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ABSTRAKT

Cilem bakalafské prace bylo pfipravit hydrogely na bazi hyaluronanu a Septonexu
a navrhnout a optimalizovat kvantitativni stanoveni hyaluronanu a Septonexu v supernatantu
po gelaci vzorku. K méfeni byl pouzit hyaluronan o dvou rozdilnych molekulovych
hmotnostech. K vyhodnoceni experimentélnich dat byly sestrojeny kalibraéni kiivky
hyaluronanu a Septonexu. K charakterizaci vzorkt a jejich vlastnosti byla provedena
termogravimetrickd analyza a infraervend spektrometrickd analyza s Frourierovou
transformaci. Ze ziskanych vysledkti byla diskutovana vyuzitelnost dané metody ke studiu
subpopulaci molekularni vody.

ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on a preparation of hydrogel systems based on hyaluronan and
Septonex and on a design and optimalization of quantitative analysis of hyaluronan and
Septonex in a supernatant after gelation. This work compares hydrogels formed from
hyaluronan of two different molecular weights. The calibration curves of hyaluronan and
Septonex were used to evaluate the experimental data. The thermogravimetric analysis and
Fourier-transform infrared spectroscopy were used for the characterization of properties of the
samples. The utilisation of the mentioned techniques to study molecular water subpopulations
was discussed according to the obtained results.
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1. UVOD

Hyaluronan nachézi Siroké vyuziti jak ve farmacii, tak v medicing. Jedné se o t€lu vlastni
polyelektrolyt s vysoce hydrofilnim charakterem, ¢ehoz je mozno v kombinaci s povrchové
aktivni latkou vyuzit k tvorbé hydrogelovych systémil. Pravé formaci takovychto systémt se
zabyva tato bakalaiska prace. Konkrétné byly pfedmétem vyzkumu gely na bazi hyaluronanu
o dvou molekularnich hmotnostech, kde coby zesitovaci ¢inidlo byl pouzit Septonex. Tato
povrchové aktivni latka je kvarterni amoniovou soli se ¢&trnactiuhlikatym lineérnim
nasycenym fetézcem, ktery ve vodném prostiedi vykazuje hydrofobni charakter.

Hyaluronan se stal oblibenou latkou nejen v lékatském a vyzkumném prostiedi, ale také
v kosmetice. Dalo by se fici, Ze se jedna o jednu z mala komplexnégjSich sloucenin, jejiZz nazev
si 1 chemii nepolibeny clovék zapamatoval diky velkému mnoZzstvi reklam nejriznéjSich
kosmetickych spole¢nosti, které poukazuji na ptitomnost hyaluronanu ve svém piipravku.
Vyznamnou vlastnosti hyaluronanu je jeho netoxicita, biodegradabilita a biologicka aktivita.
Muzeme jej najit v kloubech, mezibunécnych prostorech nebo v o¢nim sklivci. Nachazi tak
vyuziti pfi 1écb¢ kloubnich onemocnéni, pfi bezjizevnatém hojeni ran, 1é€bé popalenin
a dekubitt, pfi transportu 1é¢iv a v neposledni fadé pfii estetickych plastickych zakrocich
a Vv ptipravcich vizualn¢ omlazujicich plet’.

Pifestoze je hyaluronan i hydrogely na jeho bazi studovan jiz po tfadu let, zavislosti mezi
molekularni hmotnosti hyaluronanu, koncentraci pouzitého zesitovaciho ¢inidla a vodou se
zabyvaly dle dostupnych zdroji pouze vyzkumné tymy v fadu jednotek. Pro charakterizaci
hydrogelt na bazi hyaluronanu s vyuzitim Septonexu, coby zesitovaciho ¢inidla, byla v této
praci zvolena infraCervena spektrometric s Fourierovou transformaci doplnéna
o termogravimetrickou analyzu. Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci je
technika, ktera je schopna nam zprostiedkovat informace o chemické struktufe latky,
0 zménach v této struktufe v pribéhu ¢asu, a matematickou analyzou jsme z ni také schopni
ziskat informace o subpopulacich molekularni vody.



2. TEORETICKA CAST
2.1 Gely

Makromolekularni gely jsou polymerni slouceniny tvofené trojrozmérnou siti molekul, ktera
Vv sobé nese velké mnozstvi rozpoustédla. Tato sit miize vzniknout dvéma zplsoby —
prostfednictvim kovalentnich vazeb mezi jednotlivymi monomery, kdy hovoiime
0 tzv. kovalentné zesitovanych gelech, tedy gelech permanentnich, nebo skrze slabé vazebné
interakce typu vodikovych mustki a Van der Waalsovych sil, kdy mluvime o tzv. fyzikaln¢
zesitovanych gelech, tedy gelech reverzibilnich [1].

Cely systém se muze vyskytovat ve dvou stavech — V ptipad¢, Ze vaze rozpoustédlo, jedna se
0 lyogel; pokud rozpoustédlo neobsahuje, hovoiime o xerogelu. VysuSenim lyogelu je mozno
ziskat xerogel, pfiemZ jeho objem se zmensi pfiblizné o objem odpatfeného disperzniho
prostiedi. Z xerogelu reverzné lyogel pfipravime tzv. bobtnanim. Bobtnani je jev, pti kterém
dochazi Kk pohlcovani nizkomolekularniho rozpoustédla, resp. disperzniho prostiedi
xerogelem. V piipadé fyzikaln¢ zesitovanych gelti je bobtnani v podstaté neomezené
adochéazi Kk rozpusténi gelu. U permanentnich gelt tento jev neni mozny. Pokud bychom
chtéli ptipravit roztok ireverzibilniho gelu, museli bychom porusit kovalentni vazby mezi
¢astmi polymerniho fetézce a sitovacimi Cinidly. Tyto vazby jsou vSak natolik silné, ze
ptidavanim rozpoustédla k rozpusténi gelu nedochazi [1].

2.2 Gelace

Gelace je zékladnim procesem pii tvorbé samotného gelu. Je to d¢j, pii kterém dochazi
k vytvofeni trojrozmérné struktury disledkem vzniku vazebnych interakci mezi jednotlivymi
monomery polyelektrolytu. Ke gelaci mize dojit sitovanim linearniho ¢&i rozvétveného
polymeru.

2.2.1  Linearni polymery

Aby mohlo dojit k zesitovani linearnich polymert, musi tyto polymery nést ve své struktuie
reaktivni mista, kter4 v interakci se sitovacim ¢inidlem vytvoii chemicky pfi¢né vazby.
V nékterych piipadech jsou sitovaci ¢inidla pfimo soucasti pfi¢né vazby. Jindy pouze iniciuji
reaktivni mista dvou polymernich jednotek ke spojeni. Zpocatku pouze se vznikem piicnych
vazeb vzrastda molarni hmotnost polymeru, ale netvoii se trojrozmérna sit’. Jeji vznik je
podminén dosazenim jisté koncentrace pticnych vazeb, kdy se soustava dostava do tzv. bodu
gelace [1], [2].

2.2.2 Rozvétvené polymery

Krom¢ linearnich polymert existuji 1 polymery rozvétvené. Podminkou pro vznik
rozvétveného polymeru je pfitomnost dvojfunkéniho anebo vicefunkéniho monomeru.
Vicefunkéni monomer poté piebird roli sitovaciho Ccinidla, ¢imz vznikd poZzadovana
trojrozmérna struktura schopnd v sob€ poutat rozpoustédlo, které vytvaii disperzni prostfedni
této trojrozmérné sité [2].



2.2.3 Bod gelace

Z reologického hlediska je pro bod gelace charakteristicka hodnota smykového napéti, kdy
tan 6=1; o6 je velikost Uhlu fazového posunu. Bod gelace tedy nastava, je-li Uhel fazového
posunu roven 45 °. Tato hodnota nam fikd, ze gel je pfesné na rozhrani mezi vlastnostmi
idedln¢ elastické latky (6=0°) a idedln¢ viskdzni latky (8=90°). V tomto bod¢ je reologické
chovéani nezavislé na velikosti deformace. V nasledujicim grafu (Graf 1) vidime zavislost
tangentu thlu fazového posunu na ¢ase béhem procesu gelace [3].
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2.3 Déleni geli

Gel je tedy makromolekularni latka, ve které je polymerni sit’ rozptylena v disperznim
prostfedi, kde disperzni prostfedi a dispergované Castice tvoii spojitou fazi. Propojeni
jednotlivych polymernich fetézcli je zprostiedkovano dvéma typy vazeb — pevnymi
kovalentnimi vazbami nebo slabymi vazebnymi interakcemi, jako jsou vodikové mistky ¢i
Van der Waalsovy sily. Dle typu vazby rozliSujeme gely chemické (primarni vazby —
kovalentni) a gely fyzikalni (sekundarni vazby — slabé vazebné interakce) [4].

2.3.1  Chemicky sit’ované gely

Jak jiz bylo fe€eno, vazby trojrozmérné struktury jsou pevné, kovalentni. Ke vzniku dochazi
nelinearni kondenza¢ni nebo adi¢ni polymerizaci, pfipadné pouzitim sitovaciho c¢inidla.
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o pevné vazby, neni mozno tyto gely pievést v roztoky.
U xerogeld, které by vznikly vysuSenim, a tedy odstranénim disperzniho prostiedi, by bylo
mozno pozorovat jen omezené bobtnani. Nemoznost pfevodu v polymerni roztoky a omezené
bobtnani je zpisobeno faktem, ze by muselo dojit k poruseni kovalentnich vazeb, coz by mélo
za nésledek rozpad celé struktury polymeru [4].

2.3.2  Fyzikalné sitované gely

U fyzikaln¢ sitovanych gelii se projevuji vazby vodikovymi mustky ¢i slabé vazebné
interakce van der Waalsova typu. Vznikaji tzv. uzly, pficemZ jedna makromolekula miize
obsahovat nékolik uzlii a sama byt zapojena do vétSiho mnozstvi uzlovych oblasti. Slabé



vazby mohou zanikat velmi snadno — piikladem mize byt mechanické namahani. Jev, pfi
kterém dochazi k naruseni struktury plisobenim vnéjsi sily a k nasledné tvorbé novych vazeb,
se nazyva tixotropie. Pokud bychom vynesli do grafu zavislost te¢ného napéti na smykové
rychlosti, ziskali bychom hysterezni kiivky, pfi¢emz plati — ¢im vétsi hystereze, tim je systém

tixotropnéjsi [1], [4].

Obr. 1 a) fyzikalné zesit'ovany gel b) chemicky zesit'ovany gel s uzlovymi body
2.4 Koloidni soustavy

Gely se formuji disledkem naruseni stabilizacniho obalu koloidnich soustav, tedy soustav,
v nichz se velikosti ¢astic pohybuji od 1 nm po 1 um. RozliSujeme dva typy koloidu:
molekuloveé a fazové.

