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ABSTRAKT

Predlozena diplomova prace se zabyva cilenou modifikaci strukturnich vlastnosti hydrogeld,
ktera uzce souvisi s aplika¢nimi vlastnostmi téchto materiald (napf. transportnimi). VVzhledem
ke kyzenym farmakologickym aplikacim spocivajicich ve vyuziti téchto materialt k cilenému
uvolnovani 1é¢iv byly pro studium vybrany hydrogely na bazi chitosanu a polyvinylalkoholu,
jakozto latky sdobrou biokompatibilitou. Kombinaci téchto polymera byly zajistény
schopnosti botnaci (regulovano piitomnosti chitosanu) a viskoelastické (ovlivnény ptitomnosti
polyvinylalkoholu), které byly charakterizovany za pomoci Siroké Skaly analytickych
a fyzikalné-chemickych metod (botnani, pevnost v tahu, reologie, mikroskopie atomarnich sil
¢i stanoveni mérného povrchu, aj.). Informace o strukturnich vlastnostech sehraly stézejni roli
nejenom pro detailni popis studovanych materiali z pohledu toho, zda lze cilené ménit
strukturni vlastnosti, ale poslouzily také jako vyklad rozdilného uvolnovéni aktivni latky
diklofenaku z hydrogelové matrice. S ohledem na vypracovanou literarni reSerSi byl
pro modifikaci vlastnosti vybran vliv pH a sitovéani. Z naméfenych vysledkt bylo zjisténo,
7e i nepatrna zména pH ma vliv na transport ¢i uvolhovani aktivni latky. Vysledky ziskané
Vv této praci mohou byt uzitecné pii tvorbé hydrogelovych matric s 1éCivy v zavislosti
na zamyslenych medicinskych aplikacich.

ABSTRACT

The presented diploma thesis deals with a targeted modification of the structural properties
of hydrogels, which is closely related to the application properties of these materials
(eg transport). Due to the desired pharmacological applications of the use of these materials
for targeted drug release, hydrogels based on chitosan and polyvinyl alcohol as substances with
good biocompatibility were selected for the study. The combination of these polymers ensured
swelling (controlled by the presence of chitosan) and viscoelastic (influenced by the presence
of polyvinyl alcohol) properties, which were characterized by a wide range of analytical
and physicochemical methods (swelling, tensile strength, rheology, atomic force microscopy
or specific surface area, etc.). Information on structural properties played a crucial role not only
for a detailed description of the studied materials in terms of whether the structural properties
can be changed in a targeted manner, but also served as an explanation for the different release
of the active substance diclofenac from the hydrogel matrix. With regard to the literature search,
the effect of pH and crosslinking was chosen to modify the properties. From the measured
results it was found that even a slight change in pH has an effect on the transport or release
of the active substance. The results obtained in this work may be useful in the formation
of hydrogel matrices with drugs depending on the intended medical applications.

KLICOVA SLOVA:

chitosan, polyvinylalkohol, hydrogel, pH citlivé materialy
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1 UVOD

Hydrogely jsou materialy, se kterymi se potkavame dnes a denn¢. Vyuzivame je tak ¢asto, ze Si
toho obCas sami nejsme védomi. Zahrnuji totiz nepieberné mnozstvi aplikaci jako jsou
napiiklad medicinské (kontaktni ¢ocky), kosmetické (antibakterialni gely) nebo i domaci
(vonici gel v toaletach).

Co uz tak ziejmé neni je otdzka, pro¢ kazdy vykazuje jiné schopnosti? Odpovéd je
jednoducha. Zalezi na procesu piipravy a vybéru komponent, které vnitini strukturu tvofi.
Ten se skladd z n€kolika dulezitych krokii od vybéru ¢inidel schopnych gelace, ptes volbu
okolnich podminek (napi. pH, druh sitovani nebo teplota), az po zplisob zpracovani. VSechny
tyto kroky ovlivni vysledny produkt z hlediska strukturnich vlastnosti, jejichz zména tzce
souvisi se zménou finalnich aplika¢nich vlastnosti (naptiklad transportnich). Obzvlasté je
kladen dtraz na postup ptipravy produkti pro medicinské aplikace. Jakykoliv Spatny ptipravek
¢i postup by mohl mit fatalni nasledky pro lidsky organismus.

Z tohoto divodu je dulezitd znalost zakladnich komponent, jejich chovani a moznosti
sitovani s ostatnimi latkami. V medicinskych oblastech se proto vyuzivaji €asto polymery
na prirodni bazi, ¢imz je zajisténa lehka odbouratelnost v lidském organismu (biodegradabilita)
a kompatibilita se systémem (lidskym organismem), tzv. biokompatibilita. Teoreticka ¢ast této
prace se zamé&fuje na priblizeni vlastnosti a aplikaci vybranych polymert a jejich moznostech
sitovani. Studiem védeckych ¢lanki vznikla literarni reSerSe, kterd pojednava o jiz vytvotrenych
hydrogelovych systémech na bazi chitosanu a polyvinylalkoholu. Piedev$im zde byly
vyzdvizeny informace, jak vlivem pH dochazi ke zménam strukturnich a mechanickych
(viskoelastickych) vlastnosti. Tato skutecnost byla motivaci pro zkoumani vlivu
experimentalnich podminek, a to konkrétné¢ zmény pH a zpiisobu sitovani, které jsou tzce
spjaty se schopnosti uvoliiovani aktivnich latek.

Vytvorené hydrogely by tak své uplatnéni mohly najit naptiklad pii kryti ran. Takovéto
materidly dokdzou ranu nejen prekryt, ale 1 podpofit proces hojeni pomoci zakomponovanych
1é¢iv, ktera mohou byt z hydrogelové matrice cilené uvoliovana. Zalezi vSak na pevnosti
a vzajemném propleteni slozek tvofici trojrozmérnou hydrogelovou sit, jejiz soucasti je
i ucinna 1éc¢iva latka. Slozité podminky pfipravy davaji vzniku ,.inteligentnim gelim®, které
maji schopnost 1é¢ivo uvolnit na zéklad¢ vnéjsich podminek, kterymi mize byt zmeéna teploty,
pH a jiné. Postupem casu proto vznikly hydrogely, jez maji modulovatelné mechanické
vlastnosti, které 1ze upravit zménou podminek ptipravy hydrogelt. Mezi n¢ fadime napiiklad
interpenetrujici polymerni sit¢ (IPN = interpenetrating polymer networks), které se tvofi
vzajemnym propletenim vice siti a tim ziskdvaji svou pevnost.

ZaleZzi proto uz jen na aplikaci a vyuziti hydrogelu, abychom mohli urcit spravné sestaveni
gelové sité. Toto sestaveni pak ovlivni strukturni a tim i transportni vlastnosti, které jsou
U hydrogeli pro medicinské aplikace klicové.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polymery

Stejné jako se véda rozviji od svych zakladu, tak se i chemické latky skladaji postupné z atomd,
jednotlivych molekul, aZz k tomu Zze mohou tvofit sloZité makromolekularni latky. Aby se mohl
chemicky prvek stat soucasti makromolekuldrniho fetézce, musi byt minimalné¢ dvojvazny
avytvorena chemicka vazba musi byt dostatené pevna. VéEtSinu prostudovanych
makromolekularnich latek ptedstavuji latky sfetézcem -C-C- nebo -C-O- piipadné
stetézci -C-N-. Takto vytvorené clanky fetézcl oznaCujeme jako konstitucni jednotky
(mery) [1]. Makromolekuly jsou poté tvofeny vzajemnym spojenim merd, Proto jsou
oznacovany jako polymery. Vybérem téchto jednotek ovliviiujeme povahu celého fetézce [2].

: -R H H H HIH H|H H
-C- Lo R IR
6. — -C-C. — -C-CrC-CrC-C-
, Lo il Ll
= R H R H R HI{R H
chemickeé prvky konstitu¢ni jednotka polymer

Obrazek 1: Jednotkové slozeni polymeru

Polymery slozené zchemicky stejnych jednotek (mer) se nazyvaji homopolymery.
Je-li fetézec slozen z vice druhd opakujicich se jednotek, je oznacovan jako heteropolymer —
kopolymer Prikladem nejjednoduééiho polymeruje nevétvené lineérni makromolekula Mohou
jednotky Ize kombinovat rozmanitym zpusobem a podle toho je mizeme d¢lit do riznych
kategorii podle struktury a tvaru jednotlivych merd jako je na obrdazku 2. Polymery mizeme
rozdélovat i dle jejich pivodu na piirodni biopolymery (chitosan), polosyntetické
(trimethylchitosan) a syntetické (polyvinylalkohol) [3]. V nasledujicich kapitolach jsou
zminény pouze ty polymery, které jsou pouZity v praktické ¢asti prace.

H H
- e 0 8009 (88 e fe €08 C 0%
-C-C- = ‘
| |
R H alternujici statisticky blokovy roubovany

Obrazek 2: Kopolymery dle razeni monomeri

2.1.1 Biopolymery

Ptirodni polymery jsou polymery izolované =zrostlin, zvifat ¢i1 ziskané cCinnosti
mikroorganismii. Existuje S$est hlavnich typt biopolymeri: proteiny, polysacharidy,
polynukleotidy, polyisopreny, polyestery a lignin. Zahrnuji mimo jiné uhlohydraty a proteiny,
které poskytuji strukturdlni podporu rostlindm a zvifatim. Biopolymery jsou ve srovnani
s dal§imi dvéma tfidami podstatné 1épe dostupné, ekonomicky vyhodné, potencialné biologicky
rozlozitelné a biokompatibilni diky jejich ptivodu [3].



CHITOSAN
Struktura

Na obrazku 3 je struktura chitosanu, coz je kladné nabity prirodni polysacharid, ktery se sklada
Z glukosaminovych a N-acetylglukosaminovych jednotek, které jsou spojeny pomoci
[glykosidickych vazeb [4]. Na téchto jednotkach se nachazeji tfi nukleofilni funkéni skupiny,
které umoznuji modifikaci struktury. Praveé tyto skupiny délaji polymer hydrofilnim
a Vv kyselém prostfedi nese pozitivni naboj. Zavedenim jinych skupin do struktury dochazi
ke zménam fyzikalné-chemickych vlastnosti, dle nové vybranych skupin [5].

OH [ OH i OH
0 0 0
HO
HO L% 1o 90 OH
- =N

Obrazek 3: Struktura chitosanu
Vlastnosti

Mimo pfitomnost amino skupiny, ktera z n¢j ve vodnych roztocich ¢ini polykationt, se chitosan
vyznacuje 1 jinymi pfednostmi. Vykazuje protizanétlivé a antimikrobidlni Ucinky,
coz je zadouci u vyuziti v medicinském pramyslu Vv §irS§im méfitku [6]. Dale je netoxicky,
biokompatibilni, bioaktivni a biodegradabilni. VeSkeré tyto ,bio* vlastnosti jsou
neodmyslitelnou souéasti a podminkou drug-delivery (nosict 1é¢iv) systémd, které tyto
schopnosti vyzaduji [7]. V neposledni fadé mizeme jmenovat jeho antioxidaéni a terapeutické
ucinky, které byly prokazany v nedavné studii, a mohl by tak pusobit protinadorové [7].
Chitosan nachazi mnohé vyuziti v riznych aplikacnich formach (kulicky, prasek, gel, vlakna
¢iroztoky), a tudiz jej muzeme vyuzit ve tkanovém inzenyrstvi. Uplatnéni nachazi také
u krycich obvazi, a to diky svému mukoadhezivnimu charakteru. Tato vlastnost umoziuje
prilnuti na povrchy (tzv. bioadhezi), a mohou tak modifikovat absorpci systémove ucinkujicich
1é¢iv a dale prodluzovat u¢inek lokalné ptisobicich 1é¢iv [8].

VyuZiti

VSsechny zminéné vlastnosti a schopnosti chitosanu smétuji k uplatnéni ve farmaceutickém
a biomedicinském primyslu. Jedna se totiz o skvely nosic 1éCiv, ale také se z n¢j daji vyrobit
hydrogely, které podporuji vlhké hojeni ran. Je hojné vyuzivan pro vyrobu samovstiebavaci
chirurgické nité, které jsou pevné a pruzné a napii¢ tomu nezanechavaji stehy, protoZe jsou
biodegradabilni [9]. Dalsi zoblasti vyuziti je kosmetika, ktera pocitd se zvlhcujicimi
a antibakteridlnimi vlastnostmi chitosanu. Vyuziti najde 1 u potravinovych dopliki,
v zeme&d¢lstvi nebo v potravinarstvi [10].



2.1.2 Syntetické polymery

Tyto polymery vznikaji laboratorné polymeraci, tudiz zname jejich pfesnou strukturu,
a mizeme tak predpovidat jejich chovani v kontaktu s buikami a organismem. Vyznacuji se
dobrymi mechanickymi vlastnostmi. Né&které znich mohou byt biologicky rozlozitelné
a obecné je vyroba téchto materidlti ndkladové efektivni ve srovnani s pfirodnimi polymery,
U jejichz ptipravy hraje zasadni vliv purifikace materialu. Jejich nejvétsi nevyhodou je jejich
relativné Spatnd bunécna interakce. Z tohoto divodu se vétSinou povrchove upravuji, nebo jsou
kombinovany do kompozitniho materialu s biopolymery (polylaktid s pfidavkem pfirodnich
vlaken kokosu), aby se zlepsila jejich bunééna komptabilita [3].

POLYVINYLALKOHOL
Struktura

Tento polymer znadmy pod zkratkou PVA je synteticky polymer rozpustny ve vodé. Vznika
¢astecnou nebo uplnou hydroxylaci polyvinylacetatu. Jeho struktura je tvofena opakujici se
hydroxylovou skupinou, jako je vidét na obrdazku 4. Popularni je PVA diky svému pouziti jako
zesiténim [1]. Fyzikalni zesiténi probiha za stalého zmrazovani a rozmrazovani, diky ¢emuz se
do struktury zavadéji krystalické oblasti, coz zpusobi tvorbu pevného a elastického hydrogelu.
napiiklad glutaraldehyd, a dochazi k vyvareni kovalentni vazby mezi polymernimi fetézci,
coz zvySuje mechanické vlastnosti jako pevnost a tuhost [11].

OH
n

Obrazek 4: Struktura polyvinylalkoholu
Vlastnosti

PVA je jedine¢ny material, protoze i ve své ataktické formé vykazuje semikrystalické
vlastnosti. Pii koncentraci vys$i nez 1 % dokaze ve vodnych roztocich tvofit propletené
polymerni sité. Ke krystalizaci dochazi pii fyzikalni metod¢ zmrazovani a rozmrazovani [12].
Mezi dalsi jeho vlastnosti a prednosti fadime biokompabilitu, netoxicitu, hydrofilitu,
rozpustnost ve vodé. Dale je velice zadany diky snadné dostupnosti [11].

