the
relative content of the multimer (liquid-like) subpopulation at the be-
ginning of the drying process is very similar for all DEAE-dextran hy-
drogels, which indicates that the relative representation of the network
forming and liquid-like water subpopulations is controlled primarily by
the polysaccharide component rather than by the density and nature of
the cross-links in the gel matrix.

Moreover, it is evident from the results shown in Table 3 that for all
hydrogel samples, the position of absorption bands which correspond to
the network water molecules shifts to higher frequencies during the
drying process (red shifts up to 40 cm™ were found). On the contrary,
the position of the liquid-like water components remains almost un-
altered. In the first step of the evaporation process, a less-pronounced
shift to higher frequencies was observed while the red-shift of network
subpopulations such as pentamers, tetramers and/or distorted penta-
mers was more apparent in the subsequent drying step (stage III). These
results suggest that during the excess dehydration stage, a progressive
distortion of the hydrogen bonds takes place in the structure of network
water molecules. Most likely, the gradual destruction of the hydrogen
bonded structures during the drying process can be attributed to the

increasing relative content of water that is strongly bound in the hy-
dration layer of the polysaccharide content where the water molecules
are less accessible to network-forming water-water interactions. This
finding is in good agreement with the generally-accepted strong hy-
dration of hydrophilic polysaccharides, i.e. hyaluronic acid, chitosan
and phytoglycogen [9], and of the high relative content of strongly-
bound hydration water (referred to as “high-density” water [22],) in the
hydrogels of these biopolymers [23]. Last but not least, it is necessary to
take into account also the fact that as a result of excess drying of the gel,
the intrinsic OH groups of the DEAE-dextran participate more in the
overall shape of the OH stretching band. Nevertheless, as can be seen in
Fig.S3 and Table 3, results of the deconvolution of dry DEAE-dextran
are significantly shifted in frequencies as well as in relative peak areas
which indicates that even in the final drying stage, the discussed results
of —OH stretching band deconvolution do represent the residual water
content rather than the dry mass of the gel.

4. Conclusion

ATR-IR spectroscopy is a relatively simple and effective technique to
study the structure of water molecules in polyelectrolyte/surfactant
hydrogels. Structural details can be obtained particularly from the de-
convolution of the broad band located around 3350 cm ™! that corre-
sponds to the O—H stretching of water molecules. The effect of the
water content can be addressed by taking the spectra over time during
the drying of the gel sample. IR spectroscopy provides limited quanti-
tative information. It was shown that thermogravimetry is a suitable
complementary technique providing the quantitative data, including
kinetic data on the drying (dehydration) process, while being much less
informative about the structural details. Thermogravimetry also en-
ables simpler control of the measurement atmosphere. The usefulness of
the combination of these two techniques was demonstrated using the
example of polyelectrolyte/surfactant hydrogels, but we believe that it
can be applied to other hydrogel systems as well.
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ABSTRACT

Interactions of biopolymeric electrolytes with oppositely charged surfactants can result in micelle-like nano-
containers capable to dissolve hydrophobic substances. These micelle-like nanostructures can solve problems
with hydrophobic nature of pharmaceutically active substances and be potentially usable for medical applica-
tions. In this study, two types of hydrogels were prepared: 1) based on hyaluronan and cationic surfactant
septonex (carbethoxypendecinium bromide) and 2) based on diethylaminoethyl dextran and sodium dode-
cylsulphate. Nile red as a dye diffusion probe was incorporated into hydrogel in their preparation and then its
release into surfactant solution and physiological saline was monitored. The release of NR from hydrogels was
characterized by the effective diffusion coefficients of NR and structural parameters of hydrogels. The diffusion
of NR in hydrogels was dependent on the molecular weight of polyelectrolyte and the ratio between charges of
polyelectrolyte and surfactant. In the case of lower ratios, a bigger part of NR was probably incorporated in
“pear] necklace structure” which suppressed its mobility. The increase of concentration of surfactant was con-
nected with higher content of NR in free micelles or micelle-like aggregates and the increase in the release of NR.
The formation of bigger micelles based on NR and SDS (in comparison with micelles based on NR and septonex
surfactant) resulted in their lower diffusivity.