2.4.1  Molekulové koloidy

Molekulové koloidy maji lyofilni charakter. Castice jsou obklopeny solvataénim obalem
a cely systém je velmi podobny pravym roztokim. Fyzikdln¢ chemické vlastnosti jsou tedy
V celém objemu spojité. Vyznamnou podskupinou molekulovych koloidl jsou micelarni
koloidy. Micely jsou tvofeny z molekul, jejichz jedna ¢ast ma lyofobni a druhd lyofilni
charakter. Lyofilni ¢ast je tvofena polarni skupinou, ktera se pfi pouziti polarniho disperzniho
prostiedi orientuje takovym zptisobem, aby byla s timto prostiedim ve styku. Lyofobni ¢ast
sméfuje do pomysiného stiedu micel kulovitého tvaru a snazi se tak vyvarovat kontaktu
S polarnim rozpoustédlem [5].

2.4.2  Fazové koloidy

Opakem jsou koloidy fazové, tedy lyofobni. Zde dochazi ke skokovym zméndm vlastnosti na
fazovém rozhrani. Lyofobni soustavy jsou obecné oznacovany jako soly. Podminkou jejich
vzniku je pouze nepatrna rozpustnost v disperznim prostiedi. Castice maji uréity naboj
a vzajemné se odpuzuji. Pfidanim elektrolytu je vSak mozno docilit koagulace ¢astic, jejiz
rychlost je nejvyssi v izoelektrickém bodé [5].

2.5 Vznik gelu

Gely mohou vznikat jak z fazovych koloidi, tak z molekulovych. Pfi tvorbé gelu musi dojit
Kk rozruSeni solvata¢niho obalu, ptipadné elektrické dvojvrstvy, coz vede k tvorbé vazeb jak
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mezi jednotlivymi monomery, tak mezi monomery a molekulami rozpoustédla. Vysledny gel
ma trojrozmérnou strukturu. Aby byly tyto pozadavky splnény, musi ncktery monomer
obsahovat alesponl tii funkéni skupiny vstupujici do polymerizacnich reakci. Déle dochézi
k vétveni fetézcti a vzniku pozadované makromolekularni sité. Bod konverze, pfi némz
dochazi k zesitovani struktury, je jiz zminény bod gelace. Ptiprava gelu se tedy provadi
dvéma zpisoby: prvnim je pouziti sitovaciho Cinidla, které propoji jednotlivé fetézce, druhym
je zminéné vnaseni trojvaznych ¢lanku fetézce [4].

Podstatnym jevem gelt je jejich bobtnani. K tomu dochazi ptfi kontaktu vysusené¢ho gelu
a rozpoustédla. Zesitovand struktura zplsobi piijimani rozpoustédla mezi jednotlivé fetézce,
rozpoustédlo snizit svou volnou energii sméSovani na minimum. Pro funk¢nost soustavy gel-
rozpoustédlo je podstatné, aby vysledna volnd energie byla niz$i neZ volna energie
jednotlivych fazi [4].

2.6 Rozdéleni gelii podle vlastnosti ve formé xerogelu

Gely je mozno rozdélit podle rozdilného chovani ve vysuseném stavu, v pifipadé hydrogeli
nehydratovaném stavu. Reverzibilni gely pfi vysuSeni zmenSuji svij objem. Jakmile vSak
pfijdou znovu do kontaktu s vhodnym disperznim prostfedim, dochéazi k bobtnani, a tedy
narustu objemu. Ireverzibilni gely maji ve formé& xerogelu objem jen nepatrné mensi ve
srovnani s puvodnim lyogelem a jsou porézni. Pfi kontaktu s disperznim prostifedim absorbuji
jen nepatrné mnozstvi kapaliny.

2.7 Hydrogely

Hydrogel je specialni typ gelu, v némzZ je jako rozpoustédlo vazana voda. Obecné je —
podobné jako gely samotné — definovan jako makromolekularni trojrozmérna sit’ ptirodniho ¢i
syntetického ptivodu obsahujici ve své struktufe vyrazné mnozstvi vody. Hydrogely jsou také
déleny do dvou kategorii — chemické a fyzikalni. Podle typu vazeb se toto déleni dale vétvi na
slabé a silné, pticemz silny fyzikalni hydrogel odpovida hydrogelu chemickému. Ten je
charakteristicky pfitomnosti kovalentnich vazeb, k jejichz vzniku dochdzi pomoci cross-
linkingovych neboli sitovacich ¢inidel [6], [7].

Molekuly hydrogelu obsahuji jak polarni, hydrofilni ¢ast, tak nepolarni, hydrofobni ¢ast.
Vzhledem k pfitomnosti vody coby polarniho rozpoustédla, dochazi v prvni fadé k navazani
vody na polarni ¢ast — primarni vazba vody. Do interakce s rozpousStédlem vSak ptichazi také
nepolarni ¢ast, formujici strukturu tak, aby byl kontakt co nejmensi — tato interakce se nazyva
sekundarni vazba vody. Kromé¢ takto vdzané vody obsahuje hydrogel i vodu nevédzanou, ktera
vyplituje prostor mezi jednotlivymi fetézci a je divodem elasticity gelu. Piijimanim nevazané
vody hydrogel bobtna az do ustanoveni rovnovahy. K jeji adsorpci dochazi na zaklad¢
osmotické sily zptisobujici rozsifovani dutin hydrogelu [8].
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2.8 Surfaktanty

Surfaktanty jsou slouceniny obsahujici dvé rozdilné skupiny ve své struktufe — polarni
a nepolarni. Pfikladem mohou byt kratké mastné kyseliny. Karboxylova skupina je polarni,
zato uhlikaty fetézec nepolarni. Souhrnné tyto slouceniny oznaCujeme jako amfifilni.
Molekuly tohoto typu tvoifi na rozhrani dvou prostiedi rozdilné polarity monovrstvu, kde
polarni ¢ast sméfuje do prostiedi polarniho a nepolarni do prostiedi nepolarniho. Touto
aktivitou snizuji povrchové napéti a jedna se tedy o tzv. povrchové aktivni latky. Co se ndzvu
ty¢e, v Ceské republice se nejéastdji tyto latky oznaluji jako tenzidy. Mezinarodné se
preferuje nazev surfaktanty (z angl. surfactant, od slova surface, tedy povrch) odkazujiciho
pravé na zminénou povrchovou aktivitu. Zajimavosti je, ze ptivodné §lo jen o komeréni nazev
jedné konkrétni povrchové aktivni latky, ale postupem casu se zacal pouzivat jakozto
oznaCeni pro celou skupinu sloucenin. V praxi c¢asto dochazi k chybnému uziti slova
detergenty coby homonyma K tenzidim a surfaktantim. Detergenty jsou vSak smési
surfaktanti s detergen¢nimi ucinky, tj. majici schopnost pfevadét necistoty z pevného povrchu
do roztoku [9], [10].

2.8.1 Vlastnosti

Vlastnost surfaktanti koncentrovat se na fazovém rozhrani je zptuisobena amfifilnim
charakterem molekul. Pfedpona slova amfifilni v fectiné¢ znamené obojaky a filni majici rad ¢i
milujici. V cestiné tedy tento termin oznacuje latku, ktera ma, volné pielozeno, rada oboji.
Onim obojim jsou z chemického pohledu mysleny jak latky polarni (hydrofilni), tak latky
nepolarni (lipofilni ¢i hydrofobni). Hydrofilni ¢4ast ma velkou afinitu k vod¢. Hydrofobni ¢ast
k nepolarnim rozpoustédlim, pfiemz tato Cast je nejCastéji tvorena uhlovodikovymi fetézci,
které mohou byt linedrni nebo rozvétvené a mohou obsahovat aromatickou skupinu.
Hydrofilni ¢ast je nejcastéji tvofena zbytky karboxylovych nebo sulfonovych kyselin, ¢i
kvarternimi amoniovymi kationty.

Nachazi-li se molekuly surfaktantu v rozpoustédle v nizkych koncentracich — tedy je-li tento
systém velmi zfedény, chova se cely systém jako pravy roztok. S rostouci koncentraci
povrchové aktivnich latek se pfiblizujeme k tzv. kritické micelarni koncentraci, coz je
hodnota, pti které dochézi ke shlukovani molekul surfaktantti do ttvard koloidnich velikosti.
Struktura téchto tvarii je zavisla na typu pouzitého rozpoustédla: je-1i rozpoustédlo polérni,
je povrch micely taktéZ polarni a nepolarni ¢asti jednotlivych molekul sméfuji do stiedu
micely; je-li rozpoustédlo nepolarni, je orientace jednotlivych molekul povrchové aktivni
latky reverzni [5].

2.8.2  Tvorba micel

Obecné se pii tvorbé micel pracuje se dvéma modely:

e Prvni znich tika, ze tvorba micel je vratnou reakci, tedy Ze zdaného poctu
monomert N vznikd micela slozena z téchto monomera az do ustanoveni rovnovahy.
Ziedénim takovéhoto roztoku obsahujiciho micely se rovnovaha posouva
k monomeru. Tato teorie vSak popisuje pouze jednoduché piipady a prvni z mnoha
krokl tvorby micel, protoze jednotlivé micely spolu mohou déle agregovat ve vétsi
celky.
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e Druha teorie povazuje vznik micely za vznik tzv. pseudofaze, kterd obsahuje
omezeny pocet molekul. Tuto teorii podporuje fakt, ze fyzikalné-chemické vlastnosti
se nad kritickou micelarni koncentraci zlomové méni, coz je typické praveé pro vznik
nové faze [5].

2.8.3  Typy surfaktanti

Surfaktanty se nejcastéji déli na zakladé iontového charakteru hydrofilni ¢asti molekuly.
Dochézi-li k disociaci funkéni skupiny, hovofime o surfaktantech ionickych — dale délenych
na kationické, anionické a amfoterni. Pokud ve vodném prostiedi nevznikaji ionty, mluvime
0 neionickych surfaktantech.

Neionické surfaktanty

Tento typ tenzidu ve vodném prostiedi nedisociuje. Rozpustnost v poldrnim rozpoustédle
(vod@) je zajiSténa ptitomnosti funkéni skupiny s vysokou afinitou vici vode€. Tato skupina
nejcastéji obsahuje kyslik, na kterém se diky vysoké elektronegativité hromadi zaporny naboj.
Nasledn¢ dochézi k tvorbé vodikovych mlstkli mezi vodiky molekul rozpoustédla a negativné
nabitymi kysliky surfaktantu. Rozpustnost neionickych surfaktatntii je nepiimo umérné
zavisla na teploté, tj. s vyssi teplotou klesa rozpustnost. Dostaneme-li se na tzv. teplotu
zakalu, prevladne hydrofobni charakter molekul a dojde k tvorbé samostatné faze tvoiené
neionickymi surfaktanty. Tento typ tenzidi neni dobrou kyselinou (dle teorie Brgnsted-
Lowryho) a neméni tedy pH roztoku. Zaroveil ma tato skupina obecné vyS$si hodnotu kritické
micelarni koncentrace, coz muze byt vyhodou, chceme-li ptipravit roztok o pomérné vysoké
koncentraci surfaktantu bez nechténé tvorby micel [11], [12].

