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ABSTRAKT

Naplni této diplomové prace bylo otestovat vyuzitelnost dostupnych technik strukturni
analyzy na vhodném modelovém hydrogelovém systému. Hlavnim cilem bylo zhodnotit
vyhody a nevyhody vybranych technik strukturni analyzy a vliv zmény kompozice daného
hydrogelového systému na jeho vnitini strukturu. Jako modelovy systém byly zvoleny semi-
interpenetrované hydrogely na bazi agarézy o rizné koncentraci, tento typ materialu byl
vybran pro jednoduchou a opakovatelnou piipravu a taktéz pro jeho aplikacni potencial.
Technikami strukturni analyzy byly zvoleny elektronova mikroskopie (SEM, kryoSEM),
rtutova porozimetrie a turbidimetrie. Ziskané informace poslouzi k prohloubeni znalosti o
vlivu kompozice hydrogelu na jeho strukturu a porovnani vybranych technik poslouzi pro
volbu vhodnych strukturnich analyz v budoucnu, které budou aplikovatelné i na jiné
hydrogelové systemy.

ABSTRACT

The content of this diploma thesis was testing the applicability of available structural
analysis techniques on a appropriate model hydrogel system. The main aim was to evaluate
the advantages and disadvantages of selected structural analysis techniques and the influence
of the composition change of the hydrogel system on itsinternal structure. Semi-
interpenetrated hydrogels based on agarose of different concentration were chosen as model
system, this type of material was chosen for simple and repeatable preparation and also for
its application potential. Electron microscopy (SEM, cryoSEM), mercury porosimetry and
turbidimetry were chosen as structural analysis techniques. Experimental results could be
used to improve knowledge about the influence of hydrogel composition on its structure and
the comparison of chosen techniques will be used for the choice of appropriate structural
analysis in the future, which will be applicable to other hydrogel systems as well.
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1 UvOoD

Hydrogeliim, které byly nedavno definovany jako dvou- nebo viceslozkové systémy
sestavajici se z trojrozmérné sit€¢ polymernich fetézcti a vody, kterd vypliuje prostor mezi
makromolekulami, se v poslednich par desetiletich vénuje velka pozornost hlavné pro jejich
aplikacni potencial v oblasti biomediciny, jako napfiklad kryti ran, fizené uvoliiovani 1é¢iv ¢i
jako scaffoldy v tkanovém inzenyrstvi. Hydrogely mohou byt piipraveny jak ze syntetickych,
tak z ptirodnich polymert. Mezi pfirodni polymery vyuzivajicimi se pro tvorbu hydrogeld
patii také agaroza, ktera byla v této praci pouzita jako zaklad pro modelovy hydrogelovy
systém.

Kromé zminéného zajmu v oblasti biomediciny se hydrogely na béazi agarézy také
Siroce vyuzivaji napf. v potravinarském pramyslu ¢i analytické chemii. Tokove, transportni a
bariérové vlastnosti téchto gelti hraji klicovou roli pro jejich vhodnou aplikaci ve vSech
zminénych odvétvich. Tyto vlastnosti jsou zavislé na jejich chemickém sloZeni a struktufe.
Dukladné prozkoumani vlivu zmény sloZeni na jejich strukturu a vlastnosti by mohlo mit
vyznamny dopad na vyzkumy, které vyuzivaji tyto hydrogely. Tato skute¢nost byla motivaci
pro experimentalni ¢ast této prace zaméfujici se na vliv zmény slozeni hydrogelového
systému na jeho mikrostrukturu, konkrétné pfinasejiciinformaci o struktufe a zméné struktury
pro hydrogely o rizné koncentraci agardzy s nebo bez ptidavku polyelektrolytové slozky.

Nalezité zvolené metody strukturni analyzy jsou Klicové pro dikladné a korektni
prozkoumani struktury na urovni nanometrii. Z tohoto divodu se experimentalni ¢ast této
préace taktéz zamétuje na vyzkouseni zvolenych technik strukturni analyzy, diskutovani jejich
vyhod a nevyhod. Metody byly vyzkouSeny piimé i nepfimé pro vzorky v piivodnim
nabotnalém stavu i pro vzorky lyofilozované, které byly bud’to rychle nebo pomalu zmrazeny.
Pfimymi metodami byla zvolena elektronova mikroskopie, pro pivodni vzorky se jednalo o
tzv. kryoSEM (skenovaci elektronova mikroskopie pro hydratované kryogenné fixované
vzorky) a pro lyofilizované vzorky byla pouzita SEM (skenovaci elektronova mikroskopie).
Byly potizeny mikrofotografie pro rizné kompozice hydrogelového systému, které byly
nasledné porovnany pomoci softwaru Imagel] pro obrazovou analyzu. V této praci jsou také
srovnany a diskutovany dvé odlisné moznosti obrazové analyzy v rdmci tohoto programu.
Jako nepifimé metody byly pouZity rtutova porozimetrie a turbidimetrie.

Teoreticka Cast této diplomové prace se vénuje piehledu metod strukturni analyzy,
zaméfené predevsim na hydrogelové systémy, at’ uz v ptivodnim hydratovaném ¢i vysuSeném
(lyofilizovaném) stavu. Nemala ¢ast se také vénuje popisu a moznostem vyuziti pouzivanych
materiall (agardza, alginat) a interpenetrovanych hydrogeld obecné.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Hydrogely

V pribéhu let byly hydrogely definovany riznymi zptsoby. Nejbézné€jsi definici je ta,
ze hydrogel je zesiténa polymerni sit’ naplnéna vodou vytvorena jednoduchou reakci jednoho
nebo vice monomert. Dalsi definice spociva v tom, Ze se jedna o polymerni material, ktery
ma diky své struktuie schopnost botnat a udrzet si vyznamnou ¢ést vody, ale zaroveil neni ve
vod¢ rozpustny. Hydrogely jsou tedy trojrozmérné, hydrofilni polymerni sit¢ schopné
zadrzovat velké mnozstvi vody nebo biologické tekutiny, tyto sité jsou charakteristické
mékkou a gumovou konzistenci, a tudiz jsou podobné zivym tkanim. Hydrogely mohou byt
pfipraveny ze syntetickych ¢i pfirodnich polymera. [1, 2]

Schopnost hydrogelti absorbovat vodu vychazi z hydrofilnich funkénich skupin
ptipojenych k polymernimu fetézci, zatimco jejich odolnost vii¢i rozpousténi vychazi z vazeb
mezi jednotlivymi fetézci [3]. Mnoho materiali, jak ptirozené se vyskytujicich,
tak syntetickych, vyhovuje definici hydrogelu. Syntetické polymery maji obvykle dobie
definovanou strukturu, kterou mohou byt modifikovany tak, aby bylo mozné pfizpusobit
jejich vlastnosti danym potfebam, napiiklad odbouratelnostv organismu. Hydrogely vyrobené
z piirodnich polymerti oproti syntetickym nevykazuji dostatecnou mechanickou pevnost,
mohou obsahovat patogeny nebo vyvolat imunitni reakci, ovSem nabizi také
nékolik vyhodnych vlastnosti jako je biokompatibilita, biodegrabilita a moznost podpory
bunéné aktivity. Syntetickym polymerim schazi biokompatibilita, ktera je charakteristicka
pro polymery piirodni. [4]

Historie syntetickych hydrogeld pochazi z konce padesatych let, kdy Wichterle a Lim
syntetizovali prvni hydrogely pro biomedicinskeé aplikace, konkrétné prvni kontaktni ¢o¢ky na
bazi polyhydroxyethylmethakrylatu (PHEMA) =zesiténé ethylendimethakrylatem[5]. Toto
prikopnické pouziti mékkych hydrogelti vyvolalo zcela novou vinu vyzkumu pii hledani
novych biomateriald s "chytiejsimi™ schopnostmi.

Technologie hydrogeli mize byt aplikovand v riiznych odvétvich, jako v zeméd¢€lstvi
[6], hygienickych prostiedcich [7], systémech pro dodani 1é¢iv [8], potravinovych doplicich
[7], 1é¢ivech [9], biomedicinskych aplikacich [10], tkanovém inZenyrstvi a regenerativni
medicin¢ [10], diagnostice, oSetieni ran, separaci biomolekul ¢i bunék, bariérovych
materidlech pro regulaci biologickych adhezi a biosensorech [8].



2.1.1 Vznik hydrogelu

Proces vzniku gela se nazyva gelace. Gelaci se rozumi spojeni makromolekularnich
fetézcn, které zpocatku vedou K veétSim rozvétvenym, avSak rozpustnym polymeriim.
Smés polydisperzniho rozpustného rozvétveného polymeru se nazyva "sol". Pokracovani
procesu spojovani ma za nésledek zvyseni velikosti rozvétveného polymeru spolu s klesajici
rozpustnosti. Tento "nekonecny polymer" se nazyva "gel" nebo "sit". Pfechod ze systému
s kone¢nym rozvétvenym polymerem na nekone¢né molekuly se nazyva "ptechod sol-gel”
(nebo "gelace™) a kriticky bod, kdy se gel objevi, se nazyva "bod gelace”. Gelace muze
probihat bud’ fyzikalnimi, nebo chemickymi vazbami. Obecné zpusoby piipravy fyzikalnich a
chemickych geld jsou popsany nize. [9]

2.1.1.1 Fyzikalni siténi

Diky pomérné snadné vyrob¢ a vyhod¢, Ze se nepouzivaji sitovaci Cinidla, se zvysil
zajem o fyzikalni neboli reverzibilni gely. Pecliva volba hydrokoloidniho typu, koncentrace a
pH miize vést K tvorbé Siroké skaly gelovych struktur [9]. Rlzné zptisoby popsané V literatuie
pro ziskani fyzikaln¢ zesiténych hydrogeli jsou:

Zahrivani/chlazent roztoku polymeru

Fyzikéln¢ sitované gely se tvoii pfi ochlazeni horkych roztokt, takto se pripravuji
hydrogely napiiklad Zelatiny ¢i karagenanu. Tvorba gelu je zptsobena tvorbou Sroubovic,
spojenim Sroubovic a vytvafenim spojovacich zon, tedy uzla. [10]

lontové interakce

Iontové polymery mohou byt sitovany piidanim di- nebo tri-valentnich protiiontu.
Tato metoda je zékladem principu gelace roztoku polyelektrolytu (naptiklad Na + alginatu)
s multivalentnim iontem opaéného naboje (napt. Ca®* + 2CI"). [9]

Vodikové vazby

Vodikoveé vazany hydrogel miize byt ziskdn snizenim pH vodného roztoku polymera
nesoucich karboxylové skupiny. Ptikladem takového hydrogelu je sit CMC
(karboxymethylceluloza), ktera je tvorena dispergaci CMC do 0,1M HCI. Vodikové vazby
indukuji snizeni rozpustnosti CMC ve vodé a vysledkem je vytvoteni pruzného hydrogelu.
Hydrogely karboxymethylovaného chitosanu (CM-chitosan) se mohou také pfipravit
sitovanim Vv ptitomnosti kyselin nebo polyfunkénich monomeru. [9, 10]

2.1.1.2 Chemické siténi

Chemické siténi zahrnuje roubovani monomerti na fetézec polymerti nebo pouziti
sitovaciho ¢inidla pro spojeni dvou fetézcu. Sitovani pfirodnich a syntetickych polymert 1ze
dosahnout reakci jejich funkénich skupin (jako je OH, COOH a NHb>) se sitovacimi ¢inidly,
jako je naptiklad aldehyd (naptiklad glutaraldehyd). Sitovaci ¢inidla je potieba pied aplikaci
gelu odstranit, protoZze pii aplikaci mohou negativné pusobit na latky, které maji byt gelem
zachyceny (napiiklad bunky, proteiny atd.). Existuje fada metod, které¢ jsou uvedeny
v literatuie, k ziskani chemicky sitovanych trvalych hydrogeli. Mezi které patii naptiklad
polymerace monomeru Vjiném pevném polymeru za vzniku interpenetrované sitové
struktury. [8, 9]



2.1.2 Klasifikace hydrogeli

Hydrogely mohou byt Siroce rozdéleny na gely permanentni a reverzibilni.
"Permanentnimi” nebo "chemickymi” gely jsou nazyvany gely, které jsou kovalentné
sitovany. "Reverzibilnimi" nebo "fyzikalnimi" gely jsou nazyvany gely, pokud jsou sité
drzeny dohromady spletenymi latkami na molekulové trovni nebo sekundarnimi silami
vcetné iontovych, vodikovych vazeb nebo hydrofobnich interakci. U fyzikalné zesitovanych
geli je zabranéno rozpousténi fyzikalnimi interakcemi, které existuji mezi riznymi fetézci
polymert. VSechny tyto interakce jsou reverzibilni a mohou byt naruSeny zménami
fyzikalnich podminek nebo aplikaci stresu. [1]

Déle mohou byt na zakladé zdroje rozdélenyna syntetické a piirodni. Na zadkladé
slozeni gelu mohou byt rozdéleny na hydrogely homopolymerni, kopolymerni a
multipolymerni interpenetrované hydrogely. U homopolymernich se jedna o polymerni sit’
odvozenou z jediného druhu monomeru, ktery je zakladni strukturni jednotkou daného
polymeru. Homopolymery maji strukturu skeletu sitovanou Vv zavislosti na povaze monomeru
a polymerizaéni technice. Kopolymerni hydrogely jsou takové, které obsahuji dva nebo vice
riznych monomernich druhi s alespoti jednou hydrofilni slozkou uspotfadanou v ndhodném,
blokovém nebo stfidavém uspotadani podél fetézce polymerni sité. A multipolymerni
interpenetrované hydrogely jsou dilezitou skupinou geld, které jsou vyrobeny ze dvou
nezavislych syntetickych nebo ptirodnich polymernich slozek obsazenych v sitové formé.
V semi-interpenetrovaném hydrogelu je jednou slozkou zesitény polymer a dalsi slozka je
nezesitény polymer. [1, 11]

Na zékladé konfigurace je mozné hydrogely rozdé€lit na amorfni, semikrystalické
(slozena smés amorfni a krystalické faze) a krystalickeé. [1]

Hydrogely mohou byt také rozdéleny do ¢tyf skupin na zakladé ptfitomnosti nebo
nepfitomnosti elektrického naboje umisténého na fetézcich, a to na neionické (neutralni),
iontové (vCetné aniontovych nebo kationtovych), amfoterni (obsahujici kyselé i bazické
skupiny) a zwitterionové (obsahujici jak aniontové, tak kationtové skupiny v kazdé strukturni
opakujici se jednotce). [1, 11]

2.1.3 Inteligentni hydrogely

Uvoliovéani 1€kt z vhodné l1ékové formy Vv pfedem stanoveném case, intervalech a
v preddefinovanych davkach ptedstavuje pro védce ve farmaceutickém odvétvi hlavni cil. A
ackoli v poslednich letech doslo v ramci fizeného uvoliiovani 1é¢iv k velkému pokroku, nabizi
se jeSté mnoho milnikd, které je tfeba pokofit pro 1é¢eni patologickych onemocnéni. Rychly
VYVOj V oblasti tkafiového inzenyrstvi stimuluje vyzkum a vyvoj novych biokompatibilnich
materialtt vhodnych pro adhezi a proliferaci riznych bunék. [4 — 8, 12]

Hydrogely citlivé na malé zmény urcitych parametrii okolniho prostiedi byly
zkoumany jako "inteligentni" systémy pro dodavani 1éCiv, schopné uvolnit zachycené léky
v reakci na specifické fyziologické spoustéce ve vhodném case a misté ucinku, naptiklad
hydrogely citlivé na pH ¢i teplotu. Hydrogely sjednou siti maji vSak slabé mechanické
vlastnosti. V poslednich letech byly vyvinuty multikomponentni systémy pro podavani 1éka
s potenciélnimi terapeutickymi a diagnostickymi aplikacemi, mezi nimiZz se objevily semi-
interpenetrované polymerni sité (semi-IPN) a interpenetrované polymerni sit¢ (IPN) jako
inovativni biomaterialy pro dodavani 1€kt a jako scaffoldy pro bunééné kultury. Tyto sité
nejcastéji vykazuji fyzikalné-chemické vlastnosti, které se mohou vyrazné liSit od vlastnosti
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makromolekuldrnich slozek. Dulezité¢ je, ze vlastnosti sit¢ mohou byt pfizptisobeny typu
polymeru a jeho koncentraci, aplikovanim vhodného zptisobu sitovani, jakoz i celkovym
postupem pouzitym pro jejich ptipravu. V mnoha piipadech jsou vybrany pro tvorbu IPN
hydrogelti polysacharidy. Nékdy jsou oba typy makromolekul nachazejici se v dané siti
polysacharidy, ale casto se také pouzivaji kombinace syntetickych polymerd a
polysacharidovych fetézcu, které vytvaieji semi-IPN. [13]

2.1.3.1 Interpenetrované a semi-interpenetrované polymerni sité

Interpenetrované polymerni sit¢ (IPN) ziskaly velkou pozornost v poslednich
desetiletich hlavné diky jejich potencialnim biomedicinskym aplikacim. Ackoli IPN byly
poprvé popsany v roce 1914, kdy Aylsworth navrhl prvni syntetickou IPN s cilem pouZit ji na
vyrobu gramofonovych desek, zajem o tyto slozité struktury se projevil az pocatkem
Sedesatych let 20. stoleti. Millar byl prvni, kdo zkoumal vlastnosti téchto materialt a zavedl
termin "Interpenetrating Polymer Network" [14].