1. Introduction

prolonged drug action, reduced side effects, and low frequency with
which drugs need to be administered [3,6,7]. The utilization of hy-

Hydrogels are very similar to biological tissues [1]; therefore, be- drogels in the production of controlled release systems has been in-
cause of their unique characteristics, they are widely used for drug tensively studied. An excellent review was published by Oh et al. [8].
delivery systems in medicine [2-5]. Their advantages are mainly They described several types of hydrogels and their methods of
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preparations. Since hydrogels contain a large amount of water, they are
not capable of solubilizing hydrophobic compounds. This incompat-
ibility of hydrogels with hydrophobic solutes can be overcome by
means of the incorporation of some hydrophobic domains in the hy-
drogel structure. These domains provide the ability to solubilize hy-
drophobic compounds in the structure of the hydrogel while the hy-
drophilic network and aqueous internal phase of the gel preserve its
biocompatibility. The classification, preparation and properties of hy-
drogels with micellar hydrophobic (nano)domains were recently re-
viewed by Pekaf [5]. One possibility is the combination of polyelec-
trolytes with oppositely charged surfactant ions. By appropriate control
of molecular weight and concentration hydrogels, can be created
spontaneously by phase separation from the solutions of polyelec-
trolyte-surfactant complexes. The preparation of these hydrogels is fast
and cost-effective (with no need for additional cross-linkers) and the
content of surfactant self-assemblies in the structure enhances the
ability of the gel to solubilize hydrophobic solutes. Interactions in
polyelectrolyte-surfactant systems and their phase behavior were de-
scribed by Piculell [9]. He attempted to use knowledge of phase be-
havior in the successful design of such systems with the desired prop-
erties, as there is still a lack of systematic knowledge on how to tune the
phase behavior of systems. Li and Wagner [10] reported a semi-
empirical relations characterizing the strength of cooperative binding in
oppositely charged, salt-free polyelectrolyte-alkyl surfactant mixtures
for a broad range of systems reported in the literature. The cooperative
binding strength depends on the surfactant’s hydrophobicity and the
linear charge density of the polyelectrolyte.

In this work, hyaluronan and dextran (more precisely, cationized
dextran see below) were used as polyelectrolytes. Hyaluronan and
dextran are naturally occurring carbohydrate-based biopolymers.
Hyaluronan is a linear polysaccharide made up from alternating units of
glucuronic acid and N-acetylglucosamine [11]. Dextran is a bacterial-
derived polysaccharide consisting of a-1,6-linked p-glucopyranose re-
sidues, and generally produced by enzymes from certain strains [12].
These biopolymers are non-toxic and offer high water solubility, bio-
compatibility, and biodegradability. They have a high content of
functional groups utilizable in cross-linking [8]. Thalberg and Lindman
[13] reported, perhaps for the first time, on the formation of a gel phase
in hyaluronan-alkyltrimethylammonium halide systems. They in-
vestigated the influence of chain length on phase separation, solubility,
self-diffusion, and dye solubilization. They demonstrated that the
binding of surfactant to hyaluronan was taking place for surfactants
with ten or more carbons in alkyl chains. Wong et al. [14] studied the
gel phase of a tetradecyltrimethylammonium bromide and sodium
hyaluronate system. '3C relaxation results showed that surfactant mo-
lecules in the surfactant/polyanin gels formed relatively small micelle-
like aggregates which were adsorbed on the polyelectrolyte chains.
Thalberg and Lindman [15] investigated gel formation in aqueous
systems of hyaluronan and alkyltrimethylammonium bromide by
means of 'H NMR transverse relaxation and self-diffusion measure-
ments. They confirmed the existence of micelles bound to the biopo-
lymer and described the physical-chemical properties of the formed
hydrogels located in different regions of the phase diagram. The phase
behavior of hyaluronan-alkyltrimethylammonium halide systems was
studied by Thalberg et al. [16,17]. They investigated the phase dia-
grams of these systems and the influence of surfactant chain length and
polyelectrolyte molecular weight. They concluded that the longer the
hydrocarbon chain of the surfactant, the larger was the two-phase re-
gion in the phase diagram. A reduction in the molecular weight of
hyaluronan resulted in a slightly changed position of the two-phase
region [16]. The effect of the addition of NaBr was investigated in their
subsequent work [17]. The addition of low concentrations of salt led to
a reduction in the two-phase region of the phase diagram, and at
250 mM NaBr, phase separation no longer occurred. At high salt con-
centrations (above 500 mM), phase separation also occurred, but it was
of a type totally different from that observed at no or low salt additions
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and involved the separation into surfactant-rich and polymer-rich so-
lutions. The rheological properties of hydrogels formed by physical
interactions between hyaluronan and cationic surfactants were in-
vestigated by Venerova and Pekaf [11]. They studied the influence of
the molecular weight of hyaluronan on the rheological behavior of
hydrogels formed using cetyltrimethylammonium bromide and car-
bethopendecinium bromide as surfactants at two different concentra-
tions.