VyuZiti

Polyvinylalkohol nachazi své uplatnéni jako material pro vyrobu naplasti na hojeni ran.
Ve zdravotnictvi se také uplatituje u mékkych kontaktnich ¢ocek, ocnich kapek nebo jako uméla
chrupavka ¢i meniskus [13]. Nadale se Siroce vyuziva k posileni textilnich pfizi a papirt, aby
se staly odolnéjsi viici olejim. Lze také pouZit jako potahovaci prostfedek pro dopliiky stravy,
protoze neptedstavuje zadné zdravotni riziko. MliZzeme jej také nalézt v primyslovém vyuziti,
jako je laminovani bezpec¢nostnich skel pro vozidla anebo Kk izolaci vodica [14].
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2.1.3 Sitovani

Pojmem sit'ovani se rozumi vytvoieni vazeb mezi makromolekulami (bio)polymert. Propojeni
polymernich fetézcti ddva vzniku dlouhym vétvenym sitim. Nabyvajici slozitosti celé sité
vznikd 1 ¢etné mnozstvi uzli mezi jednotlivymi polymery. Vyssi pocet uzli ptispiva k nizsi
rozpustnosti celé sit€. O pevnosti a charakteru vznikajiciho materialu rozhoduje i podnét, ktery
vedl k zesiténi jednotlivych polymerd [15]. Muzeme tak sitovani rozde€lit na chemické
a fyzikalni a jejich nazorné piiklady mizeme pozorovat na obrazku 5.

Chemické sitovani je nevratné neboli permanentni (ireverzibilni) a tim jsou materialy
vyhodné stabilizovany do laditelnych struktur. VétSinou se  vyznacuji  vybornymi
mechanickymi vlastnostmi. Vznikaji polymerizaci adi¢ni, kondenza¢ni, proudem elektronii
nebo za pomoci gama zateni. Dale mohou zesit'ovat za pfitomnosti vhodného sit'ovaciho ¢inidla
(napt. glutaraldehyd). V ptipadé medicinskych aplikaci je sitovaci Cinidla tieba pted aplikaci
do organismu odstranit, protoZze by mohla vyvolat negativni reakci naptiklad s 1éky. Neplati
to vsak pro vSechna sit'ovaci ¢inidla [16] [17].

Fyzikalni trojrozmérné sité jsou tvoteny prevazné kovaletnimi vazbami, mezi které patii
elektrostaticka interakce, vodikova vazba nebo hydrofobni interakce. Tyto vazby nejsou
nikterak pevné a maji omezenou zivotnost. V Case, kdy nékteré spoje zanikaji, mohou nové
vznikat na jiném misté. Tvofi tak uzlové oblasti, které propojuji strukturu v zavislosti
na koncentraci ¢i teploté [18]. Fyzikalniho sitovani mizeme docilit i opakovanym zahtivanim
a zchlazovanim. Tyto 3D sité¢ vykazuji reverzibilni preménu solu na gel (naptiklad
hydrolyza tetracthylortosilikatu za kyselych podminek vede k tvorbé SiO>), protoze k pferuseni
fyzikalnich interakci mezi molekulami jsou zapotfebi velmi nizké energie. V tomto piipadé
neni tieba zadného chemického sitovani a podminky pfipravy jsou velice mirné [19].

A - iontové sitovani B - kovalentni sitovani
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Obrazek 5: Typy sitovani polymeri
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2.1.4 Interpenetrovatelné a semiinterpenetrovatelné polymerni sité

Pfedmétem zajmu zacaly byt interpenetrovatelné polymerni sité (IPN) pfedstavujici nové typy
sitovanych polymerd. Nejéastéji se IPN sité vytvareji in situ, a proto o nich mizeme mluvit
jako o hydrogelech. Obyc¢ejné hydrogely maji vSak velice slabé mechanické vlastnosti kvuli
jednoduché siti. Zaroven vSak poskytuji vysoky obsah vodného disperzniho prostredi, coz
nabizi zajimavé vlastnosti transportniho média. V poslednich letech proto byly vyvinuty
multikomponentni systémy — interpenetrovatelné polymerni sité. Tyto materialy jsou Zadouci
z divodu uplatnéni v medicinskych aplikacich, kde by mohly regulovat fizené uvoliovani 1éCiv
[20].

Interpenetrovatelné polymerni sité (z anglického interpenetrating polymer networks) jsou
sit¢ zaloZzené na kombinaci chemickych a fyzikalnich vlastnosti sestavajici se z kombinace dvou
a vice polymernich siti. Polymery jsou tedy ireverzibilné provazany a nelze je oddélit diky
jejich vzdjemnému propleteni. Definice IUPAC pro IPN je nasledujici: "Polymer obsahujici
dvé nebo vice siti, které jsou prinejmensim castecné propletené v molekularnim méritku,
ale nejsou vzdjemné kovalentné vazané a nemohou byt oddéleny, pokud nejsou chemické vazby
preruseny. Smés dvou nebo vice predem vytvorenych polymernich siti neni IPN [21].
V pfipad€, ze nejsou polymery syntetizovany nebo sitovany v bezprostfedni vzajemné
ptitomnosti (mysleno kazdy polymer syntetizovan zvlasté), nemizeme mluvit o IPN [22].

Semiinterpenetrovatelné polymerni sité (sIPN z anglického semi interpenetrating polymer
networks) se od interpenetrovatelnych polymernich siti li§i tim, Ze jsou sloZeny jen z jednoho
linearniho polymeru propleteného v siti jiného polymeru. Na rozdil od IPN je u sIPN moznost
separace polymerni slozky bez pteruseni chemickych vazeb diky tomu, ze je zde zesiténa pouze
jedna slozka. Toto tvrzeni vychazi z definice IUPAC: ,, Polymer obsahujici jednu nebo vice siti
a jeden nebo vice linedarnich nebo rozvétvenych polymerii, které se vyznacuji penetraci alespon
jedné ze siti na molekulové urovni alespon nékterymi z linearnich nebo rozvétvenych
makromolekul [23].

+ monomer a semiinterpenetrovatelna
bt rore
iniciator polymerni sit

] interpenetrovatelna
e polymerni sit’
hydrogel / S }q

Obrazek 6: Zpusob syntézy semi-IPN a IPN
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2.2 Hydrogely

V predchozich kapitolach jsme se seznamili s polymery. Jejich zesitovanim ve vodném
prostiedi dostavame hydrogelové systémy. Hydrogely si mizeme ptedstavit jako trojrozmérné
sit¢ polymernich fetézci skladajici se z vice slozek, jejichz meziprostor vypliuje voda
(disperzni prostiedi). Voda je zde disperzni médium a ve vétSing ptipada tvoii 90 % hmotnosti
celého celku. Diky své struktufe ma systém moznost botnat, a tim si udrzet vyznamnou ¢ast
vody, diky ¢emuz lze dosahnout cileného transportu aktivnich farmaceutickych ingredienci
(API z anglického active pharmaceutical ingredient). Vyhodou vsak zlstava, ze hydrogel
dokaze udrzet svou strukturu, protoze jakozto celek neni ve vétSin€ ptipadl rozpustny ve vodeé.
Polymerni sit’ je vysledkem toho, ze jsou hydrofilni polymerni fetézce zesiténé diky
inherentnim silam [24].

Tyto sité jsou charakteristické svou typickou konzistenci, ktera mize napadné ptipominat
zivé tkané. Hydrogelové vlastnosti umoziiuji jejich pouziti v Siroké Skale aplikaci:
V chemickém, biomedicinském nebo tkanovém inzenyrstvi, u nosict 1é¢iv, v zemédé€lstvi nebo
potravinafském pramyslu [3].

2.2.1 Klasifikace

Hydrogely jsou velice Sirokou skupinou materiald, ktera mize vzniknout nebo reagovat velice
rozliSnymi zpusoby, proto si vyzaduje nasledné a do jisté miry spletité déleni v zavislosti
na [25]:

e polymernim zdroji, coz ovliviiuje fyzikalné-chemické vlastnosti vysledného hydrogelu.
Kazdy polymer mé specifické rysy a charakteristiku, kterd ovliviiuje strukturu materialu.
Prvnim krokem je vybér zdroje polymernich fetézct, ktery mize byt:

prirodni a jeho specifika jsou zminéna v kapitole 2.1.1,
synteticky, jez byl vice popsan v kapitole 2.1.2.
e rozlozZitelnosti, coz je vétSinou ovlivnéno pravé vybérem polymeru. Piipravené systémy
potom muzeme délit na:

biodegradabilni u nichz je znamo, ze se jedna o snadno odbouratelné zdroje, protoze
jejich piivod je z prirodnich zdrojt. Trojrozmérné struktury téchto hydrogeltt mohou
byt znieny plisobenim mikroorganismti anebo enzymy, jez Se pfirozené vyskytuji
Vv pfirodnich podminkach. Pevnost vazby mezi molekularnimi fetézci se tak snizi
a zavérem je uplné preruSena. Nakonec je hydrogel rozlozen na malé¢ molekuly,
které musi byt také biokompatibilni s organismem.

Nedegradabilni, coz jsou hydrogely necitlivé na podnéty prostiedi, a mohou si tak
dlouhodobé udrzovat stabilni strukturalni, fyzikalni 1 chemické vlastnosti.
Neni to pravidlem, ale vétSinou mizeme mluvit o hydrogelech syntetického
puvodu, které jsou piipraveny chemickym zesiténim.

e zpisobu sitovani, kde zalezi na zpusobu gelace. Hydrogel mtze vznikat diky:

Chemickému sitovani — potom mluvime o chemické reakci,
fyzikalnim sitovani — zménou fyzikalniho stavu koloidniho.
O této problematice pojednava kapitola 2.1.3.
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e konzistenci mohou byt nasledné déleny na:

objemové hydrogely, které vétSinou vidavame ve formé Zelé s nizkou pevnosti,
urCitou tekutosti a viskozitou. Takovato forma ma velice omezené vyuziti,
a proto své uplatnéni nachéazi naptiklad v potravinafstvi nebo trochu v tkanovém
inzenyrstvi. Vznikla snaha o vylepSeni mechanickych vlastnosti téchto hydrogela,
které by nasledné¢ mély vétsi uplatnéni jako nanokompozitni materialy.
mikrohydrogely jak nazev napovida maji rozméry polymerni sité v ramci mikrond
nebo submikrond. Jejich sit’ je nerozpustnd ve vod¢, ale velice dobie botna.
Své uplatnéni nachazeji v oblasti mechaniky, elektroniky, optiky, magnetismu
a katalyzy diky velkym povrchovym plocham v malém méfitku hydrogelu.

e citlivosti v reakci na vn&jsi podnéty. Miizeme rozpoznavat hydrogely reagujici nebo naopak
nereagujici na okolni prostiedi.

14

Bézné hydrogely se vyznacuji tim, ze jsou odolné vici okolnim vlivim, a tim si
zachovavaji svou strukturu. Piikladem miize byt termoreverzibilni polysacharid
agaroza, kterd je vysoce hydrofilni, biologicky rozlozitelnd a nema témer zadné
nabité skupiny. Jako hydrogel je malokdy destruovan okolnimi vlivy, a proto se
Casto vyuziva jako podpirna matrice.
Inteligentni hydrogely jsou materidly reagujici na podnéty jako jsou teplota, pH,
iontova sila, elektrické pole, svétlo, stres, magnetické pole a jiné. V zavislosti
na vlivu okoli se méni jeho trojrozmérna struktura sité tak, ze botna, nebo se
zmensuje, nové spoje vznikaji nebo naopak zanikaji. Témito zménami dochazi
i K rozdilnym optickym a mechanickym vlastnostem [25]. Té&chto vlastnosti se
nadale vyuziva ve farmaceutickém primyslu, kdy jsme schopni uvoliiovat vazby
1é¢iv naptiklad v pfedem stanoveném case, intervalech a piesné definovanych
davkach 1éku [26].
a) Na tepelné podnéty hydrogel reaguje tak, ze se smrst'uje, nebo naopak botna.
Pokud se teplota snizi, dochazi k interakci hydrofilnich skupin fetézce
s molekulami vody. Retézec se tim narovnava a zvySuje svoji linearitu.
V ptipadé¢ opacném, pii zvySovani teploty, dochazi k rozvoltiovani vazeb
hydrofilnich skupin a vody. Hydrofobni skupiny interaguji v fetézci mezi sebou.
b) Jsou citlivé na zménu pH vnéjsiho prostiedi, ¢ehoz se hojné vyuziva pro cilené
podavani 1éciv. Tato zména je zplsobena disociaci vazeb, které nastdva
v zavislosti na tom, v jakém prostiedi se hydrogel nachazi (viz kapitola 2.2.3).
c) Na vnéjsi elektrické pole jsou hydrogely citlivé diky pfitomnosti iontd.
Gradient koncentrace iontl uvnitf a vné gelové sit€ méni osmoticky tlak
a hydrogely jsou tak v elektrickém poli deformovany.
d) Reaguji na tlakové podnéty, na magnetické pole, jsou citlivé na chemické
zmény, fotocitlivé hydrogely [24].
e) Na pritomnost soli nebo obecné piidavek polyelektrolytu hydrogely reagu;ji
Vv zavislosti na iontové sile, kterd ovliviiuje elektromechanické chovani téchto
materiala [27].