IPN jsou “slitiny" polymernich siti, z nichz alespon jedna je syntetizovana nebo
sifovana Vv bezprostiedni ptitomnosti druhé bez jakychkoliv kovalentnich vazeb mezi nimi.
Jednotlivé polymerni komponenty tak nemohou byt oddéleny, pokud nebudou poruseny
chemické vazby [13 — 15]. Kombinace polymeri musi Géinné¢ produkovat pokrocily
viceslozkovy polymerni systém s novym profilem materialovych vlastnosti a parametra [13].

Definice IUPAC pro IPN je nasledujici: "Polymer obsahujici dvé nebo vice siti, které
jsou prinejmensim Ccdstecné propletené V molekularnim mérvitku, ale nejsou vzdjemné
kovalentné vdazané a nemohou byt oddéleny, pokud nebudou chemické vazby preruseny.
Smés dvou nebo vice predem vytvorenych polymernich siti neni IPN" [15]. Posledni véta se
pridava jako poznamka ke zdlraznéni rozdilu mezi IPN a smési polymeri. Pokud je sitovana
pouze jedna slozka, vysledna sit’ je definovana jako semi-IPN, pfi¢emz definice IUPAC je
nasledujici: "Polymer obsahujici jednu nebo vice siti a jeden nebo vice linearnich nebo
rozvétvenych polymerii vyznacujici se pronikanim na molekuldarni urovni alespon jedné ze siti
alespon nekterymi z linedrnich nebo rozvétvenych makromolekul" [15]. Také v tomto piipadé
byla pfidana poznadmka ke zdiraznéni rozdilu mezi semi-IPN a IPN: "Semi-IPN se odlisuji od
IPN, protoze linearni nebo rozvétvené polymery tvorici sit mohou byt principialné oddéleny
od sité polymerii, bez poruseni chemické vazby" [15].

Nejcastéji pouzivanym postupem pro vytvofeni IPN je pfiprava in situ, kde se
reaktanty (monomery nebo polymery) smisi v roztoku pied sitovanim, jak je znazornéno na
Obr. 1. V pfipadé IPN mohou byt vytvofeny dvé sit€¢ bud’ soucasné, nebo postupné,
Vv zéavislosti na sitovacich reakcich téchto dvou systémi. Alternativni postup je zaloZen na
postupné tvorbé semi-IPN. Nejprve se pfipravi polymerni sit’ a nasledné¢ se monomery nebo
dalsi polymer nanesou do pftipravené sité, coz vede k semi-IPN. Semi-IPN je pfeveden na
IPN, kdyz ptidany polymer vytvoti druhou sit’. Je tfeba poznamenat, ze pfti piipravé vzorkd ve
velkém méfitku je mozné, Ze vzajemna penetrace neni plné zajisténa v celém materialu, a
proto mohou byt pfitomny smésné oblasti rozptylené v pravych IPN doménéch. [13 — 16]

V zavislosti na povaze a vnitinich vlastnostech téchto slozek mize vzajemna
penetrace polymernich fetézcl vést K tvorbé hydrogelu. Kombinace piiznivych vlastnosti
kazdého polymeru tvoficiho IPN vede k novym systémim se zlepSenymi vlastnostmi pro
biomedicinské a farmaceutické aplikace, které se zcela Casto podstatné lisi od vlastnosti
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jednotlivych polymera. Dulezité je, Ze Vv n&kolika systémech je také pozorovan
synergismus vlastnosti. [14 — 16]
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Obr. 1: Schématické zndzornéni tvorby IPN z monomeru (obdobné také z polymerit). [13]

Kombinace a synergie vlastnosti Ize vyuzit Kk T{pravé a pfizpisobeni
charakteristik vysledného materidlu tak, aby odpovidaly specifickym potiebam. Navic
kombinaci pfirodnich a syntetickych polymera lze rozsifit rozsah dosazitelnych vlastnosti.
Vzhledem k témto vlastnostem pfitahuji hydrogely IPN zna¢ny zajem a mnoho studii bylo
provedeno na vyvoji IPN vhodnych pro rizné aplikace, zejména v biomedicinskych a
farmaceutickych oblastech. [3, 9]

Mohou byt rozliSeny dvé hlavni tfidy fyzikalnich teplotné citlivych hydrogelt IPN, a to
hydrogely, které vykazuji horni kritickou rozpoustéci teplotu, tj. které ukazuji pfechod z gelu
na solovy stav, kdyz je teplota nad touto teplotou zvySena a hydrogely, které vykazuji dolni
kritickou rozpoustéci teplotu, tj. které¢ ukazuji prechod z hydrogelu na sol, kdyz je teplota
nizsi nez tato teplota. [13]
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2.1.4 Hydrogely v mediciné

Pokrok v technologii rekombinantnich proteint identifikoval ¢etné mnoZstvi proteind,
které maji potencial v 1é¢bé nemoci. Nicméné efektivita dodani téchto biomolekul je vyzvou
zejména pro jejich velkou molekulovou hmotnost a unikatni 3D strukturu. Intravendzni nebo
podkozni injekce jsou doposud nejpouzivanéj$i formou podani téchto molekul jako 1éCiv.
Ovsem tyto biomolekuly maji tendenci k proteolytické degradaci, proto podléhaji velmi
kratké cirkulaci v plazmé a velmi rychle se odbouraji v ledvindch, to vede k nutnosti
nékolikanasobnych dennich injekci nebo zvySené davce kudrzeni lékové koncentrace
potiebné pro terapeutické ucinky. [17]

Nekteré unikatni vlastnosti, které hydrogely maji, je ¢ini uzite¢nymi Vv dodéani téchto
biomolekul ve formé 1é¢iv. Jednou z téchto vlastnosti je napiiklad jejich reakce na okolni
podnéty, kterd mlze byt snadno vnesena do hydrogelové sité pti vyrobe. Reaguji na zmény
okolniho prostfedi jako je pH nebo teplota, naptiklad pH senzitivni hydrogely jsou uzite¢né
pfi oralnim podani, kdy dokaZzi ochranit peptidy/proteiny 1ékt pied travicim traktem. [18, 19]

Kyselina akrylova a kyselina methakrylova [17] jsou nejcastéji pouzivané monomery
pro vyrobu aniontovych hydrogela citlivych na pH, zatimco pro vyrobu kationtovych
hydrogelt se pouziva 2-(dimethylamino)ethylmethakrylatu [18]. N-isopropylakrylamid [19] a
blokové kopolymery polypropylenoxid-polyethylenoxid-polypropylenoxidu (poloxamery)
jsou vhodné pro vyrobu hydrogeli citlivych na teplotu.

Hydrogely mohou byt také konstruovany tak, aby vykazovaly bioadhezivitu pro
usnadnéni cileni 1éku, zejména prostiednictvim hlenovych membrdn, pro neinvazivni
podavani 1é¢iva. Jak ptirodni polymery (naptiklad chitosan), tak i syntetické monomery
(naptiklad kyselina akrylovad) poskytuji tuto vyhodnou vlastnost. Nékteré bioadhezivni
polymery byly pouzity K vyrob& hydrogelii pro peroralni a bukalni podavani 1éka. Dalsi
perspektivni vyuziti hydrogely nachazi jako materidly pro scaffoldy v aplikacich tkanového
inzenyrstvi. Vynikajicimi ptiklady jsou uméla chrupavka a nervové tkanové inzenyrstvi. [20]

Vyroba a modelovani hydrolyticky degradovatelnych hydrogelti jsou dobfe rozvinuté.
Napiiklad West a Hubbell vyrabéli hydrogely slozené z blokovych kopolymerti polymlécné
kyseliny a polyethylenglykolu pro pouziti pfi uvoliovani proteini [21]. Mettersa kol.
vytvorili zakony, které umoznily ptedpovidat rychlost degradace téchto hydrogeli na zakladé
makroskopickych vlastnosti, jako je kompresni modul a objemovy pomér botnani [22].
Hennink a spolupracovnici nedavno vyuzili simula¢ni techniku Monte Carlo (algoritmy
vyuzivané pro simulaci systémi), aby mikroskopicky ptfedpovédeli  chovani
mikrokuli¢ek tvotenych smési hydroxyethylmethakrylatu a dextranu [23].

Kromé hydrolyticky degradovatelnych hydrogelti jsou také intenzivné zkoumdany
syntetické gely obsahujici biologické c¢asti, které mohou byt enzymaticky degradovany.
Jednim ze zpiisobii vyroby tohoto typu hydrogelu je zaclenéni peptidovych substratii do
tvorby hydrogelu jako nosi¢e enzymu. [24]

2.2 Biopolymery

Biopolymery jsou latky, které vznikaji v organismech kondenzaci stejnych ¢i riznych
nizkomolekularnich latek. Z chemického hlediska hovotime o polysacharidech, proteinech a
nukleovych kyselinach. Nize jsou popsany vybrané gelotvorné biopolymery, které maji
zajimavy aplikacni potencidl. [25, 26]
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2.2.1 Agaroza

Agaroéza je linearni polysacharid se zakladnimi strukturnimi jednotkami D-galakt6zou
a 3,6-L-galaktézou, které se stiidave opakuji. Jednd se o ptirodni polysacharid, ktery se
ziskava extrakci z ¢ervenych a hnédych motskych fas. Agardza nenese naboj, diky tomu se

stava zajimavou, obzvlast’ pro vyuziti jako inertniho nereaktivniho nosice pro dalsi latky. [27
—-29]

Agardza je tzv. termoreverzibilnim polysacharidem, coz znamend, ze se pii zméné
teploty v ur¢itém rozsahu projevi hystereze. Za normalni teploty je ve vodnych roztocich
nerozpustna, zahtfivanim (cca na teplotu 85 °C) dochazi k dobrému rozpousténi. Diky vyse
zminénym reverzibilnim vlastnostem, pti ochladnuti (cca na teplotu 40 °C) dojde k vytvoieni
polotuhé hmoty, tedy ke gelaci agar6zy. Agarozové gely vykazuji jak syneresi, tak hysterezi,
to znamena, ze maji tendenci vylucovat vodu pii stani a bod tani geli (ptiblizné 90 °C) je
mnohem vy$$i nez bod vzniku hydrogelu (pfiblizné 40 °C). [29, 30]

Agaroza je hlavni slozkou agaru, ovSem V komeréné dostupnych piipravcich se mohou
objevovat 1 necistoty, kterymi nejCastéji byvad materidl vznikly nahrazenim zbytku D-
galaktézy v poloze 6 (6-methylether a 6-sulfat) a material vznikly substituci anhydridu
v poloze 2 (2-sulfatovy derivat). Kromé téchto a dalsich moznych nedistot, se mohou fetézce
agarozy odchylovat od idealniho opakovani. Véfi se, Ze tyto odchylky od struktury hraji
dalezitou roli pfi gelaci agardzy, zabranuji dokonalému uspotfadani, a tim srdzeni fetézch
béhem sol-gel ptechodu. [29]

2.2.1.1 Struktura agarozy v gelu

V pevném stavu zaujimd agar6za konformaci jednoduché nebo dvojité helikalni
struktury. Po dlouhou dobu se ptedpokladalo, ze agar6zova vlakna v hydrogelové form¢é maji
konformaci dvojité Sroubovice. Guenet a kol. objasnili, Ze fetézové konformace agar6zy
v gelové formé jsou vétSinou jednoduché helixy. Navic, Vv pfipadé V pfipadé agardzy
v systtmu svodou a dalsim ko-rozpoustédlem, Guenet a kol. prokazali, ze molekuly
rozpousStédla jsou organizovany spolecné Sagarézovymi fetézci za vzniku terndrnich
komplext uvnité gelovych vlaken. Dosud byla struktura agar6zovych hydrogela (Obr. 2)
objasnéna do stupné popsaného vySe. Avsak forma Sroubovice, kterou agar6zova vlakna
piijima v hydrogelu, je stale sporna. [31]

Z vysledku jinych technik se v8ak zda, ze struktura sité agardzy zahrnuje vice nez jen
formovani dvojité Sroubovice. Podstatné agregovanéjsi strukturu spojovacich zon dokazuji
data jak z vlastnosti hystereze, tak z optické aktivity a experimentli zahrnujici rozptyl svétla,
dale z elektronové mikroskopie a gelové permeacni chromatografie. Pevné uzly agar6zovych
retézcli, které vytvaii gelové spojovaci zoény, byly také identifikovany na zakladé
viskozimetrickych a fluorescenénich depolariza¢nich studii. [30]

Vnitini strukturu agarézového gelu rozumime velky pocet tuhych fetézci agardzy
konstruovanych a uspotfadanych tak, Zze mohou vznikat vétSi mezery prazdnych prostor,
oznacovanych jako pory. Velikost, tvar a uspotadani téchto port ovlivituje mnoho fyzikalnich
a chemickych vlastnosti téchto gelt. Napfiklad pravé porovitost urCuje, kolik specifického
lé¢iva mize byt naneseno hydrogelem, nebo jak odolny gel bude v riznych aplikacich
spojenych s mechanickou zatézi. [30, 31]
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Obr. 2: Model agardzové site. [27]

2.2.1.2 Vyuziti agarozovych gelii

Diky svym termickym vlastnostem nachazi agard6za uplatnéni v oblasti analytické
chemie, biomedicinskych aplikacich, biochemii, potravinafském primyslu, dale se vyuziva ve
vyzkumech v oblasti farmacie a mikrobiologickém pramyslu. V analytické chemie na$la
agaroza uplatnéni hlavné jako stacionarni faze pti gelové permeacni chromatografii, ptipadné
jako nosi€ elektricky nabitych molekul u gelové elektroforézy, toto pievladajici pouziti miZze
byt spojeno s pevnosti a pérovitosti agar6zového gelu. S rostouci koncentraci agarozy se jeji
poéry zmenSuji a prodluzuje se tim doba, ktera je potiebna pro separaci iontil elektroforézou.
Udaje pro permeabilitu agarovych gelt pro kapaliny se shoduji, Ze jak se zvysuje koncentrace
polymeru, propustnost se sniZzuje, coz znamena, ze u¢inna velikost pora také klesa. Agardza je
také soucasti vyzkumu Vv oblasti fyzikalni chemie, protoZze vykazuje velmi nizkou afinitu
k interakcim se studovanym materialem, lIze s jeji pomoci studovat polymery (a jiné latky)
v hydrogelovém agar6zovém mediu. [28 — 34]

Strukturni podobnost agarézového hydrogelu s zivou tkani a extracelularni matrici
usnadiiuje jeji aplikaci v inovativnich biomedicinskych technologiich. Diky této podobnosti
se Casto pouziva K zapouzdieni 1é¢iva ksimulaci tkani, agar6zovy hydrogel ma tedy
nepopiratelny uzitek a potencial pro vyuziti v biomedicing. [13]

Tyto gely jsou také cennou soucasti mnoha novych technologii, od potravinarskych
véd, pies farmakologii az po tkanové inzenyrstvi a genetiku. OvSem nedostate¢né porozuméni
struktute téchto gell, zejména povaze port V ni, znaéné¢ omezuje presnost vyzkumu, ktery
vyuzivé agar6zovy hydrogel, protoze oddélit vysledky vyzkumu od vlivu téchto porti je témér
nemozné. Dikladné prozkoumani struktury agardzy SrozliSenim na Grovni nanometri by
mohlo mit vyznamny dopad na projekty a odvétvi, ktera vyuZzivaji agarézové hydrogely. [35]
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2.2.2 Alginat