Nejvyznamnéj$imi neionickymi surfaktanty jsou slouceniny na bazi glykosidi. Vzhledem
k pfitomnosti glykosidové vazby, nepodléha tento typ surfaktanti hydrolytickému Stépeni
V bazickém prosttedi a mize byt pouzit jako soucdst pracich praska s vyssi hodnotou pH.
Jeho dalsi vyuziti najdeme v kosmetice v podobé emulgatoru ¢i ¢isticiho prostiedku.

lonické surfaktanty

e Kationické surfaktanty

Nazev této skupiny povrchové aktivnich latek vychazi z vlastnosti surfaktantu kationtového
typu ve vodném roztoku disociovat za vzniku kladné nabité molekuly. Oproti tomu pevné
povrchy jsou ve vétsin€ pripadi nabity zaporné Cili kationické surfaktanty jsou k témto
povrchiim pfitahovany. V praxi se tohoto jevu vyuziva pii likvidaci mikroorganismu
(patogentl) na nejriznéjSich povrsich. G. E. McDonnell popsal mechanismus interakce
surfaktantu s mikroorganismem nasledovné:
1) V prvnim kroku dojde ke kontaktu mezi mikroorganismem a surfaktantem, k jeho
ptfichyceni na buniku a naslednému naruSeni bunééné stény.
2) Po prichodu bunénou sténou naruSuje povrchové aktivni latka cytoplazmatickou
membranu.
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3) Bunku opoustéji mensi struktury vzhledem k poskozené funkci cytoplazmatické
membrany.

4) Surfaktant zptsobuje degradaci proteint a nukleovych kyselin.

5) V poslednim kroku dochdzi k lyzi buiiky a jeji smrti [13].

Takto navrzeny mechanismus byl potvrzen také studii na univerzité¢ v Pekingu, kde se
védecky tym zabyval interakci bakterie Escherichia Coli s kationickym i anionickym
surfaktantem. Uzitim méfeni fluorescence emitované navdzanymi surfaktanty na bunécnou
sténu bakterie bylo potvrzeno, ze kationické surfaktanty vykazuji mnohem vys$s$i odezvu
oproti anionickym a jsou tedy U¢inng&jsi pii hubeni bakterii [14].

Timto zpisobem pilisobi surfaktanty jak na bunky prokaryotické (bakterie), tak bunky
eukaryotické (houby) a nebunééné organismy (viry).

Mezi nejuzivanéjsi detergenty kationtového typu patii kvartérni amoniové soli. Ty ve své
struktufe obsahuji jeden viceuhlikaty (C 10-16) nepolarni fetézec a tii Fetézce kratsi.
Zapornou c¢ast piedstavuji halogenidy — bromidy, pfipadné chloridy.

e Septonex

Chemicky nazev této slouceniny zni cerbethopendecinii bromidum a za normélnich podminek
se jedna o bilou krystalickou latku s moZznymi odstiny dozluta. Jak jiz bylo zminéno
u kationickych surfaktanti obecné, jednd se o latku plsobici proti bakteriim a virGm.
Z vyzkumu vyplyva, Ze Septonex ma vyrazn¢j$i u€inek na grampozitivni bakterie (pf. rod
Staphylococcus), které ve své bunécné sténé na rozdil od gramnegativnich bakterii obsahuji
kyselinu tejchoovou. Uéinnost septonexu je také vyssi v neutralnim aZ slabé zasaditém
prostfedi a v pfitomnosti ethanolu. Ve vodném roztoku vytvaii po zatfepani pény [15].
0

HaC OACHS

HiC —M=—CHs
Br CH;
Obr. 2 Vzorec carbethopendecinii bromidum

e Anionické surfaktanty

Pti disociaci anionickych surfaktanti ve vodném prostfedi dochazi ke vzniku povrchové
aktivniho aniontu a neaktivniho kationtu. Vzhledem Kk pfitomnosti zaporného naboje na
molekule jsou tyto slouc¢eniny vhodné k odstraniovani kladné nabitych necistot na povrSich.
Jejich aktivita je nejvyssi v neutralnim az alkalickém prostiedi, oproti tomu kyselé prostiedi
jejich aktivitu vyrazn€ inhibuje. Podle funkéni skupiny podléhajici ionizaci anionické
surfaktanty délime [9], [10]:
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e Soli karboxylovych kyselin

Jedna se o alkalické soli monokarboxylovych kyselin, které ochotné disociuji v zésaditém
prostiedi. Kyselé prostiedi oproti tomu brani disociaci karboxylové skupiny. Typickym
prikladem jsou mydla — nejcastéji sodna nebo draselnd sil nasycené mastné kyseliny
s line&rnim fetézcem obsahujicim 8-20 uhlikd. Vzhledem k tomu, Ze vapenaté a hofeénaté
ionty, které nachazime ve tvrdé vod¢, zplisobuji tvorbu nerozpustnych povrchové neaktivnich
srazenin, piidavaji se do mydel dalsi latky schopné vytvaret komplexy s témito ionty [10].

e Alkylsulfaty

Jednd se o soli alkylestera kyseliny sirové, které neztraceji své uéinky ani v kyselém
prostiedi. Pokud se ve struktufe nachazi linearni uhlikaty fetézec, jedna se o latky pomérné
dobie biologicky rozlozitelné. Jejich vyuZiti je Siroké — pouZivaji se v pracich praScich,
kosmetice, zubnich pastach ¢i Samponech [10].

e Sulfonéaty

Z pohledu povrchové aktivnich latek jde o priimyslové hojné vyuzivané slouceniny, jejichz
vyhoda oproti solim karboxylovych kyselin je, ze v pfitomnosti vapenatych a hotfe¢natych
iontll nevytvareji srazeniny. V pfirod¢ jsou vSak sulfonity odbourdvany pomalu a zpisobuji
tak zneci$téni vodnich toku [9].

Amfylitické surfaktanty

Amfylitické surfaktanty jsou slouceniny obsahujici ve své struktufe dvé funkcéni skupiny
s hydrofilnimi vlastnostmi, které disociuji s ohledem na pH prostfedi, ve kterém se dana
molekula nachazi. Pokud je prostiedi bazicke, dochazi k disociaci kyselé skupiny a druha,
bazicka skupina, zGstdva nedisociovana. Molekula tak ziskava vlastnosti anionického
surfaktantu. V kyselém prostiedi obracené dochazi k disociaci zasadité skupiny a molekula
vykazuje chovéni Kkationického tenzidu. Mezi kyselé skupiny se fadi napfiklad soli
karboxylovych kyselin, mezi zasadité amoniové soli. Amfylitciké surfaktanty se vyuzivaji
v kosmetickém priamyslu diky Setrnosti k pokozce a sliznicim [10].
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2.9 Polyelektrolyty

Polyelektrolyty jsou makromolekularni slouc¢eniny skladajici se z monomernich jednotek,
které jsou ve vodném prostiedi schopny disociovat za vzniku iontl — podle toho, jaky naboj
nese disociovany polymerni fetézec, rozliSujeme anioické respektive kationické
polyelektrolyty. Makromolekuly nesou néboj dle pH roztoku, v némz se nachazeji. Reakci
polyelektorlytu obsahujiciho kyselou skupinu s monomerni bazi vznikaji polyelektrické soli,
které stejné jako bézné soli jsou vodici elektrického proudu. Vzhledem k tomu, Ze se jedna
0 vedeni proudu pomoci iontt, fadi se tyto slouceniny mezi vodice druhé tridy.

Vzhledem k elektrostatickym vlastnostem elektrolytu dochéazi k odpuzovani, respektive
pritahovani danych skupin, coz ovliviiuje makromolekuldrni konformaci celého polymeru.
Cim vice je polyelektrolyt disociovén, tim je preferovangjsi linedrni konformace.

Podstatnou vlastnosti elektrolytii je, ze pfidanim cross-linkingového ¢inidla mohou tvofit
gely. Ve vhodném (nej¢astéji vodném) prostiedi tak dochazi k bobtnani. Kapacita bobtnani je
ovlivnéna pritomnosti iontovych mrak tvofenych malymi ionty vzniklymi disociaci
makromolekuly. Pfi pfipravé hydrogelu z deionizované nebo destilované vody je xerogel
schopen zvétsit sviij objem az 60krat [16].

2.9.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronové je linedrni nevétveny glykosaminoglykan, slozeny z opakujicich se
jednotek — kyseliny D-glukoronové a N-acetyl-glukosaminu. Tyto jednotky jsou vazany
stiidajicimi se B-1,4 a B-1,3 glykosidickymi vazbami. Pfestoze se jedna o jednoduchou
primarni strukturu, kyselina hyaluronové vykazuje rozdilné biologické u€inky v zavislosti na
velikosti molekuly a jejim prostorovém uspotadani. V piirod¢ se vyskytuje predev§im ve
formé své sodné nebo draselné soli, tj. hyaluronanu sodného nebo draselného. Tvoii jednu
Z hlavnich slozek mezibunééné hmoty. ZajiSt'uje spravnou funkci fidiciho a komunika¢niho
systému bunék. Jednéd se o scaffold vznikly bunécnou sekreci do mezibunééného prostoru.
Diky schopnosti véazat velké mnozstvi vody slouzi jako hydrata¢ni a lubrikacni ¢inidlo
v kloubech — viskoelastické vlastnosti podporuji tlumeni naraz. Déle se vyskytuje v o¢nim
sklivci, v kizi a v mistech spoji rozliénych tkani. Hyaluronan ma vyznamnou roli pii hojeni
ran, kde zabranuje tvorbé kolagenu a podporuje tedy bezjizevnaté hojeni tzv. keloidni jizva.
Z 1ékaiského pohledu je vyhodou hyaluronanu, Ze brani prichodu vird a bakterii ptes
pericelularni matrix v buiice. Z tohoto divodu se pfi primyslové vyrobé 1€Civ vyuzivajicich
hyaluronan jako scaffold ptfidavaji do jeho struktur bakteriocidni latky typu Septonex.
Mnozstvi aktivni latky, které je tato polymerni struktura schopna navazat, Uzce souvisi
s mnozstvim volné vody, ktera se ve struktufe vyskytuje [17].

H OH H HMNCOCH 4

Obr. 3 Vzorec aniontu kyseliny hyaluronové
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Kyselina hyaluronova je nejjednodussim glykosaminoglykanem. Na rozdil od dalsich
zastupci této skupiny vSak neni vazéna na protein ptipadné polypeptid za ucelem tvorby
proteoglykanu a zaroven neni sulfatovana. LiSi se i mistem svého vzniku — hyaluronan je
syntetizovan v bunééné membrané a je neprodlené extrahovan do mimobunécného prostoru.
Ostatni zastupci glykosaminoglykanli jsou syntetizovani Golgiho aparatem a jejich cesta
z bunky je mnohem komplikovangjsi. Hyaluronan zaroven nepodléha post-polymerac¢nim
upravam. Co se tyCe sekundarni struktury, zaujima tvar zkracené levotoCivé Ctyfndsobné
Sroubovice. Tato struktura v§ak mize byt ovlivnéna hodnotou pH nebo pfitomnymi ionty,
které se vazou na zbytek karboxylové skupiny. Tercidlni struktura je stabilizovana pomoci
vazeb vodikovymi mustky. Za energeticky nejvyhodnéjsi se jevi konformace skladaného listu
tzn. B-sheet, kdy dochazi k tvorbé vodikového mistku mezi karboxylovou skupinou
a glukosaminovou skupinou. Ve vodném prostfedi do interakce také vstupuji molekuly vody
[18], [19], [20].