The swelling and mechanical properties of dextran hydrogels for
bioseparation applications were studied by Dong et al. [18]. They ob-
served strong interactions between the prepared dextran hydrogel and
sodium dodecylsulphate. Liu and Li [19] used this surfactant for the
formation of micelles with the incorporated drug as the initial sub-
stance in the preparation of the agarose hydrogel. They observed that
the presence of the surfactant greatly increased the solubility of the
drug in water. Their results showed that the surfactant prolonged drug
release by reducing the diffusion coefficient of the drug in the hydrogel.
Bai et al. [20] studied interactions between several different surfactants
and dextran modified with deoxycholic acid. They determined the en-
thalpies of micelle formation and critical micelle concentrations for
pure surfactants, as well as the interaction and aggregation enthalpies
for surfactant-polymer systems. They showed that the interaction be-
tween modified dextran and sodium dodecylsulphate was driven by the
interaction between the bile acid moiety and the surfactant. Demirbilek
and Ding [21] studied the interaction between dextran-epichlorohydrin
hydrogel and water-soluble dye (murexide). Their results showed that
the adsorption capacity of hydrogel increased with increasing contact
time and initial dye concentration, but decreased with increasing pH
value. No changes in adsorption ability of the hydrogel were observed
in alkaline solutions. Electrostatic interactions and hydrogen bonds
between the dye and hydrogel were confirmed on the basis of measured
FTIR spectra. The effect of electrostatic interactions between ibuprofen
sodium and dextran on the tableting properties and ibuprofen release
was investigated by Abioye and Kola-Mustapha [22]. Ibuprofen ex-
hibited poor flow, compaction (tableting) and dissolution behavior due
to its hydrophobic structure and its high cohesive, adhesive and vis-
coelastic properties. When it was granulated with dextran the electro-
static interaction and hydrogen bonding between ibuprofen and dex-
tran were confirmed. The flowability, tableting, and dissolution
characteristics with potential for application in controlled drug release
systems were improved and dictated by the concentration of dextran.

In this work, the release of dyestuff from hydrogels based on hya-
luronan and dextran was studied. To assess the potential of hydrogels
for use in the development of novel drug-carrier systems, it is necessary
to describe them in terms of their permeability or diffusivity with re-
spect to different solutes. Nile red was chosen as a model hydrophobic
diffusion probe. The dye was used to form surfactant micelles with
incorporated nile red and then as the initial substance in the prepara-
tion of biopolymeric hydrogels. Our research group is experienced in
the investigation of diffusion in biopolymeric hydrogels [23-25], as
well as, the interactions between biopolymers and surfactants
[11,26-29].

2. Materials and methods

In this work, hyaluronan and cationized dextran were used as
polyelectrolytes. Hyaluronan (the sodium form) was obtained from
Contipro (Czech Republic) and used in two different molecular weights,
abbreviated henceforth as 310 kDa (LMW) and 1250 kDa (HMW). The
exact molecular weights were determined by means of size exclusion
chromatography coupled with multiangle static light scattering, dif-
ferential refractive index, and UV/VIS detection (SEC chromatographic
system from Agilent Technologies, detectors from Wyatt Technology).
The exact molecular weights were 309 + 4kDa and 1247 * 5kDa.
Diethylaminoethyl-dextran hydrochloride (Sigma-Aldrich, Czech
Republic; DEAED) was used in one molecular weight, abbreviated
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Table 1
Concentrations of initial solutions used to prepare hydrogels.
Hydrogel  Polyelectrolyte Concentration Surfactant ~ Concentration
of polyelectrolyte of surfactant
(% w/v) (mM)
D-1 Cationized dextran 4 SDS 400
D-II Cationized dextran 4 SDS 100
H-I HMW hyaluronan 2 Septonex 200
H-II HMW hyaluronan 2 Septonex 100
LI LMW hyaluronan 2 Septonex 200
LI LMW hyaluronan 2 Septonex 100

henceforth as 730 kDa (the exact molecular weight was 729 = 3 kDa).