Kyselina alginova, také nazyvana algin nebo alginat, je aniontovy polysacharid, ktery
je Siroce distribuovan Vv bunéénych sténach hnédych fas, kde diky vazbé svodou vytvaii
viskozni gumu. Je to také vyznamna slozka biofilmi produkovanych bakterii
Pseudomonas aeruginosa. Jeho barva se pohybuje od bilé az do Zlutavé hnédé. Prodava se ve
form¢ vlaken, granuli nebo prasku. [36]

Alginat sodny je linearni polysacharid, sloZzeny z kyseliny B-D-manuronové (M) a
kyseliny a-L-guluronové (G), tyto kyseliny jsou blokové uspofadany, a to bud jako
homopolymerni bloky (MM, GG) nebo stiidajici se bloky M a G s riznym pomérem M/G.
Fyzikalné-chemicke vlastnosti alginatu silné zavisi na tomto poméru. [25]

Hydrogely alginatu se Siroce vyuzivaji ve farmaceutickém pramyslu jako nosice
1é¢iv pro uvoliovani 1€kt a proteind ve formé¢ filmd, mikrokuli¢ek a v tkanovém inzenyrstvi
jako scaffoldy pro regeneraci chrupavky, kosti a mékkych tkani. Diky své vysoké
vSestrannosti a schopnosti pfizptisobit se mechanickym vlastnostem je alginat jeden z nejvice
studovanych gelovych materiali. [23]

2.2.3 Chitosan

Chitosan je linearni kationtovy polysacharid, skladajici se z B(1—4) spojenych ¢asti 2-
amino-2-deoxy-D-glukopyranosy a 2-acetamido-2-deoxy-D-glukopyranosy. Vyrabi se N-
deacetylaci chitinu, na ktery se pusobi koncentrovanou zasadou (40-50 hm.% hydroxid sodny
¢i draselny), pfi teplotdich 100 °C a vysSich. Chitosan pfitahuje mnoho védct kvili svym
vynikajicim biologickym vlastnostem, jako je biologicka rozlozitelnost, kompatibilita a
antibakterialni aktivita. Pfi vysokém obsahu aminoskupin a hydroxylovych funkénich skupin
chitosan také upouta pozornost jako biosorbent, ktery vykazuje vysoky potencial pro adsorpci
proteint, barviv a kovovych iontu. [24, 25]

2.3 Metody strukturni analyzy hydrogelovych systému

Fakt, ze nékteré fyzikalni dé&je probihaji Vv porech o rizné velikosti odliSnym
mechanismem, je zakladem pro jejich klasifikaci podle rozméru. Bézné pouzivana klasifikace
je podle Dubinina, a to na mikropéry (mensi nez 2 nm), mesopéry (2 — 50 nm) a makropory
(vétsi nez 50 nm). Mikropory se nékdy dale rozliSuji na ultramikropdry a supermikropory
(blize k hranici s mesopory). [37]

2.3.1 Techniky sorp¢ni a porozimetrické

Rtutovéa porozimetrie ¢i sorpce plynil jsou klasické metody aplikované pro stanoveni
distribuce port. Pro vypocet specifického povrchu vzorku lze pouzit fadu matematickych
metod, které jsou zaloZeny na modelovych situacich vzdy Vv ur€itém intervalu odpovidajicich
tlakd. [37, 38]

2.3.1.1 Teorie Brunauer-Emmett-Teller

Teorie Brunauer-Emmett-Teller (BET) ma za cil vysvétlit fyzikalni adsorpci molekul
plynu na pevném povrchu a slouzi jako zaklad pro dulezitou analytickou techniku pro méfeni
specifického povrchu materidli. Podobné jako povrchové napéti je adsorpce disledkem
povrchové energie. VéEtSina atomu, které tvoii pevnou latku, jsou ze vSech stran obklopeny
jinymi atomy. Atomy na povrchu pevné latky (¢i na povrchu porii) jsou vsak netplné vazany.
Vzhledem k sildm Van der Waalsovych interakci jsou tyto povrchové atomy reaktivni a
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ptitahuji plyny, paru a kapaliny. Proto existuje mnozstvi metod, které Kk uréeni specifického
objemu poru ¢i specifického povrchu poréznich latek vyuziva praveé adsorpci. Nejcastéji se ke
sledovani adsorp¢nich izoterem vyuziva jako adsorbat dusik, také se Casto pracuje S argonem.
Adsorpci mizeme klasifikovat podle sil pusobicimi mezi absorbentem a adsorbatem na
fyzikalni, chemickou ¢i elektrickou. Fyzikalni sorpce je reverzibilni proces vyvolany Van der
Walsovymi silami, naproti tomu chemickéa adsorpce je ireverzibilni proces, vyvolany silami
na Grovni chemickych vazeb. Pisobenim Coulombovskych sil vznika elektrickd adsorpce.
[39]

VétsSinu adsorpénich izoterem pro fyzikdlni adsorpci Ize zaradit do jedné z Sesti tiid,
navrzenych Brunaurem, Emmettem a Tellerem, zndmych jako klasifikace BET.
Charakteristické typy téchto isoterem jsou shrnuty v Obr. 3. [37]

V roce 1938 vydali Stephen Brunauer, Paul Hugh Emmett a Edward Teller prvni
¢lanek o teorii nazyvané BET v Casopise Journal of the American Chemical Society. Tato
teorie je dodnes zakladem pro standartni zpusob vyhodnoceni specifického povrchu latek,
predpokladd systém vicevrstvé adsorpce a obvykle vyuziva adsorbaty, které chemicky
nereaguji s povrchy materidlu. Dusik je nejéastéji pouzivany plynny adsorbat pouZivany pro
povrchové analyzy BET. Z tohoto diivodu se nejcastéji provadi standardni BET analyza pfii
teploté varu No. [40]
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Obr. 3: Typ I Cisté mikroporézni adsorbent. Typ II: Neporézni, pripadné cisté makroporézni
adsorbenty. Typ IlI: Neporézni adsorbentys velmi slabou interakciadsorbat — adsorbent. Typ IV:
Mesoporézni adsorbent. Tyto isotermy se vyskytuji velmi casto.Typ V: Mesoporézni adsorbent
vyskytujici se pomérné ziidka. Plati zde t0, €0 bylo Feceno u typu IIl. Typ VI. Ridky pripad, kdy
adsorpce probiha v nékolika oddélenych krocich v riiznych intervalech tlaku adsorbatu. [37]

Systém vicevrstvé adsorpce predpoklada, ze dochazi k adsorpci soucasné V riznych
vrstvach, tedy zatimco prvni adsorpcni vrstva neni zcela zaplnéna, K adsorpci dochazi jiz
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v druhé piipadn¢ dal$i vrstvé. Statickda monovrstva, am, oznafuje mnozstvi adsorbatu
potiebného K vytvofeni monovrstvy. Ve skute¢nosti nedochazi K vytvoreni této vrstvy, oviem
z prubéhu adsorpéni isotermy BET je mozné hodnotu am urcit, z této hodnoty l1ze poté urcit
specificky povrch adsorbentu, a to podle nasledujiciho vztahu (1):

S=ay"A-) 1)

, kde am je kapacita monovrstvy (mol/g), A je Avogadrova konstanta a X je velikost povrchu,
Kterou zaujima jedna adsorbovana molekula adsorbatu. Pro dusik p#i 77 K se standardné uziva
hodnota %(N2) = 0,162 nm?. [37]

U poréznich latek je tieba znat i rozdéleni objemu podle velikosti port, je potieba tedy
urcit jaky objem odpovida porim o rizné velikosti. Vzhledem K faktu, ze pory vyskytujici se
v latkach maji riizné velikosti a tvary, pii provadéni matematickych operaci je nutné vytvofit
modelovy system. [41 — 44]

Metoda Barreta, Joynera a Halendy (BJH)

Standartni zpiisoby vypoctd, jako napiiklad BJH metoda umoziujici vypocitat
distribuci Sifek port, jsou odvozeny ze zjednoduseného makroskopického popisu kapilarni
kondenzace, tyto vypocty byvaji nejcastéji aplikovany na desorpéni ¢ast izotermy.

BJH metoda je tedy jednim ze zplsobli vypocta distribuce pér vyuzivajici Kelvinovu
rovnici, jejiz vypocet byl zobecnén Robertsem [41]. Robertstuv algoritmus byl shrnut Satem,
ktery ho definoval jako feSeni integralni rovnice (2) pro hledanou distribuéni funkci f(r) pti
znalosti adsorp¢ni isotermy [42]:

a() = [ fyar + [0 1) () dr @

(rKmi k() r—t(x)

Distribuce porti podle BJH predpoklada, ze pory jsou valce nebo Stérbiny, které se
neprotinaji. Vypocet Ize tedy provést pro modelovou pfedstavu.

Teorie hustotniho funkcionalu (DFT)

Novy zptisob analyzy adsorpénich izoterem byl zpracovan Olivierem a Conklinem a
Seatonem, Waltonem a Quirkem. Ti za pomoci statistickeé fyziky pro dany relativni
tlak ziskali hustotu adsorbované latky v poru o definovaném tvaru a velikosti. Tyto slozité a
Casoveé narocné vypolty byly formulovany jako adsorpéni izotermy pro piiblizné¢ 100
velikosti poért. Diky statisticko-fyzikdlnimu zpracovani neni tfeba uvaZovat separatné
vicevrstvou sorpci, kapilarni kondenzaci ani objemové zapliiovani port. Distribuce pord
metodou DFT se ziskava tak, ze se najdou vhodné (statistické) vahy izoterem pro pory
raznych velikosti, které v souctu odpovidaji experimentalni izotermé. [43, 44]

Stejné jako ostatni metody je DFT analyza postavena na jednoduchych tvarech pord,
tedy na neprotinajicich se valcich a §térbinach.

2.3.1.2 Rtut’ovd porozimetrie

Dalsi metodou, kterd umoziuje urcit velikost porti je rtutova porozimetrie. Jedna se o
metodu zaloZenou na zvySovani tlaku nesmacivé kapaliny (tedy nejCastéji rtuti), zvySovanim
tlaku se postupné zaplni pory od nejvétSich po nejmensi. Ptistroj pracuje ve dvou reZimech: 1.
v nizkotlakém se evakuovany vzorek za¢ina zapliovat a pokracuje pies normalni tlak az do 4
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atmosfér (4 um velkych port). 2. rezim znamena, Ze se vzoreK piesune do vysokotlaké ¢asti,
kde se mé&fi mezi atmosférickym a maximalnim (414 MPa) tlakem. [37, 38]

Z vtlateného objemu pii daném tlaku se podle Washburnovy rovnice (3) kde d je
pramér péru, p pusobici tlak, y povrchové napéti rtuti a 6 jeji kontaktni thel, vypocita
distribuce velikosti pora. [38]

d=—4-y-c050/p 3)

2.3.2 Techniky zobrazovaci

Zobrazovaci techniky patii mezi piimé metody strukturni analyzy. U analyzovaného
vzorku ptimo zobrazi jeho vnitini strukturu s rozliSenim v zavislosti na zvolené technice. Patii
zde naptiklad optickd mikroskopie, transmisni elektronovd mikroskopie ¢i skenovaci
elektronova mikroskopie. [9]

2.3.2.1 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Elektronovd mikroskopie je mikroskopie, ktera narozdil od optické vyuZziva misto
svétla paprsek zrychlenych elektroni. Zrychlené elektrony nesou velké mnozstvi kinetické
energie, ktera je rozptylena na fadu ruznych alternativnich forem vznikajicich interakcemi
elektron-vzorek, jestlize jsou elektrony zpomalovany dopadem na pevny vzorek. Témito
formami jsou teplo, emise nizkoenergetickych sekundarnich elektronu, elektrony zpétného
odrazu s vysokou energii, emise svétla (katodoluminiscence) nebo rentgenové emise.
Obraz zobrazeny SEM mapuje ménici se intenzitu kteréhokoli z téchto signala v poloze
odpovidajici poloze paprsku na vzorku, kdyz byl signal generovan. [45]

Sekundarni elektrony a zpétné rozptylené elektrony se bézné pouzivaji pro
zobrazovani vzorki, pficemz sekundarni elektrony jsou nejcennéj§i pro zobrazovani
morfologie a topografie vzorkii a zpétné rozptylené elektrony jsou nejcennéjsi pro ilustraci
kontrastli ve vicefazovych vzorcich. Analyza SEM je povazovana za "nedestruktivni", to
Znamena, Ze rentgenové zafeni generované interakcemi elektroni nevede ke ztraté¢ objemu
vzorku, takze je mozné opakované analyzovat stejné materialy. [45]

SEM lze tedy pouzit k poskytnuti informaci o povrchové topografii, sloZeni a dalSich
vlastnostech, jako je elektricka vodivost. ZvétSeni v rdmci této metody muze byt fizeno
Vv rozmezi az 6 fadu, od 10 do 500 000krat. [46, 47]

Pro méfeni pomoci SEM je nutno hydrogely vysusit, susenim ov§em mutze dochazet
K riznym artefaktim, které zastini pfirozenou ptivodni strukturu. Vzhledem k faktu, Ze tyto
matrice se aplikuji a zastavaji svou funkci ve svém hydratovaném stavu, jsou relevantné&j$imi
informacemi ty, které jsou ziskané pti analyze V jejich pfirozené hydratovaném stavu pomoci
SEM za nizkych teplot. [46 — 48]
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2.3.2.2 KryoSEM

Kryo-skenovaci elektronova mikroskopie byla poprvé provedena v 60. letech, ale az
v 80. letech se diky komerén¢ dostupnym systémutim stala rutinni zalezitosti mnoha laboratofi.
KryoSEM je formou elektronové mikroskopie, kde hydratovany, ale kryogenné fixovany
vzorek je zobrazen pti nizkych teplotach, coz umoziuje zachovat a zaznamenat vzhled vzorku
V plné hydratovaném a chemicky nemodifikovaném stavu. [48, 49]

Vzorky se kryogenné fixuji obvykle ponofenim do kapalného dusiku. Potom se
vzorek pienese ve vakuu do kryo-komory pro ptipravu vzorkd pro SEM, kde podle potieby
dochazi k poruSeni vzorku (pro zobrazeni vnitini, a ne povrchové struktury). Po poruseni
povrchu kovem (obvykle zlatem nebo platinou) se vzorek pienese do komory SEM, kde
zastava zmrazen dusikem b&hem zobrazovani. KryoSEM biologickych vzorki s vysokym
obsahem vlhkosti Ize provést rychleji, s méné kroky piipravy vzorkt nez konvenéni SEM.
Navic procesy dehydratace potfebné pro ptipravu biologického vzorku pro konvenéni SEM
komoru zpiisobuji Cetné deformace Vv tkani vedouci ke strukturdlnim artefaktim béhem
zobrazovani. Ukazalo se, ze technika kryoSEM je vynikajici pro studium detailni morfologie
a nabizi mnoho vyhod oproti normalnim SEM postuptim. [49]

2.3.2.3 ImageJ

Technologie v mikroskopii rychle postupuje, je tedy stale dostupnéjsi, rychlejsi a
presnéjsi v kvantitativnim biomedicinském zobrazovani, coz vyzaduje odpovidajici
zpracovani a analyzu obrazu. K dispozici je $iroka $kala riznych softwar od komercnich po
akademické ¢i specializované. Klicovou vlastnosti softwaru adekvatniho pro veédecké
vyzkumy je jeho pfistupnost. Open source softwary jsou idealni pro védecké vyuZiti, protoZe
mohou byt volné kontrolovany, modifikovany a redistribuovany. [50]

Bylo napsano velké mnozstvi review na téma zpracovani obrazu a analytickych
nastroji obecné. Existuji také celé knihy zaméfené na téma zpracovani obrazu psané pro
konkrétni védecké discipliny; v samotné mikroskopii mohou ¢tenati najit vynikajici zdroje
pro zpracovani obrazu a digitalni mikroskopii. [51 — 54]

V roce 1987 vydal Wayne Rasband, ktery v té¢ dobé pracoval v Narodnim zdravotnim
ustavu, "NIH Image", pfedchidce programu ImageJ. NIH Image vstoupil na trh, ktery byl jiz
preplnén vysoce pokrocilym védeckym softwarem pro zpracovani obrazu zamétfen¢ho pro
védce Vv oblasti pocitact. Nékolik vlastnosti odlisuje tento program od konkurentli a tyto
nuance jsou zachovany dodnes: aplikace a zdrojovy kod byly k dispozici zdarma, mély velmi
jednoduché uZivatelské rozhrani a mohly bézet na cenové dostupnych pocitacich. Navic, jako
projekt, ktery vita piispévky do zdrojového kodu, Imagel piitahuje jako uzivatele i
programatory. [50]