Pravé zminénd kyselina hyaluronovéd je ptikladem pfirodniho polyelektrolytu. Ptidanim
crosslinkingového ¢inidla tak ziskdvdme hydrogel. Crosslinkingovym ¢inidlem byvaji
povrchové aktivni latky kationického typu. Karboxylova skupina kyseliny hyaluronové ve
vodném prostiedi nese zaporny néboj a kationicky surfaktant (v ptipad¢ Septonexu kladné
nabita kvarterni amoniova skupina) reaguje s touto disociovanou skupinou za vzniku gelu. Pro
tvorbu samotného gelu je podstatna koncentrace jednotlivych komponent. Pokud systém
obsahuje pfili§ mnoho sitovaciho ¢inidla, surfaktantu, dochazi misto k tvorbé trojrozmérné
struktury ke shlukovani molekul surfaktantu a tvorb&é micel. Podstatnou roli hraje také
molekulovd hmotnost samotného hyaluronanu. Dle molarni hmotnosti a koncentrace
hyaluronanu a surfaktantu tedy xerogel ptijme potiebné mnozstvi vody k tvorbé hydrogelu.

2.9.2 Dextran

Dextran je dal$im ptikladem slouceniny schopné tvofit hydrogel. Jednd se o polymerni
sacharid slozeny z glukézovych monomerti. Ve struktufe nachazime v pfevaze vazby a-1,6,
lokalné a-1,3. V piipadé gelace se k dextranu pridava sitovaci ¢inidlo — molekula majici
alespont dvé funk¢ni skupiny vhodné k propojeni dextranovych fetézcl — a po piekroceni
pozadované koncentrace, tedy dosahnuti bodu gelace, dochazi k tvorbé gelu. Ten se vyuziva
coby scaffold pii transportu 1éciv. Mezi dal§i medicinska vyuziti dextranu patii Caste¢na
nahrada krevni plazmy a vyuziti jeho derivatu coby antikoagula¢nich ¢inidel [21], [22].

2.10  Polyamfolyty

Kromé¢ polyelektrolytt existuje i druhy typ nabitych polymeri a tim jsou polyamfolyty. Na
rozdil od polyelektrolytii, které nesou naboje pouze jednoho druhu, polyamfolyty obsahuji jak
kyselou, tak zasaditou skupinu ¢ili podle pH prostiedi nesou bud’ kladny nebo zaporny naboj.
Nachazi-li se molekula v tzv. izoelektrickém stavu, dochazi vlivem pH k vyrovnani naboju
a molekula se tak jevi jako neutrélni. Pii ur¢itém pH muze dojit k vyrovnani obou naboji —
tento stav se oznacuje jako izoelektricky a molekula se jevi jako neutrdlni. Mimo
izoelektricky stav se polymerni fetézec snazi co nejvice expandovat vlivem odpuzovani
disociovanych skupin. Jakmile vSak nastane stav izoelektricky, fetézec se bali a dochazi
k pfitahovani skupin opa¢ného naboje [1].
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2.11  Vyuziti hydrogeli v mediciné

Hydrogely nachazeji v mediciné Siroké vyuziti. Podstatnou roli hraji v tkanovém inZzenyrstvi,
kde slouzi naptiklad jako scaffoldy pfi epitaliza¢ni f4zi hojeni rany, pouzivaji se jako nosice
aktivni latky pii transportu 1é¢iva do organismu ¢i jako implantaty nejraznéjSich télnich tkani.
V poslednich letech se v lIékaistvi zacalo hojné vyuZzivat tzv. inteligentnich hydrogeld. Jedna
se o gely, které reaguji 1 na malé zmény ve svém okoli. MlZe jit o zménu pH, pfitomnost
enzymi nebo napiiklad zménu teploty. Byly vyvinuty také gely citlivé na konkrétni
slouceniny — ptikladem muaze byt gel citlivy na glukézu, ktery by mohl nalézt uplatnéni pti
lécbé diabetu [23].

2.11.1 Lécéba kloubnich onemocnéni

Hyaluronan je soucasti synovialni tekutiny v kloubech, proc¢e$ nachazi vyuziti pii 1é¢bé
osteoartrozy. Mnozstvi hyaluronanu v kloubech se snizuje biodegradaci dlouhych molekul pti
zanétlivych onemocnénich. Pfi potizich je tedy injekéné opakované zavadén do kloubniho
pouzdra, kde zplsobuje zvySeni viskozity kloubni tekutiny, a nasledné lubrikaci kloubu.
Zaroven zpomaluje ¢i Gplné pozastavuje ztratu elasticity chrupavky [24].

2.11.2 Lécba popaleniny a dekubitt

Hyaluronan hraje podstatnou roli pii 1écbé popalenin a dekubitd. Pfitomnost hyaluronanu byla
pozorovana pi1 zkoumani hojeni ran jako takovych. Té€lo zvysi jeho produkci a néasledné ve
spolupraci s fibrinem vytvoii vhodné podminky pro zahojeni rany. Pfitomnost hyaluronanu
V ran€ navic inhibuje tvorbu kolagenu a napomaha tak k bezjizevnatému hojeni. Co se tyce
uziti syntetického hyaluronanu, ve formé¢ hydrogelu poskytuje vhodné prostiedi pro granulaci
ucinky. Ruzna komer¢ni 1é¢iva vyuzivaji hyaluronanovy hydrogel ve spojeni s koloidnim
zlatem ¢i stiibrem [25].

Vyhodou hydrogelt je jejich transparentnost, tedy mozno sledovat rdny bez nutnosti stalého
stthdvani nové vytvofenych vrstev bunck, ke kterému dochédzi odstranovanim gaz ¢i jiného
obvazoveho materialu pfi 1é¢bé poranéni suchymi metodami. Zaroven diky jiz popisované
struktufe je moznost na ranu vnaset antiseptické latky a zabranovat tak bakteridlnimu bujeni.
Hydrogely jsou schopny absorbovat, ptipadné¢ odvadeét exsudat a maji schopnost snimat
odumfelou ¢ast rany [26].

2.11.3 Kosmetické zakroky

Krom¢ jiz zminéného pouziti hyaluronanu pii 1é¢b¢ koznich poranéni, je hojn¢€ vyuzivan také
k drobnym estetickym Gpravdm. V odvétvi plastické chirurgie ¢asto nahrazuje botulotoxin,
ktery, na rozdil od hyaluronanu, neni télu vlastni latka, a proto vysledky chirurgickych
zakrokll vpravujicich tzv. botox do téla pacienta Casto nedopadaji dle ocekavani. Injekéni
vpichovani hyaluronanu vede k vyplnéni prostoru pod koznimi ohyby a dodava pacientovi
mladsi vzhled. Béhem starnuti totiz dochazi ke sniZzeni koncentrace hyaluronanu v pokozce
a K jejimu naslednému povadani a vysychani. Umélym zavadénim hyaluronanu do pokozky je
tak mozno ji alespon ¢asteéné navratit jeji pruznost a pevnost. Z tohoto diivodu se vyuziva na
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vyhlazovani drobnych vrasek, zpevnéni povadlé kize kolem o¢i a na krku, nebo také ke
zvétSeni rtu [27].

K biorevitalizaci kiize muze byt také pouzit nezesitovany hyaluronan, ktery pfispiva
k regeneraci mezibunéénych ¢asti podporujicich obnovovani pokozky. Z tohoto divodu
nachazi své vyuziti pfi zakrocich vyhlazeni vétsich zahyba pokozky ¢i hlubsich vrasek [28].
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3. SOUCASNY STAV RESENI PROBLEMATIKY

Hydrogely nachazeji Siroké vyuziti v mediciné, farmacii, kosmetickém a zemé&délském
prumyslu. Jednou z jejich nejvice cenénych vlastnosti je schopnost vazat velké mnozstvi
vody, ktera miize byt vyuzivana k hydrataci rozlicnych tkani, anebo muize byt suchym
hydrogelem zpétné vstiecbavana, coz muzZe slouzit k odvadény nechténych latek z mista
potieby. Siroké uplatnéni nachazeji také makroporézni gely, které kromé akumulace kapaliny
slouZi take jako transportni materialy, coz kromé vyuziti v tkdflovém inZenyrstvi a pii dopravé
1ékt mtize byt uzite¢né také napiiklad pii selektivni filtraci [29].

Hyaluronan jako takovy byl poprvé popsan ve 30. letech 20. stoleti. O 30 let pozdéji byl
pfipraven in vitro a ziskal si zajem védci po celém svété. Jedna se o nejjednodussi
glykosaminoglykan, ktery neni kovalentné¢ vazany na protein. Mezi jeho nejpodstatnéjsi
vlastnosti patii vysoka schopnost vazat vodu [30].

Interakce polysacharidového fetézce s vodou ma veliky vliv na jeho vlastnosti. Podle stupné
hydratace hydrogelu se méni zastoupeni subpopulaci molekularni vody v systému. Jednotlivé
zdroje nazyvaji tyto subpopulace riznymi odbornymi terminy, obecné vSak hovotime o tfech
subpopulacich, které se lisi svym vzijemnym usporadanim a poctem vodikovych vazeb mezi
jednotlivymi molekulami. Vlastnosti hydrogelu jsou zaroven ovlivnény mnozstvim sit'ovaciho
¢inidla pouzitého k formaci gelu [30].

Bylo provedeno mnoho vyzkumil zabyvajicich se interakcemi vody a polysacharidu. Kromé
hyaluronanu byva také zkouman naptiklad dextran, chitosan a fytoglykogen. Na hyaluronan
aposledni dva zminéné polysacharidy se zaméfil tym Michaela Grossuttino and Johna
R. Dutchera, ktery zkoumal zavislost mezi strukturou polysacharidu a subpopulacemi vody.
V ramci vyzkumu bylo zjisténo, ze formace, které voda zaujima, se méni v zavislosti na
relativni vlhkosti, v niz se polysacharid nachazi. Zaroven bylo potvrzeno, Ze v interakci
s vétvenym fytoglykogenem dochazi k formaci pevnéjSich vazeb vodikovymi mustky mezi
molekulami vody a Kk tvorbé piesnéji definované sitové struktury. Oproti tomu linedrni
fetézce hyaluronanu a chitosanu nevedou svymi interakcemi s vodou K tvorbé tak pevného
zesitovani molekul vody [31].