Carbethopendecinium bromide (septonex, Czech Pharmacopoeia
quality) was supplied by GBNchem Company (Czech Republic) and
used as a surfactant for hyaluronan. Sodium dodecyl sulfate (SDS, =
99.0%) was purchased from Sigma Aldrich (Czech Republic) and used
as a surfactant for dextran.

All solutions were prepared in 0.15M NaCl solution using purified
water (Purelab ELGA system). Salt solution was used because pre-
liminary experiments showed that a non-zero ionic strength on the
aqueous medium is important for obtaining gel-like materials [11,28].
Samples were prepared by mixing polyelectrolyte and surfactant stock
solutions in a 1:1 vol ratio. The concentrations of initial solutions of
polyelectrolytes and surfactants are given in Table 1. Nile red (NR,
purchased from Sigma Aldrich) was dissolved in the surfactant solution
and then incorporated into the hydrogel during its preparation. The dye
was used in ten different initial concentrations listed in Table 2. Hy-
drogels were equilibrated (24h) and then separated from the liquid
residue by centrifugation at 4000 rpm for 15min. The final volume
ratio of hydrogel to supernatant was dependent on the types and con-
centrations of used solutions. One set of hydrogels was always left in the
original supernatant (formed during the preparation of hydrogel).

Centrifuged hydrogels were weighted and covered by 5mL of sur-
factant (with a concentration equal to half of the initial one) or 0.15M
NaCl solution. The time development of concentration of NR in the
supernatant was monitored by means of UV/VIS spectrometry (Hitachi
U-3300).

Experiments were realized at laboratory temperature (25 + 1 °C).
All experiments were triplicated and average values are presented.

3. Results and discussion

Interactions of biopolymeric electrolytes with oppositely charged
surfactants can result in the dissolution hydrophobes in micelle-like
nanocontainers formed by surfactants. In this work, the probe (NR) was
incorporated into the hydrogel structure during hydrogel preparation.
The probe was used in ten different initial concentrations; therefore,
one type of hydrogel had ten different modifications with ten different
contents of NR. As was expected only a portion of dye particles were

Table 2
Initial concentrations of NR in the solutions of surfactants
used to prepare hydrogels.

Index Concentration of NR (uM)
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incorporated into hydrogels during their preparation, some dye re-
maining in the surfactant solution. The content of NR in hydrogels
based on the same biopolymer was higher for the hydrogels prepared
using less concentrated surfactant (D-I [, H-I I, L-II). The ratios between
the amount of nile red incorporated into the hydrogel and its amount in
supernatant after 24 h were: D-1I/D-I = 1.4 + 0.1 (umol/pmol), H-I11/
H-I =2.0 £ 0.2 (umol/umol), and L-II/L-I = 2.2 + 0.2 (umol/pmol).
The differences in hydrogels based on chemically identical raw mate-
rials were probably connected with the use of different ratios between
surfactant ions and functional groups in biopolymers. Theoretical ratios
of charges between surfactant (SDS, septonex) and biopolymer (catio-
nized dextran, hyaluronan) are "4 for D-I, H-I, L-[; "2 for H-II and L-II;
and "1 for D-11. Hydrogels based on hyaluronan with a ratio of charges
equal to 1 were not prepared because of our previous experimental
experience [11,27,30] and the cloudiness of studied solutions. Ratios
were regulated by means of the concentrations of the used super-
natants. If the ratio of charges is around 1, we can assume that the
majority of surfactant is consumed for the cross-linking of the hydrogel
and that its content in pores is low. In contrast, in the case of higher
charge ratios, only a proportion of the surfactant can be exhausted for
the formation of hydrogel networks, and the pore structure in the hy-
drogel can contain solution with surfactant micelles. Since the contents
of the dye in the hydrogels were determined on the basis of the con-
centration decrease in the supernatant, their values included all pos-
sible forms of NR (free, in micelles...) in the hydrogels. The structure of
hydrogels is not fully understood but micelles are believed to form the
(electrostatic) crosslinks of the hydrogel network and to connect the
polymer chains. Nile red can thus be incorporated into the network
nodes, into the micelles in pore solution, and probably as free molecules
if the capacities of micelles and nodes are saturated. All these forms can
participate in the release of dye and its diffusion in hydrogels.