Od svého zaloZeni se spole¢nost Imagel vyrazné rozrostla pravé proto, ze byla volné
dostupna a také diky jeji uzivatelské komunité. Riznorodi védci jako zaniceni zajemci,
technicti asistenti, studenti, védecky persondl a vyzkumni pracovnici pokrocilé biologie
pouzivaji ImageJ na denni bazi. Vyuziti Imagel je mozné v rozsahu od vizualizace dat a
vyuku az po pokrocilé zpracovani obrazu a statistické analyzy. Rozsititelnost softwaru nadale
pfitahuje biology, stejné¢ jako pocitatové védce, ktefi chtéji efektivné implementovat
specifické algoritmy zpracovani obrazu. V piehledu Schindelin a spol. [50] pouzivali autofi
projekt ImagelJ jako pfipadovou studii o tom, jak open-source softwary védecké komunité
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snadno zpfistupnuji mnozstvi technologii analyzy obrazu. Konkrétné zkoumali, co ¢ini
ImageJ tak oblibenym, jaky dopad ma na védu, jak inspiruje dalsi projekty a jak je ovliviiovan
soub&Znymi projekty vV rdmci komunity uZzivateli Imagel. Také se vzhledem k rozséhlosti
softwarovych projekti, které funguji v ramci ImagelJ, zaméfili na funkce, které je od sebe
navzajem odlisuji. Z technického hlediska Imagel poskytuje uzivatelské rozhrani s funkcemi
pro nacitani, zobrazeni a ukladani obrazkl; zakladni funkce zpracovani obrazu, jako jsou
filtry s konvoluci; a rozsifeny mechanismus véetné podpory pro pluginy a makra. Jeho
rozSifitelnost je skutecné zakladem efektivity ImagelJ: pokroc¢ilé metody zpracovani obrazu
(napf. aktivni segmentace obrysti) nejsou poskytovany zékladni aplikaci, ale jsou
zpiistupnény pluginy specialisti v odpovidajicich odvétvich. Do Imagel jsou také snhadno
instalovatelna makra a pluginy uréend pro demonstraci koncepci analyzy obrazu. Stale vice
veédcl uznava skutecnost, ze software hraje stejné diilezitou roli ve vyzkumu jako materialy a
metody. [50 — 55]

2.3.3 Rozptylové a difrakéni techniky

Interakce zafeni s optickymi nehomogenitami, napt. s disperznimi Casticemi Se
projevuje ruznymi jevy, napiiklad rozptylem svétla ¢i difrakei. K rozptylu svétla dochazi,
pokud se svétlo odrazi riznymi sméry. Rozptyl je dobie pozorovatelny napf. na koufi
(¢astecky pevné latky v plynu), mlze (kapky vody ve vzduchu) ¢i suspenzi (CasteCky pevné
latky v kapalin€). Metody vyuzivajici ke strukturni analyze tyto jevy jsou popsany nize.

2.3.3.1 Turbidimetrie

Kdyz paprsek svétla prochazi materidlem, jeho intenzita je snizena, bud’ absorpci,
nebo rozptylem. Turbidita je definovana pomoci celkového rozptyleného svétla, ovSem
V praxi je zafeni, které je rozptyleno Vv thlech nizSich nez tihel méfeni daného pfistroje,
zméfeno jako proslé, coz komplikuje aplikovatelnost této techniky. [56]

Turbidita je pocitana ze vztahu (4):
() =23 (D)/L (4)

, kde A je absorbance a L optick4 drdha. VInovy exponent se ziskd ze smérnice rovnice
linearni regrese, zavislosti dekadického logaritmu turbidity na dekadickém logaritmu vinové
délky. VInovy exponent je zavisly na korelani délce a korela¢ni délka je pfimo mérna
velikosti poru. [57]

2.3.3.2 SAXS

SAXS (small angle x-ray scattering) patii mezi metody zvané SAS (small angle
scattering), tedy metody méfeni rozptylu, kdy jsou podminky métfeni nastaveny tak, aby byl
tento rozptyl svétla zaznamenavan v malych thlech (0,1 — 10°). [9]

Tato metoda Kk analyze vyuziva koherentniho rozptylu elektromagnetického zateni
v oblasti vinovych délek rentgenoveho (RTG) =zafeni. Princip této metody spociva
Vv ostfelovani vzorku paprskem RTG zafeni, ¢imz dojde K vytvofeni koherentniho rozptylu.
Dojde tedy Kk interakci elektrického pole daného zafeni s elektrony vzorku, coz zpusobi
oscilaci danych elektronti a dojde ke vzniku druhotného RTG zafeni se stejnou vinovou
délkou, ale rozdilnou fazi ve srovnani s piivodnim paprskem. Struktura, tvar a velikost ¢astice
jsou hlavni parametry ovliviujici velikost rozptylu RTG zatfeni. SAXS tedy mtze poskytnout
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informace o velikosti port, velikosti a uspofadani makromolekul, vzdéalenosti mezi ¢asticemi
materialu a dalsi informace dle nastaveni experimentu. [27]

2.3.3.3 SANS

Stejné¢ jako SAXS metoda SANS (small angle neutron scatering) patii mezi tvz.
SAS metody. Jedné se o experimentalni techniku, kterd pouziva rozptyl elastického neutronu
pii malych rozptylovych uhlech, aby zkoumala strukturu rtiznych latek v méfitku ptiblizné 1 —
100 nm. Béhem experimentu SANS je paprsek neutronti namifen na vzorek, kterym muze byt
vodny roztok, pevna latka, praSek ¢i krystal. Neutrony jsou elasticky rozptyleny interakci
s jadry nebo interakci s neparovymi elektrony. [27]

SAXSa SANSjsou experimentdlni techniky, které umoziuji urcit strukturu
kondenzovanych latek. Oba zpusoby poskytuji informace o tvaru, velikosti a prostorové
organizaci studovanych objektl o velikosti fadové nékolika desetin az stovek nanometrd.
Dostupné rozmezi téchto velikosti je zvlasté zajimavé pro mékké kondenzované latky, véetné
polymernich vzorku, koloidnich ¢astic nebo agregatti povrchové aktivnich latek. [9]

2.3.3.4 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS, také znamy jako fotonova korela¢ni spektroskopie
nebo kvazi-elasticky rozptyl svétla) je jednou z nejpopularnéjSich technik rozptylu svétla.
Typickymi aplikacemi jsou emulze, micely, polymery, bilkoviny, nanoc¢éstice nebo koloidy.
Z&kladni princip je jednoduchy: Vzorek je osvétlen laserovym paprskem a fluktuace
rozptyleného svétla je detekovdna pod znamym rozptylovacim uhlem rychlym fotonovym
detektorem. Jednoduché ptistroje DLS, které méfi pii stanoveném uhlu, mohou urcit stiedni
velikost ¢astic v omezeném rozsahu velikosti. Vice propracované pfistroje S moznosti vice
uhli mohou urcit Gplné rozlozeni velikosti Castic. [9, 27]

Ke fluktuaci intenzity rozptyleného svétla dochazi vlivem interferenci zareni
S Casticemi, které podléhaji Brownovu pohybu. Se zvySujici se rychlosti Castic se zvySuje i
rychlost zmény intenzity rozptyleného svétla, tato rychlost je tedy pfimo zavisla na pohybu
molekul. Experimentdln¢ se charakterizuje fluktuace intenzity vypoltem intenzity
autokorela¢ni funkce pro monodisperzni systém, ktera je definovana vztahem (5):

g(2) = el="/xcl 5)

, kde 1c je relaxacni ¢as (doba nutnd knavratu fluktuace k primémé hodnoté intenzity
rozptyleného zafeni). Tato hodnota je ve vztahu S difuznim koeficientem ¢&astic D podle
nasledujici rovnice (6):

we=1/p. (6)
, kde q je absolutni hodnota vinového vektoru (7):
q= 47” . sing (7)

, kde A je délka primdrniho svételného paprsku a 6 thel pod nimz je méfena intenzita
rozptyleného zateni.

Prostiednictvim Stokesovy-Einsteinovy rovnice lze poté z difuzniho koeficientu
vypocitat velikost ¢astic podle nasledujiciho vztahu (8):
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d(H):k.T/3-T[-n-D (8)

, kde d(H) je hydrodynamicky pramér ¢astice, k je Boltzmannova konstanta, T je absolutni
teplota a n je viskozita disperzniho prostiedi. [27]

Dynamicky rozptyl svétla (DLS) se obecné pouziva ke studiu dynamiky a relaxacnich
procestt V sol-gelovych systémech. Velikost pord lze vypocitat z difuzniho koeficientu.
Me¢éteni DLS jsou komplikovany zna¢nymi fluktuacemi intenzity a relaxa¢ni doby V pribéhu
gelace a nékolikanasobného rozptyleni pro vysoké koncentrace. Turbidimetricka méfeni jsou
V porovnani rychla, méné komplikovana, a tedy vhodnéjsi pro koncentrované vzorky. [58]

Gelova permeacni chromatografie spojend na linii S viceuroviovym rozptylem
laserového svétla je Siroce pouzivanou technikou pro stanoveni molekuldrni distribuce a
parametri polymerniho systému. Hydrogel v polymernim systému Ize kvantifikovat pomoci
této techniky. Tato technika je Siroce pouzivana pii kvantifikaci hydrogeld né¢kolika
hydrokoloidi, jako je arabska guma, zelatina a pullulan. [58, 59]

2.3.4 Techniky chemické a fyzikalné-chemické

Mezi dalsi techniky charakterizujici hydrogelové systémy patii naptiklad infracervena
a Ramanova spektroskopie. Tyto techniky spektroskopického méfeni maji zaklad ve zménach
molekularnich vibracnich energiich. Tyto zmény jsou zpusobeny skuteCnosti, ze zakladni
slozky latky, tj. chemické vazby, mohou byt obvykle vzruSeny a absorbuji infraervené
svétlo. Ramanova spektrometrie sleduje vibrace spojené se zménou molekuldrni
polarizovatelnosti a infracervena spektrometrie sleduje vibrace spojené se zménou dipodlového
momentu. Dal§im rozdilem mezi témito dvéma technikami je, ze zatimco absorpce vody ma
tendenci skryvat IR spektra biopolymernich roztokd a geld, v Ramanové spektrometrie je
Vv podstaté neviditelna. FTIR (infracervena spektroskopie s Furierovou transformaci) je
uzite¢na technika pro identifikaci chemické struktury latky. Tato metoda je pouzivana ke
zkoumani strukturniho usporadani hydrogelu ve srovnani s vychozim materialem. [60, 61]

Pii charakterizaci hydrogeli se také pouzivaji metody diferencialni skenovaci
kalorimetrie (DSC) a nuklearni magnetickéa rezonance (NMR) k charakterizaci a kvantifikaci
mnozstvi volné a vazané vody. [62]

Metoda nuklearni magneticka rezonance (NMR) ma své koteny v padesatych letech
v USA, poskytuje informace o pfitomnosti funkénich skupin v molekule. NMR spektroskopie
je v soucasnosti jednim z hlavnich zdroju poskytujicich informaci o chemické struktufe latek.
Princip této metody spoéiva Vv absorpci zafeni Vv oblasti kratkych radiovych vin, absorpce
probiha v jadrech atomu latky, ktera je vlozena do vnéjsiho magnetického pole. Jadra vlivem
této absorpce prechdzi z orientace o nizsi energetické hladin€ na orientaci o vyssi energetické
hladin€. Protonovd NMR poskytuje informace o vyméné molekul vody mezi takzvanymi
volnymi a vazanymi stavy. [62]

Diferencialni skenovaci kalorimetrie je experimentalni metoda pro zkoumani tepelnych
efektll souvisejicich s fazovymi pfeménami v materidlech. Tyto tepelné efekty Ize studovat
Vv zavislosti na teploté nebo ¢ase béhem definovaného teplotniho programu. V experimentu
DSC se rozdily vtoku tepla na vzorek a referenci méti béhem piredem definovaného
teplotniho programu. Inertni materidl (tj. material, ktery neprochazi zadnymi fazovymi
prechody ve zkoumaném teplotnim rozmezi) se pouziva jako reference — nejcastéji prazdny
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kelimek. Pouziti DSC je zalozeno na ptedpokladu, Ze pouze volna voda muze byt zmrzla,
takze se predpoklada, ze endoterma méfena pii zahtati zmrzlého gelu predstavuje taveni volné
vody a tato hodnota da mnozstvi volné vody Vv testovaném vzorku hydrogelu. Navazana voda
se pak ziska rozdilem namétfeného celkového obsahu vody V hydrogelovém zkuSebnim
vzorku a vypocteného obsahu volné vody. Mezi prvni materidly, které byly podrobeny této
metodé, byly hlinik a hydratovany oxid kiemigity. [27, 63]

2.4 Soucasny stav reSené problematiky

2.4.1 Strukturni analyzygelovych materiala

Tvar poru latek je velmi té€Zce definovany pojem, protoze pory jsou velmi malé, pouze
elektronova mikroskopie umoznuje jejich ptimé pozorovani. Vyhoda této metody spociva ve
velkém pfiblizeni, ovS§em toto se pro zpracovani vysledkl vétsi plochy stava 1 nevyhodou,
protoze vyzaduje neumérné vysoky pocet snimka. Dalsi nepiijemnou vlastnosti elektronové
mikroskopie je, Ze poskytuje pouze dvojrozmérny obraz pro trojrozmérné vzorky. V posledni
dob&¢ dochdzi vtéto oblasti k pokroku, jsou kdisposici konfokalni mikroskopy, Kkteré
poskytuji alespon ¢asteéné obraz zasahujici do jisté hloubky. [27]

V posledni dobé byl gel vytvoifeny z pektindtu vapenatého pouzit pii riznych
aplikacich v gastrointestinalnim traktu, naptiklad pro fizené uvoliiovani 1é¢iv. Pro studium
zmén vnitini  struktury vlivem tepelného oSetieni matric slozenych pravé z
pektinatuvapenatého byla pouzita také technika kryoSEM. [63]

Za tcelem pochopeni strukturnich zmén perli¢ek pektinatu vapenatého, jejichz
ptiprava byla popséana jiz diive, byly kulicky (o velikosti 2 az 3 mm) Cerstvé pfipraveny a
zkoumany. Tyto kuli¢ky byly poté podrobeny strukturni analyze pomoci SEM 1 kryoSEM,
pticemz vzorky pro SEM analyzu byly lyofilizovany. Byl pozorovan rozdil v morfologicke
struktufe pro tyto dvé analyzy. KryoSEM byla pro vzorky méné destruktivni a poskytovala
realistiCtéjsi obraz struktury sité, vyhnula se tak mnoha artefaktim spojenym se susenim
vzorku. [63, 64]

Podle Maaloum et al. [65] struktura agarézovych gelti zavisi primarné na iontové sile
roztoku a na koncentraci gelu. Coz potvrzuje i studie [66], ktera zkoumala a snazila se
objasnit strukturu agaru a zelatiny V nativni form¢& a vytvofit vztah mezi strukturou a
fyzikalnimi vlastnostmi danych gel. Pro definovani struktury a kvantitativni vyhodnoceni
velikosti a pocti pord vyuzili autofi techniky kryoSEM. Dosli k zavéru, ze velikost portu se
s nartistem koncentrace snizuje. Velikost a distribuce port, zavisejici na typu a koncentraci
agardzy, do zna¢né miry rozhoduje o mechanickych vlastnostech gelu.

Krom¢ piimych metod (mikroskopie) jsou i nepiimé metody, které pory sice
nevizualizuji, ale poskytuji neptimy parametr, ktery na velikosti a tvaru pord zavisi. Jednou
takovou technikou je metoda méfeni velikosti Castic zalozena na zavislosti turbidity na vinové
délce, kterd byla ovéfena simulacemi a ukazala se jako uzite¢na v realnych aplikacich. Prace
Aymarda a kol. demonstruje uZiteCnost turbidimetrie pifi studiu fadzového chovani
biopolymernich smési, a to konkrétn¢ smési Zelatiny s maltodextrinem. [56]

V jiné studii [67] sledovali Narayanan a kol. turbiditu, a tedy velikost porti v procesu
gelace agarozy. V prvni fazi, kdy vzorek zustava ve stavu sol, ztistala absorbance velmi nizka.
Pti postupu gelace, absorbance a s ni vlnovy exponent rapidné stoupaly. Lokélni spojovani
polymert vedlo ke stale rostouci velikosti porta. V pozdéjsi fazi gelace je vétSina agardézovych
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fetézcn od faze poklesu polymert K vytvoreni sité vedla k postupnému zvySovani absorbance,
zatimco velikost porii zstavala téméf konstantni. V tomto experimentu srovnéavali dvé rizné
agardzy, a to SeaKem LE Agarose (vysokotajici, teploty gelace pro 1,5 %: 34,5-37,5 °C) a
Bio-Rad certifikovanou nizkotajici agar6zu. Vysledky toho srovnani jsou zobrazena na
nasledujicim grafu (Obr. 4).