3.1 Vyzkumy predchazejici tématu bakalarské prace

Interakce hyaluronanu a Septonexu byly zkoumany prof. Pekatem a kol.. Vyzkum vychézel
z praci Thalberga a Lindmana (1989) a Thalberga, Lindmana a Karlstroema (1991), kteti
popsali interakce kationickych surfaktanti s hyaluronanem. V laboratofich ustavu Fyzikalni
chemie VUT byly zkoumany reologické vlastnosti geld vzniklych interakci hyaluronanu
a Septonexu a hyaluronanu a CTAB (cetyltrimethylammonium bromidu). Méfeni vedlo
k vysledku, Ze viskoelastické vlastnosti gelovitych systémd jsou determinovany koncentraci
jak hyaluronanu, tak pouzitych kationickych surfaktanti a jejich strukturou [32].

Tato prace dale navazuje na vyzkum zabyvajici se subpopulacemi vody v hydrogelu na bazi
dextranu, k jehoz zesitovani byl pouzit dodecylsulfat sodny (SDS) a tetradecylsulfat sodny
(STS). Dextran, stejné jako hyaluronan, je biokompatibilni latka. Své vyuziti nachazi
v medicing, naptiklad jako krevni ndhrada pfi masivnim krvaceni. Stejn€ jako hyaluronan,
tento polysacharid je schopen vazat velké mnozstvi vody zaclenéné do struktury gelu ve
form¢ ruznych subpopulaci. Pfi vyzkumu byla spole¢né s FTIR spektrometrii, ktera byla
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vyhodnocena jako vhodna metoda ku zkoumani subpopulaci molekularni vody, pouzita také
termogravimetrickd analyza dopliujici informace o dehydrataci hydrogelu na bazi dextranu
a jeho schopnosti vazat vodu [33].
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie

e vysokomolekularni hyaluronan sodny (1500-1750 kDa) — HMW;
e nizkomolekularni hyaluronan sodny (250-450 kDa) — LMW;

e Septonex (karbethopendeciniumbromid);

e deionizovana voda (Mili-Q).

4.2 Pouzité pristroje a zarizeni

e termogravimetricka analyza (TGA Q5000 TA instruments);
e FTIR spektrometrie (Nicolet iS50, Thermo Fisher Scientific, Inc).

4.3 Priprava vzorki pro kalibraci

4.3.1 Hyaluronan

V prvnim kroku byl do 50 ml banky piipraven zasobni roztok nizkomolekularniho
hyaluronanu (250-450 kDa) tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 2 hm. %. Vzhledem
k vysoké hydroskopic¢nosti hyaluronanu bylo pouzity hyaluronan potiecba nejprve zméfit
pomoci TG a zjistit jeho vlhkost. Po zjisténi vlhkosti bylo piepocitino mnozstvi navazky na
pfipravu zasobniho roztoku. Pro sestaveni kalibra¢ni kfivky byl tento roztok nasledné fedén
v 5 ml odmérnych bankach tak, aby vysledna kalibra¢ni kiivka byla v rozmezi 0,01-1 hm. %.
Piiprava zasobniho roztoku vysokomolekularniho (1500-1750 kDa) hyaluronanu probihala
obdobnym zplsobem, avSak méfend Skala musela byt upravena kvili vysoké viskozité
koncentrovanéjSich roztoktli, a tedy Spatné moznosti nanaseni vzorku na ATR krystal FTIR
spektrometru. Rozmezi koncentraci pro kalibra¢ni kfivku tak bylo 0,01-0,2 hm. %.

4.3.2  Septonex

Zasobni roztok Septonexu byl pfipraven navazenim potfebného mnozstvi praskovitého
Septonexu tak, aby vysledna koncentrace roztoku v 50 ml barnce byla 200 mM. Nasledné byla
ve tfech sériich v5 ml odmérnych bankach provedena piiprava roztokii o koncentracich
v rozsahu 1 mM — 30 mM.

4.4 Piiprava vzorki hydrogelu

Pro vyzkum byly pfipraveny vzorky vyuzitim hyaluronanu sodného o dvou rozlisnych
molekulovych hmotnostech. Konkrétné se jednalo o vysokomolekularni hyaluronan (1500-
1750 kDa) a nizkomolekularni hyaluronan (250450 kDa). Jako sit'ovaci ¢inidlo byl pouzit
kationicky tenzid Septonex.

Ze zésobniho roztoku hyaluronanu (HYA 2 hm. %) byly do vialek odebrany 2 ml a ptidany
2 ml roztoku Septonexu. Roztoky byly ponechany 10 minut k vortexovani. Nasledné byl
systém ponechan ke gelaci po dobu 24 hodin (Obr. 4).

PouZity roztok Septonexu byl piipraven fedénim 100 ml zdsobniho roztoku Septonexu
0 koncentraci 200 mM v poméru 1:1 za vzniku roztokt o koncentracich 100, 50 a 25 mM.
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Obr. 4 Vzorky 1% LMW hyaluronanu s koncentraci Septonexu: a) 25 mM, b) 50 mM, c) 100 mM

4.5 TG analyza

Termogravimetricka analyza je uziteCna analyticka metoda vyuzivana pii suSeni vzorkl
obsahujicich velké mnozstvi vody. Podstatou je zaznamenavani ubytku hmotnosti vzorku
v disledku jeho dehydratace, resp. suseni. Obvykle se jednda o prvni krok vicendsobné
analyzy a jde tedy o jisté¢ dopInéni naptiklad FTIR spektroskopie.

Termogravimetrickou analyzu je mozno realizovat dvéma zpiisoby — vzorek (hydrogel) mtize
byt zahiivan postupné od dané teploty to po pozadovanou teplotu tmax S pfedem definovanym
krokem za jednotku €asu. Druhym zpusobem, ktery byl vyuzit v této préci, je vystaveni
vzorku dané konstantni teploté¢ a sledovani ubytku hmotnosti v ¢ase. Nicméné je zapotiebi
fici, Ze at’ uz je méfeni realizovano teplotni rampou (zahfivani vzorku s konstantni rychlosti
ohievu napf. 5 °C-min~!) anebo pomoci tzv. izotermalni analyzy je teplota tohoto ohfevu vzdy
pod teplotou degradace analyzovaného vzorku.

45.1  Teplotni stabilita nativniho hyaluronanu

Vzorky hyaluronanu byly podrobeny TG analyze za ucelem zjisténi jejich teplotni stability,
ktera by mohla ovlivnit nasledujici méfeni. Praskovy vzorek tak byl nanesen na platinovou
panvic¢ku, vloZzen do pece analyzatoru a zahiivan v dusikové inertni atmosféie na findlni
teplotu 200 °C s krokem zahiivani 5 °C-min"".
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45.2 lzotermicka TG analyza

Vzorky hydrogelu byly podrobeny termogravimetrické analyze na ptistroji Q5000 TA za
ucelem zjisténi vlhkosti a rychlosti suSeni pfi konstantni teploté. Analyza byla provedena
zahfivanim vzorkd nanesenych na platinovou panvic¢ku v peci analyzatoru na teplotu 40 °C
a naslednym postupnym izotermickym vysousenim hydrogelu.

Zahiati na teplotu 40 °C probihalo z laboratorni teploty s krokem 0,3 °C-min~!. Nasledné
doslo k izotermickému vysouseni gelu po dobu 360 min. Poté byla teplota znovu zvySovana
skrokem 5,0 °C'min”! na findlni teplotu 120 °C, ¢imz doslo k odpafeni veskerého
residudlniho mnozstvi vody.

4.6 FTIR spektrometrie

Infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci je spektrometrickd metoda vyuzivajici
vibraci molekul v dusledku absorpce elektromagnetického zafeni, které se svoji vinovou
délkou pohybuje v oblasti infraéerveného zafeni. Tato metoda je vhodna k analyze struktury
vzorkll a ke zjiSténi jejich koncentrace. Vystupem analyzy je spektrum, ze kterého jsme
schopni ur¢it, jaké funkéni skupiny se ve vzorku nachazeji, a tedy o jakou latku se jedna.

4.6.1  Steady-state infraervena spektrometrie

Kalibra¢ni kfivka hyaluronanu

Proméfeni ptipravenych roztokti o koncentracich 0,01-1 hm. % pro nizkomolekularni
hyaluronan a 0,01-0,2 hm. % pro vysokomolekularni hyaluronan probihalo nanesenim kapky
0 objemu 0,75 ul na ATR krystal FTIR spektrometru (tento objem byl pro analyzu
vyhodnocen jako nejvhodnéjsi) a bylo provedeno ve tfech sériich pro kazdy vzorek. Jako
hodnotici kritérium pro spusténi méfeni bylo zvoleno neménici se absorbance v oblastech
vlnoétd 3700-3000 cm™' a 1680-1620 cm™!, které odpovidaji valenénim vibracim O-H
vazeb. Timto zplGsobem bylo ovéfeno odpaieni rozpoustédla ze vzorkli hyaluronanu,
v disledku ¢ehoz se méfeny vzorek polysacharidu nachazel v rovnovazném stavu hydratace.
K méfeni byl pouzit spektrometr Nicolet iS50. Veskera méfeni probihala za pokojové teploty.
Analyza na ATR diamantovém krystalu probihala v rozmezi vino¢tu 4000-400 cm™! pii
rozliSeni 4 cm™! a celkovém poctu skentli nastaveném na hodnoté 64. Nejprve bylo zméfeno
spektrum cistého suchého diamantové krystalu, které bylo pouzito jako pozadi (background)
pro nasledujici méteni.

Pro sestrojeni kalibracni kiivky (Graf 2) byl pouzit ostry a intenzivni absorpni pas
(1040 cm™!), ktery neni ovlivnén pfitomnosti ostatnich past a je tak pro hyaluronan
charakteristicky.
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Graf 2 Kalibra¢ni kiivka LMW hyaluronanu

Kalibra¢ni kfivka Septonexu

Po proméfeni vSech vzorku v rozmezi koncentraci 1 mM — 30 mM nanaSenych v mnozstvi
0,75 ul ve tiech opakovanich na FTIR spektrometru byla vyhotovena kalibra¢ni kiivka uzitim
programu OriginPro 8.0. K méfeni doslo po odpaieni rozpoustédla. Pro kalibraci byl pouzit
ostry a intenzivni absorpéni pas (1735 cm™!), ktery neni ovlivnén pfitomnosti ostatnich pasi
a je tak charakteristicky pravé pro Septonex.

Analyza supernatantu

Po gelaci byl supernatant pomoci FTIR spektrometru analyzovan za ucelem zjisténi
koncentrace Septonexu a hyaluronanu, které nebyly vyuzity k formaci gelu. Méteni probihalo
pfi stejném nastaveni pfistroje, jako tomu bylo v pribéhu méfeni vzorkli pro sestrojeni
kalibra¢ni kiivky, tj. v rozmezi vlno¢tu 4000-400 cm™' pfi rozliseni 4 cm™ a celkovém poctu
skenli nastaveném na hodnoté 64. Na ATR diamantovy krystal bylo pomoci mikropipety
nanaseno 0,75 ul vzorku. Analyza byla provedena vzdy ve tfech opakovanich.
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4.6.2 Casové rozliSena infracervena spektormetrie

Nasledné¢ byl ptistroj Nicolet iS50 nastaven do rezimu Series. Pro sériové méfeni ke sledovani
zastoupeni vody postupné vysychajiciho gelu (Obr. 5), byl pfistroj nastaven na snimani
8 skentl pii rozlideni 4 cm™* po dobu 600 minut a profilu Gram-Schmidt. Vysledna data byla
ukladana do programu Omnic 9.2.106, Thermo Scientific.