The maturation of hydrogels for release experiments was terminated
after 24 h but one set of hydrogels was always left in the original su-
pernatant (formed during the preparation of hydrogel) in order to study
further ageing of hydrogels and the stability of their dye content.

In Fig. 1, we can see the time development of concentration of NR in
supernatants for dextran hydrogels. An interesting phenomenon was
observed mainly in the case of the D-I hydrogel. The probe which was
not incorporated into the hydrogel during its preparation diffused
gradually from the supernatant into the hydrogel and the total content
of NR in the hydrogel increased. The transport of NR into the hydrogel
can be described in term of the diffusion in the diffusion couple in-
volving the phase boundary between the hydrogel and solution [25].
The time development of the total diffusion flux ms_.;, can be expressed
as:

XCos — Coh Degnt

Mg p = 2
1+ K*/Def,h/Ds T (1)

where « is the ratio between concentrations of the probe in the hydrogel
and supernatant (k = cn/cs); o and co 5 are the initial concentrations
of the probe in the hydrogel and supernatant; D¢y, and Dy are the ef-
fective diffusion coefficient of the probe in the hydrogel and the dif-
fusion coefficient of the probe in the supernatant; t is time. Eq. (1) as-
sumes that there is no accumulation of the diffusion probe at the
interface, i.e. the diffusion flux from the solution to the interface is
equal to the diffusion flux from the interface into the hydrogel. In
general, the effective diffusion coefficient D¢} includes the influences
of the structure of the hydrogel and the interactions between the dif-
fusion probe and the hydrogel [31-34]. In the case of nonreactive
systems, the “structure parameter” of hydrogel is the ratio between its
porosity and tortuosity and can be calculated as the ratio between Degp,
and D,. In this work, a diffusion coefficient of 4.9 x 10~ 1°m?/s for NR
in aqueous solution [35] was used as the value of D;. When the ex-
perimental data obtained for hydrogel D-I were fitted by means of Eq.
(1), the effective diffusion coefficient could be determined from the
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Fig. 1. Examples of time developments of concentrations of NR in supernatants for the D-I (left) and D-II (right) hydrogels (dashed lines are guides for the eyes).
Hydrogels were prepared using surfactants with different initial concentrations of NR: 5 pM (circles), 7 pM (triangles), 9 pM (diamonds), and 15 pM (squares).
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Fig. 2. Examples of data fitting (Eq. (1)) for the D-I hydrogels prepared using
surfactants with different initial concentrations of NR: 2 uM (diamonds), 4 uM
(circles), and 8 uM (triangles).

values of the slopes of the lines (see examples in Fig. 2). The value of
Desp, determined in this way was (1.33 + 0.03) x 10"2m?/s and
seemed to be independent of the content of NR in the studied systems
(in the used concentration range). This effective diffusion coefficient is
relatively low and includes the influence of the structure of the hy-
drogel and the possible formation of micelles of NR in SDS. Since mi-
celles are bigger in comparison with free NR molecules, their diffusion
coefficient is lower. Using fluorescence spectroscopy, Maiti et al. [36]
determined the diffusion coefficient of NR in SDS micelles to be
1.77 x 107 1%m?/s; Krishna et al. [37] then calculated a value
(1.3 = 0.1) x 107 m?/s on the basis of their Monte Carlo simula-
tions. In contrast, Zhang et al. [38] determined the diffusion coefficient
of NR in 20% glycerol water solution to be 3.32 x 10! m?/s, which is
much lower than above mentioned values. The diffusion coefficient of
SDS micelles in water was determined by Zhang et al. [39] to be
(9.2 = 0.2) x 10 m?/s. As we can see, several different diffusion
coefficients have been published. Our result, (1.33 = 0.03) x 10
12m?2/s, is valid for hydrogel containing NR incorporated directly into
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its structure during preparation as well as some smaller amount
transported subsequently into the hydrogel from the supernatant. It is
lower than the diffusion coefficient of NR in water and also the diffu-
sion coefficients of SDS micelles and NR in SDS. The reason for this can
be the relatively compact structure of the hydrogel. Considering that
the concentration of SDS is higher than its CMC, e.g. 7.8 mM published
by Dutkiewicz and Jakubowska [40], 8.2 mM mentioned by Zhang et al.
[39] and 8.4 mM determined by Fischer and Jandera [41], and that the
charge ratio between SDS and dextran is around 4, we can assume that
NR diffused into the hydrogel in the form of micelles. Similarly, the
concentration of NR decreased in the supernatant above hydrogel D-I -I
but the changes were much smaller in comparison with hydrogel D-I -.
Therefore, no diffusion coefficient for the transport of NR from super-
natant into hydrogel D-I -I was determined.