Nedelec a kol. [68], prokazali, ze také metoda s vyuzitim DSC je vhodnou technikou
pro studium geli. Coz bylo demonstrovano na dvou raznych piikladech: polyolefini a
silikonli nachézejicich se Vv rliznych stupnich zesiténi. Jako adsorbat byl pouzit aceton. Pfi
méfeni byl vzorek nejprve ochlazen na teplotu, kdy vSechna kapalina zkrystalizovala, poté byl
ohtivan do rovnovazného bodu tani (tedy pouze dokud neroztala kapalina uzaviena v porech).
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Obr. 4: Graf zavislosti velikosti pori na koncentraci ze studie provadeéné Narayanan a kol. [67]

2.4.2 Vyvoj kompozitnichhydrogela pro biomedicinské aplikace

Jednou z mnoha pouzivanych biopolymernich komponent vyuzivajici se Siroce pro
ptipravu kompozitnich hydrogelovych materiali je naptiklad alginat. Pro pfipravu
kompozitnich hydrogelti IPN byl alginat kombinovan S riznymi syntetickymi polymery [25].
Hydrogely IPN  reagujici na teplotu a pH, slozené z alginatu a
poly(diallyldimethylamoniumchloridu), byly piipraveny Kim et al. postupnou strategii [69].
pH reakce hydrogeli IPN v rozmezi pH 2 aZz 6 ukdzala, Ze poméry botnani vzristaly se
zvysujici se hodnotou pH, majici maximalni hodnotu pti pH 4, ale poklesly v rozmezi 4-6.
Pokud jsou skupiny karboxylovych kyselin pod hodnotami pKa, jsou ve formé¢ COOH. Jak se
pH roztoku zvétsilo, byly -COOH ionizovany na COO™ a vysledna elektrostaticka odpudiva
sila zpusobila, ze hydrogely expandovaly. Na druhé strané, vtomto rozsahu pH, COO
v alginatu a amoniove lokality v poly(diallyldimethylamoniumchloridu) koexistovaly a
vytvately polyelektrolytové komplexy vedouci ke snizeni stupné botnani IPN.

Je znamo, ze poly(N-isopropylakrylamid), jeden z nejpouzivangjsich termoreaktivnich
polymeri, ma pfi teplotnich zménach pomalou odezvu. Syntéza multi-citlivych IPN
kompozitnich hydrogelti zaloZzenych na alginatu a poly(N-isopropylakrylamidu) ptedstavuje

25



jednu ze strategii pfijatych Cetnymi skupinami pro zvySeni porovitosti gell a tim dosaZeni
gelt s rychlejsi odezvou, jak je pozadovano pro systémy uvolfiovani 1é¢iv. Byly zkoumany
semi-IPN a IPN hydrogely [70]. U&inné uvolfiovani indometacinu z hydrofilnich
perlicek semi-IPN gelt sloZzenych z Ca-alginatu a dfive syntetizovaného poly(N-
isopropylakrylamidu) bylo popsano Shi a kol. [71]. Drastickd zména uvoliiovani 1é¢iva byla
dosazena stiidanim pH pufrovaciho roztoku mezi 2 a 7. Uvoliiovani 1éCiva bylo vyssi pfi
37 °C nez pii 25 °C a ukazalo se tak, ze perlicky Ca-alginat/poly(N-isopropylakrylamid) maji
potencial jako uéinny systém davkovani bioaktivnich latek reagujici na pH a teplotu.
Zajimavy pfistup pro syntézu hydrogeli semi-IPN alginat/poly(N-isopropylakrylamid) se
zvySenou rychlosti rozpadu ve srovnani s ¢istym poly(N-isopropylakrylamidem) spociva v in
situ generovani magnetickych oxida Zeleza oxidaci Zeleznych kationti koordinovanych se siti
alginatu [72]. Bylo prokazano, Ze syntéza nanocastic oxidi Zeleza in situ zabrafuje jejich
difuzi ze semi-IPN a ze porovitost gelt se zvysila.

Jak je jiz vySe uvedeno, hydrogely jsou diky svym vlastnostem velmi podobné
extracelularni matrici, také podporuji migraci bunék, jejich adhezi a rist, tyto vlastnosti jsou
rozhodujici v pripadé regenerace tkané pokozky, proto jsou pravé hydrogely mezi riznymi
moznostmi kryti ran V posledni dobé vyhledavany a zkoumany. Pokud jsou hydrogely
aplikovany na rany, podporuji vlhké hojeni a zaroven ochladi povrch dané rany, coz miize
vést ke znacnému snizeni bolesti, pravé z tohoto divodu jsou hydrogely kladné pfijimany
pacienty. Pro tyto aplikace se Vv posledni dobé stal velmi zajimavym a zkoumanym
biopolymerem chitosan. [2 — 9]

Miguel a kolegové [73] skombinovali deacetylovany chitosan sagarézou, aby
prozkoumali, jestli je vhodny Kk pouziti na kryti ran, také se zaméfili na prozkoumani
polymernich interakci a termo-senzitivniho charakteru agarézy pro vyrobu hydrogelu. Na
zaklad¢ vSech shromazdénych tdaji dosli k zavéru, ze vyrabény hydrogel poskytuje vhodné
prostiedi pro hojeni ran. Rany pokryté timto hydrogelem byly vlhké a hydratované, coz
dokazovalo, Ze bylo zabranéno dehydrataci rany. Vysoka proliferace bunék na povrch
naznacuje, ze doslo i K vyméné Zzivin, také nebyly pozorovany zadné piiznaky bakterialni
infekce.

S cilem navrhnout nové a G€inngjsi systémy uvoliiovani 1éka bylo provedeno mnoho
experimentl pro piipravu hydrogelit IPN slozenych z chitosanu nebo jeho derivati. Yang a
kol. [74] nedavno popsali pfipravu novych hydrogeld slozenych z polyethylengklykolu
navazan¢ho na karboxymethyl chitosan a algindtu a bylo zjiSténo zlepSeni uvoliovani
proteinu pii pH 7,4, coz naznacuje, ze tento kompozitni hydrogel je slibny pro dodavani
proteinovych 1é¢iv ve stieveé. Guo a spolupracovnici [75] uvadéji zajimavy pristup k ziskani
termoplastickych polyamfolytickych hydrogelit na bazi karboxymethylchitosanu a poly-
dimethylaminoethylmethakrylatu, které reaguji na teplo a pH. Kim a kol. [76] popsal
zajimavy piistup K ptipravé semi-IPN slozeného z chitosanu a poloxameru (triblokové
kopolymery polypropylenoxid-polyethylenoxid-polypropylenoxidu). Jejich strategie byla
zalozena na sitovani poloxameru V pfitomnosti chitosanu spolu s lyofilizaci za G¢elem ziskani
hydrogeli houbovitého typu. Tyto kompozitni hydrogely IPN prokéazaly rychlou adsorpci
vody, vysokou mechanickou pevnost a propojené pory, diky témto vlastnostem maji potencial
I pro aplikaci jako kryti na rany.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Chemikalie
agardza, Sigma-Aldrich, medium EEO, CAS: 9012-36-6

alginat sodny, Sigma-Aldrich, CAS: 9005-38-3
polystyrensulfonat sodny, Sigma-Aldrich, CAS: 25704-18-1 (Mw ~70,000)

3.2 Pristroje
kryo-skenovaci elektronovy mikroskop Magellan 400 (ThermoFisher)

skenovaci elektronovy mikroskop ZEISS EVO LS 10

rtutovy porozimetr PoreMaster 33 (QUANTACHROME INSTRUMENTS)
UV-VIS spektrometr Hitachi U-3900H

high pressure freezer Leica EM HPM100

lyofilizator VirTis BenchTop K (Biotrade)

PURELAB® ClassicUItrapure Water Purification Systems (ELGA)

suSarna Venticell

ultrazvukova lazen UCC 1 Ultrasonic Compag Cleaner powersonic
analytické vahy Sealtec SBC 31

ptenosny teplomér GMM 175 Greisinger

3.3 Priprava geli
3.3.1 Agaro6zové gely bez piridavku polyelektrolyta

Byly piipraveny gely o koncentraci agardzy: 0,5; 1; 2 a 4 hm. %, a to nasledovné:
potiebné mnozstvi agardzy bylo odvazeno s piesnosti na tfi platné ¢islice a smichano s 10 ml
deionizované vody. Pomoci vafice za stalého michani byla navazka agar6zy s vodou ohfata na
80 °C, pfi této teploté byla disperze michéna, dokud se veSkera agaréza nerozpustila a
roztok se nevycetil. Poté byl roztok vlozen do vyhtatého ultrazvuku (80 °C) ptiblizné na 1
minutu. Takto pfipraveny odplynény roztok se nechal ochladit na pokojovou teplotu
v exsikatoru nad vrstvou vody (do ztuhnuti gelu). V piipadé¢ méfeni absorbance pro vypocet
velikosti port, byly vzorky pred umisténim do exsikatoru rozdéleny (prelitim horkého

odplynéného roztoku) do plastovych kyvet.

Takto pfipravené gely se podrobovaly strukturnim analyzadm, Vv pfipad€ analyzy

v suchém stavu byly pfedem lyofilizovany ¢i vysuSeny na vzduchu.
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3.3.2 Agarozové gely se semi-interpenetrovanymi polyelektrolyty
Byly pfipraveny zasobni roztoky polyektrolytii (PSS, alginat) v deionizované vod¢ 0
koncentraci 1 g/l. Podle Tab. 1 byly smichany vstupni latky, poté se pokrac¢ovalo stejné jako

pfi ptipravé Cistych agarézovych gelu, jak je uvedeno vyse.

Tab. 1: Schéma pro pripravu hydrogelii s polyelektrolyty.

Koncentrace Koncentrace Navazka agarozy Pfidany objem Pfidany objem
polyektrolytu [%0] agarozy [%] [a] polyektrolytu [ml] vody [ml]
0,002 1 0,1 0,2 9,8
0,005 1 0,1 0,5 9,5
0,01 1 0,1 1 9
0,1 1 0,1 10 0
0,01 0,01 0,01 1 9
0,01 0,05 0,05 1 9

3.4 Strukturni analyzy

Byla provedena podrobna strukturni analyza reprezentativni skupiny studovanych gelu,
a to jak pro vzorky ve form¢ pivodniho hydrogelu, tak i pro vzorky v suché podobé (tzv.
xerogelu).

Pro obé¢ formy byly techniky charakterizace vnitini struktury zvolené p¥imé i nepiimé. V obou
piipadech je ovSem vétSina analytickych technik urCena ptfedevS§im pro analyzu xerogel.
V nasem piipadé byla pro vysuSené vzorky vyuzita skenovaci elektronova mikroskopie jako
metoda ptima, z nepfimych technik byla implementovana rtutovd porozimetrie. Zastupcem
pfimych metod pro vzorky ve formé ptivodniho hydrogelu byla taktéZ skenovaci elektronova
mikroskopie, ale tzv. kryoSEM technika, kterou je mozno pouzit na mokré vzorky S vyuzitim
kryogenni fixace. Nepfimou metodou zvolenou pro analyzu nevysuSenych hydrogelli byla
turbidimetrie.

3.4.1 Primé metody

Jak je jiz vySe uvedeno piimé metody byly provadény s vyuzitim elektronové
mikroskopie, analyza lyofilizovanych vzorkid byla provadéna na mikroskopu ZEISS EVO
LS 10 na Fakulté chemické VUT v Brné¢ a analyza vzorkl v ptivodnim stavu byla provadéna
na mikroskopu Magellan 400 na Ustavu piistrojové techniky Akademie véd Ceské republiky.

3411 SEM

Skenovaci elektronova mikroskopie byla pouzita pro zobrazeni struktur vysusSenych
vzorkli hydrogelii. V rdmci této analyzy byly pouzity 3 zplsoby suSeni. Jako prvni byla
pouzita technika lyofilizaces pomalym zmrazenim vzorkd (v mrazéku, teplota cca — 15 °C),
o lyofilizaci je znamo, Ze vyvolava podstatné¢ mensi rozdily ve vnitini struktute gelu narozdil
naptiklad od prostého suseni na vzduchu, které bylo pouzito jako druhy zplsob suseni. Jako
tieti zpusob byly vzorky nejprve rychle zmraZzeny v tekutém dusiku v laboratornich
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podminkéch a nasledné lyofilozovany. Z takto pfipravenych vzorku byla skalpelem vyiiznuta
reprezentativni ¢ast a ta byla pozorovana pomoci SEM.

3.4.1.2 KryoSEM

Pro zobrazeni struktury mokrych vzorki byla pouzita kryo-skenovaci elektronova
mikroskopie. V rdmci této analyzy byly vyzkouSeny dva zpisoby kryogenni fixace vzork,
prvni spocivala pouze ve zmrazeni vzorka tekutym dusikem, takto fixovany vzorek byl ve
vakuu pienesen do kryo-komory, kde byl porusen jeho povrch, poté byla pomoci mikroskopu
zobrazena jeho struktura. Tento zpusob kryogenni fixace vzorku je sice vV ramci provedeni
nejjednodussi, ovsem pokud se jedna o kvalitu, nedosahuje urovné jinych technik.

Dalsim zpusobem fixace bylo vysokotlaké mrazeni, které bylo provadéno
v Biotechnologickém a biomedicinském centru Akademie véd a Univerzity Karlovy ve
Vestci. Tyto dvé techniky byly nasledné¢ porovnany. Pro vysokotlaké mrazeni byl pouzit
pfistroj Leica EM HPM100 (tlak: 2100 bar), v ramci ptipravy vzorki pro tento zplsob
mrazeni bylo potfeba pfipravit tenké platky vzorku o tloustce 0,1 — 0,2 mm. Pii pfipravé
téchto vzorkli bylo postupovéno nasledovné: kapka horkého roztoku agarézy o dané
koncetraci byla nanesena na sklicko, které bylo ptiklopeno dal§im sklickem. Mezi tyto dvé
sklicka byl vloZzen distan¢nik o $ifce 0,1 mm. Po ztuhnuti gelu bylo z takto pfipraveného
platku pomoci specialni formy vyiezano potiebné mnozstvi vzorku.

3.4.1.3 Obrazova analyza SEM fotografii

Fotografie pofizené z elektronové mikroskopie byly nasledné podrobeny obrazové
analyze. K této analyze byl zvolen software ImageJ. Tento software byl vybran hlavné pro
svou dostupnost a takeé pro své uzivatelsky pfivétivé prostiedi, které umoziuje jednoduchou a
podrobnou obrazovou analyzu.V ramci ImageJ byly vyzkouSeny dva zpusoby analyzy, a to
manualni a automaticky s vyuzitim nastroje ,,Analyze particles“. Pro ob¢ tyto techniky bylo
vzdy dutlezité nastavit spravné meéftitko. Manudlni bylo nésledné¢ provadéno vybérem
reprezentativnich porti a jejich ruénim oznacenim stfedniho praméru.

“’;‘& by 1%
LR W

Obr. 5: Vlevo piivodni fotografie zachycena pomoci mikroskopu v odstinech Sedi, vpravo upravend
fotografie do bindrni podoby nastrojem ,, Treshold*“ pro automatickou analyzu.

Pro automatickou analyzu fotografii byla zvolena mozZnost ,,Analyze particles”, pied
samotnou analyzou bylo nutné obraz upravit, aby byl software schopny danou fotografii
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analyzovat. Uprava byla provadéna piestzv. , Treshold”, kde se pomoci jednoduchého
nastaveni z kontrastu oznacila oblast, ktera méla znacit pory a ta se nasledn¢ po aplikaci
tohoto nastaveni vybarvila ¢erné (viz. Obr. 5, ukdzka nastaveni tresholdu — viz. piiloha 1).
Pro takto upravenou ¢ernobilou fotografii uz software automaticky vykreslil pory s pouzitim
nastroje ,,Analyze Particles” (Obr. 6, ukazka nastaveni — viz. pfiloha 2) a vyhodnotil jejich
plochu, nastaveni intervalu velikosti port bylo zvoleno v rozmezi 0,05 — 100 pm.
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Obr. 6: Automaticky vykreslené péry pro zvolené rozmezi velikosti nastrojem ,, Analyze particles “.