2.2.2 Aplikace

Uplatnéni v praxi hydrogely nachazeji

in situ, a to kvuli své reverzibilni povaze. Po zavedeni solu in situ se za rozdilnych
fyziologickych podminek zformuje na hydrogel, a dokaze tak ptisobit naptiklad jako nosi¢
1éciv. Pokud dojde ke zméné vnéjSiho prostiedi, jako je teplota, pH nebo iontova sila,
zpusobi fazovy ptechod zroztoku na hydrogel in situ. Toho se vyuziva ve farmacii,
kdy jsou hydrogelem pienasena 1éCiva riznymi cestami, jako jsou o¢ni, transdermalni,
rektalni ¢i injekéni. Dochazi tak K lepSimu cileni, protoze se 1éCivo vyhne traveni
V gastrointestinalnim traktu a eliminaci v jatrech. Davka 1éki mize byt z tohoto divodu
nizka, a pfesto s vysokou biologickou dostupnosti [28].

jako nanohydrogely. Jsou to vysoce zesiténé hydrogely nano-rozmért piipravené
chemickymi nebo fyzikalnimi metodami. Mohou byt absorbovany butikami, a proto jsou
ucinnymi nosici pro intracelularni dodavani.

jako porézni hydrogely. Poskytuji velkou specifickou povrchovou plochu, kde vice
hydrofilnich skupin miZe interagovat s vodou, coz napomaha absorpci vody v hydrogelu.
Obecné plati, ze ¢im poréznéjsi se hydrogel jevi, tim vykazuje rychlejsi reakci a lepsi
citlivost naptiklad v interakci s vodou [24].

jako obvazové materialy, jez mohou napomahat hojeni ran. Hydrofilni prostiedi
podporuje vlhké hojeni a nelepi se tak na kuzi [29].

jako nosice 1é¢iv, které jsou vyznamnym odvétvim hydrogelt. Diky své struktufe dokaze
hydrogel 1é¢ivo ochranit pted vnéj§imi podminkami, a zajisti tak cilené a fizen€ uvoliiovani
lé¢iva, jehoZ transport 1ze navic modulovat zménou mechanickych vlastnosti matrice
V podobé¢ hydrogelu.

ve tkanovém inZenyrstvi, kde zajistuje nahradu organt ¢i tkani s pfirodni nebo
syntetickou nahrazkou. | v tomto piipad¢ se vyuziva hydrogeli, kvili jejich schopnosti
pojmout Zivé bunky.

v zemédélstvi a zahradnictvi. Vyuziva absorpéni schopnosti hydrogeli pojmout velké
mnozstvi vody. Uziva se pfi fizeném uvoliiovani vody a Zivin v hnojivech. Cilenym
davkovéanim vody a hnojiv by mohlo byt nasledn¢ omezeno touto aplikaci.

jako hygienické vyrobky, jsou taktéZ postaveny na absorp¢nich vlastnostech hydrogeli.
Vyuziva se zde materiald s vysokym stupném botnani. Jedna se zejména o pleny a damské
hygienické potieby.

jako separaéni technologie fungujici na bazi vychytavani toxickych barviv a jinych latek
Vv textilnim pramyslu, ¢isti¢kach vod a jinych aplikacich.

v kosmetice [25].

jako nahrady nerozloZitelnych obala a jsou v dnesni dobé velice vyhledavané. Védci
navic vymysleli zpUsob, jak indikovat zmény stavu potravin bez rozbaleni. Dle barvy obalu
budeme jednou schopni rozpoznat, zda je potravina zkazena, ¢i ne.

jako kapsle a tablety. Také obsahuji na povrchu obal tvofeny hydrogelem, ktery ovliviiuje
cileni a davkovani 1é¢iva [30].
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2.2.3 Chovani hydrogeli pri zméné pH

Vyznamnou kapitolou v modulaci strukturnich vlastnosti hydrogelti je zména vnéjsich
podminek, pii kterych jsou hydrogely pfipravovany, uchovavany nebo aplikovany. Jeden
Z nejzasadnéjsich vlivii hraje zména pH, kterd se da zaclenit nejen pii vyrobé hydrogelu,
ale i pfi samotném vyuziti. Béhem piipravy hydrogelu je tfeba dbat na potieby jednotlivych
komponent. Kazdy polymer ma charakteristicky rozsah, kdy se nejlépe rozpousti a disponuje
napfiklad vétsim mnozstvim disociovanych skupin. Tyto skupiny déle tvoii iontové vazby,
které se mohou propojit s jinym polymerem nebo 1é¢ivem [31].

Na druhou stranu musime dévat diraz na pH prostfedi, ve kterém se bude vysledny produkt
nachazet. Finalni forma hydrogelu se mize chovat jinak pii neutralnim pH a jinak pii pH
kyselém C¢i zasaditém. Pokud tedy uvazujeme nad gelovou tobolkou, ktera musi putovat
travicim traktem, musime mit na paméti, ze prochazi riznym prostifedim s rozdilnymi pH [32].
V soucasné¢ dobé se védci zabyvaji i zkoumanim pH tumort. Tato hodnota pH je jind nez
okolniho prostiedi, a tak lehce detekovatelna. Zde nachazeji vyuziti pH senzitivni hydrogely
jako nosice 1é¢iv [28].

Vzorovym ptikladem je chitosan, ktery je rozpustny za kyselého pH. Za této situace vznikaji
disociované skupiny -NH3s*, protoZe z kyselého prostiedi difunduje H" na amido skupinu -NH.
Nézorn¢ to ukazuje obrdzek 7. Kladné nabitda skupina zvySuje botnani hydrogelu.
Je to zpiisobeno vyssi koncentraci nabitych iontovych skupin, které se navzdjem odpuzuji,
adavaji tak moznost osmozy vody do systému. Rozpustnost tedy stoupad s kyselosti
a piitomnosti H*. Logicky tedy vychazi, ze pokud se snizi stupeii ionizace, sniZi se i sSchopnost
botnani. Mnozstvi skupin schopnych disociovat tedy udava pomyslnou hranici, jak moc je
iontovy polymerni hydrogel schopen botnat [33]. Otok ovliviiuje fyzikalni vlastnosti hydrogelu,
které lze tidit zménami hustoty zesitovani, ndboji, hodnotami pKa ionizovatelnych skupin

a povahou polymert [32].

snizujici se pH
———
—

zvysujici se pH

chitosan

Obrdazek 7: Disociovatelnost chitosanu a jeho chovani v prostredi s rozdilnym pH

Mimo jiné jsou nabité konce schopné se navazat na opacné nabity protéjsek.
Pokud uvazujeme o hydrogelu z dvou komponent, musime pak brat v potaz funkéni skupiny
obou zastupcu. Hydrogely vznikajici z PVA a chitosanu jsou zesitovany pomoci hydroxylové
skupiny PVA a amidové skupiny u chitosanu. Tyto dvé skupiny tvoii vodikové vazby
mezi -NHz a -OH. Pokud se tento systém nachazi v kyselém prostiedi (viz 0brdzek 8),
tak dochazi k protonaci skupin. Tim se zniéi interakce vodikovych vazeb mezi -NH2 a -OH,
takZe se snizi hustota fyzického bodu zesiténi a d¢j je doprovazen zvySenim botnavého poméru.
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Obrazek 8: Sitovani PVA a chitosanu v kyselém prostredni

Avsak za slabé kyselych a bazickych podminek (pH od 4 do 13) je nizka koncentrace H,
tudiz je obtizné znicit vodikové vazby. V disledku toho zlistdva rychlost botnéni a sila zesiténi
nezménéna jako to ukazuje obrdzek 9. Modelovy systém vykazuje reverzibilitu destrukce
a rekonstrukce vodikové vazby citlivé na pH [34].

NH [ NH2||l| NHZIIII
Intermolekularni 2
vodikové vazby

IIIIOH i OH IIOH

Obrazek 9: Sitovani PVA a chitosanu v neutralnim prostiedi

Smérodatné jsou také poméry, v jakém jsou polymery zastoupeny. Pfi hmotnostnim poméru,
kde je chitosan v nadbytku nad PVA, je botnani vys$si v kyselém prostiedi. Je to zptisobeno
protonaci amidovych skupin, které se diky kladnému naboji odpuzuji, a davaji tak prostup vodeé,
coz zvysuje botnavost Naopak v pfipadé kde je PVA \ nadbytku je vyssi botnéni v zasaditém
v zav1slost1 na pH bude chitosan, protoze jeho funkéni ammoskupma ma za nasledek ovlivnéni
botnani. Cim vice funké&nich skupin chitosanu bude, tim vice mize botnat [35].
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2.3 Rizené uvoliiovani lé¢iv

Pfi zménéch teploty, iontové sily, pH nebo za pfitomnosti jinych chemikalii mize hydrogel
ztratit svtij puvodni tvar, nebo naopak se muze nékolikanasobné zvétsit. Nemusi to v§ak nutné
znamenat nevyhodu, ale naopak se da téchto zmén vyuzit. Vyznamné pilisobeni téchto
senzitivnich hydrogelti mtizeme najit pfi cileném dodéavani 1é¢iv, kdy diky zmeéné sité hydrogelu
dokazeme snadné&ji uvoliiovat navazané 1é¢ivo [32].

Mechanismus uvolilovani a prostupu 1éCiv zavisi na interakcich, kterymi jsou aktivni latky
drzeny, vnitini struktufe hydrogelu (poérovitost, tortuozita) a mechanickych vlastnostech
hydrogelu. V praxi to znamena, Ze ¢im je hydrogel rigidnéjsi (¢im ma vyssi viskozitu
a viskoelastické moduly), tim ma vétsi zauzleni. Cim je vy$$i zauzleni (tortuozita), tim dochézi
k pomalejSimu uvolnovani a prostupu léciva (uzly piekdzeji). Naopak, pokud je nizsi
propleteni, mé& hydrogel vice pori, kterymi je latka schopnd rychleji prochazet,
a tim se uvolfiovat [17].
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o
NH - & /\/\/\
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Obrazek 10: Hydrogel z PVA a chitosanu zndzornujict strukturu s lécivem

Abychom vylepsili terapeuticky efekt a redukovali nezaddouci ucinky pii podavani 1éka
per 0s, je nutné se zamé&fit na cestu léciva travicim traktem. Existuje spousta univerzalnich
postupi, které zastit'uji to, Ze 1é¢ivo dorazi zdarné do svého pusobisté. Pokud vSak chceme
eliminovat piili$ vysoké koncentrace a tim i nezadouci ucinky, je vhodné se soustiedit na presné
cileni. Velice vhodnym prostfedkem slouzici pro fizené uvoliiovani 1é¢iv je zména pH.
Hydrogely reaguji pifi rozdilnych pH prostfedi rozliSnym zplsobem, proto jsou Zadouci
pti aplikaci v gastrointestinalnim traktu. Osud lé¢iva pii polykani tablet je provazen odliSnym
pH vné, v tstech, jicnu ¢i zaludku [36].

V duting Gstni se hodnota pH pohybuje v oblasti 7-7.,4, coz odpovida téméf neutralnimu
prostredi. V zaludku je velice kyselé prostredi (pH 1-2). Pfi tomto pH nejlépe pracuji proteazy
Stépici proteiny. Pokud tedy pozfeme maso nebo néco s velkym mnozstvim bilkovin, dopoméha
tento faktor k lepsimu traveni. Pokud jime lehce stravitelné jidlo, tak se pH zaludku drzi
na hodnot¢ 4-5. Na kazi je pH 4,5-55, ¢imz se pfirozené¢ branime bakteriim a jinym
mikroorganismim, které na kiizi behem dne ulpi. Tyto rozdilné hodnoty pro jednotlivé oblasti
mizeme vyuzit pro rozvolfiovani 1ékové formy v misté uréeni za pomoci pH. V zavislosti
na cileni a nejlepsi rozlozitelnost je tieba vybrat latky takové, které se v piislusné oblasti
rozpoustéji [37].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Kompozice hydrogeli s polyvinylalkoholem

Diky tomu, jak se dokazou hydrogely sIPN sitovat, nabizi kompozice hydrogell
s polyvinylalkoholem Sirokou variabilitu. Diky moZznym morfologickym a chemickym
modifikacim dokaZzeme fidit uvolfiovani latek a celkové chovani hydrogelu. Tato skute¢nost
nam nabizi slibnou perspektivu obzvlasté u biomedicinskych aplikaci téchto unikatnich
materiald. Vzhledem K problematice feSené v ramci piedlozené diplomové prace byly
V nasledujicim textu vybrany ¢lanky, jez se zabyvaji sitovanim PVA v kombinaci s jinymi
materialy.

V reSer$i vydané vroce 2014 Gondalez a kol. vysla studie o nanokompozitnich
celulézovych materialech v kombinaci s PVA. Pomoci techniky mrazeni a tani byly pfipraveny
materialy s rtiznou distribuci port, ktera byla diky celulézové sloZzce regulovatelna. K tomuto
vysledku dospéli pfi porovnavani snimkl materidld PVA a celulézy z emisni rastrovaci
elektronové mikroskopie (FESEM). Diky vynikajici kompatibilit¢ obou slozek (matrice
a plniva) dosahli zvySeni mechanickych a bariérovych (transportnich) vlastnosti kompozitnich
hydrogeld. Zdokonaleni téchto vlastnosti zpisobil ptidavek celuldzy, kterd ma silné tendence
aglomerovat uvnitt polymernich matric. Kvili silné hydrofilni povaze obou slozek dochazi
k tvorbé vodikovych fetézci mezi PVA a celulézou. Celuldza tak dokaze vyplnit pory
vznikajici mrazenim a tanim PVA siti. Velikost port polymernich matric PVA s hodnotou
85+4,0 um dokazali snizit pfidanim celulozy na 4,9+ 3,6 um. Taktéz nabyly
antimikrobialnich vlastnosti (15 dni nepozorovali zadnou penetraci bakterii jejich systémy),
zvySené tepelné stability, lepSich mechanickych vlastnosti a ptevodu vodnich par, ¢ehoz se
muZe hojné vyuzivat u obvazovych materialt [38].

Se stejnymi materialy poté pracuji i Tang a kol., ktefi vidi vyuziti také v biomedicinskych
aplikacich, konkrétné pro umélé krevni cévy. Material totiz diky své morfologii a mechanickym
vlastnostem, jako jsou pevnost, roztazeni, retence stehd, slibuje mozné vyuziti
pro biokompatibilni vaskularni $tépy. Pro takovéto vyuZiti je tfeba kontrolované propustnosti
vody a zivin, coZ je kontrolovano silnou provazanosti sit¢ z PVA a celulozy. Autofi zaroven
poukazuji na dulezitost taznosti a pruznosti materidlu, kterou reguluji dle péti modelt
kombinaci PVA a celuldzy. Vysledky ukazuji, ze ideédlni bakterialni nanocelul6zovy hydrogel
musi obsahovat oba komponenty pro dosazeni ideédlnich vlastnosti. Hydrogel tvofeny pouze
zZ PVA nebo z celuldzy je nedostacujici pro tuto aplikaci, protoze samotné materialy nedosahuji
vSech poZzadavki pro umélé krevni cévy, zatimco kombinaci materiali ano [39].