Obr. 5 Hydrogel naneseny na ATR diamantovy krystal pro series analyzu v hydratované forme.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 TG Analyza

5.1.1  Mnozstvi vlhkosti v praskovém hyaluronanu (HMW a LMW)
Tab. 1 Vlhkost nativniho hyaluronanu

Molekularni hmotnost hyaluronanu  VIhkost (% hm.)
LMW 250-450 kDa 8,31
HMW 1500-1750 kDa 10,23

TG analyzou bylo zjisténo, Ze jak nizkomolekularni, tak vysokomolekularni nativni
hyaluronan v sob¢ vazaly jisté mnozstvi vody. Aby nedoslo ke zkresleni vysledkd, byla tato
vlhkost zohlednéna pti vypoctu potfebného mnozstvi hyaluronanu pfii ptipravé zdsobnich
roztokd.

5.1.2  lzotermalni suseni hydrogeli

Z vysledkii méfeni je zfetelné, ze nejveétsi mnozstvi vody v sobé vaze hydrogel vznikly
interakci vysokomolekuldrniho hyaluronanu se Septonexem o koncentraci 100 mM. Pri
porovnani vysokomolekuldrniho a nizkomolekularnino hydrogelu je vsSak ziejmé, ze
nizkomolekularni hydrogel ma vétsi schopnost poutat v sob¢ vodu.

Tab. 2 Zbytkovy obsah vody v zavislosti na koncentraci Septonexu a molekulové hmotnosti pouzitého
hyaluronanu.

zbytkovy
koncentace ytovy
obsah vody
25 mM 27 hm. %
HMW 50 mM 32hm. %

100 mM 56 hm. %
25 mM 37 hm. %
LMW 50 mM 54 hm. %
100 mM 42 hm. %

Co se tyCe procentudlniho zastoupeni zbytkového obsahu vody, nelze si nepovSimnout

cwwvr

vyrazného rozdilu mezi nejniz§i a nejvyS§i hodnotou u nizkomolekularniho
a vysokomolekularniho ~ hyaluronanu.  Zatimco  nejnizSi a  nejvy$§i  hodnota
vysokomolekularniho hyaluronanu se 1isi o vice nez 25 % zbytkového obsahu vody v susing,
u nizkomolekularniho hyaluronanu je tento rozdil pouhych 17 %.

V souvislosti se ziskanymi daty z analyzy supernatantu by se tedy dalo piedpokladat, ze
LMW hyaluronan diky vysoké schopnosti vstupovat do interakci s crosslinkingovym ¢inidlem
(Septonexem) je zaroven diky této vlastnosti schopen vazat ve své strukture vyrazné mnozstvi

vody.

27



Z Grafi 3 a 4 také mizeme vycist, ze rychlost vysychani je pfi konstantni teploté¢ 40 °C
v pfipadé LMW hyaluronanu s 50 mM Septonexem témét shodna s rychlosti vysychani
100 mM LMW hyaluronanu a je konstantni — pohybujici se okolo hodnoty 1,5 hm. % - min?.
Oproti tomu analogicky HMW 50 mM hydrogel vysycha rychleji a tato rychlost neni
konstantni, nybrz se linearn€ snizuje. Obecné také plati, Zze rychlost vysychani gelii na bazi
LMW hyaluronanu je nizsi nez rychlost u HMW hyaluronanu. Tento jev miize byt projevem
pevnéjsich vazebnych interakci vodikovymi mustky zasitované vody v hydrogelu
ptipraveném z LMW hyaluronanu.
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Graf 3 Zavislost rychlosti suseni HMW hydrogelu na zbytkovém obsahu vody.

V Graf 3 a Graf 4 je také vhodno okomentovat strmost usecek, jimiz byla naméfena data
prolozena. V pfipad¢ vysokomolekularniho hyaluronanu je zfetelné, Ze hydrogel zesit'vany
25 mM Septonexem vykazuje nejnizsi rezistenci k odparovani vody ze své struktury. Dalo by
se tedy pfedpokladat, ze vodikovymi mistky zesitovana struktura je zde reprezentovana
nejvice nachylnymi subpopulacemi vody k dehydrataci, resp. odpatovani. Ze sklonu ptimek
v Graf 4 je rozdilnd rychlost dehydratace jeSt¢ markantnéj$i. U nizkomolekularniho
hyaluronanu tzn. hydrogel pfipraveny z 25 mM Septonexu uvoliiuje, ve srovnani se systémy
s vy$8$i koncentraci povrchové aktivni latky, vodu vyrazné ochotnéji. Nizkomolekuldrni
hyaluronan zreagovany s 50 mM Septonexem drzi ve své struktufe vodu nejdéle, 1ze tedy
konstatovat, ze vzhledem k vysoké hustoté pti¢nych vazeb vzniklych interakci hyaluronanu
a Septonexu, je schopen tento systém ve své struktufe poutat velké mnozstvi vody vzijemné
propojené pomérne pevnou siti vodikovych vazeb.
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Graf 4 Zavislost rychlosti suseni HMW hydrogelu na zbytkovém obsahu vody.

5.2 Steady-state infracervena spektrometrie

Supernatanty po formaci gelti byly analyzovany pomoci ATR-FTIR spektrometru. Vyuzitim
kalibra¢nich kiivek pro hyaluronan a Septonex byla zjiSténa koncentrace jednotlivych latek
V supernatantu a ze znalosti jeji piivodni koncentrace bylo ndslednym vypocétem zjisténo
mnozstvi jednotlivych komponent pouzité k formaci gelu.

Tab. 3 Procentualni mnozstvi hyaluronanu, respektive Septonexu, vyuzité ke gelaci.

Cseptonex HMW (%) Septonex (%) CSeptonex LMW (%) Septonex (%)
25 mM 725+4 92,7+2 25 mM 75,7+0,5 93,7+0,6
50 mM 99,4+0,0 97,9+0,2 50 mM 99,4+0,1 98,3+0,2
100 mM nd 80,4+ 0,8 100 mM nd 89,4+ 3

Pomoci FTIR spektrometru byla ziskana hodnota absorbance pii vlno¢tu 1040 cm™' pro
hyaluronan a pii 1735 cm™! pro Septonex. Pravé tyto vlno¢ty odpovidaji charakteristickym
absorp¢nim pasiim, které byly pouzity k sestrojeni kalibra¢nich kiivek jednotlivych sloucenin.
Koncentrace byla zjiSténa z rovnice kalibra¢ni kiivky hyaluronanu a Septonexu. Vysledna
hodnota byla ode¢tena od pocate¢ni koncentrace a zpétnym piepoétem byla zjisténa hmotnost
hyaluronanu, resp. Septonexu, kterd byla vztazena na ptivodni navazku.

V Tab. 3 je zietelné, ze pro obé molekularni hmotnosti hyaluronanu je nejvyhodnéjsi
koncentrace Septonexu 50 mM. Presto, Ze pifi koncentraci Septonexu 100 mM dochézi
k vyuziti prakticky veSkerého hyaluronanu k tvorbé gelu, pomérmné velka cast Septonexu
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zastava v supernatantu. Vzhledem k farmaceutické aktivité této slouceniny je vhodné, aby jeji
Co se molekularni hmotnosti hyaluronanu tyce, nizkomolekularni hyaluronan obecné pojima
béhem gelace vétsi mnozstvi Septonexu coby zesitovaciho cCinidla a jeho pouziti je tak
vyhodné;si.

Jako nejméné vhodné se jevi pouziti vysokomolekularniho hyaluronanu s 25 mM
Septonexem. Na tvorbé gelu se v tomto piipadé podili vyrazn€¢ mensi mnozstvi navazky
hyaluronanu a vyuziti Septonexu je ve srovnani s vy$simi koncentracemi také méné efektivni.
Tento jev plati obdobné u nizkomolekularniho hyaluronanu.

5.3 Casové rozliSena infracervena spektrometrie

5.3.1 Charakterizace vzorki hydrogelu

Vysledné spektrum (Obr. 6) bylo primarné charakterizovano pasy typickymi pro alkoholy,
alifatické tetézce a polysacharidové skupiny, jako jsou B-1,4 a B-1,3 glykosidické vazby.
V infracerveném spektru vzorku hydrogelu si nelze nepovSimnout Sirokého a intenzivniho
absorpéniho pasu lokalizovaného v oblasti 3700-3000 cm™!, ktery je zpravidla pfipisovan
valen¢ni  symetrické vibraci N-H aO-H wvazeb vamidovych, alkoholovych
a polysacharidovych funk¢nich skupinach. Nicméné je na tomto misté nutné podotknout, ze
vySe zminény absorp¢ni pas je vysledkem inter- a intramolekulérnich interakci rozli¢nych
subpopulaci molekul vody. V oblasti niz§ich vino¢ta lze spatfit pomérné intenzivni absorpéni
pas pfi 1636 cm™!, ktery odpovidd valenéni symetrické vibraci O-H anebo O-H:-O
(vodikovych mustkt) vazeb v molekulach H2O.

Ostry a intenzivni absorpéni péas lokalizovany pii 1605 cm™' je vyhradné spjat s valen¢ni
symetrickou vibraci C=0 vazeb v karboxylatovém anionu. AvSak musime mit na paméti, ze
v této oblasti nastava specificka absorpce C=0 vazeb v sekundarnich amidech (-NH-CO-).
Pfitomnost karboxylatového anionu je potvrzena absorpénim pasem pii 1404 cm™', ktery
odpovida deformacni symetrické vibraci COO~ skupin. V infracervenych spektrech bylo
piitomno méné vyrazné raménko pii 1568 cm™!, které je zpravidla pfipisovano valenéni
symetrické vibraci C-N a deformacni vibraci N—H vazeb v sekundarnich amidech. Absorp¢ni
pas lokalizovany pii 1080 cm™' odpovidd valenéni asymetrické vibraci C-O-C vazeb
v glukopyranozovém cyklu anebo B-1,3 glykosidické vazbé. Nicméné je zapotiebi fici, Ze
tento absorpéni pas lze piifadit valenéni symetrické vibraci C-O vazeb vV tercidlnich
alkoholech. Intenzivni a ostry absorpéni pas lokalizovany v oblasti vinoéti 1040-1026 cm™
odpovida valenéni symetrické vibraci C—O vazeb v primarnich alkoholech. Etherové funk¢ni
skupiny byly potvrzeny piitomnosti dubletu absorpénich past lokalizovanych pfi 890 cm™!
a 852 cm™!, které odpovidaji symetrické valenéni vibraci C-O-C.
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Obr. 6 Grafy zavislosti absorbance na vlnoétu zobrazujici charakteristické absorpéni pasy.