Distribuce porti byla jednoduSe zpracovana z naméfenych hodnot pomoci funkce
softwaru Imagel. V ramci této prace byly tyto metody pouzZity pouze pro porovnani
jednotlivych vzorkt, nebylo pofizeno dostate¢né mnozstvi fotografii o potfebné kvalité, aby
mohly byt vysledky statisticky zpracovany a mit vypovidajici hodnotu o jednotlivych
vzorcich.

3.4.2 Neprimé metody
Jakje jiz vySe uvedeno nepiimé metody byly provadény s vyuzitim rtutové
porozimetrie a turbidimetrie.

3.4.2.1 Rtut’ova porozimetrie

Neptimou metodou analyzy pro vysuSené vzorky byla zvolena rtutova porozimetrie,
ktera byla provedena rtutovym porozimetrem PoreMaster 33 na Fakulté¢ chemické VUT
v Brné. Rtutova porozimetrie byla zvolena jako dostupna a spolehlivda metoda pro urceni
distribuce velikosti pori.

Dle vySe uvedenych postupii byly pfipraveny vzorky s ptidavkem 1 bez ptidavku
polyelektrolytové slozky, které byly nasledné vysuseny na vzduchu, pomalu zmrazeny a
lyofilizovany nebo rychle zmrazeny a lyofilizovany. Byla zvazena prazdna méfici cela, poté
byl do cely umistén vzorek, pfedem upraveny skalpelem na pozadované rozméry. Cela se
vzorkem byla zvaZena a byla zjiSténa hmotnost méfeného vzorku. Vzorky nebyly pro vlastni
meteni dale upravovany.
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Povrchové napéti rtuti bylo 480 erg/cm?, kontaktni tthel 140°. P¥i nizkotlakém méfeni
byl rozsah tlakt 0,2 - 50 PSIA (1 Pa = 0,00014503773800722 PSIA). Pti vysokotlakém 20 —
33 000 PSIA. Vyhodnoceni vysledkt probéhlo pomoci softwaru Poremaster.

3.4.2.2 Turbidimetrie
Nepiimou metodou charakterizace hydrogeld v hydratovanem stavu byl experiment
vychazejici ze zavislosti vinového exponentu na korelaéni délce dle Aymarda [56].

Dle vySe uvedeného postupu byly ptipraveny Vv plastovych kyvetach (optickad déelka 1
cm) jak cisté agarozové gely, taki spfidavkem polyelektrolytu. Byla zméfena jejich
absorp¢ni spektra UV-VIS spektrofotometrem typu Hitachi v rozmezi 800 — 400 nm. V tomto
rozmezi byla taktéz zméfena jejich absorpcni spektra se specidlnim néstavcem méficim i
rozptylené svétlo, jak bylo oc¢ekavano, toto méfeni potvrdilo, Ze svétlo bylo skuteéné
rozptyleno. Pro vypocet velikosti pori bylo pocitano s absorpénim spektrem v rozmezi 800 —
700 nm [56].

Z namétenych hodnot absorbance byla podle vzorce (9) vypoctena turbidita, nasledné
byl jeji logaritmus vynesen v zavislosti na dekadickém logaritmu vinové délky. VInovy
exponent byl uréen ze smérnice této zavislosti, vinovy exponent je dle Aymarda [56] zavisly
na korela¢ni délce dle nasledujiciho grafu (Obr. 7). Korela¢ni délka je pak pfimo Umérna
velikosti port.
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Obr. 7: Zavislost vinového exponentu na korelacni délce dle Aymarda [56].
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Prima vizualizace lyofilizovanych vzorki

Pro pfimou vizualizaci byla pouzita technika skenovaci elektronové mikroskopie.
V rdmci této metody bylo nutné mit vzorky pied samotnou vizualizaci v suchém stavu. Jak je
jiz zminéno, vzorky byly suSeny riznymi zptsoby. Jednalo se o prosté vysuseni na vzduchu a
lyofilizaci s pomalym ¢i rychlym zmrazenim vzorku. Tyto jednotlivé zpuisoby suseni a jejich
vliv na strukturni parametry jsou popsany v nésledujich kapitolach.

Uz na prvni pohled byl viditelny rozdil mezi jednotlivymi zpGsoby mrazeni (Obr. 8).
Vzorky rychle zmrazeny a lyofilizovany si ponechaly hustsi sit’ narozdil od vzorkd pomalu
zmrazenych, tento poznatek naznaCuje moznost, Ze lyofilizace s rychlym mrazenim je
vhodnéjsi a nezptisobuje tak viditelnou deformaci jako lyofilizace s pomalym mrazenim.

Obr. 8: Vlevo je vzorek pomalu zmrazeny a lyofilizovany, vpravo vzorek rychle zmrazeny dusikem a
lyofilizovany. Fotografie byly porizeny digitalnim fotoaparatem (13Mpx).

4.1.1 SuSeni na vzduchu

Jako prvni zplsob suseni bylo zvoleno prosté suSeni na vzduchu. U tohoto zptsobu
suSeni bylo ocekavano, ze bude dochazet k rozpadu porézni struktury testovanych hydrogeli.
Tento predpoklad potvrdila i vizualizace danych vzorkl, kterd prokazala, Ze suSenim na
vzduchu dochazi ke ztraté porézni struktury u vSech vzorku, jako ptiklad je dale na Obr. 9:
zobrazena struktura pro vzorek hydrogelu o koncentraci agar6zy 1 hm. %, je patrné, ze
struktura je hladké bez viditelnych port. Pfi tomto zplsobu suSeni dochdzi ke smrst'ovani sité
hydrogelu az do bodu, kdy uz je hydrogel natolik smrstény, Ze netvoii Zadné pory.
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SEM EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 I Probe = 100 pA
EVOLS 10 WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 145.2 nm Width = 148.7 pm
1024 * 768 Mag= 2.00 KX Chamber = 1.63e 003 Pa Low

Obr. 9:Fotografie porizenda SEM pro hydrogel o koncentraci agardzy 1 hm. Y%vysusSeny na vzduchu
(zvetseni: 2000x).

4.1.2 Lyofilizace s pomalym mrazenim

Jako dal$i zplsob suSeni bylo pouzito pomalé mrazeni ve spojeni s naslednou
lyofilizaci. Dle literatury [64] by struktura agar6zového hydrogelu méla byt izotropni sit’
s velikosti port v fadu desitek az stovek nm, piipadné jednotek pm. Ovsem struktura vzorka
vysuSenych timto zpusobem byla piekvapivé makroporézni a tvofend kanalkovitymi pory o
pruméru Vv fadu desitek aZ stovek mikrometri. Tento rozdil je s nejvétsi pravdépodobnosti
spojen s deformaci struktury vlivem krystalt vody, které vznikaji pravé pomalym mrazenim.

SEM 100 pr® EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 I Probe =100 pA
EVOLS 10 L WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 2.930 pm Width = 3.009 mm

1024 * 768 Mag=_ 100 X Chamber = 2.24e 003 Pa Low

Obr. 10: Fotografie porizena SEM pro pomalu zmrazeny a lyofilizovany hydrogel o koncentraci
agarozy 1 hm. %(zvétseni: 100x).
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SEM 100 pr® EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 I Probe = 100 pA
EVOLS 10 L WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 2.930 pm. Width = 3.008 mm
1024 * 768 Mag=_ 100 X Chamber = 2.00e 003 Pa Low

Obr. 11: Fotografie porizena SEM pro pomalu zmrazeny a lyofilizovany hydrogel o koncentraci
agarézy 2 hm. %(zvétseni: 100x).

SEM EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 I Probe = 100 pA

EVOLS 10 100 yar WD =120 mm Image Pixel Size = 2.938 pm ‘Width=3.008 mm

1074 * 768 Mag=_ 100 X Chamber = 1.79e.003 Pa Low

Obr. 12:Fotografie porizend SEM pro pomalu zmrazeny a lyofilizovany hydrogel o koncentraci
agarozy 4 hm. % (zvétseni: 100x).

Na zobrazenych fotografiich (Obr. 10 — 12) jsou vzorky hydrogeld o rdznych
koncentracich agardzy, které byly nejprve pomalu zmrazeny a nasledné lyofilizovany. Jak jiz
bylo zminéno, struktura je makroporézni s pory o priméru v fadu desitek az stovek um. Dle
literatury [28 — 32] by se velikost pord méla se zvySujici se koncentraci agarézy snizovat.
Navzdory o¢ekavani zde ovSem neni viditelny rozdil mezi strukturou vysusenych gell o rizné
koncentraci agardézy. Lze tedy piedpokladat, Ze pomalym mrazenim dochazi
vlivem deformace wvnitini struktury zpisobené krystaly ledu ke wvzniku makroporézni
anizotropni struktury nezavisle na kompozici daného hydrogelu.

Pro tento zptisob suseni byly také porovnany vzorky o koncentraci agaréozy 1 hm. %
s pfidavkem polyelektrolytové slozky. Na obrazcich nize (Obr. 13 — 15) jsou zobrazeny
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fotografie pro vzorky lyofilizovanych gelt s 1 hm. % agarozy, 1 hm. % agardzy a 0,01 hm. %
algindtu a 1 hm. % agarézy a 0,01 hm. % PSS. Srovnani téchto lyofilizovanych vzorki
hydrogelu pouze s agarézou a hydrogelt s pfidavkem polyelektrolyti ukazuje, ze v pouzitém
koncentra¢nim rozmezi se lyofilizované gely bez ¢i s piidavkem polyelektrolytové slozky
nelisi svou vnitini strukturou. Tudiz by tyto slozky nemély mit vliv na strukturni parametry,
ovSem v nabotnalém hydrogelu tyto latky zasadné ovliviiuji chemické vlastnosti. Vzhledem
K vyse zminénému piedpokladu, ze makroporézni struktura vznika v dusledku pomalého
mrazeni nezavisle na kompozici, nelze ztéchto vysledki jednoznaéné stanovit
vliv polyelektrolytové slozky na strukturu.

Signal A= SE1 IProbe = 100 pA
EVOLS 10 WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 2.938 pm Width = 3.009 mm
1024 * 768 Mag=_ 100 X Chamber = 1.52e 003 Pa Low

SEM EHT = 10.00 kv

100 prn=

Obr. 13: Fotografie porizena SEM pro pomalu zmrazeny a lyofilizovany hydrogel o koncentraci
agarozy 1 hm. % (zvétseni: 100x).

v S |
SEM EHT = 15.00 KV Signal A= SE1 I Probe = 100 pA
EVOLS 10 WD =120 mm Image Pixel Size = 2.938 pm ‘Width =3.009 mm
1074 * 768 Mag=_ 100 X Chamber = 1.23e.003 Pa Very High

Obr. 14: Fotografie porizena SEM pro pomalu zmrazeny a lyofilizovany hydrogel o koncentraci
agarozy 1 hm. %a alginatu 0,01 hm. % (zvétseni: 100x).
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SEM EHT =15.00 kv Signal A= SE1 IProbe = 100 pA

EVOLS 10 100 pr WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 2.930 pm. Width = 3.008 mm
1024 * 768 Mag=_ 100 X Chamber = 1.17e003 Pa Very High

Obr. 15: Fotografie porizena SEM pro pomalu zmrazeny a lyofilizovany hydrogel o koncentraci
agardzy 1 hm. % a PSS 0,01 hm. % (zvétseni: 100x).

4.1.3 Lyofilizace s rychlym mrazenim

Poslednim testovanym zpusobem suseni bylo rychlé (Sokové) zmrazeni s naslednou
lyofilizaci. Timto zpGsobem doslo k viditelnému rozdilu ve struktufe ve srovnani s technikou
pomalého mrazeni. Struktura byla dosti nepravidelna, ve struktufe jednoho vzorku se
nachazely jak ¢asti obsahujici makropdry (Obr. 16), tak také ¢asti hladké bez pora (Obr. 17),
ovSem z velké Casti byla struktura izotropni S velikosti pért v fadu stovek nm, ptipadné
jednotek pm (Obr. 18). V pivodnim stavu hydrogelu se struktura dle literatury [64] popisuje
jako izotropni s pdry o velikostech v fadu desitek az stovek nm, jak je jiz vySe zminéno. Pfi
pouziti tohoto zplisobu mrazeni si tudiz vzorky zanechaly ¢aste¢né svou ptivodni strukturu.

SEM EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 IProbe = 100 pA

EVOLS 10 100 pm WD =120 mm Image Pixel Size = 1.469 pm Width = 1.504 mm
1024 * 768 Mag=_ 200X Chamber = 7.37e.003 Pa Low

Obr. 16: Fotografie porizena SEM pro Sokové zmrazeny a lyofilizovany hydrogel o koncentraci
agarozy 1 hm. % (zvétseni: 200x) — anizotropni struktura, makropary.
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< £ LV
EHT =10.00 kv Signal A= SE1 I Probe = 100 pA
WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 19.35 nm Width = 19.82 pm
Mag = 1500 K X Chamber = 3.71e 003 Pa Low

Obr. 17: Fotografie porizenda SEM pro Sokové zmrazeny a lyofilizovany hydrogel o koncentraci
agarozy 1 hm. % (zvétseni: 15000X) — izotropni struktura s péry o velikostech v r#adech nm, pFipadné
jednotek pm.

EHT = 10.00 KV Signal A= SE1 I Probe = 100 pA
WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 19.35 nm Width = 19.82 pm
Mag = 15.00 K X Chamber = 2.772.003 Pa Low

Obr. 18: Fotografie porizenda SEM pro Sokové zmrazeny a lyofilizovany hydrogel o koncentraci
agarozy 1 hm. % (zvétseni: 15000x) — hladky povrch bez porii.

V ramci tohoto zptisobu suseni byly porovnany pouze agar6zové hydrogely o rizné
koncentraci bez piidavku polyelektrolyti. Nize jsou zobrazeny mikrofotografie (Obr. 19 — 21)
pro odlisné koncentrace agardzy v hydrogelu, ofekavany rozdil ve struktufe pro odlisné
koncentrace byl viditelny v ¢astech struktury obsahujici izotropni sit’, tedy v téch ¢astech,
které si ponechaly svou puvodni strukturu a nebyly poznamenany patrnou deformaci. Sit’ pro
2% agardzovy gel je hustsi a s vice pory nez pro 1% agar6zovy hydrogel.
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3
SEM EHT = 10.00 kv Signal A=SE1 IProbe = 100 pA
EVOLS 10 WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 561.6 nm Width = 5956 pm
1024 768 Mag =500 X Chamber = 7.50e.003 Pa Low

Obr. 19: Fotografie porizena SEM pro Sokové zmrazeny a lyofilizovany hydrogel o koncentraci
agardzy 0,5 hm. % (zvétseni: 500x) — anizotropni struktura.

SEM EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 IProbe = 100 pA

EVOLS 10 Tpm WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 29.03 nm Width = 79.73 pm

1024 * 768 Mag = 10.00 K X Chamber = 3.06e-003 Pa Low

Obr. 20: Fotografie porizenda SEM pro Sokové zmrazeny a lyofilizovany hydrogel o koncentraci
agarozy 1 hm. % (zvétseni: 10000x) — izotropni struktura.
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EHT = 10.00 kv Signal A=SE1 I Probe = 100 pA
WD = 12.0 mm Image Pixel Size = 29.03 nm Width=29.73 pm

Mag = 1000 K X Chamber = 4.67e 003 Pa Low

Obr. 21: Fotografie porizenda SEM pro Sokové zmrazeny a lyofilizovany hydrogel o koncentraci
agarézy 2 hm. % (zvétseni: 10000x) — izotropni struktura.