Dal$im slibnym materidlem pro pfipravu reprodukovatelnych hydrogelovych systémi je
polysacharid alginat sodny. Autorsky kolektiv v ¢ele s E. A. Kamounem vedl studii za ucelem
vytvoreni obvazil na rany fyzikalnim zesiténim, ¢imz se vyhnul rizikovosti chemickych ¢inidel
a zesitovadel. Tyto hydrogely byly naplnény ampicilinem sodnym a byly pozitivné testovany
na biokompabilitu s krvi. Obecné byla pozorovana nizsi tvorba zesiténi PVA s narustajicimi
piidavky ampicilinu a alginatu. Pfidavek téchto komponent sniZzil zapleteni PVA, avSak poskytl
vyssi absorpci vody. To vsak mize vést K castenému nebo uplnému zniceni hydrogelu.
Tyto poznatky potvrzuji i snimky pofizené z rastrovaciho elektronového mikroskopu, které
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jsou vidét na obrdzku 11. Absence alginatu a ampicilinu (v PVA hydrogelu) ma za nasledek
velmi hladky a rovnomérny povrch bez pori. Jejich pridavkem se umérné zveda distribuce
a velikost poérta ve struktutfe. V zdvislosti na téchto poznatcich autofi dale zkoumali zptisob
uvoliovani 1é¢iva s ohledem na kompozici hydrogelu. Zjistili, Ze ke zna¢nému uvolnéni
dochazi pti prvnich 15 minutach v fosfdtovém pufru a nésledujicich 6 hodin nebyly pozorovany
zadné vyznamné rozdily. Pomalejs$i uvolniovani vSak nastalo s vy$$im piidavkem alginatu
sodného. Obsah alginatu branil difuzi ampicilinu do fosfatového pufru, a to zfejmée kvili vazbé
zaporné nabité alginatové skupiny COO™ s kladné& nabitymi NHs*, Na*, H* skupinami 1éku [40].

I3%

s lécivem

bez lé¢iva

pridavek alginatu sodného [%, w/w]

Obrazek 11: Rozdilnd morfologie PVA hydrogelii pri rizném obsahu algindtu [40]

Autotfi X. Yang a kol. se zabyvali hydrogely PVA a chitosanu vznikajicimi riznymi
cestami. Porovnavali rozdil mezi c¢tyimi fyzikalné rozdilné sitovanymi hydrogely
(viz obrazek 12), které byly ptipraveny bud'to (a) pouhym y zafenim, nebo (b) v kombinaci
s naslednym zmrazovanim arozmrazovanim, nebo (C) naopak pfipraveny nejdiive
zmrazovanim a rozmrazovanim a dale ozafenim. Posledni variantou (d) jsou hydrogely
pfipravené pouze zmrazenim arozmrazenim. Nejjednodussi a zaroven nejméné Kineticky
stabilni vySly hydrogely vzniklé pouhym ozafenim (a). V zavislosti na prvnim kroku se
ukazalo, Ze materialy, jez jsou prvni ozafeny a nasledné tepelné zpracovany (b) vykazuji vétsi

botnavost, mechanickou pevnost, vyssi tepelnou stabilitu, niz$i odpafeni vody a jsou méné
zakalené nez materialy pfipravované inverzni procedurou (c) [41].

Obrazek 12: Morfologie hydrogelii pripravovanych rozdilnymi postupy pri ozareni [41]
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Polyvinylalkohol v modifikované formé vyuzivaji ve své praci D. Zhang a kol., jejichz
cilem bylo vyvinout novy zesitény polyvinylalkohol s karboxylovou skupinou (PVA-COOH)
pomoci chitosanu. Dosahli tak vyrazné vy$$iho poméru botnani a zachovali hydrogelu
cytotoxicitu. Obrazek 13 ukazuje snimky ze SEM, které nazorné ukazuji, Zze u xerogeld
obsahujicich PVA-COOH a chitosan v rizném poméru (obrdzky g az [) jsou viditelné
porézngjsi struktury nez u xerogell vzniklych z PVA (a, b), chitosanu (c, d), nebo jejich
kombinace (e, f). Na obrazcich g az 1 jsou vidét rozdilné porézni struktury v zavislosti
na mnozstvi PVA-COOH a chitosanu v pomérech 70:30, 50:50, 20:80 (ptiklad nomenklatury
P70C30 znadi, ze je ve vzorku zastoupeno 70 hm. % PVA-COOH a 30 hm. % chitosanu).
S rostoucim podilem PVA-COOH vykazuji xerogely poréznéjsi strukturu s vétsi distribuci
pord, coz je pravdépodobné zpiisobeno nehomogennim zesitovanim chitosanu. Novy kryci
material zajist'uje vlhké prostiedi nad potencialni ranou [42].

Obrazek 13: Snimky xerogelii z kombinaci PVA, chitosanu a PVA-COOH;
PVA (a,b), chitosan (c, d), PVA-chitosan (g, f), P70C30 (g, h), P50C50 (i, j), P20C80 (k, I)
pri riiznych zvétSenich [42]
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Zajimavou studii vydali S. R. Kanatt a kol., ktefi se zbyvaji vyrobou aktivnich biofilmt
z chitosanu a polyvinylalkoholu s vodnymi extrakty z maty a grandtového jablka. P¥idavkem
extraktd pozorovali zvySenou ochranu pfed UV zafenim a vys$si pevnost v tahu pfipravenych
xerogelt. Vyssi pevnost v tahu mize byt ovlivnéna piidavkem extraktd. Jedna se o fenolické
slouCeniny, které obsahuji skupiny OH, které tvoii vodikové vazby s chitosanem. Tento xerogel
je slibnym systémem pro zlepSeni kvality a prodlouzeni trvanlivosti potravin. Studie tedy
ukazuje potencial pfidavku ptirodnich extraktd k bioaktivnim materialim a budoucnost
V novych obalovych materialech [43].

I. M. Garnica-Palafox a kol. pouzili ve svych hydrogelech kromé chitosanu
i epichlorhydrin. Jimi vyrobeny hybridni hydrogel umozioval rust bunék a tvorbu
extracelularni matrice a vykazoval dostatecné mechanické, strukturdlni a biologické vlastnosti
pro potencialni pouziti v aplikacich tkanového inzenyrstvi [44]. Navazujici studie poté
vyuzivaji tentyz hydrogel pro nahradu us$ni chrupavky Vv praxi na mysich. Byly pouzity
chondrocyty izolované z kralika a prase¢i hyalinni chrupavky. Vysledny material se lisil
na zaklad¢ toho, z jakého zdroje byl poskytnuty material. Praseci chondrocyty odpovidaly usni
chrupavce, zatimco krali¢i se diferenciovaly na kost [45].

Interpenetrujici polymerni sité¢ byly vytvoreny S.J. Kimem a kol. z polyvinylalkoholu
a chitosanu za UV zafeni. Diky svému zkoumani pfisli na to, Ze pomé&r botnani PV A/chitosanu
zavisi na dvou faktorech, a to teploté a pH. Vysledky jejich zkoumani jsou shrnuty v nasledujici
kapitole 4.2 [32].

Semiinterpenetrujici polymerni sité pak zkoumali T. Peng a kol. opét na bazi chitosanu,
PVA a tentokrat za ptitomnosti glutaraldehydu. Jejich tym se zaméfil na cilené dodavani 1é¢iv,
a to diky zménam pH, které je v gastrointestinalnim traktu jiné neZ v ostatnich oblastech. Studie
byla tedy zaméfena na chovani sIPN hydrogely v prostiedi s rozdilnym pH. Vysledkem bylo
zjisténi, ze zalezi na protonizaci aminoskupin a disociaci vodikové vazby v siti, ktera souvisi
s pH roztoku [36].
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3.2 Zmény strukturnich a mechanickych vlastnosti v zavislosti na pH

Zpusob, jakym zkoumali zmény vlastnosti hydrogeli S.J. Kim a kol., je velice snadny
a efektivni. Pomér botnani byl zméfen po 24 hodinach od doby, kdy vysuseny vzorek z PVA
a chitosanu ponofili do roztoku s riznymi hodnotami pH a teplotami. Poté co hydrogel dosahl
rovnovahy, byl vysuSen filtraénim papirem a zvézen. Vysledkem jejich zkoumani je zjisténi,
ze hydrogely vykazovaly nizsi hmotnosti pii pH 7, 9 a 10 v porovnani s pH 2 a 4. Potvrdil se
tedy predpoklad, Ze ke zvySeni botnani dochazi v pifitomnosti vys$si koncentrace nabitych
iontovych skupin. Toho je dosazeno pravé ptitomnosti kyselého prostiedi, kdy je chitosan
v disociované formé a disponuje NH3z* skupinami. Tyto skupiny zastit'uji iontovou vazbu a lepsi
botnani [32] [46].
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a karboxymethyl chitosanu (CMCS) a Ag*. Pomér botnani byl vyssi pfi pH 2,1 nez pH 7,4
pro hmotnostni pomér CMCS:PVA 3:1. To bylo zptisobeno jako V pfedchozim piipadé
protonaci amonnych skupin CMCS ve vodném médiu. Naopak pak pomeér botnani pri pH 7,4
byl mirné vyssi nez pri pH 2,1, kdyz byl hmotnostni pomeér CMCS:PVA 1:3. Jelikoz je PVA
vysoce hydrofilni, zvySuje se tak i pomér botnani se zvySujicim se mnozstvim PV A ve struktute
hydrogelu. Hydrogel jako celek i s Ag* ma vétsi rychlost botnani. Cely proces probiha kvili
osmotickému vyrovnani nabitych stiibrnych ¢astic [35].

R. R. Mohamed a kol. pracuje se stejnym prub&éhem botnani za stejnych pH podminek jako
jiz bylo zminéno [32][35][46]. Jeho tym vSak pouzil namisto chitosanu trimethylchitosan
(TMC), a tim vytvofil Iépe rozpustny hydrogel na bazi TMC a PVA zesitovanych
s glutaraldehydem v hmotnostnich pomérech 1:3, 1:1 a 3:1. Vysledky botnavosti ukazuji,
ze hydrogely s vétsim obsahem PVA maji nejvyssi botnavost ze vsech diky vysokému obsahu
PVA a botnaji vétSinou v bazickéem médiu (pH 9), hydrogely s vétsim obsahem TMC botnaji
V neutralnim médiu (pH 7), pokud nejsou chemicky zesitény. Hydrogely s vyrovnanym
pomérem slozek botnaji vétsinou v neutralnim médiu (pH 7) [47].
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Dalsi zpfistupti ovéfili L. F.Gudeman a kol.,, kdyz vytvofili hydrogel zPVA
a polyakrylové kyseliny (PAA). Veskeré méfeni provadéli v reakci na zmény pH a iontové sily
botnavého média. Zjistili, ze hydrogely s velkou molekulovou hmotnosti botnaji vice a rychleji
nez hydrogely s nizsi molekulovou hmotnosti, jak je to vidét na Obrdzku 15. Spoleéné
s rychlejSim botnanim dochazi ke dvojnasobné rychlejSimu starnuti. Zména hodnoty pH
zpusobila kromé zvySeni hmotnosti i zvyseni priimérné velikosti ok (porovitosti). Veskeré tyto
I poméry polymeru a jejich strukturu. Zavislost botnani na pH je dana mnozstvim ionizované
slozky PAA. Zatimco homopolymer obsahujici 50 mol % PAA botnal pii pH 8, vzorek
s 60 mol % PAA botnal znatelné pii pH 6 [48] [49].
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Obrazek 15: Vliv pH na botndni hydrogely s riiznou molekulovou hmotnosti [49]

H. S. Shin a kol. navazovali na praci L. F. Gudemana [48]. Studovali botnani stejnych
hydrogelt akorat v roztoku s 5 riznymi polyelektrolyty. Objevili rozdily mezi chovanim
iontové nabitych a neiontovych latek v okolnim roztoku. Jmenovité se jednalo o teofylin, hovézi
sérovy albumin, vitamin B12, cefazolin a riboflavin. Zménou pH doslo k ionizaCi polyakrylové
kyseliny a nasledné k interakcim s elektrolyty v médiu. Prostupnost rozpusténych latek tak byla
vyznamné ovlivnéna svymi iontovymi vlastnostmi. V ptipadé permeace neiontovych
rozpuSténych latek se permeabilita zménila podle zmény botnani hydrogelu IPN. Mensi
rozpusténé latky a vyssi botndni hydrogelu IPN vedly k vys§imu difiznimu koeficientu. Proslé
mnozstvi rozpusténé latky lze selektivné regulovat zménou molekularniho slozeni v IPN
hydrogelu. Prostupnost iontovych latek vsak vykazovala opa¢ny trend. Permeace iontovych
rozpusténych latek pii pH 7 pies IPN se snizila, zatimco botnani IPN hydrogelu se zvysilo.
Toje zpusobeno piitazlivosti nebo odpudivosti mezi ionizovanymi PAA v hydrogelu
a ionizovanymi elektrolyty v roztoku pfi rizném pH [50].
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Existuje mnoho dalSich, kteti porovnavali vzniklé hydrogely v riznych pH prostiedich. Mezi
nimi naptiklad T. Peng a kol., kteti dosli k zjisténi, ze botnani hydrogeli zac¢ina klesat poté, co
hydrogely nabotnaly do urcité miry. Pro tyto ucely pracovali s hydrogely slozenymi z chitosanu
a polyetheru. Usoudili, Ze tendence botnat prechdzi do stavu rozpousteni [36]. Tento fakt
potvrdili méfenim, kde zjistili, Ze dochazi ke $tépeni iminovych vazeb. AvSak pokud se
hydrogel nachéazi v pH 1 a poté je ptemistén do pH 7,8 muize se formace hydrogelu navratit.
Také zalezi na zastoupeni jednotlivych slozek hydrogelu [51] [52].

pH<6 pH=6
—NH, + -CHO —¢«— - C=N—-—>—-C—N—

Obrazek 16: Reverzibilni tvorba a rozvoliiovani vazeb pri rozdilném pH [51]

B. Huang a kol. vytvotili sraZzecimi reakcemi za pomoci vodikovych vazeb zPVA
a regenerovaného chitosanu (RCS) vysoce funkéni kompozit. Tahové zkousky prokdzaly,
ze diky RCS doslo ke zlepsSeni mechanickych vlastnosti. Jak se koncentrace chitosanu
zvySovala, botnaci pomér PVA kompoziti se postupné snizoval, coz bylo zplsobeno
fyzikalnim zesiténim. Silna interakce s vodikovou vazbou snizuje pocet volnych
hydroxylovych skupin. Propleteni chitosanu a PVA zabrafiuje vstupu molekul vody,
¢imz se snizi pomé&r botnani. Obecné miiZeme fict, Ze se pomér botnani projevil v kyselém
prostiedi vice nez v alkalickém prostredi. Vysledny produkt je lehce tvarovatelny pro dobrou
citlivost na pH diky vnitini vodikové vazbé. Autofi si slibuji rozmanité pouziti prave
pro plasti¢nost a vysokou pevnost vodou indukovanych polymert [34].