The behavior of hydrogels based on hyaluronan was different. In
Fig. 3, the data obtained for the H-I and L-I hydrogels are compared.
Both hydrogels were prepared with the ratio of charges between sep-
tonex and hyaluronan to be “4. As can be seen, the concentration of NR
in the supernatant decreased during the first three days, mainly in the
case of hydrogels based on HMW hyaluronan and containing higher
contents of NR. No changes in NR concentration in supernatant were
observed in the case of low content of NR in hydrogels. In contrast,
some release of NR from hydrogel based on LMW hyaluronan was found
when the hydrogel had a low content of NR. If the ratio of charges
between septonex and hyaluronan was “2, the release of NR from hy-
drogels into supernatant was observed for both molecular weights of
hyaluronan and for all used NR contents within hydrogels (see Fig. 4).
The rate of release was higher for the hydrogel based on LMW hya-
luronan. Since the probe (NR) diffused from hydrogel L-II into the su-
pernatant over the course of the whole experiment, the diffusion
coefficient could be determined. The mathematical equation for the
calculation of D, was modified for the direction from hydrogel to
supernatant:

2 €Coh — Cos Dgt
14 €Dg/Degpy V 7

where my,_ is the total diffusion flux at time t and ¢ is the ratio between
concentrations of the probe in the supernatant and hydrogel, i.e. ¢ = 1/
k = cs/ch. The value of D¢, determined by means of Eq. (2) was equal
to (3.33 * 0.02) x 10~ m?/s. This value is much higher than Degpy
value determined for the diffusion of NR from the supernatant into the
D-I -I hydrogel. Nevertheless, both results correspond with diffusion
coefficients determined for similar hydrogel systems (e.g. [15,19,42]).

my_s =

@
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Fig. 3. Examples of time developments of concentrations of NR in supernatants for the H-I (left) and L-I (right) hydrogels (dashed lines are guides for the eyes).
Hydrogels were prepared using surfactants with different initial concentrations of NR: 2 pM (diamonds), 7 uM (triangles), 10 uM (circles), and 15 uM (squares).