Ve srovnani s ostatnimi koncentracemi vzorek s 0,5 hm.% agar6zy neobsahoval ¢asti
S izotropni strukturou, jeho pory mély kanalkovité tvary jako V pfipadé suSeni pomalym
mrazenim, ovSem primér téchto poérd se pohyboval vrozmezi desitek um, v ptipadé
pomalého mrazeni se pohyboval v rozmezi desitek az stovek um. Tato skute¢nost mohla byt
zpusobena jistymi nedostatky Vv této technice suSeni (napf. nedostatené promrazeni
zpusobené piipravou piili§ objemného vzorku ¢i piesun do lyofilizatoru v laboratornich
podminkéach) nebo faktem, ze tento vzorek ma nejjemnéjsi strukturu, ktera je oproti ostatnim
vzorkim nachylnéjsi k deformaci. Pro vyssi koncentrace uz nerovnomérna struktura vypovida
s nejvétsi pravdépodobnosti o nedostatcich tohoto zplsobu suSeni, pfi rychlém zmrazeni
vzorkd kapalnym dusikem by nemély vznikat krystaly vody, které jsou zodpovédné za
strukturni deformaci. OvSem pii provedeni rychlého zmrazeni dusikem v ramci této prace
nemuselo dojit k dokonalému promrazeni celého vzorku, coz by korespondovalo s piimou
vizualizaci danych vzorkd, totiz faktem, Ze je struktura nerovnomérna misty s makropory
(nedostate¢né promrazena mista S krystalickou vodou) a misty s mikropéry (dostate¢né
promrazena mista). Podrobngjsi prozkoumani vlivu tohoto zptisobu suSeni na strukturu geld
by mohlo vest k optimalizaci techniky suSeni pro strukturni analyzu hydrogelt s vyuZzitim
techniky SEM, kterd je narozdil od techniky kryoSEM dostupné;jsi.

4.2 PFima vizualizace vzorki v hydratovaném stavu

Pro vzorky v ptivodnim hydratovaném stavu hydrogelu byla pouzita kryoSEM technika.
Pro tuto metodu neni potieba vzorky vysouset, je nutné je ovSem kryogenné fixovat, byly
vyzkouseny a porovnany dvé metody této fixace. Prvni spocivala pouze ve fixaci v tekutém
dusiku v laboratornich podminkach, druha byla zalozena na zmrazeni za vysokého tlaku.
Z Obr. 22 je patrné, ze rozdilna fixace ma vliv na strukturu, oba zptisoby kryogenni fixace
potvrzuji ocekdvanou vnitini strukturu gelu, tedy izotropni sit’ (velikost porti se pohybuje
v fadu stovek nm, piipadné jednotek um). OvSem V piipadé fixace vysokotlakym mrazenim
struktura obsahuje viditelné hustsi sit’ S mensimi pory. Pro tuto fixaci je ovSem nutné pfipravit
vzorek ve formé tenkého platku (0,1 — 0,2 mm), aby bylo dosaZzeno tohoto platku byl postup
velmi odlisny od postupu obecné pouzivaného v této préci (viz. kapitola 3.3). V rdmci tohoto
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postupu muze dochazet K jistym deformacim, napt. vlivem osychani na vzduchu, které je pfi
tak tenkém vzorku rychlejsi nebo tlakem vyvijenym na vzorek pfi ptipravé.

Obr. 22: Fotografie porizend kryoSEM technikou pro hydrogel o koncentraci agarozy 1 hm. %: a)
vzorek kryogenné fixovany vysokotlakym mrazenim a b) vzorek kryogenné fixovany kapalnym dusikem
v laboratornich podminkéach.

Tato skuteCnost navzdory faktu, ze kryogenni fixace vysokotlakym mrazenim je
presnéjsi technikou, omezuje jeji vyuzitelnost pro tuto praci, kdy je dulezité¢ ptipravovat
vzorky pro rizné techniky strukturni analyzy totoZnym zplisobem V ramci srovnani téchto
technik. Dal$im faktem omezujicim vyuzitelnost tohoto zpusobu kryogenni fixace je
dostupnost pristroje pro vysokotlaké mrazeni. V rdmci porovnani jednotlivych technik byly
dale porovnavany pouze vzorky ptipravené pomoci jednoduché a dostupné techniky fixace
ponofenim do tekutého dusiku v laboratornich podminkach.

Aplikace kryoSEM techniky na hydrogelové vzorky v mokrém (nabotnalém) stavu tedy
potvrdila ocekavanou vnitini strukturu gelu. Dle literatury [28 — 32] by S nartstem
koncentrace méla klesat velikost pord, coz technika kryoSEM, narozdil od SEM provadéné
pro pomalu zmrazené a lyofilizované vzorky, potvrdila. Rozdil byl patrny uz pfi pohledu na
fotografie, které jsou zobrazeny pro piehled na Obr. 23. Se zvySujici se koncentraci agardzy
v daném vzorku je sit’ hustsi a pory v ni se zmensuji.

Technikou kryoSEM byly také porovnany vzorky hydrogel s ptfidavkem
polyelektrolytd. Na obrazcich nize (Obr. 24 — 26) jsou fotografie téchto gel, konkrétné
s 1 hm. % agardzy, 1 hm. % agarozy a 0,01 hm. % alginatua 1 hm. % agar6zy a 0,01 hm. %
PSS. Z porovnani jednotlivych fotografii 1ze usoudit, ze zakladni struktura agar6zového
hydrogelu se s ptidavkem polyelektrolytové slozky Vv pouzitém rozmezi zasadnim zpusobem
neméni, jak je patrné i zfotografii pofizenych technikou SEM. Ovsem piidavek
polyelektrolyti vyznamné ovlivni chemické sloZeni vzorkl, a tim i nékteré chemické ¢i
fyzikalné-chemické vlastnosti. Struktura a s ni napiiklad mechanické ¢i tokové vlastnosti
mohou byt ovlivnény zménou koncentrace gelotvorné slozky, v nasem ptipadé agarozy.
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10 000x 5 000x 2 000x

Obr. 23: Mikrofotografie porizené kryoSEM technikou pro gely S riiznou koncentraci agarozy a
odlisnym priblizenim.
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HY blas | det ='mode | mag B 4 ym ————
.1pA | 500.00V | OV | ETD | SE | 5000 x gellan ISI Brno

Obr. 24: Fotografie porizend kryoSEM technikou pro hydrogel o koncentraci agarozy 1 hm. %.

8 curr HV bias | det | mode | mag BB 4 pm ———
.1pA | 500.00v |0V |ETD | SE |5000x | 2.6 mm \ gellan ISI Brno

Obr. 25: Fotografie porizend kryoSEM technikou pro hydrogel o koncentraci agarézy 1 hm. % a
alginatu 0,01 hm. %.
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.ﬁz curr HV bias | det | mode | mag B WD HFW —4 ym ——
S | 3.1pA | 500.00V | OV ETD | SE |5000x |2.5mm |19.9 ym Magellan ISI Brno

Obr. 26: Fotografie porizend kryoSEM technikou pro hydrogel o koncentraci agarézy 1 hm. % a
PSS 0,01 hm. %.

4.3 Kvantitativni zhodnoceni pfimé vizualizace

Jak je jiz zminéno, fotografie poiizené elektronovym mikroskopem byly podrobeny
obrazové analyze pomoci softwaru ImageJ, a to manudln¢ i automaticky S vyuzitim néstroje
»Analyze particles”. Manudlné zpracovand data jsou uvadéna jako primér port, tedy v pm,
ovSem pii automatickém vyhodnoceni program pracuje s plochou port, data jsou tedy
uvadéna v um?. Tuto skutecnost je nutné brat v potaz pii porovnani jednotlivych vysledkid
téchto dvou zptisobu. ImageJ také disponuje nastrojem, ktery pro namétena data zpracuje
distribuci, a ktery byl pouzit v ramci této prace, coz ma za nasledek, ze vysledné intervaly

vvvvv

dané vzorky.

Automatické zpracovani je sice principidlné rychlej$i a pifi spravné zvolenych
podminkach i piesnéjsi, ovSem nastdva zde problém nutnosti optimalni kvality fotografie.
Fotografie musi byt dostate¢né ostra a mit vhodny kontrast, aby pory mohly byt rozpoznany
programem a nasledné¢ spravné interpretovany. Problémem je také spravné nastaveni
podminek, naptiklad vhodnym nastavenim ,,Tresholdu®, aby bylo moZné pory spravné oznacit
(zde je dulezité mit vhodnou fotografii, pro fotografie rozmazané ¢i pfilis tmavé/svétlé se
stava téméf nemoznym oznacdit pory), €i nastavenim méfitka a intervalu métenych velikosti.

Manualni zpracovani nevyzaduje tak kvalitni fotografii ani vhodné nastaveni
podminek, zde je dalezité pouze spravné nastavit méfitko a mit fotografii s dostate¢nym
pfiblizenim, aby bylo mozné pory oznacit individudlné. OvSem timto zpracovanim nedojde
k analyze vSech port zobrazenych na dané fotografii, pouze k jejich reprezentativniho vybéru.
Dalsi nevyhodou tohoto zpracovani je také fakt, ze ruéni oznaeni praméru jednoho péru je
pomérné subjektivni, takto zpracované vysledky nejsou tedy tak piesné, jako ty dosazené
automatickou analyzou daného vzorku.
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4.3.1 Lyofilizované vzorky

Nize v grafech (Obr. 27 — 28) jsou porovnany vySe zminéné zpusoby obrazové analyzy
v ramci programu ImageJ na piikladu lyofilizovanych gelt s riznou koncentraci agar6zy,

pricemz se distribuce pora pro riizné koncentrace zasadné neli$i, coz potvrzuje piedchozi
vizualni hodnoceni fotografii (viz. kapitola 4.1.2).

40

354

4 hm.% AGA
B 2 hm.% AGA
I 1 hm.% AGA
I 0.5 hm.% AGA

30

25 4

20

distribuce [%]

0 100 200 300 400 500 600 700 800
velikost [um]

Obr. 27: Graf distribuce poru pro pomalu mrazené a Iyofilizované vzorky o rizné koncentraci
agarozy, manualni zpracovani.
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Obr. 28: Graf distribuce pori pro pomalu mrazené a lIyofilizované vzorky o rizné koncentraci
agardzy, zpracovani nastrojem ,, Analyze particles “.

44



Rozdilem mezi témito zplUsoby analyzy je procentualni distribuce pérli, zatimco u
zpracovani manualniho nepiesahuje zastoupeni uréité velikosti pora 50 %, u automatického
zpracovani se nejmensi velikost pora v distribuci pohybuje kolem 70 %. Rozdil mezi
procentualnim zastoupenim muize byt zptsoben faktem, Ze pfi manualnim zpracovani nejsou
zahrnuty do distribuce vSechny zobrazené pory, zvlasté ty nejmensi vzhledem K obtiznosti
oznaceni malych port rucné.

1 hm.% AGA
- B 1 hm.% AGA + 0,005 hm.% PSS
Bl 1 hm.% AGA + 0,01 hm.% PSS
1 B 1 hm.% AGA + 0,1 hm.% PSS
[ |

30 4 1hm.% AGA + 0,01 hm.% alg

25 -

20 4

distribuce [%)]

0 100 200 300 400 500 600
velikost [um]

Obr. 29: Graf distribuce porii pro pomalu mrazené a lyofilizované vzorky agarézovych gelii
S pridavkem polyelektrolytii, manualni zpracovani.

Na grafu uvedeném vyse (Obr. 29) je zobrazena distribuce pora pro lyofilizované
vzorky sruznymi piidavky polyelektrolytové slozky. Z grafu je patrné, Zze velikost port
nachazejici se ve vzorcich s riznymi ptidavky této slozky se od sebe pfili§ nelisi, pohybuji se
vV rozmezi stovek nanometrd, jak je tedy jiz vySe zminéno, obrazova analyza prokazala, ze
piidavek polyelektrolytu v pouzitém koncentraénim rozmezi neovliviiuje vyraznym zptisobem
vnitini strukturu a Sni ani velikost poru pro lyofilizované vzorky, které byly zmrazeny
pomalu.

Distribuce (Obr. 30) ziskané z analyzy vzorka susenych za pomoci rychlého zmrazeni a
lyofilizace naznacuji, Ze touto metodou suseni si vzorky ¢aste¢né zachovavaji svou puvodni
strukturu, jak jiz bylo zminéno, a mohlo by dochazet k nejmensi deformaci struktury, tudiz by
se tato metoda suSeni mohla stat vhodnou pro charakterizaci struktury hydrogelti metodami,
které vyzaduji bezvodé vzorky.

Je zde patrny i jemny rozdil v distribuci pro jednotlivé koncentrace, zatimco nejvyssi
koncentrace obsahuje pory s nejvétsimi priméry v fadu stovek nm, u ostatnich koncentraci
dosahuji priméry pora i jednotek um, v ptipadé nejnizsi koncentrace dokonce desitek pm.
Tento fakt muize byt zpisoben 1 jiz vySe zminénymi nedostatky V této technice suSeni.
Vzhledem ke skuteCnosti, ze bylo pofizeno omezené mnozstvi fotografii (z divodu

nedostatku Casu) a struktura takto vysuSenych vzorkl je velmi komplexni a nepravidelna,
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vysledky jsou pouze orientaéni a naznaCujici moznou techniku suseni svelmi malou
deformaci struktury, pro piesnéjsi zaveéry by bylo potieba dalSich experimentt.
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Obr. 30: Grafy distribuce porii pro vzorky gelii o riizné koncentraci agarézy, které byly nejprve sokové
zmrazeny dusikem a poté lyofilizovany, manualni zpracovani.

4.3.2 Vzorky v hydratovaném stavu

Rozdil ve struktufe hydrogeli o riznych koncentracich agarézy byl potvrzen i
obrazovou analyzou fotografii potizenych pro vzorky Vv pivodnim stavu. Distribuce téchto
poru je vyobrazena na Obr. 31, jak l1ze vidét, velikost pori vyskytujicich se v danych vzorcich
s rostouci koncentraci snizuje svij rozsah (od jednotek pum po desitky nm). Tento jev je
zpusoben pfiblizenim agar6zovych fetézcli pii vysSich koncentracich a vzdjemné interakci
téchto fetézcu. Timto lze vysvétlit napiiklad i fakt, ze diflze v gelech s vyssi koncentraci
probiha daleko pomaleji, nez v ptipadé hydrogelt s niZsi koncentraci.

Rozdil mezi manudlnim a automatickym zpracovanim vysledkli byl taktéZz jako
v ptipadé SEM zanedbatelny. Velikosti poru si byly blizké a pouze procentualni zastoupeni se
pro nejmensi pohybovalo okolo 70 — 80 % pii automatickém zpracovani, zatimco pro
manualni zpracovani procentualni zastoupeni neptesahlo 50 %. Jak jiz bylo zminéno, rozdil
mezi procentualnim zastoupenim muze byt zpisoben faktem, ze pii manudlnim zpracovani
nejsou zahrnuty do distribuce vSechny zobrazené pory.
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Obr. 31: Graf distribuce porit pro vzorky V pivodnim stavu hydrogelu o riznych koncentracich
agardzy, manualni zpracovani.
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Obr. 32: Graf distribuce porii pro vzorky V piivodnim stavu 1% agarozového gelu s ruznymi pridavky
polyelektrolytii, manualni zpracovani.

Jak jiz bylo zminéno v ramci strukturni charakterizace s vyuzitim kryoSEM byly
porovnany i vzorky s ptidavkem polyelektrolytu. Distribuci pora (Obr. 32) bylo potvrzena
domnénka, ze zdkladni struktura agar6zového hydrogelu se s ptidavkem polyelektrolytové
slozky Vv pouzitém rozmezi zdsadnim zpisobem neméni, ovSem meéni se jeho chemické ¢i
fyzikalné-chemickeé vlastnosti, jak je jiz vySe uvedeno.
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Tato strukturni analyza vzorkd v nabotnalém stavu, jakje jiz vySe uvedeno, tedy
potvrdila o¢ekavanou vnitini strukturu gelu (izotropni sit’ s velikosti pora v fadu desitek az
stovek nm, piipadné jednotek um). Odpovida tedy i vysledkiim dosazenych v jinych studiich
[65, 66], kde se velikost port pro stejné koncentracni rozpéti pohybuje v fadech desitek az
stovek nm a s nartistem koncentrace klesa velikost pori.

Vysledky vysSe uvedené analyzy lyofilizovanych geli s vyuzitim SEM prokézaly
patrnou deformaci vnitini struktury gelu pfi pomalém zmrazeni s naslednou lyofilizaci
(anizitropni a makroporézni struktura) narozdil od techniky kryoSEM, o tomto rozdilu ve
vyuziti SEM a kryoSEM vypovida napiiklad i studie Sriamornsaka a kol. [64]. Pro spravné
pochopeni chovani hydrogell je tedy potitebné jejich strukturu sledovat v ptivodnim stavu.