Hydrogel reagujici na zménu pH zménou barvy vytvorili Q. Ma a kol. zPVA,
chitosanovych nanocastic a extraktu z moruse. Moruse patii mezi antokyany, coz jsou pfirodni
ve vodé rozpustna barviva, ktera poskytuji barvy indikujici zmény pH. Tento film byl vyuzit
V potravinarstvi pii baleni ryb. Jeho schopnost ménit barvu ze zelené na €ervenou indikovala
jakost ryb a jejich kazeni [52].

Obrazek 17: Vliv zmény pH na hydrogel z PVA, chitosanu a extraktu moruse [52]
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3.3 Studium uvolnovani aktivnich latek

I. Gholamali a kol. predstavili své nanokompozitni hydrogely na bazi karboxymethyl
chitosanu (CMCS) a PVA spolecné se zakomponovanymi Ag* casticemi. Bylo zde potvrzeno
trvalé a kontrolované uvoliovani 1éCiva, které¢ se prodluzovalo se zvySujicim se obsahem
stfibrnych nanocastic [54]. Za cil si cely kolektiv dal pfipravit a zlepsit uvoliiovani 1é¢iva
pomoci pH citlivych polymert. Pro tyto ucely pouzili pH roztokt 2,1 (Zalude¢ni Stava)
a 7,4 (stievni tekutina), do kterych umistili hydrogel se zakomponovanym lé¢ivem. Béhem
urcitych ¢asovych useku tak odebirali dany objem uvoliiovaciho média a mnozstvi uvolnéného
1é¢iva zkoumali metodou UV-VIS. Zjistili, ze pomér uvolnovani 1éCiva se snizuje se zvysujicim
se mnozstvim PVA ve struktufe, coz je zptsobeno silnéjsi vazbou hydrofilniho PVA [35].

A. Giingor a kol. nasyntetizovali hydrogel z PVA a chitosanu. Ve svém vyzkumu odhalili,
ze zvySend koncentrace PVA zajiStuje veétsi teplotni a pH citlivost hydrogelu. PVA také
ptispiva k tvorbé hydrogelil s vys$si hustotou, nizsi velikosti porti, pevnéjsSimi sténami port
a snizenim volnych prostor mezi fetézci, coz mize vést k mensimu zachyceni molekul 1é¢iva.
Na tomto systému studovali dodavani 1é¢iva nahrazené modelovym hydrofilnim barvivem
Rhodaminem B. Hydrogel byl ponofen do barviva na 48 hodin a nasledné byl vloZen do pufrt
srozdilnym pH. Dosli ke zjiSténi, ze dochazi k Sestindsobné vétSimu uvoliovani obsahu
pii pH 7,4 ve srovnani s prostiedim o pH 4,4 [55].

H. Wang a kol. sledovali difazi 1é¢iva Nisinu z hydrogelu tvofeného z PVA a chitosanu.
Nisin se uvoliioval ze zac¢atku s vys$sim difiznim koeficientem a postupem casu doslo z hlediska
kinetiky uvolnovani ke zpomaleni. Tento jev je zpusoben lehkou odbouratelnosti 1é¢iva
z povrchu, pfi¢emz Cast zachycena ve vnitini struktufe se uvoliovala pomaleji kvili delsi
diftzni draze. Bylo pozoruhodné, ze kumulativni procento uvoliiovani se snizovalo s poklesem
pomeéru chitosanu/PVA. Zaglenéni chitosanu do PVA matrice zvysilo hydrofobicitu systému,
coz vedlo k tomu, Ze uvoliiovani léciva se primo umérné zvysovalo S pritomnosti chitosanu.
Nisin se svou amfifilni povahou ukazal leps$i afinitu k hydrofilnim materialim [56].

A. Chhatri a kol. vyvinuli antibakterialni biomaterial pro hojeni ran. Takové materialy
museji udrzovat vlhké prostiedi, chranit ranu pted infekci, sniZovat nekrézu rany a zajist'ovat
vyménu plynti. Z tohoto diivodu se rozhodli do PV A a chitosanového hydrogelu zakomponovat
léc¢ivo Savlon, které zastiti antibakterialni aktivitu v ran€. Spole¢né s mnozstvim piidavku
1é¢iva nartstala i schopnost hydrogelu botnat a uvoliiovat 1é¢ivy prvek. Pripraveny hydrogel
nejevil znamky trombogenni povahy, naopak vykazoval antibakteridlni ucinky, coz bylo
pozorovano na bakterii E. coli [57].

S. Y. Kim a kol. zkoumali chovani 1é¢iv prostupujicich polymernimi sitémi slozenymi
z PVA apolyakrylové kyseliny (PAA) za t¢inku elektrického pole. Mnozstvi 1é¢iva vyznamné
vzrostlo s obsahem ionizovatelnych skupin PAA. Obsah zavedeného iontového 1éCiva
(celazolin) byl vyssi nez mnozstvi neiontového 1é¢iva (teofylin). Uvoliovani iontového 1é¢iva
bylo mnohem u¢inngjsi nez u neiontového. Aplikovany proud ovlivnil nejen nabitou PAA,
ale také ptidavek 1éciva [58].
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A. Islam a kol. vytvofili levny enterosolventni povlak citlivy na pH z chitosanu a PVA
v poméru 1:5. Do tohoto povlaku zabalili Aspirin a sledovali jeho uvoliovani. Botnani
hydrogelu bylo nepatrné jak pii kyselém, tak i zasaditém prostiedi. Naopak pti pH neutralni
bylo botnani maximalni. Test rozpousténi tablety probihal v simulovanych podminkach, jak
ukazuje — v zalude¢nich kyselinach (pH 1,2) se uvolnilo 7,11 % Aspirinu po dobu 2 hodin
a ve stievni tekuting (pH 6,8) bylo pozorovano trvalé uvolnovani Aspirinu (83,25 %) za pomoci
HPLC. Pro Aspirin je zadouci, aby se uvoliloval v prostfedi stifeva, tudiz byl pavodni ucel
splnén [32].
100
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Obrazek 18: Uvolnovani Aspirinu z hydrogelu pri rozdilnych pH [32]

Y. Liakol. pfidali 1é¢ivo proteinového charakteru do hydrogelu tvotfeného z karboxymethyl
chitosanu (CMCS) a PVA. Nejvyssi pomér botnani mél hydrogel s poméry 80 % CMCS
a20% PVA a nejmensi botndni vykazoval pii izoelektrickém bodu. V pravidelnych
rozestupech poté pozorovali uvoliiovani proteinu do pufrovaciho roztoku, do kterého hydrogel
ulozili. Méfeni probihalo pomoci UV spektroskopie pii 280 nm. Pufrovaci roztok mél rizné
hodnoty pH. Nejpomalejsi uvoliovani bylo za kyselych podminek, a naopak nejvyssi
pfi bazickych podminkach [59].

H. H. Sokker a kol. na svém syst¢ému z PVA, chitosanu, PAA a polyhydroxypropyl
methakrylaru srovndvali u¢inek pH na rychlost uvoliovani. Uvoliiovani lé¢iva se vyrazné
zvysilo spole¢né s pH (0d 2 do 9). To miize byt zpisobeno skute¢nosti, Ze tyto typy hydrogelt
botnaji v alkalickém prostedi snadné&ji nez v neutralnim. V kyselém pH se uvolnilo jen velmi
malé mnozstvi diky vodikové vazbé mezi —COOH a -OH [60].

H. X. Nguyen a kol. ud¢lali zPVA hydrogel pro dermalni uziti, ktery mél na povrchu
mikrojehlicky naplnéné 1é¢ivem doxorubicinem. Minimalizovali tak plytvani 1é¢ivem a vyuzili
ptesné cileni v misté nejpravdépodobnéjsiho vyskytu rakoviny. Uvoliiovani 1éiva méfili mimo
jiné i na lidské kuzi pomoci Franzovych cel. Alikvoty odebirali v 0, 1, 2, 4, 6, 8, 22 a 24 hodin
a ty nasledn¢ meéftili na HPLC. Na zéklad¢ dat dostali informaci o rovnovazném toku, Casu
prichodu propustnosti a stanovili diftizni koeficient [61]. V dal$im ¢lanku [62] autor potvrdil,
ze pomoci mikrojehli¢ek dochazi k nejuc¢innéjsimu uvolinovani aktivni latky — diklofenaku.
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Obrazek 19: Prichod aktivni latky pres stratum corneum

S. F. Taveira a kol. zkoumali G¢inky doxorubicidu v chitosanovém hydrogelu pomoci
iontoforézy. Tento experiment je zajimavy, protoze pouziva kladn€ nabity chitosan na zaporné
nabitou kizi, tudiz dochazi k vzajemnému vyruseni ndbojt. Kladné nabité 1é¢ivo miize pomoci
iontoforézy prostoupit do hlubsich vrstev kuize. Tyto vysledky potvrdili pomoci HPLC [63].
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Obrazek 20: Proces prostupu léciva pres kizi [7]

aktivni misto

Autori E. Dathathri a kol. [64] a Y. Zu a kol. [65] taktéz zkoumali dermalni pisobeni
hydrogelt. Zaméfili se vSak na vylepSeni mechanickych vlastnosti a z tohoto ditvodu pouzili
kombinaci PVA a chitosanu v poméru 6:1. Diky chitosanu doslo k vyssi difuzi a PVA sehral
roli pii uvoliovani 1é¢iva diklofenaku ve vétsi mire. Celkové se jim podafilo vytvofit pevnéjsi
matrici pro kontrolované uvoliiovani aktivnich latek. Sledovéni uvolfiovani diklofenaku
probihalo ve fosfatovém pufru, ktery byl poté spektroskopicky analyzovan pti 276 nm.
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4 CIL PRACE

Zadané cile této diplomové prace jsou shrnuty v nésledujicich bodech:

na zéklad¢ vybraného tématu diplomové prace sepsat literarni resersi vénujici se
kompozici hydrogeli s polyvinylalkoholem a dale popsat jejich zmény strukturnich
a mechanickych vlastnosti v zédvislosti na pH a jak budou ovlivnény vlastnosti
transportni

navrhnout vhodné systémy k cilené modifikaci transportnich a mechanickych
vlastnosti hydrogeli

piipravit vybranym zpiisobem hydrogelové systémy, které se vzajemné lisi vnitini
hodnotou pH a druhem sitovani, a ztohoto divodu modifikuji transportni
a mechanickeé vlastnosti

definovat rozdily mezi pftipravovanymi hydrogely za pomoci analytickych
a fyzikalné-chemickych metod s ohledem na transportni a mechanickém vlastnosti
diskutovat naméfené vysledky a vyvozovat logické zavéry
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie

vzorec Mr CAS dodavatel Sarze
Chitosan CssH103N9O39 350 KDa 9012-76-4 Sigma Aldrich  419419-50G
Hydroxid sodny NaOH 40,00 1310-73-2 Lach-Ner, s.r.o. PP/2013/06111
Kyselina octova ~ CoH40» 60,05 64-19-7 Lach-Ner, s.r.o. PP/2019/05927

Polyvinylalkohol  (C2H40)x 130 KDa 9002-89-5 Sigma Aldrich  563900-500G
Epichlorohydrin ~ C3HsCIO 92,52 106-89-8  Sigma Aldrich  45340-500ML
Chlorid sodny NaCl 58,44 7647-14-5 Lach-Ner, s.r.o. PP/2011/02369
Diklofenak sodny  Ci14H10Cl2NNaO> 15307-79-6 Sigma Aldrich  D6899-10G

5.2 Pouzité pristroje
Tloustkomér

Ttepacka

pH metr

UV-Lampa

Reometr

UV-VIS spektrometr

Lyofilizator

Piistroj pro ptipravu ultra ¢isté vody
SuSéarna

Analytické vahy

Magneticka michacka s ohfevem
Trhacka

Infracerveny spektrofotometr
Skenovaci elektronovy mikroskop
NapraSovaci zatizeni

Mikroskop atomérnich sil

Pritokovy regulator teploty (termostat)

Vicemistna magneticka michacka
Rentgenovy difrakéni mikroskop

Franzovy difuzni cely
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Trevicto

Vibramax 10 Heidolph, Vitrum
SevenEasy, Mettler Toledo S20 SE
Benda NU-6 KL, 6701000

TA Instruments HR 2 Discovery
Hitachi U-3900H, 2J2-0032
VirTis BenchTop K, 4KBTZL-105
Elga, Purelab Classic

Memmert UFP 400 double

Scaltec SB31

Heidolph Instruments Hei-Standard
AGS-X 133065435807

Thermo Scientific Nicolet iS50
Zeiss EVO LS 10

Polaron SC 7640

NanoWizard 4 Bruker

ED-5, Julabo

Thermo SCIENTIFIC i Poly 15
Empyrean, PANalytical

Permegear, SES GmbH-Analysesysteme



5.3 Priprava vzorki

Autor prace Garnica-Palafox [44] navrhl postup zesiténi polyvinylalkoholu a chitosanu pomoci
sitovaciho c¢inidla epichlorhydrinu. Tento c¢lanek byl hlavni inspiraci pro syntézu
hydrogelovych systémil, u kterych dale byly modifikovany strukturni i transportni vlastnosti
pomoci zmény pH pii syntéze. Dle zminéného postupu byly pfipraveny chemicky sitované
chrupavky u mysi. Tyto hybridni hydrogely vykazuji dostate¢né mechanické, strukturalni
a biologické vlastnosti pro potencialni pouziti v aplikacich tkdnového inzenyrstvi.

5.3.1 Chemicky sit’ované hydrogely

Pro vznik hydrogelt byl pfipraven vodny roztok 2,5 obj. % chitosanovy roztok, ktery byl
pfipraven rozpusténim 2,5 g chitosanu v 100 ml 0,4 M kyselin¢ octové michanim, aby bylo po
24 hodinach docileno uplného rozpusténi biopolymeru v kyselém prostiedi kyseliny octové
(1). Druhym roztokem byl 7,8 obj. % PVA rozpusténim 7,8 g PVA ve 100 ml deionizované
vody ve vodni 1azni pii 80 °C po dobu tii hodin (2). Oba roztoky byly michéany pti 500 otackach
za minutu (RPM) do uplného rozpusténi.