The release experiments were realized using hydrogels equilibrated
for 24 h. Original solutions were replaced by fresh surfactants or phy-
siological solutions, and the concentrations of NR in the solutions were
monitored over time. Examples of data for the D-I and D-I I hydrogels
and the release of NR into SDS are shown in Fig. 5. We can see that NR
gradually diffused from hydrogel into surfactant solution and that its
concentration in SDS increased. Similar results were obtained for all
studied hydrogels and for the release of NR into surfactant as well as
NacCl solution. Experimental data were fitted by means of Eq. (2). The
initial concentration of NR in solutions (surfactant or NaCl) was equal
to zero (cos = 0). The calculated values of diffusion coefficients are
listed in Table 3. A diffusion coefficient of 4.9 x 10~ '°m?/s for NR in
aqueous solution [35] was used as the value of D,. As can be seen, the
values of D, obtained for NR release into different solutions are
practically the same. Therefore, we can say that the influence of a liquid
medium on the diffusion of NR in hydrogels was negligible. At first
sight, it is relatively surprising that effective diffusion coefficients de-
termined for hydrogels with a potentially less cross-linked structure are
lower than the values obtained for hydrogels based on more con-
centrated surfactants. Our primary assumption was that the use of a
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more concentrated surfactant solution means the preparation of hy-
drogel with a more cross-linked structure. It means that the efficiency of
cross-linking increases with the increase in the surfactant concentra-
tion. The rheological characterization of hydrogels based on hyalur-
onan and septonex [11] showed that the characteristic relaxation time
increased with the molecular weight of hyaluronan at constant initial
composition. The modulus increased with molecular weight for systems
with 50 mM surfactant and decreased for the other studied systems. No
correlation was found between the rheological properties of hydrogels
and the charge ratio between surfactant and biopolymer. Hoffmann
et al. [43,44] studied the self-aggregation of the cationic, cellulose
based polycation JR 400 and the anionic surfactants (SDS, SDBS and
SDES). They observed an increase in the viscosity while an excess of
polyelectrolyte was in semi-dilute solutions. It was attributed to the
formation of cross-links between polyelectrolyte chains. In contrast, an
excess of surfactant charges caused the decrease in viscosity. It was
found that the polyelectrolyte formed relatively large and densely
packed clusters near the phase boundary on the surfactant rich side,
thereby occupying less space and reducing the viscosity. They con-
firmed the presence of aggregates with the size similar to pure
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Fig. 4. Examples of time developments of NR contents in the H-I I (left) and L-II (right) hydrogels (dashed lines are guides for the eyes). Hydrogels were prepared
using surfactants with different initial concentrations of NR: 6 uM (circles), 8 uM (triangles), and 15 pM (squares).
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Fig. 5. Examples of time developments of concentrations of NR in SDS for the
D-I (diamonds) and D-I1 (triangles) hydrogels (dashed lines are guides for the
eyes).

Table 3
Values of effective diffusion coefficient (D¢ 1,) of NR in hydrogels.

Hydrogel Degn (m?/s) - release into Degn (m?/s) - release into NaCl
surfactant solution
D-I (6.95 + 0.29) x 107! (6.95 + 0.26) x 107!
D-II (1.21 + 0.06) x 107 (1.26 + 0.02) x 107!
H-I (4.72 = 0.28) x 10711 (4.57 + 0.21) x 10~ 1!
H-II (1.35 + 0.08) x 107! (1.18 + 0.07) x 107!
LI (6.38 + 0.36) x 107! (6.97 + 0.26) x 107!
LI (329 + 0.17) x 107! (3.39 + 0.12) x 107!

surfactant micelles, presumably arranged in the frequently observed
“pearl necklace structure”.