Ptitomnost sitovaciho ¢inidla (Septonexu) byla v infracervenych spektrech vzorkl hydrogeli
potvrzena zejména specifickymi absorpénimi pasy ptipadajicimi alifatickym strukturnim
jednotkam aesterovym vazbam. Dublet ostrych aintenzivnich absorpénich past
lokalizovanych pii 2922 cm™' a2853cm™' odpovidd valenéni asymetrické a symetrické
vibraci C—H vazeb v methylenovych funkénich skupinach. Méné vyrazny absorpéni pas pii
2955 cm™! je vyhradné pfipisovan asymetrické valenéni vibraci C-H vazeb v -CHs
skupinach. Vyse zminéné stavebni jednotky byly potvrzeny ptitomnosti absorpcnich pasi pfi
1467 cm™!, 1375 cm™! @ 1340 cm™!, které odpovidaji symetrickym a asymetrickym vibraénim
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modim —CH2z— a —CHs skupin. Ostry a intenzivni absorpéni pés lokalizovany pii 1738 cm™! je
vyhradné pfipisovan valen¢ni symetrické vibraci C=0 vazeb v alkyl-esterech. Mimo jiné si
nelze nepovsimnout tripletu absorpénich past pii 1246 cm™!, 1200 cm™! a 1152 cm™!, které
odpovidaji asymetrické a symetrické vibraci C-C-O vazeb v saturovanych esterech
Septonexu.

Z grafli je zéaroven patrné, Ze v zavislosti na cCase dochdzi k postupnému, avsSak velmi
zieteInému sniZzovani absorbance absorpéniho pasu odpovidajiciho molekularni vodé v oblasti
3700-3000 cm!, coz je dusledek postupného vypafovani vody z hydrogelu. Oproti tomu
absorp¢ni pésy charakteristické pro hyaluronan a Septonex v ¢ase zvySuji svou intenzitu.

5.3.2  Profily suSeni

Suseni hydrogelu prochazelo nékolika fdzemi, které jsou zietelné z profilii dehydratace, tedy
zavislosti absorbance na Case. Na grafech na Obr. 7 jsou vyneseny kiivky odpovidajici
zménam v absorbanci jednotlivych komponent, z nichZ byl hydrogel pfipraven. Pro vodu byla
jako vypovidajici zvolena ménici se absorbance charakteristického absorpéniho pasu
0 vlno¢tu v rozmezi 3356-3330 cm™!, coz, jak je zfetelné z Obr. 8, odpovida pfiblizné stfedni
hodnoté v ramci sledovaného rozmezi vinoétt charakteristickych pro vibrace molekularni
vody a zaroven mistu s nejvéEtsi intenzitou absorbance.

Jak jiz bylo dfive zminéno, pro hyaluronan byl jako referencni absorp¢ni pas zvolen pas
0 vlno¢tu v rozmezi 1022-1040 cm™!, ktery je projevem valenéni symetrické vibrace C-O
vazeb v priméarnich alkoholech.

Pro Septonex byl vtomto pfipadé zvolen ostry izolovany charakteristicky pas v rozmezi
vinocta 1151-1155, ktery je projevem C—C-O vazeb saturovaného esteru. Vzhledem k tomu,
Ze i tento pas je stejné jako ten objevujici se v oblasti 1738 cm™! vyhradné pfipisovan
Septonexu, mohlo dojit k jeho vyuziti k charakterizaci zmény absorbance sledovanych
vzorkd.

Nelze si nepovSimnout vzajemného propojeni mezi vodou a komponentami, z nichz je
zesitovana struktura gelu sestavena. S postupnym Ubytkem vody dochazi k vétsimu prosazeni
se hyaluronanu a Septonexu, ¢imz ziskdvame kiivky piiblizné symetrické podle vodorovné
osy prochézejici spole¢nym prinikem.

Ze strmosti kiivek jsme dale schopni popsat rychlost suseni jednotlivych geld, ato pii
laboratorni teploté. Nejrychlejsi dehydrataci vykazuji gely zesitované 100 mM Septonexem.
Déle za povsSimnuti stoji, ze hydrogel ziskany zesitovanim LMW hyaluronanu a 50 mM
Septonexu, ktery byl jiZz dfive zhodnocen jako pro piipravu nejvyhodnéjsi, vykazuje obdobné
chovani jako hydrogely pfipravené s polovi¢ni koncentraci zesitovaciho ¢inidla. Rychlost
dehydratace je tedy v tomto piipadé niz$i nez rychlost vysychani analogického hydrogelu
ptipraveného z HMW hyaluronanu.

Déle je potieba zminit jisté prohnuti na pocatku kiivky vyskytujici se u 50 mM LMW
hydrogelu a obou molekuldrnich hmotnosti 100 mM hydrogelu. Toto prohnuti je zpisobeno
formaci dutiny uvnitt hydrogelu, ktera po naneseni na ATR diamantovy krystal byla po chvili
eliminovana a cely gel tak dospél do stavu jednotné struktury a byl podroben méteni.
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Z profili suseni byly ziskany ¢asy odpovidajici inflexnim bodim vyzna¢enym na grafech na
Obr. 7, které pribéh dehydrataci rozdéluji do nékolika fazi. Jednotlivé faze jsou
charakterizovany zménami relativniho zastoupeni subpopulaci molekulédrni vody, které byly
zkoumano dekonvoluovanim pasu v téchto vyznacenych Casech.
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Obr. 8 Series spektra vysychajicich geli v ase
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5.3.3 3D grafy vysychajicich geli

Series analyzou byly ziskany trojrozmérné grafy zavislosti absorbance na ¢ase a vilnoctu.
O prubéhu vysouseni hovofi, kromé jiz rozebiranych profilii suseni, také barevné spektrum
viditelné na grafech na Obr. 8.

Pfestoze je vysouseni kontinualni, pfi pozornéjSim pohledu je zietelné, ze pribeh odparovani
vody je rozdé¢len do nékolika fazi. K nejvyraznéjsi zméné¢ dochazi u vsech geli priblizné do
150. minuty od pocatku méfeni. Do této chvile se gel zbavuje vody s vysoce narusenou siti
vodikovych vazeb, kterd nejsnadnéji opousti systém hydrogelu, protoZze je poutana vyrazné
slabSimi silami neZ zbylé dvé populace a mluvime v tomto ptipadé o volné€ vazané vodé.
Trojrozmérné grafy zaroven ukazuji, Ze dle dlouhotrvajici intenzity svétle zelené barvy
vy$$i mnozstvi vody po delSi dobu nez zbylé tfi hydrogely. Nicméné¢ je zapotiebi fici, Ze tuto
grafickou projekci nelze brat v absolutnim pohledu, jelikoz v této oblasti vinoéta se projevuji
nejen rozli¢né subpopulace vody, ale i jejich interakce s ostatnimi funkénimi skupinami, jako
jsou hydroxylové a amidove skupiny hyaluronanu. Dale barevné rozmezi absorbance tzn. osy
Z nebylo voleno vzdy stejné, a to pfedev§im z ditvodu ucelené projekce mezi jednotlivymi
vzorky hydrogelt

5.3.4  Dekonvoluce absorpénich pasi valenénich vibraci O—H skupin

Vysychéni gelu je spojeno s jeho strukturalnimi zménami. Tento jev je spojen s oslabovanim
vodikovych vazeb v systému, kdy obecné plati, Ze jedna molekula vody v hydrogelu je
schopna byt soucasti az ¢tyf vodikovych vazeb. To mé za dusledek vznik formaci multimera
a sitované vody.

Vznik sitované struktury je charakteristicky pro subpopulace molekularni vody oznaované
jako kvazi krystalickéd voda a pevné vazana voda.

Pomoci casové rozliSené infracervené spektrometrie byl studovan vliv dehydratace na
relativni obsah subpopulaci molekularni vody v testovanych hydrogelech. Za timto ucelem
byla provedena dekonvoluce $irokého absorpéniho past lokalizovaného pii 3700-3000 cm™,
a to vsesti specifickych casech dehydratace. V piipadé vzorku HMW 25 mM probihala
dehydratace vzorku celkem v péti znatelnych krocich (viz. Obr. 8). Tyto ¢asy byly vybrany na
zéklad¢ profilu Casového zdznamu procesu dehydratace pro absorpéni pasy odpovidajici
molekuldm vody 3356-3300 cm™! a pouzitych komponenti ke vzniku hydrogeld tzn. 1155—
1151 cm™! valen¢ni symetricka vibrace C—C-O vazeb v alkyl-esterech Septonexu a 1030-
1022 cm™! valené¢ni vibrace C—O vazeb v primarnich alkoholech hyaluronanu.

V rozsahu vInoétd 3700-3000 cm™' rozliSujeme tfi hlavni subpopulace vody:

e Voblasti pfiblizné 3250 cm™ hovoiime o molekuldch vody silné vézanych
prostiednictvim linearnich vodikovych vazeb (struktury koordinovanych ¢tytbokych
pentamert). Tuto subpopulaci nazyvame semikrystalické voda.

e V oblasti okolo 3400 cm™ se projevuji vibrace molekul vody zformované do méné
dokonale uspotadanych struktur (zkreslené pentamery a tetramery). Tato voda je
0znacovana jako voda podobna pevné vazané latce. Uplatnuji se zde nelinedrni anebo
castecné naruSené vodikové vazby.

36



e Posledni oblasti je oblast o vino¢tu 3600 cm™, odpovidajici molekulam vody s vysoce
narusenou siti vodikovych vazeb. Tato subpopulace vody je oznacovana jako volna
voda — voda podobna kapaliné.

Vysledky dekonvoluce absorpéniho pasu odpovidajiciho jednotlivym subpopulacim
molekularni vody v piislusnych fazich dehydratace jsou pro v§echny vzorky uvedeny v Tab. 4
aTab. 5. Z naméfenych vysledki je ziejmé, Ze relativni plocha ,strukturovanéjSich®
subpopulaci vody tzn. kvazi-krystalicka a pevné vazana se v prib&hu ¢asu mirné zvySuje na
ukor relativniho zastoupeni volne, resp. liquid-like vody. Na tomto misté je nutné fici, ze
relativni plocha pfisluSnych dekonvoluovanych pasii piimo neodpovida jejich relativnimu
obsahu, a to zejména z diivodu, Ze struktury vazané pomoci vodikovych vazeb vzdy vykazuji
zvySenou intenzitu pfisluSného infracerveného pasu. Tento problém by mohl byt vyfeSen
pomoci ATR korekce ptislusSného absorpéniho pasu. Diky tomuto fenoménu bude absolutni
obsah subpopulace voln¢ vazané vody ve skuteCnosti vyznamné vySsi ve srovnani
s procentudlnimi hodnotami uvedenymi v Tab. 4 a Tab. 5.

Tab. 4 Relativni plocha pikt charakterizujici zastoupeni subpopulaci molekularni vody v hydrogelu
vysokomolekularniho hyaluronanu ziskana dekonvoluci inflexnich boda ktivky ziskané sériovym
snimanim vysychani gelu pomoci FTIR spektrometru.