4.4 Rtutova porozimetrie

Pro vzorky vysusené (na vzduchu ¢i lyofilizaci) byla provedena rtutova porozimetrie
jako zastupce techniky nepiimé analyzy. U vzorkl vysuSenych na vzduchu bylo o¢ekavano,
ze budou neporézni, jak je jiz vySe uvedeno (viz. kapitola 4.1.1). Strukturni charakterizace
metodou rtutové porozimetrie (Obr. 33) potvrdila oéekavanou strukturu, tedy neporézni.
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Obr. 33: Distribucni krivka primeérii porii pro rizné koncentrace agarézy V gelech susenych na
vzduchu.

Distribuce pord pro vzorky pomalu zmrazené a lyofilizované (Obr. 34) neprokazala
vyznamny rozdil ve velikosti danych port mezi jednotlivymi koncentracemi, velikost
prumérd péra se pohybuje vrozmezi desitek az stovek um, coz odpovida vysledkim
dosazenych piimou vizualizaci (4.1.2). Velikost pori mezi jednotlivymi koncentracemi téchto
vzorkl se sice vyrazn€ neli$i, ovSem rozdil byl patrny v deformaci po méfeni, ¢im nizsi
koncentraci vzorek mél, tim snadnéji podl€hal deformaci (Obr. 37).
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Obr. 34: Distribucni ki'ivka priimérii pori pro riizné koncentrace agarozy NV gelech susenych pomalym

mrazenim a naslednou lyofilizaci.

Pro potvrzeni domnénky, ze wvnitini struktura gelii se S ptidavkem polyelektrolytu
neméni zasadnim zptisobem, byla rtutové porozimetrii podrobena série pomalu zmrazenych a
lyofilizovanych gelti s ptidavkem polyelektrolytové slozky. Distribuce pért pro toto méteni
(Obr. 35) potvrdila uvedenou domnénku.
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Obr. 35: Distribucni kiivka primérii périi pro 1 hm. % agar6zovy hydrogel s riznymi pridavky
polyelektrolytii susenych pomalym mrazenim a naslednou lyofilizaci.
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Obr. 36: Distribucni kriivka priméri pori pro rizné koncentrace agarozy NV gelech susenych rychlym
zmrazenim a naslednou lyofilizaci.

Distribuce pro vzorky zmrazené rychle a nasledné lyofilizované (Obr. 36) potvrzuje
domnénku, ze tento zpusob suSeni je ze vSech tfi nejvhodngjsi, velikosti pori se pohybuji
v rozmezi stovek nm az stovek um, coz odpovida nerovnomérné struktufe pozorované
pomoci SEM (viz. kapitola 4.1.3). Je zde vidét i oCekavany rozdil v distribuci pord mezi
jednotlivymi koncentracemi, ¢im je vzorek koncentrovanéjsi, tim jsou jeho velikosti praméru
poért posunuty K mens$im hodnotam. Tyto vysledky jsou Vv souladu s vysledky obrazové
analyzy danych vzorkii, ov§em tato technika jako technika nepfimé neposkytuje dostatecnou
informaci o struktufe vzorkut. Kli¢ovou informaci pfi strukturni analyze téchto vzorku je fakt,
ze ve struktufe se nachazi Casti jak s izotropni, tak anizotropni siti, tuto informaci nam
poskytuje pouze piiméd metoda (SEM).

[

Obr. 37: Vzorky lyofilizovanych hydrogelii o riznych koncentracich (zleva: 0,5 hm.%, 1 hm.%, 2
hm.% a 4 hm.%) po analyze.
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Metoda rtutové porozimetrie je spolehlivd metoda pro urceni distribuce porti pevnych
latek, vzhledem k faktu, Ze lyofilizované hydrogely jsou Vv nizsich koncentracich dost jemné a
snadno podléhaji deformaci pii vySSich tlacich, miiZe se stat, Ze mensi pory v danych vzorcich
nebudou zméieny. Jak jiz bylo zminéno, suSenim také dochazi K patrné deformaci vnitini
struktury, je tedy zadouci ke strukturni charakterizaci vyuzit metody zamé&fujici se na analyzu
vzorkl vV piivodnim nabotnalém hydrogelu.

4.5 Turbidimetrie

V ramci turbidimetrickych métfeni bylo pro piipravené vzorkyv pivodnim stavu
hydrogelu zméteno absorpéni spektrum v rozsahu 800 — 400 nm, jako piiklad téchto spekter
je nize zobrazeno spektrum pro hydrogely o rizné koncentraci agarozy (Obr. 38).
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Obr. 38: Absorpcni spektrum pro hydrogely v hydratovaném stavu o rizné koncentraci agarézy
v rozmezi 800 — 400nm.

Bylo predpokladano, Ze absorbované zafeni je rozptylené, méfeni s integracni kouli
mélo potvrdit tento pfedpoklad, toto méteni by odhalilo zafeni, které bylo absorbovano,
nikoliv rozptyleno. Na absorpénim spektru pro hydrogely o rizné koncentraci agarézy méiené
s integracni kouli (Obr. 39) neni v rozmezi 800 — 400 viditelny pik, coZ potvrzuje predpoklad,
ze dochazelo pouze k rozptylu svétla. Zaporné hodnoty absorbance mohou byt zplsobeny
experimentalnim artefaktem spojenym s méfenim integracni kouli, pro tuto praci ovSem tento
fakt neni relevantni, bylo diilezité, ze se v daném rozmezi nenachazi zadny pik.

Z naméfenych hodnot absorbance v rozmezi 800 — 700 [56] byla podle jiz uvedeného
vzorce (viz. kapitola 3.4.2.2) vypoctena turbidita, nasledné¢ byl jeji logaritmus vynesen
v zavislosti na dekadickém logaritmu vinové délky. VInovy exponent byl uréen ze smérnice
této zavislosti. Déle byla z jiz uvedené zavislosti vinového exponentu na korela¢ni délce (viz.
kapitola 3.4.2.2) vypoctena korela¢ni délka, ktera je ptimo umérnd velikosti pori. Vysledky
jsou shrnuty v Tab. 2.
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Obr. 39: Absorpcni spektrum pro hydrogely v hydratovaném stavu o rizné koncentraci agarozy
v rozmezi 800 — 400 nm, mérené s integracni kouli.

Tab. 2: Hodnoty vinového exponentu a velikosti porii pro agarézové gely S riznou koncentraci a
riuznymi pridavky polyelektrolytii (turbidimetricka méreni hydratovanych vzorkii).

Vzorek Vinovy exponent | Velikost péri [um]
0,5 hm.% aga -2,3883 0,867
1hm.% aga -2,5826 0,378
2 hm.% aga -2,5022 0,519
4 hm.% aga -2,4456 0,662
1 hm.% aga + 0,002 hm.% PSS -2,4394 0,681
1 hm.% aga + 0,005 hm.% PSS -1,8275 -

1 hm.% aga + 0,01 hm.% PSS -2,3496 1,056
1 hm.% aga + 0,1 hm.% PSS -2,1394 5,774
0,5 hm.% aga + 0,01 hm.% PSS -2,1751 3,637
1 hm.% aga + 0,002 hm.% alg -2,5265 0,470
1 hm.% aga + 0,005 hm.% alg -2,4225 0,736
1 hm.% aga+ 0,01 hm.% alg -1,9271 -

1 hm.%aga+0,1 hm.%alg -2,4362 0,691
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Velikosti port vypocteny pro turbidimetrickd méteni fadové odpovidaji vysledkim
zjisSténym kvantitativnim zhodnocenim pfimé vizualizace (viz. kapitola 4.3.2), ovSem pfi
porovnani jednotlivych vzorkli se 1i§i. Pro zvySujici se koncentraci velikosti poéri nemayji
Klesajici charakter a pro vzorky s piidavkem elektrolytu se velikost pord pro jednotlivé
vzorky od sebe vyrazné lisi, 1 ptes to, Ze pfi pfimé vizualizaci nebyl pozorovan zadny zasadni
rozdil. Hodnoty vinového exponentu pro dva vzorky byly dokonce mimo rozsah zavislosti,
z které byly velikosti portt vypocteny, nebylo pro né¢ tedy mozné urcit velikost pért.Tato
technika strukturni analyzy je svelkou pravdépodobnosti nedostateéné citliva pro uréeni
rozdilt ve struktuie mezi jednotlivymi vzorky, které byly pouzity v rdmci této prace. Je tedy
vhodna pouze pro pfiblizné a orientani urceni velikosti pord, pro urceni rozdilu je nutné
pouzit techniky pfimé.
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo diskutovat vyhody a nevyhody vybranych dostupnych
technik strukturni analyzy zvoleného modelového hydrogelového systému a take vliv jeho
kompozice na jeho mikrostrukturni parametry. Jako hydrogelovy systém byly zvoleny
hydrogely na bazi agarézy o ruzné koncentraci a také hydrogely na bazi agar6zy s piidavkem
polyelektrolyti o riznych koncentracich. Techniky strukturni analyzy byly zvoleny piimé
(SEM, kryoSEM) i nepifimé (rtutovd porozimetrie, turbidimetrie) a vzorky byly
charakterizovany jak ve form¢ ptivodniho nabotnalého hydrogelu (kryoSEM, turbidimetrie),
tak ve forme vysusené, tzv. xerogelu (SEM, rtut'ova porozimetrie).

V rdmci otestovani dostupnych technik strukturni analyzy bylo zjisténo, ze pomalym
mrazenim s lyofilizaci dochazi k deformaci vnitini struktury (makroporézni anizotropni
struktura), je tedy zadouci hydrogely studovat v jejich ptvodnim hydratovaném stavu
(mikroporézni izotropni struktura), vhodnymi metodami k analyze struktury téchto geld jsou
tedy ty, které umozni takovyto vzorekanalyzovat. V této praci byly ztéchto metod vyzkouseny
techniky kryoSEM a turbidimetrie, obé tyto techniky potvrdily velikosti priméru port
v fadech desitek az stovek nm, piipadné jednotek um. Turbidimetrie ale nebyla dostate¢né
citlivd pro urceni rozdilti ve struktufe mezi jednotlivymi vzorky, ty byly spolehlivé urceny
technikou kryoSEM.

Ovsem dostupnost techniky kryoSEM omezuje jeji pouzitelnost pro rutinni aplikace.
Naproti tomu technika SEM je dostupnéjsi, jeji nevyhodou je potfeba suSeni vzorkl pred
samotnou analyzou. Jak jiz bylo zminéno, v ramci této prace bylo prokazano, Ze lyofilizaci
S pomalym mrazenim dochazi k patrné deformaci a toto suseni tedy neni vhodné. Pfi suSeni
Sokovym zmrazenim a lyofilizaci si ovSem vzorky c¢astecné ponechaly svou strukturu,
s piihlédnutim k faktu, Ze tento zpisob suseni provazely jisté nedostatky v technice provedeni
(napt. pfili§ objemny vzorek), by optimalizace tohoto postupu suseni mohla vést k technice
analyzy odpovidajici kryoSEM technice. Neptima technika méfeni pro vysusené vzorky
(rtutova porozimetrie) fadové odpovidala ptimé vizualizaci (SEM) a narozdil od techniky
turbidimetrie pro hydratované vzorky byla dostate¢né citlivd 1 pro ur€eni rozdilu pro
jednotlivé koncentrace agar6zovych hydrogel Sokové zmrazenych a lyofilizovanych, ovSem
postradala klicovou informaci o tom, Ze struktura takto vysuSenych gel je nerovnomeérna
(misty anizotropni, misty izotropni), coz bylo s nejvétsi pravdépodobnosti zplisobeno
nedostatky v tomto zptisobu suseni. Technika SEM je tedy v ptipadé strukturni charakterizace
takto ptipravenych vzorka nenahraditelna.

V ramci porovnani vlivu kompozice hydrogelového systému na jeho vnitini strukturu
bylo zjisténo, ze piidavkem polyelektrolytové slozky V pouZzitém koncentraénim rozmezi
nedochazi k zasadnim zménam strukturnich parametri, tudiz tyto slozky nemaji vliv na
vnitini strukturu gelu, ovSem zasadné ovliviiuji chemickou strukturu, a stim spojenou i
chemickou interaktivitu. Pii pouziti rozdilnych koncentraci agar6zy uz byl rozdil ve struktuie
patrny na prvni pohled, pory se se zvySujici se koncentraci agardézy zmensovaly. Mnozstvi
agardzy, jako gelotvorné slozky, tedy zdsadnim zplisobem ovliviiuje fyzikalni mikrostrukturu
gelt.

Ziskané informace o rozdilu v ptimych a nepfimych technikach poukazuji na fakt, ze
ptimé zobrazovaci techniky jsou pro strukturni analyzy nezastupitelné. V navazujicich
experimentech by bylo zajimavé zaméfit se na optimalizaci zptisobu suSeni zalozeného na
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Sokovém zmrazeni pro vytvoreni dostupnéjsi techniky strukturni analyzy s vyuzitim SEM.
Nebo na aplikovani zjisténych informaci o vlivu zmény slozeni na strukturni parametry na
jiné hydrogelové systémy s cilem vytvofit hydrogel o poZzadovanych vlastnostech.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

PHEMA
CMC
IPN
semi-IPN
BET
BJH
DFT
SEM
kryoSEM
DLS
FTIR
RTG
SAXS
SAS
DsC
NMR
AGA
PSS
ALG

4~ © >»a g3

polyhydroxyethylmethakrylat
karboxymethylceluldza

interpenetrované polymerni sité
semi-interpenetrované polymerni sité
Brunauer-Emmett-Teller teorie

metoda Barreta, Joynera a Halendy

teorie hustotniho funkcionalu

skenovaci elektronova mikroskopie

kryo-skenovaci elektronova mikroskopie
dynamicky rozptyl svétla (dynamic light scattering)
infra¢ervena spektroskopie s Furierovou transformaci
rentgenové zareni

méfeni rozptylu RTG zafeni v malych Ghlech (small angle x-ray scattering)
méfeni rozptylu v malych dhlech (small angle scattering)
diferencialni skenovaci kalorimetrie

nuklearni magneticka rezonance

agaroza

polystyrensulfonat

alginat

specificky povrch adsorbentu [m?/g]

kapacita monovrstvy [mol/g]

velikost povrchu jedné molekuly adsorbentu [nm?]
turbidita

absorbance

opticka draha

relaxacni Cas

difazni koeficient

absolutni hodnota vinového vektoru

délka primarniho svételného paprsku

uhel méteni (DLS)

viskozita

Boltzmannova konstanta [J/K]

absolutni teplota
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8 SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1: Prace s ImageJ: nazorné nastaveni ,, Tresholdu* (pro vzorek 1% agarézového
hydrogelu v hydratovaném stavu).

Ptiloha 2: Prace s ImageJ: Ukazka nastaveni nastroje ,,Analyze Particles®.

Piiloha 3: Absorp¢ni spektrum pro hydrogely v hydratovaném stavu, 1% agardzovy
hydrogel s ptidavkem PSS v rozmezi 800 — 400 nm.

Piiloha 4: Absorp¢ni spektrum pro hydrogely v hydratovaném stavu, 1% agardzovy
hydrogel s ptidavkem PSS v rozmezi 800 — 400 nm, méfené s integra¢ni kouli.

Pfiloha 5: Absorp¢ni spektrum pro hydrogely v hydratovaném stavu, 1% agardzovy
hydrogel s ptidavkem alginatu v rozmezi 800 — 400 nm.

Piiloha 6: Absorp¢ni spektrum pro hydrogely v hydratovaném stavu, 1% agardzovy
hydrogel s ptidavkem alginatu v rozmezi 800 — 400 nm, méfené s integra¢ni kouli.
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9 PRILOHY
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Priloha 1: Prace s lmageJ: ndzorné nastaveni ,, Tresholdu® (pro vzorek 1% agar6zového
hydrogelu v hydratovaném stavu).
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Priloha 3: Absorpcni spektrum pro hydrogely v hydratovaném stavu, 1% agar6zovy hydrogel
s pridavkem PSS v rozmezi 800 — 400nm.
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Priloha 4: Absorpcni spektrum pro hydrogely v hydratovaném stavu, 1% agar6zovy hydrogel
s pridavkem PSS v rozmezi 800 — 400 nm, mérené s integracni kouli.
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Priloha 5: Absorpéni spektrum pro hydrogely v hydratovaném stavu, 1% agar6zovy hydrogel
S pridavkem algindtu v rozmezi 800 — 400 nm.
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Priloha 6: Absorpcni spektrum pro hydrogely v hydratovaném stavu, 1% agar6zovy hydrogel
s pridavkem alginatu v rozmezi 800 — 400 nm, mérené s integracni kouli.
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