These findings [43,44] were obtained for the systems with an excess
of anionic surfactants. Systems based on cationic polyelectrolyte (ca-
tionized diethylaminoethyl dextran) and anionic surfactant (SDS) as
well as anionic polyelectroyte (hyaluronan) and cationic surfactant
(septonex) are investigated in this our study. A similar trend, i.e. an
decrease in the diffusion coefficient of NR in hydrogels prepared using a
more concentrated surctant (Table 3). Our hypothesis is that the degree
of cross-linking is similar for different concentrations of surfactants for
a given biopolymer. It means that charges are compensated by means of
cross-linking which corresponds with the theoretical ratio of charges
between surfactant and biopolymer equal to 1. Therefore, a proportion
of the surfactant can be exhausted for the formation of hydrogel net-
works. If the ratio of charges between the used surfactant and biopo-
lymer is "1 (e.g. hydrogel D-I I in this study), the surfactant is exhausted
and NR can be present in the hydrogel structure in the form of free
molecules. If the ratio of charges is higher than 1 (other hydrogels), the
surfactant can form micelles and NR can be incorporated into these
“nano-containers”. The formation of micelles is conditioned by the
exceeding of the critical micellar concentration, which is around "8 mM
for SDS [39,40,45] and 0.8 mM for septonex [30,41,45,46]. In some
cases, polyelectrolytes combined with surfactants can form the so-
called “pearl necklace structure” [43,48-51]. This structure is formed
mainly in polyelectrolytes with higher molecular weights and longer
chains, and free micelles or aggregates are preferred for their low
molecular weights [13,16]. Our results in Table 3 show that the lowest
effective diffusion coefficient was obtained for the D-I I hydrogel with a
theoretical ratio of charges equal to "1. This should mean that mainly
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free molecules of NR can be present in the hydrogel structure and that
their mobility should be the highest, which is in contrast to the value of
Deg . The decrease in the diffusivity of NR with the decrease in the ratio
of charges was observed for all studied hydrogels. The highest diffu-
sivity was determined for the D-I hydrogel with a ratio of charges equal
to "4 and so (theoretically) with NR incorporated in micelles. These
results do not make sense at first sight. The key for a deciphering the
puzzle probably lies in the form of NR incorporation into hydrogel
structures and the role of the micellization of the used surfactants.
Kurniasih et al. [52] studied the behavior of NR in aqueous surfactant
and micellar solutions. They found that the increase in NR concentra-
tion caused the aggregation of surfactant micelles and an increase in NR
content in the aggregates. This could mean that the aggregation of
micelles can cause the decrease in NR mobility due to the bigger NR
particles (NR incorporated into the aggregates). This mechanism is not
probable in our case because the NR concentrations were much lower
and no concentration dependence in NR diffusivity was observed. If we
compare molecular weights of the used hyaluronan with the obtained
effective diffusion coefficients, we can see that NR is more mobile in
hydrogel based on LMW hyaluronan. This agrees with the hypothesis of
free micelles in systems with shorter polyelectrolyte chains [13,16,17].
The decrease in Dy for lower charge ratios (and the lower con-
centration of septonex) can mean that the content of free micelles is
also lower in this case and a bigger portion of NR is incorporated in a
»pearl necklace structure” with limited mobility. The molecular weight
of the used dextran was between LMW and HMW hyaluronan, therefore
it was probably able to form the “pearl necklace structure” but this
ability is not too high). The diffusivity of NR in the D-I hydrogel was
similar to that in the L-I hydrogel and value obtained for the D-I I hy-
drogel was close to the H-I I hydrogel. This means that the mobility on
NR can be comparable with the results obtained for LMW and HMW
hyaluronan depending on the ratio of charges between surfactant and
biopolymer. The type of surfactant used plays a role here. SDS surfac-
tant combined with dextran has a CMC "8 mM [39-41,45] and an ag-
gregation number usually between 50 and 70 in dependence on tem-
perature and ionic strength [40,45,53]. In contrast, the CMC
determined for septonex surfactant is approximately ten times lower
[30,41,46,47] and results obtained by means of conductometry and
potentiometry [54] show on small micelles with much lower aggrega-
tion numbers < 10. In the case of an excess concentration of SDS sur-
factant (D-I hydrogel), the dye can be partially incorporated in micelles
immobilized on polyelectrolyte chains. Other dye in free micelles can
easily be released from hydrogel similarly to NR diffused from the L-I
hydrogel. If the ratio charges between dextran and SDS is around 1 (D-I
I hydrogel), more micelles are incorporated in the “pearl necklace
structure” and the diffusivity rapidly decreases. The value of Deg}, is also
influenced by the size of micelles, which should be much greater for
SDS (in comparison with septonex surfactant).

The studied hydrogels with incorporated dye can be also char-
acterized by means of so-called structural parameter y, which is the
ratio between their porosity and tortuosity [33,34,55]. Its value can be
calculated as the ratio between D}, and D;. If a diffusion coefficient of
4.9 x 10 m?/s [35] is used for NR in aqueous solution, we obtain a
value of p equal to 0.14 for the D-I and L-I hydrogels, 0.09 for the H-I
hydrogel, 0.07 for the L-II hydrogel, and 0.03 for the D-I I and H-I I
hydrogels. The values of u therefore represent the retardation of NR
mobility in the given type of hydrogel.

4. Conclusions

The release of NR as a model dye from hydrogels based on a com-
bination of polyelectrolyte and opposite charged surfactant is influ-
enced by several factors. The dye present in micelle-like nano-con-
tainers can be incorporated into a “pearl necklace structure” or in the
form of more mobile free micelles or micelle aggregates. It was found
that the diffusivity of NR increases with the increasing molecular
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weight of polyelectrolyte and the increasing charge ratio between the
surfactant and biopolymer. The results showed on the migration of NR
incorporated into free micelles, whose contents were higher for more
concentrated surfactants. The diffusivity was also influenced by the
type of surfactant. A positive correlation between the size of micelles
and the retardation of their mobility in hydrogels was found. The re-
lease of NR from hydrogels can thus be characterized by the effective
diffusion coefficients of NR and the structural parameters of hydrogels.
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