Vzniklé roztoky PVA a chitosanu byly smichany v poméru 3:4 (15 ml PVA (3) a 20 ml
chitosanu (4)) a po dobu tii hodin byly michany na ttepacce (800 RPM) pii laboratorni teploté
(5). Poté¢ byl do polymerni smési piidan 1 ml regulatoru pH odpovidajici koncentrace
eMm/i1m/ NaOH; 0,15 M NaCl nebo bez pridavku) a 0,9 ml sitovaciho ¢inidla —
epichlorhydrinu (coz odpovida 0,25 obj. % smési) (6). Tato smés byla michana ve vodni lazni
po dobu jedné hodiny pii 40 + 2 °C v atmosféte dusiku (7). Nasledné bylo 15 g polymerni smési
nalito na dvé plastové Petriho misky o pruméru 10 cm. V zavéru byly hydrogely vysuseny
pti 37 °C po dobu 72 hodin do tenkych xerogelt.

BT D |

Obrazek 21: Pracovni postup u chemicky sitovanych hydrogeli
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5.3.2 Fyzikalné sitované hydrogely

Abychom si ovéftili, zda Ize strukturni a transportni vlastnosti hydrogelit modifikovat nejenom
zménou fyzikalné-chemickych podminek (pH a iontova sila) pii chemickém sitovani
(viz kapitola 5.3.1), ale také odliSnym typem sitovani, bylo pfistoupeno k ptipravé
PVA/chitosan hydrogeli pomoci opakovaného mrazeni a rozmrazovani polymerni smési

ptipravit hydrogely riiznych vlastnosti a hlavng, Ze se zbavime chemického sitovaciho ¢inidla.

Objemy 20 ml chitosanového (1) a 15 ml PVA (2) roztoku byly michany v poméru 4:3 (3-4)
pii 800 otackach za minutu po dobu 3 hodin za laboratorni teploty (5). Peclivé promichana smés
byla nalita na plastové Petriho misky tak, aby se vytvofila souvisla vrstva. Toto mnozstvi
odpovida 15 g na Petriho misku o priméru 10 cm. Takto pfipravené vzorky byly ponechany
v mrazni¢ce po dobu 24 hodin (6) a ve tfech cyklech byly rozmrazeny (7) a opét po dobu
jednoho dne zamrazeny. Nazorny postup je ukazan na obrdzku 22.

Obrazek 22: Pracovni postup u fyzikalné sitovanych hydrogeli

5.3.3 Hydrogely s piidavkem diklofenaku

Pro studium transportnich vlastnosti hydrogeld byly pfipraveny vzorky s modelovym l1é¢ivem.
Zvolené 1é¢ivo diklofenak bylo pfimichano do vzorku tak, aby celkova koncentrace 1é¢iva
¢inila 150 mg/l. Navazka 0,0055 g diklofenaku byla zakomponovana do 20 ml roztoku PVA.
Dle vyse zminéného postupu byly ptipraveny Xxerogely chemicky sitované s piidavkem
2M NaOH, bez pridavku a také fyzikalné sitované opét bez pridavku regulatoru vnitiniho pH.
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5.4 Charakterizace strukturnich a fyzikalnich vlastnosti

54.1 pH

Zakladnim rysem celé prace je vliv modifikace hydrogelti na jejich strukturni, viskoelastické
a transportni vlastnosti. Jako hlavni vliv modifikace byla vybrana zména pH. Tato zména byla
realizovana pii ptipravé vzorkl (viz kapitola 5.3.1), které obsahuji rizné koncentrovany
regulator pH, vzdy na bazi hydroxidu sodného, piipadné regulator iontové sily na bazi chloridu
sodného, ktery pH méni, jako je vidét v nasledujici tabulce 1. Hodnota pH byla zaznamenana
pomoci méticiho zafizeni pred vysusenim hydrogelu a odpovida fadku v tabulce pH hydrogelu.

Tabulka 1: Viiv riizné koncentrovanych pridavkii hydroxidu sodného na pH systému
a pridavku chloridu sodného jakozto regulatoru iontové sily

faktory ovliviiujici pH
sitovani chemicky fyzikalne
pridavky 2M NaOH 0,15M NaCl bez
pH hydrogelu 4,80 4,61 4,45 4,35 4,21 4,30

5.4.2 Botnani

Ziskané PV A — chitosanové hydrogely byly vysuSeny do tenkych xerogelii pii 37 °C. Za uelem
méfeni a sledovani botnani byly xerogely roziezany na kousky odpovidajici potencialnim
aplikacim hydrogelu pii kryti ran. Pfi pozorovani zmény délky / tloustky a hmotnosti byly
pouzity rozméry 2 x 2 cm. Za suchého stavu (To) byla zmétena délka / tloustka nebo hmotnost
xerogell. VysuSené vzorky byly namaceny v deionizované vodé¢ a v Ssekundovych ¢asovych
intervalech opét méfena tloustka / délka pfipadné hmotnost do ustaleného stavu (rovnovahy)
po dobu 180 sekund, kdy byly rozméry vzorki finaln¢ zméfeny a zaznamenany (T1go). VSechna
meéfeni byla opakovana Skrat. Vysledky ztéto charakterizace jsou sumarizovany
V kapitolach 6.1.2 a 6.1.3. Z namétenych hodnot byl stanoven pfirGstek délky / tloustky
nebo hmotnosti dle nasledujici rovnice (1):

] — (T180 - TO) 10

prirastek [%
To

0 1)
Hmotnostni pfijem vody hydrogelovymi vzorky (botnani) byl méfen pomoci nékolika metod.
Nejvice se osvédcCilo poloZeni xerogelll na sitko s vétSimi pory. Po namoceni bylo sitko
I S hydrogelem vytazeno, okapano a okraje s piebyte¢nymi kapkami vody byly osuSeny.
Testovany byly 1 jiné moZnosti stanoveni botnani xerogeld, jako naptiklad botnani v kyvetach,
aj. Tyto metody se ovSem neosvédCily, proto byl charakter botnani xerogelti stanovovan
dle vyse uvedeného postupu.
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5.4.3 Pevnost v tahu

Pro findlni aplikace, at’ uz hydrogeli nebo samotnych xerogell, je nutna predevsim jejich
mechanickd pevnost a odolnost. Proto byla jako jedna z charakterizacnich metod pouzita
i metoda stanoveni maximalni pevnosti v tahu. Maximalni pevnost vtahu a taZznost
pti maximalni sile xerogelu byla provedena pomoci trhacky AGS-X. Xerogely byly nafezany
na velikost 2,5 x 10 cm a takto byly upevnény do Celisti, které od sebe byly vzdaleny 2,5 cm.
Analyza byla provadéna piirychlosti natahovani 100 mm/min. Pro meéfeni chemicky
sitovanych vzorkli byl pouzit 100 N snimac, ktery byl nedostacujici pro vzorky fyzikalné
sitované a s pridavkem 0,15 M NaCl. Pro tyto materialy byl pouzit snima¢ 500 N.

5.4.4 Stanoveni viskoelastickych vlastnosti

Dilezitym parametrem z hlediska aplikacniho a transportniho je nejenom informace o taznosti
xerogell, ale také informace o mechanickych (viskoelastickych) vlastnostech nabotnanych
hydrogelt. Vzhledem k tomu, Ze zménou viskoelastickych vlastnosti 1ze modulovat i kinetiku
uvolnovani aktivnich latek (transportni vlastnosti), bylo nutné stanovit tyto viskoelastické
vlastnosti pomoci vhodného prostiedi — reometru.

Hodnoty miry deformace hydrogelii byly zjistény z amplitudovych testi métfenych
na reometru TA Instruments HR 2 Discovery. Xerogely byly hydratovany po dobu 24 hodin
do uplného nabotnani. Z celku byl vytiznut poZzadovany rozmér odpovidajici plose deskovych
senzorll s horni ocelovou geometrii 20 mm S definované zdrsnélym povrchem a odpovidajici
spodni (stacionarni) vyhiivanou Peltierovou deskou s definované zdrsnélym povrchem
komplementarnim K horni pohyblivé desce, ktera byla nastavena na 37 °C. Tato teplota byla
vybrana pro simulaci prostiedi lidského téla. Jelikoz jde o velice tenké vzorky, které botnaji
vice do stran nez do Sitky, byla méfici Stérbina 250 pm. Viskoelastické vlastnosti nabotnanych
hydrogelt byly porovnavany pomoci oscilacnich testil, konkrétné se jednalo o amplitudovy test
s konstantni hodnotou frekvence oscilaci. Frekvence oscilace byla nastavena na hodnotu 1 Hz
a Cas relaxace pred zacatkem méfeni byl stanoven na 120 s. | v tomto relaxa¢nim kroku byl
vzorek zaroven temperovan na pozadovanou teplotu 37 °C. Amplitudové testy byly provadény
V nastaveni s kontrolovanou mirou deformace tzv. strain sweep Vrozmezi hodnot Se
vzestupnou tendenci od 0,01 do 1000 %. Pro ovéfeni reprodukovatelnosti dat byly testy
provadény vzdy minimalné ve dvojim opakovani Snové nadavkovanym vzorkem.
Vysledky z téchto méfeni jsou uvedeny v kapitole 6.1.5.

34



5.4.5 Rentgenova difrakéni analyza

Rentgenova difrakéni analyza neboli anglicky X-Ray Diffraction (XRD) je metoda slouzici
k urCeni struktury krystalickych latek. Za pouziti monochromatického svazku rentgenového
zéafeni jsou ozaifovany krystaly a vznika tak difrak¢éni obraz. Dopadajici (primarni) zafeni se
elasticky rozptyluje na elektronech méteného krystalu a vznika difraktované (sekundarni)
zareni. Tato metoda byla zvolena z divodu zkoumani potencialni krystalinity materidlu.
Pfi zkoumani rozdiltt mezi chemicky a fyzikalné sitovanymi hydrogely je dulezité védét, jaké
vazby vznikaji a zda vznik4 néjakd pravidelnost ve vaznosti. Tato metoda ndm napomaha
nahlédnout do struktury hydrogelu, zda zde dochazi k mikroskopickym krystalickym oblastem,
které dodavaji fetézci struktute pravidelnost.

Pro tcely tohoto méfeni byly vyfiznuty xerogely o tvaru kolecka s primérem 3 cm.
Tyto xerogely byly umistény do pfistroje a métena od 4,50 do 89,99 °2Th po krocich o velikosti
0,01 °2Th, tak, ze vysledny pocet krokt byl 6512.

5.4.6 Infrafervena a Ramanova spektrofotometrie

Zminéné spektrofotometrie jsou velice G¢inné metody pro pochopeni vznikajicich vazeb.
V ptipadé studovaného materidlu je zadouci detekovat, jakym stylem se pfi riiznych zménach
pH hydrogely sit'uji, a to hlavné v ptipadé chemického sitovadla. Vzajemna provazanost je
klicovym faktem, ktery ovliviiuje botnani, viskoelastické vlastnosti, ale i porovitost.

Molekularné-spektroskopicka analyza vzorki (se zkratkou FTIR) byla realizovana
na spektrometru Nicolet iS50 a to za pouziti technik ATR FTIR (uplny zeslabeny odraz)
a FT-RAMAN. ATR analyza byla provedena s vyuZitim jednoodrazového diamantového ATR
nastavce s parametry méfeni: 32 skeni, rozliSeni 4. ATR spektra byla méfena na 5 nezavislych
mistech vzorku. PCA analyza byla provedena na SW naprogramovaného a laskavé
poskytnutého pracovniky UPT AV CR. Ramanské spektra vzorktl byla ziskéana s vyuzitim
FT-RAMAN modulu ke spektrometru s excitanim laserem o vinové délce 1064 nm
(vykon 0,5 mW). Parametry FT-RAMAN analyzy: 1024 skenti, rozliSeni 4.

5.4.7 Mikroskopie atomarnich sil

Touto metodou je ziskan snimek povrchu vzorku, ktery poskytuje informaci 0 mechanickych
a strukturnich vlastnostech xerogeli. Tato metoda byla vybrana ztoho ddvodu, Ze nam
spolehlive poskytne udaje o velikosti port a také poda informaci o struktute povrchu hydrogeld,
coz dopomuze k osvétleni botnavého chovani, které je s velikosti port uzce spojeno.

Pro méfeni byl pouzit pistroj NanoWizard 4 (JPK Instruments) s nosnikem (kantileverem)
TESPA-V2 (délka 123 pm, $itka 40 pm, konstanta kantileveru 7 N/m, frekvence 320 kHz).
Pro nase u¢ely méfeni byl nastaven rezim QI"™ mode pro kvantitativni zobrazovani, ve kterém
se lze méfit mimo 3D struktury i adhezni vlastnosti a tuhost. Pro fixaci vzorku k podloznimu
skli¢ku byla pouzita oboustranna lepici paska (vInity povrch xerogelu znehodnocoval méteni)
a takto pfipraveny preparat byl umistén do svorek, aby nedoslo k posunu. Pohyb kantileveru
ve vertikalni ose byl nastaven na 150 nm, Rychlost skenovani byla nastavena na 62,5 um/s
a pixelové rozliseni na 6,0 ms. Hodnota pritlacné sily byla ponechana na zaklad¢ automatické
kalibrace kantileveru.
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5.4.8 Skenovaci elektronova mikroskopie

K vyobrazeni strukturnich vlastnosti byla pouzita skenovaci elektronova mikroskopie jako
nastroj zobrazeni morfologie xerogeli. Pro tuto metodu bylo tieba xerogely rehydratovat
a zmrazit za pouziti tekutého dusiku. Metoda mrazeni dusikem a nasledna lyofilizace byla
oproti suseni v proudové susarn¢ pro pripravu vzorku Setrnéjsi. Struktura hydrogelu se susenim
v susarné doslova potrha, coz je zpuisobeno unikajici vodou, ktera se dere ven vlivem teploty,
a dochazi tak k borceni struktury. U lyofilizace, kde je vzorek skokové zmrazen za velmi
nizkého tlaku, zistava struktura hydrogelu zachovana. Tento postup je Setrnéjsi viuci vzorku
diky fazovému prechodu vody, ktery je jiny nez u odpatovani. Takto ptipravené vzorky byly
vloZeny po dobu 3 dni v lyofilizatoru. Pfed samotnym méfenim byly vzorky pokoveny zlatem
ve vakuovém naprasovacim zafizeni Polaron a poté byly pozorovany elektronovym
mikroskopem v médu sekundarnich elektrondi s urychlovacim napétim 5 kV. Sitka dopadi
elektront byla nastavena na 60 pA a pracovni vzdalenost na kolem 10 mm. Kazdy ze vzorkt
byl prométen ve ttech riznych ptiblizenich na prifezu a na povrchu.