: volna pevna seml_- ) volna pevna Seml__ )
HMW t [min] krystalicka krystalicka
frekvence [cm] relativni plocha piku [%]
0 3558 3393 3222 9 47 44
s 75 3550 3402 3237 12 38 50
E 170 3566 3422 3257 11 33 56
o 400 3570 3438 3284 7 32 61
600 3560 3439 3306 8 19 73
0 3535 3399 3245 18 24 58
50 3550 3410 3253 15 27 58
é 70 3549 3410 3252 15 27 58
3 150 3559 3431 3285 12 27 61
400 3559 3426 3274 8 47 45
600 3509 3403 3264 16 52 32
0 3553 3409 3249 15 29 56
97 3559 3416 3255 13 32 55
% 117 3565 3420 3256 12 36 52
S 127 3562 3421 3261 13 34 53
400 3554 3408 3244 9 63 28
600 3501 3388 3274 29 64 7

Je ziejmé, Ze relativni obsah volné€ vdzané vody kontinualné klesa v priibéhu celého procesu
dehydratace hydrogelti. Nicméné v piipadé¢ vzorki HMW 50 mM a 100 mM si nelze
nepovsimnout jedné skuteCnosti, Ze finalni ¢as dehydratace vzorku je spojen s vyraznym
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narustem relativniho zastoupeni multimerni (volné vazaneé) vody. Jak je vidét z Obr. 8, tak
tento nartst populace vySe zminéného typu molekuldrni vody neni zpiisoben napf. readsorpci
vzdusné vlhkosti v pribéhu suseni, ale jako pravdépodobnéjsi se zda byt fakt, Ze v pfislusSném
rozmezi vIno¢ti nastava piispévek amidovych funkénich skupin. Jinymi slovy, relativni
plocha tohoto absorpéniho pasu je z velké ¢asti zplisobena specifickou absorpci amidovych
funk¢nich skupin nativniho hyaluronanu. Déle si v Tab. 4 a Tab. 5 miZeme povSimnout, Ze
relativni zastoupeni subpopulace volné (multimerni) vody je na zacatku procesu suSeni pro
vSechny vzorky velmi podobné stypickym rozsahem 15-18% mimo vzorku
dil¢iho vysledku vyplyva, Ze tento vzorek hydrogelu mize byt tvoien i jistym zastoupenim
nezesitovaného polyelektrolytu. Nicméné Ize z vySe zminénych vysledkl usoudit, ze relativni
zastoupeni této subpopulace vody je prioritné fizeno polysacharidovou slozkou spiSe nez
morfologii a hustotou pfi¢nych vazeb v gelové matrici.

Tab. 5 Relativni plocha pikt charakterizujici zastoupeni subpopulaci molekularni vody v hydrogelu
nizkomolekularniho hyaluronanu ziskana dekonvoluci inflexnich bodt kfivky ziskané sériovym
snimanim vysychani gelu pomoci FTIR spektrometru.

, , semi- ) ) semi-
LMW t[min] O™ Pevma  vstalicka VO PEVRR  rystalické
frekvence [cm?] relativni plocha piku [%]

0 3542 3402 3246 17 26 57
27 3539 3406 3254 18 22 60
E 106 3535 3406 3261 20 20 60
9 170 3552 3421 3272 14 23 63
400 3554 3433 3299 9 21 70
600 3560 3426 3271 9 45 46

0 3547 3408 3249 16 27 57
10 3546 3409 3252 16 27 57

E 157 3554 3417 3261 14 29 57
3 200 3552 3424 3277 14 26 60
400 3556 3435 3303 9 24 67
600 3535 3420 3280 15 35 50

0 3541 3407 3256 18 24 58
68 3540 3407 3258 18 23 59

E 163 3546 3425 3292 13 30 57
S 212 3549 3427 3203 12 29 59
400 3543 3424 3281 14 37 49
600 3553 3428 3283 10 40 50
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Déle si muzeme povSimnout, Ze u vSech vzorkii se poloha absorp¢nich pasi, které
reprezentuji molekuly vody uspotfadané do organizovanych struktur (semikrystalickd a pevné
vazana voda) posouvaji Vv prubé¢hu susSeni k vy$§im vInoétim (red-shift) vyjma vyse
zminénych vzorkti HMW 50 mM a 100 mM, jejichz pozice jsou ovlivnény majoritnim
pfispévkem amidovych funkénich skupin. Naproti tomu poloha absorpéniho pésu
odpovidajiciho multimernim subpopulacim vody zlstdvala v prubéhu suSeni prakticky
nezménéna s typickou hodnotou Av + 10 cm™, avSak nepievysujici 13 cm™!. Obecné miizeme
fici, Ze v ¢asovém intervalu 0-150 min dehydratace byl pozorovan méné vyrazny posun
K vy$§im vInoétim, zatimco tento red-shift se staval eminentnim v nasledujicich susicich
Casech pro subpopulace odpovidajici pentamertim, tetramerim anebo poruSenym
pentamerim. Tyto vysledky naznacuji, Ze v pribéhu nadmérné dehydratace hydrogelu
dochézi ve struktufe organizovanych siti molekul vody k progresivnimu naruseni vodikovych
vazeb. S nejvétsi pravdépodobnosti 1ze postupnou destrukci vodikovych struktur béhem
procesu suseni pric¢ist zvySujicimu se relativnimu obsahu vody, ktery je silné¢ vazan
V hydratacni vrstvé polyelektrolytu. Tyto molekuly vody jsou pak méné piistupné
k interakcim, které by vedly k vytvofeni organizovanych molekularnich siti. Tento vysledek
je ve shodé s obecné pfijimanou teorii, ze cela fada hydrofilnich polysacharidd, jako je
dextran, chitosan, fytoglykogen aj. [31] jsou schopny vytvaiet hydrogelové soustavy
S vysokym relativnim obsahem silné vazané anebo kvazi-krystalické hydratacni vody.

3700 3600 3500 3400 3300 3200 3100 3000

vinocet (cm_l)

Obr. 9 Dekonvoluce piku nativniho HMW hyaluronanu.
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Na tomto misté je zapotiebi vzit v ivahu, ze v disledku nadmérného vysychani hydrogelu se
hydroxylové skupiny hyaluronanu rovnéz uplatiuji na celkovém tvaru piislusSného
absorp¢niho pasu valenénich vibraci —OH skupin. Avs$ak, jak je vidét na Obr. 9, tak
analyzované absorp¢ni pasy jsou v ptipad¢ nativniho (suchého) hyaluronanu posunuty ve
vySetfovanych frekvencich a Vv neposledni tadé¢ ihodnotdch relativniho zastoupeni
subpopulaci vody. To znamena, ze v konecné fazi dehydratace hydrogelu jsou diskutovany
vysledky odpovidajici valen¢nim vibracim O—H vazeb ptislusnych subpopulaci, i kdyz nelze,
jak se ukazalo vyloucit pfispévek valenénich vibraci N—H vazeb v amidovych skupinach.

Tab. 6 Posun maxima charakteristického pasu O—H symetrickych vibraci béhem vysychani

mokry suchy
koncentrace pozice (cm™) Av (cm™)
25 mM 3334 3395 61
LMW 50 mM 3348 3395 47
100 mM 3359 3399 40
25 mM 3333 3388 54
HMW 50 mM 3332 3394 62
100 mM 3351 3407 56
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6. ZAVER

Predmétem vyzkumu této bakalarské prace byla struktura gel na bazi hyaluronanu s vyuzitim
povrchoveé aktivni latky Septonexu, coby zesitovaciho C¢inidla, s dirazem na popis
subpopulaci molekularni vody vyskytujicich se v hydrogelu. Jako nejvhodné&jsi technika pro
danou problematiku byla zvolena ATR-FTIR spektrometric doplnéna o TG analyzu,
doplnujici informace o termodynamickych vlastnostech jednotlivych hydrogelt.

Stanoveni struktury systému vzniklého po gelaci bylo provedeno pomoci kalibra¢nich kiivek
jednotlivych kompotent. Pfi ptipravé zasobnich a ndsledné kalibracnich roztokd byl bran
zietel na vysokou hydroskopicnost hyaluronanu a pfed samotnou piipravou vzorkil byl tak
nativni hyaluronan podroben TG analyze za Gc¢elem zjisténi vlhkosti.

Po gelaci byly ziskany hydrogely dvou molekularnich hmotnosti hyaluronanu (LMW 250—
450 kDa, HMW 1500-1750 kDa) a tii rozliSnych koncentraci Septonexu (25 mM, 50 mM
a 100 mM), z nichz nejvyssi uéinnost vyuziti zakladnich komponent vykazoval hydrogel
pfipraveny v poméru 1:1, tedy LMW 50 mM hydrogel.

TG analyza potvrdila, ze gely pfipravené uzitim nizkomolekuldrniho hyaluronanu obecné
inklinuji k pevnéjsimu poutani vody v systému, coz je podminéno formaci zesitovanych
struktur pomoci vodikovych vazeb mezi molekulami vody.

Pomoci Series rezimu ATR-FTIR spektrometrie byla sledovana dehydratace gelu projevujici
se zmeénami absorbance v zavislosti na vinoctu. Zatimco absorbance v oblasti absorp¢nich
past charakteristickych pro vodu mela klesajici charakter, absorpni pasy vyhradné
pfipisované Septonexu a hyaluronanu v ¢ase svou intenzitu zvysovaly.

Z profilu zmény absorbance v oblasti vinoctl charakteristickych pro symetrické vibrace O—H
vazby byly ziskany ¢asy, v nichz dochazi k vyrazné zmén¢ ve fazich suseni. V téchto ¢asech
byly dekonvoluovany pasy skladajici se ze tfi dil¢ich pikd, vypovidajicich o relativnim
zastoupeni jednotlivych subpopulaci molekularni vody. Béhem dehydratace zéaroven
dochézelo k posunu maxima dekonvoluovaného pasu, coz by mohlo byt pfipisovano silnému
naruSovani vodikovych vazeb v rdmci zesitovanych struktur a rostoucimu relativnimu podilu
pevné vazané vody v hydratacni vrstvé polyelektrolytu.

Ve vyssich casech doSlo k jisttmu zkresleni relativniho zastoupeni diive zminénych
subpopulaci vlivem vibraci N-H vazeb, které se projevuji pfi vino¢tu odpovidajicimu volné
vazané vodé¢. Z tohoto diivodu by pii budoucich interpretacich ziskanych spekter bylo vhodno
provest korekturu ziskanych dat eliminaci projevi N-H vibraci pii dekonvoluci
charakteristickych past
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8. SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

8.1 Symboly

Symbol
t

A

u

C

c hm.

8.2 Zkratky

HMW
LMW
FTIR
ATR
TGA

Néazev Jednotka
¢as S
absorbance a. u.
vlnocet cm!
molarni koncentrace M

hmotnostni koncentrace a. u.

High molecular weight

Low molecular weight
Fourier-transform infrared spectroscopy
Attenuated total reflectance
thermogravimetric analysis
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9.

PRILOHY
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