5.4.9 Stanoveni mérného povrchu

Pro doplnéni informaci o porovitosti byla navrzena zkouska stanoveni mérného povrchu (BET).
Vysledky této metody jsou pro porovnani sinformacemi z mikroskopie atomarnich sil
a také skenovaci elektronové mikroskopie, které mimo informace o podrovitosti ukazuji
strukturu studovanych materiald.

Ke stanoveni specifického povrchu byl pouzit vysokorychlostni analyzator sorpce plynu
NOVA 2200e (Quantachrome Instruments). Vzorky byly navazeny do méfici cely. Hmotnost
se fadove pohybovala okolo 0,1 g. Mé&fici cela byla umisténa do odplynovaci komory, kde byl
odplytiovaci proces provaden pii 40 °C po dobu 20 hodin. Po ochlazeni byly vzorky umistény
do méfici komory. Parametry méfeni byly nastaveny nasledovné: termilni zpozdéni — 900 s,
tolerance tlaku — 0,1 mmHg, doba na uvedeni do rovnovahy — 20 s a piekroceni ¢asového limitu
na uvedeni do rovnovahy — 60 s. Adsorp¢ni a desorpéni izotermy byly méfeny v prostiedi
kapalného dusiku (pfi teploté 77 K) od 0,05 do 0,95 relativniho tlaku P/Po. Ziskana data byla
zpracovana softwarem NovaWin a mérny povrch byl vypocitan metodou vicebodové BET
metody.
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5.5 Charakterizace transportnich vlastnosti

Uvolnovani modelového 1é¢iva — diklofenaku z pfipravenych hydrogeli (viz kapitola 5.3.3)
bylo experimentalné realizovano pomoci difiznich experimentd. Pro tento ucel byly vyuzity
difazni cely ve vertikdlnim uspotfadani, tzv. Franzovy cely a také uvolnovaci experimenty
Vv deionizované vod¢ pti laboratorni teplot¢ a teploté 37 °C pro vzajemné porovnani.

Z Sesti ruzné sitovanych hydrogeld, jejichz priprava byla zminéna v kapitole 5.3, byly
vybrany 2 nejvice odlisné chemicky sitované vzorky, ato s ptidavkem 2M NaOH a také
regulatoru vnitiniho pH. Jako tfeti typ vzorku podrobeny dal§im analyzam
z hlediska transportnich vlastnosti byl vybran fyzikalné sitovany hydrogel bez piidavku
regulatoru vnitintho pH, aby bylo mozné porovnavat uvoliiovaci schopnosti fyzikalnich
a chemickych hydrogeli. Do téchto druhti hydrogel bylo zabudovana koncentrace 150 mg/1
diklofenaku a v zavislosti na strukturnich vlastnostech bylo pozorovano rizné uvoliiovani této
modelové aktivni substance.

Kazdych 24 hodin po dobu 4 tydnd byly provadény odbéry roztoku, do kterého prochazel
diklofenak z jiz zmin&nych hydrogelii. Casovy prostup 1é¢iva bych detekovan pomoci UV-VIS
pti vlnové délce 280 nm, jakozto absorpéniho maxima. Nameétfend absorbance poté byla
pfepoctena na koncentraci pomoci kalibracni kiivky, ktera vznikla z koncentracni fady
12, 25 a 50 mg/l roztoku Diflofenaku. Linearni zavislost a zobrazeni rovnice ptimky ve tvaru
y = kx + q s nulovym posunutim (q = 0) je na obrdzku 23.
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Obrdazek 23: Kalibracni kiivka pro diklofenak
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5.5.1 Uvolnovani lé¢iva

Zaucelem sledovani kinetiky bezprostifedniho uvoliiovani aktivni farmaceutické substance byly
realizovany nasledujici experimenty. Sest vialek bylo naplnéno 20 ml vody a magnetickym
michadélkem. Pro studium uvoliiovani byly nastiithany 3 ruzné xerogely ve tvaru kruhu
(2M NaOH, bez chemicky a bez fyzikalné s diklofenakem viz kapitola 5.3.3) po dvou sériich
a vlozeny po jedné do ptipravenych vialek s vodou jako to ukazuje obrdzek 24.

Obrdazek 24: Experiment s uvolnovanim diklofenaku z xerogelu do vody

Rozméry a hmotnosti nastfihanych xerogelti SléCivem jsou zminény v tabulce 2
a pro porovnani byly do grafli pfevedeny na jednotkovou hmotnost. Pllka ze zminénych vialek
byla vlozena dovodni lazné¢ a kazdy roztok shydrogelem byl michan pii 250 RPM
atemperovan na 37 °C, aby simuloval prostfedi lidského téla a dal se poté porovnat
S Franzovymi celami. Druha polovina byla udrZzovéana pfi laboratorni teploté a také michana
pti 250 RPM.

Tabulka 2: Velikosti a hmotnosti xerogelit v suchém stavu pred vloZenim do vialky s vodou

teplota laboratorni 37°C
sitovani chemicky fyzikalné chemicky fyzikalné
ptidavky 2M NaOH bez bez 2M NaOH bez bez
prumér [cm] 25 2,5 2,5 1,6 1,2 1,4
hmotnost [mg] 18,8 17,1 30,4 12,0 8,2 17,0

Odbér vzorku pro méieni

V rozmezi 4 tydni byla vintervalu 24 hodin zjistovana koncentrace diklofenaku pomoci
UV-VIS spektrometru. Pokazdé doslo k odliti 3 ml roztoku z vialky, kde probihalo uvoliiovani
lé¢iva z jiz nabotnan¢ho hydrogelu. Pro méfeni absorbance byla vyuzita kiemenna kyveta,
protoze diklofenak ma své absorpéni maximum pti vinové délce 280 nm. Objem celého vzorku
byl po zméfeni navracen zpét do puvodni vialky, aby byla zachovana ptivodni koncentrace
a objem.
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5.5.2 Franzovy cely

Franzovy cely byly pouzity pro studium transportu aktivni latky (diklofenaku) pfes membrany
simulujici lidskou ktzi (StratM®). Tyto membrany nahrazuji lidskou kizi a slouzi jako
piirozena bariéra pii pozorovani transportu lé¢iva ze zdroje (hydrogelu / roztoku léciva)
do akceptorové tkan¢. Diky tomuto pozorovani mame moznost porovnavat prosté uvoliiovani
1é¢iva v rozpoustédle s priichodem 1é¢iva ptes membranu.

Sestaveni aparatury Franzovych cel

Diftzni aparatury se skladaji z nékolika ¢asti. Jak je vidét na obrdzku 25 jsou zde 2 komory —
vrchni tzv. zdrojova (donorova) a spodni piijimaci neboli akceptorova. Objem piijimaci
komory byl u vSech tii pouzivanych aparatur proméfen na 20 ml a tento objem byl doplnén
deionizovanou vodou a malym magnetickym michadélkem (1). Sty¢né plochy obou komor byly
namazany inertni silikonovou pastou na zabrusy Lukosanem (2-3), coz zajistovalo dokonalé
tésnéni a neschopnost vody difundovat mezi celami jinak nez pfes membranu. Na takto
pfipravenou pfijimaci komoru byla umisténa lesklou stranou nahoru membrana StratM®
simulujici lidskou kuzi (4).

Tl
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Obrazek 25: Sestavené Franzovy cely a odber vzorku

V tomto kroku se 1i8i postup ptipravy v zavislosti na tom, z jakého média byl pozorovan
prostup lé¢iva. V piipadé xerogeli s 1é¢ivem byl vzdy ustiihnut pozadovany kousek xerogelu
(tvaru kruhu) a pfimo na StratM® membrané botnan do rozmért StratM® membrany (2,5 cm)
(5). Tyto velikosti byly vypocitany na zaklad¢ znalosti botnani do délky z kapitoly 6.1.2.
Konkrétni praiméry a hmotnosti jsou zminény v tabulce 2. V zavéru doslo k propojeni obou
komor piiloZenim natfenych sty¢nych ¢asti k sobé (6).
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Tabulka 3: Velikosti a hmotnosti xerogelii v suchém stavu pred umisténim na StratM®
membranu

druh xerogelu

chemicky + 2M NaOH

chemicky — bez

fyzikalné — bez

prameér [cm]

1,6

1,2

1,4

hmotnost [mg]

12,0

8,0

14,3

V piipadé prostupu vodného roztoku diklofenaku byly prvotné obé komory sestaveny
sty¢nymi, namazanymi ¢astmi k sobé a poté bylo do donorové komory nalito 5 ml 150 mg/1
roztoku diklofenaku. Pro zajisténi dokonalého té€snéni byly okraje styénych Easti oblepeny
parafilmem (7), ktery byl aplikovan i na vrchni ¢ast donorové komory a na odebiraci trubic¢ku,
coz zabranovalo odpafovani roztokd a vysuSovani hydrogelti. Pro vytvofeni vhodnych
podminek simulujicich lidskou kiZzi byl vnéjsi plast aparatury temperovan za pomoci
termoregulatoru na 37 °C. Soucasné¢ byla pfipravena i1 aparatura bez termoreguldtoru
za laboratorni teploty za tGc¢elem porovnani rychlosti prostupu lé¢iva z roztoku diklofenaku
v zavislosti na teploté (8). Pripravené aparatury byly umistény na michacku, uchyceny

do laboratornich stojanti svorkami. Rychlost michani byla nastavena na hodnotu 250 RPM.

Obrazek 26: Priprava Franzovych cel pro transportni experimenty
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Membrdana StratM®

Prvotnim experimentem pied samotnymi transportnimi experimenty ve Franzovych celach bylo
zjisténi, zda membrana neabsorbuje dané 1é¢ivo a nedochazelo by tak ke zkreslenému prabéhu.
Pro tyto potieby byla membrana umisténa do roztoku 150 mg/l roztoku diklofenaku
aV Casovych intervalech po tydnu a mésici byla zaznamendna absorbance roztoku.
Pied kazdym méfenim byla tfeba 150 mg/l roztok natedit na 50 mg/l, aby byla absorbance
V ramci méfitelnosti ptistroje.
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Obrdzek 27: Mira ovlivnéni absorbance roztoku 50mg/l vioZzenou membrdanou StratM®

Pti pohledu na obrazek 27 neni detekovatelny markantni rozdil mezi méfenymi hodnotami.
Drobné nuance lze vysvétlit provedenym fedénim. MlUzeme tak pfedpokladat, ze k ukladani
lé¢iva v membranach nedochézi, a tedy neovlivituje negativnim zptisobem vysledky méfeni.
Stanovené koncentrace difundujiciho diklofenaku jsou skute¢né koncentrace, které
propenetrovaly skrz membranu, a ne zachyt l1é¢iva v membrané.

Odbér vzorku pro méieni

Napadnou casti Franzovych cel je trubicka vychézejici ze spodni casti pfijimaci cely
(Jak ukazuje obrdzek 25). Pravé timto otvorem byl odebiran injekéni stfikackou s dlouhou
jehlou objem 3 ml roztoku, kazdych 24 hodin po dobu az 4 tydnd. Odebrany objem byl
kvantitativné pfeveden do kiemenné kyvety a méfen spektrofotometricky. Pfi vinové délce
280 nm byla odectena hodnota absorbance v programu MS Excel. Za ucelem udrzeni
konstantniho obejmu v cele byl cely objem navracen nazpét injekéni stiikackou.
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6 DISKUZE A VYSLEDKY

6.1 Strukturni a fyzikalni vlastnosti

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo navrhnout a piipravit hydrogely s modifikovanymi
strukturnimi a transportnimi vlastnostmi. Pro tyto ucely byly zvoleny na zadklad¢ studia
literatury (kapitola 4.1) polymery biokompatibilni, a to chitosan a polyvinylalkohol, které jsou
vhodné pro ptipravu hydrogeld pro biomedicinské aplikace a také vykazuji rozdilna chovani
pii zméné¢ pH (viz kapitola 4.2). Pravé zména pH je hlavnim faktorem, ktery modifikuje
piipravované hydrogely a jejich strukturni a transportni vlastnosti. Cilend modifikace hydrogela
je navic doplnéna o porovnani chemického [44] a fyzikalniho [12][41] sitovani, které bylo
V ramci experimentalni prace provedeno a popsano (kapitola 5.3).

Celkovy postup ptipravy hydrogell je dilezitym faktorem, ktery udavéa konecné vlastnosti
materidlu. Pti bliz§im zkouméni a charakterizaci pfipravenych materiald mizeme vnimat
markantni rozdily pfi nikterak zavratnych zménach pH, které jsou uvedeny v tabulce 1. Cilena
modifikace mize byt Zddana obzvlasté pak v medicinskych aplikacich, kdy konkrétni material
musi vykazovat ptesné vlastnosti, které jsme schopni vhodnou ptipravou ovlivnit. Tyto rozdilné
strukturni a fyzikélni vlastnosti se promitnou i do vlastnosti transportnich, coz je Zzadouci
Z hlediska ovlivnéni kinetiky distribuce aktivnich latek.

6.1.1 Vizualni zhodnoceni

Zména strukturnich i fyzikalnich vlastnosti pfi zméné pH je patrna jizZ na pohled. VysuSené
xerogely sruznymi piidavky NaOH a NaCl, coby regulatoru iontové sily, zménily svou
strukturu, vzhled a celkovy dojem z vytvofeného xerogelu. Jejich zména je znatelna

jak na dotyk, vzhled, tak pfi osvétleni UV lampou pfi vlnovych délkach 254 a 365 nm
(viz obrazek 28), a to nasledovné:

2M NaOH — xerogel je zkrouceny a nejtuzsi ze vSech, pii osviceni UV lampou se objevi velké
mnozstvi malinkych zjasnénych tecek.

— material se mirné krouti a na pohmat je tuhy, ozatenim Ize detekovat desitku tecek
na xerogelu velikosti 2 x 2 cm.

— xerogel je rovny, pruzny a pii osviceni lze pozorovat par fluoreskujicich tecek.

v

— velice podobny xerogelu s piidavkem 0,5M NaOH, akorat se jevi poddajnéjsi
a me&kci. Pii ozéfeni nejevi témet zadné zjasnéni.
— mlécné zbarveny xerogel, ktery je mékky a poddajny. Pti osviceni neni zjevné
jakékoliv svétélkovani kromée bublin zvyraznénych svétlem.
bez fyzikalné — velice tuhy, hruby xerogel mlééného zbarveni, bez zadné znamky zjasnéni.

PVA — naprosto prihledny, pruzny xerogel bez zjasnéni (pouze malinké necistoty).

Ukazuje se zde trend, kdy se zvySujicim se pH (tedy pfidavkem NaOH) je xerogel rigidn&jsi

vvvvvv

a lze tak usuzovat, ze pfi vysSSich koncentracich hydroxidu dochazi k lepSimu sitovani.
V porovnani chemického a fyzikalniho sitovani jsou vidét jasné zmény v barveé, kterd se
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u fyzikalniho sitovani zda zakalengjsi. Diky fotce ¢istého PV A mtizeme usuzovat, ze za mlécné
zbarveni je zodpovédny chitosan, ktery se vyskytuje ve vSech ostatnich vzorcich.
Jiz na obrdzku 21 je vidét rozdilnd zména zbarveni roztoku chitosanu v porovnani
s prahlednym roztokem PVA.

Zajimavosti zde je vyskyt fluoreskujicich tecek, jejichz pocet se zvysuje se zvysujicim se pH.
Vyskyt takovychto tecek piipada pouze na xerogely, které jsou chemicky sitovany, a obsahuji
tak epichlorhydrin. V publikacich [66] a [67] popisuji nejlep$i sitovani epichlorhydrinu
pii vysSich hodnotach pH. DalSim z faktord vyskytu téchto tecek muze byt fakt,
ze se zvySujicim se pH se snizuje rozpustnost chitosanu, coz by mohlo naznacovalo,
ze fluoreskujici mista jsou lokdln€ nerozpustény chitosan.

2M NaOH 1M NaOH bez chemicky 0,15M NaCl bez fyzikalné

PVA

Obrdazek 28: Vysusené xerogely po osviceni UV lampou pri vinovych délkdach 254 nm a 366 nm

6.1.2 Stanoveni botnavého chovani

Botnaci kapacita se mtize jevit jako jedna z nejjednodussich zkousek, avsak poskytuje velice
cenné poznatky, které vysvétluji chovani zkoumaného materialu u dalsich metod. Piedevsim si
téchto informaci cenime, protoZze dokazou osvétlit transportni vlastnosti, coz je spojené
S mnozstvim pohlceného disperzniho prostiedi.

Po tfech minutdich od pocatku botnani doSly vSechny materidly (kromé& fyzikalné
sitované¢ho) do maximalni hodnoty absorpce vody. Kinetika botnani fyzikalné sitovaného
xerogelu byla mirné pomalejsi, a proto byly finalni hodnoty zaznamenany po hodiné botnani
vSech systémi, kdy se jevily hodnoty pro vSechny hydrogely neménné, piipadné byly rozdily
hmotnosti v ¢ase zanedbatelné. Méteni botnani bylo provedeno pétkrat a vysledné hodnoty byly
zaznamenany do grafu na obrdzku 29.
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2M NaOH 1M NaOH 0,5M NaOH bez - chemicky 0,15M NaCl bez - fyzikalné

Obrazek 29: Pomér nabotnani suchych xerogelu do maximalniho stavu po dobé 24 hodin

Jak obrazek 29 ukazuje, projevuje se zde trend botnani tmérny K rizné koncentrovanym
piidavkim NaOH. Cim niz§i hodnota pH byla u xerogelu naméfena (viz tabulka 1), tim vétsi
mnozstvi vody byl material schopen pohltit. Hraje zde roli nékolik faktorti. Prvnim z nich je
zminéné pH, které ovlivituje stupen disociace chitosanovych skupin, které jsou schopny vazat
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vodu. V kyselém prostfedi se amidové skupiny -NH2 protonizuji za pfitomnosti H" na -NHs*
a ziskavaji tak kladné naboje, které se vzajemné¢ odpuzuji. Davaji tak moznost vétSimu prostupu
vody a tim i celkovému botnani, jako je vice popsano v kapitole 2.2.3.

Dal§im z davodi vysvétlujici takovéto chovani je mira zesiténi. Cim je lepsi zesiténi
materidlu, tim dochazi ke zhorSeni rozpustnosti, diky tvorbé uzll, které sitovanim vznikaji.
Cim hustéjsi je zesiténi, tim obtizn&ji vnikaji do polymeru nizkomolekularni latky jako je
napiiklad disperzni prostifedi — voda. V dusledku toho klesa botnavost. Pro porovnani nam
muze slouzit ptiklad chemického a fyzikdlniho sitovani bez jakékoliv vnitini zmény pH
hydrogelu. Oba materialy pobiraji obdobné mnozstvi vody, avSak V piipadé hydrogelu
vzniklého fyzikdlnim sitovanim po hodiné€ botnéni vykazuje vyssi hodnoty stupné nabotnani.
Vysvétleni mizeme hledat v sile vazby, ktera vznika. Jak je popsano v kapitole 2.1.3 sifovdani,
fyzikdlni sitovani je reverzibilni a uzly, které vznikaji, mohou stejné tak i zanikat v rdmci
nekovalentnich vazeb. Také to muze byt divodem, pro¢ fyzikalné zesitény hydrogel botna
pomaleji.

Jiz samotny vzhled napovidal o vysledcich botnani. Ty xerogely, které se zdaly na pohmat
rigidnéjs$i a kompaktnéjsi, ve vysledku neabsorbovaly tolik vody jako xerogely poddajné&;jsi
amekc¢i. Je to dano kombinaci ptedchozich dvou faktorti, a to vlivem pH a sitovanim.
V disledku rizného pH prostiedi jsou polymery schopné rozdiln¢ sitovat a vytvaret tak veétsi
mnozstvi uzll, které brani priachodu vody do systému. Ve vyssich hodnotach pH skupiny -NH>

a -OH tvofi vice vodikovych milstkd a provazanost materialu je tak silné;jsi.

wrv

6.1.3 Zhodnoceni botnani z hlediska poméru Sifka — délka

Kapitolou navazujici na ptedchozi problematiku je zména $iiky a délky v ramci experimentu
botnani. Velice zajimavym se ukazal pomér botnani xerogeld do $itky a do délky. Prubéznym
meéfeni v Case v intervalech po 5 sekundach byl méten ptirtstek, ktery se ustélil po 3 minutach
botnani.

Tabulka 4: Zména délky a sirky pri botndani po dobu 3 minut

sitovani chemicky fyzikalné
pfidavky | 2M NaOH

zména $iFKy pii botnani [pum]

Ominut | 63+11 40+5 5844 5344 71 +7 72+ 18
3minuty | 78+8 64+ 17 78+ 8 80+6 | 140+18 | 120+7
pomer: 28 % 44 % 35 % 52 % 97 % 120 %
botnani

zména délky pfi botnani [cm]

0 minut 2,0+0,0

3minuty | 32+03 | 3703 | 47+04 |47+04| 50+05 |36+03
POMEr | 6004 85 % 135 % 135 % 150 % 80 %
botnani
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Zména §itky byla méfena tloustkometrem a prodlouzeni bylo realizovano na milimetrovém
papife jako je vidét na obrazku 30. Jsou zde patrné rozdily botnani diskutované jiz v predchozi
kapitole, kdy se potvrzuje, ze ¢im koncentrovanéjsi ptidavek NaOH, tim k menSimu botnani
atim i roztaznosti dochazi. K nejvétsimu prodlouzeni doslo u xerogelu s piidavkem
0,15M NacCl.

Obrazek 30: Maximalni prodlouzeni xerogelii po hodinovém botnani

x2M NaOH x1M NaOH +0,5M NaOH xbez NaOH X fyzikaln¢ > 0,15M NaCl
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Obrazek 31: Pomér botnani v zavislosti na meéreném prodlouZeni v case
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Jak je vidét v tabulce 4 vsechny xerogely se chovaji anizotropné, a to v zavislosti na pH
I na zptisobu sitovani. U chemicky zesiténych hydrogeli je vétsi roztaznost do délky, zatimco
u fyzikalné sitovaného hydrogelu je vétsi tendence botnat do vysky. Tato skutecnost je dana
povahou vazeb. Zatimco sitovaci ¢inidlo tvoii pevné chemické vazby, které délaji material
kompaktni a rigidni, tak nevazebné fyzikalni interakce davaji vzniku vyssich struktur. Propojuji
je zajimavé z hlediska aplikaci, protoZe zménou typu sitovani jsme schopni ovlivnit i1 zplisob
botnani.

Epichlorhydrin situje nejen chitosan, ale Vvtomto ptipadé¢ hlavné¢ PVA, protoze je
V majoritnim mnozstvi a také protoze prostfedi pH ma kyselé hodnoty. To ovliviiuje jeho
sitovaci preference. Mnohem vétsi tendenci tvofit 3D strukturu Se jevi pii zasaditém pH.
Tuto skutecnost 1ze pozorovat pii piidavcich rizné koncentrovaného hydroxidu. S rostouci
koncentraci sodného hydroxidu dochazi k tvorb& pevnéjsich a rigidnéjSich struktur. Zmény
délky jsou tedy mnohem razantnéjsi diky utvafeni dlouhych polymernich PVA fetézct, které
zesitovaly pomoci epichlorhydrinu do dlouhych spletitych siti.

Na obrdazku 32 je vizualné patrna tendence chemicky sitovanych hydrogelt zachovavat
pii vysuSeni co nejvétsi prostor a tenkou strukturu. Po 3dennim suSeni chemicky sitované
hydrogely zaujaly tvar kyvety, do kterych byly odlity, a vytvorily tak povlak lemujici tvar
kyvety. Naopak fyzikdln¢ sitovany hydrogel po vysuSeni stahl svou 3D sit’ do kompaktniho
tvaru. Zde se potvrzuje predpoklad sestaveni 3D sité, kterd je v pfipadé chemicky vazanych
hydrogelt provazala do délky propojovanim PVA fetézct a chitosanu. Fyzikalni sitovani je
dle pfedpokladu uskupeno do prostorngjsich siti, které tak davaji vzniku vysusené kompaktni
struktufe nebo pii botnani vétsimu prostupu do §ifky nez do délky.

| NaOH

0,5M NaOH

Obrazek 32: Hydrogely susené v kyveté zaujimaji tvar v zavislosti na druhu zesiteni
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6.1.4 Pevnost v tahu

Sit¢ s mensim mnozstvim vazeb byvaji zpravidla vice elastické, protoze nabizi vétsi variabilitu
konformace makromolekuly. S pfibyvajicim poétem spoji (uzli) pak pocet moznosti
usporadani klesa a sit’ se stava propleteng;jsi.

Tuto teorii si mizeme Vv praxi ovefit na obrazku 33, kde vidime postupné snizujici se silu,
kterd je potfebna pro roztrzeni chemicky sitovanych xerogeld. Vys$s$i pevnost materidlu
vykazuji vzorky se zvysujicim se mnozstvim NaOH. Cim zasadit&jsi prostiedi pfi sitovani bylo,
tim propletenéjSi struktury vznikly, a tudiz ubylo na elasticité¢ vytvofenych xerogeli.
Za povSimnuti stoji i podobny pribéh prodlouzeni u vSech téchto chemicky sitovanych
xerogelil. Prvni je tfeba dodat vyssi silu pro minimalni nataZzeni a po ptekroceni této hodnoty
se xerogel snadno protahuje jen s malym navysenim sily. Prib¢hy nataZeni souhlasi i se zménou
délky pii botnani, které jsou taktéz zapti¢inény slozitosti propletené sité.
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Obrazek 33: Pevnost v tahu chemicky sitovanych gelii s riizne koncentrovanym pridavkem
NaOH

v

Rozmanitéjsi prubéhy jsou vidét na obrdzku 34, kde mlzeme porovnat pevnost v tahu
u chemicky a fyzikalné sitovanych materialti (hydrogelovych siti). Xerogel 0,15M NaCl ma
stejny priabeh, ktery je jiz popisovan na predchozim obrazku, protoze se jednd o chemicky
sitovany hydrogel. Za povSimnuti stoji fyzikalné sitovany xerogel, pro jehoz natazeni je tieba
vysoka pocate¢ni sila, ktera po piekonani potfebného minima je téméf neménna a xerogel se
pouze dale natahuje do Gplného utrzeni. Druhy zaznam, ktery je vidét v grafu je zkouska
natazeni jiz pouzitého fyzikalniho xerogelu. Jejich prubéh je velice podobny nenaméahanym
xerogelim, coz znac¢i velké mnozstvi nekovalentnich vazeb, které se zachovavaji
I pfes pfedchazejici namahani materialu. Tato informace je vyhodna z toho dtivodu, Ze i pokud
je xerogel na zacatku mechanicky namahan, tak si zachovava jakousi pevnost, coz je dalsi
piidand hodnota materialu.

47



Hlavni elastickou slozkou xerogelti je PVA, jehoZ pevnost v tahu ma specificky priabéh. Aby
se xerogel vubec natahl je tieba vysoké sily, ktera se po dosazeni maxima snizuje a Xerogel se
prodluzuje bez dalsi potteby dodat vyssi sily. Oba polymery v téchto xerogelech plni svou
zasadni funkci — chitosan je v tomto hydrogelu zodpovédny za botnani a PVA za mechanickou
pevnost v tahu. Kombinaci obou sloZek, které jsou biokompatibilni vytvati z xerogelt velice
uzitecné materialy.
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Obrazek 34: Pevnost v tahu rizné sitovanych hydrogelii

V prilozené tabulce 5 jsou hodnoty maximalni sily a taznosti materialt, jejichz prubéh byl
komentovan v predchozich grafech. Hodnoty maximalni sily jsou umérné sloZitosti propleteni
chemicky zesiténych materiala. Cim komplikovanéjsi a zapletengjsi struktura vznika,
tim mens$i maximalni sila je pro natazeni potiebna. S nartistajicim po¢tem vazeb klesa ochota
roztahovat se, a proto vétsi elasticitu a taznost maji sit€é s mén€ propletenou strukturou.
Pfi porovnani a fyzikalné sitovanych hydrogelt bez pridavku regulatoru vnitiniho
pH, mizeme konstatovat, ze fyzikaln¢ vznikaji propletenéjsi struktury, které nejsou tolik
elastické jako chemické, a proto i taznost je mnohem nizsi u fyzikalnich hydrogela.

Tabulka 5: Prehled potrebné maximalni sily a taznosti pro jednotlivé materialy

sitovani chemicky fyzikalné
ptidavky | 2M NaOH bez 0,15M NacCl bez
-
maximarnt 34,3 82.2 80,7 100.1 108.4 76.9
sila [N]

taznost pii
maximalni 12,5 21,1 30,8 28,8 26,4 12,8
sile [%]
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6.1.5 Stanoveni viskoelastickych vlastnosti

V ptedchozi kapitole byla popsana pevnost v tahu a s ni i elasticita ptipravenych xerogelt. Vyse
byly porovnavany mechanické vlastnosti xerogeli a Vtéto kapitole budou zjistovany
mechanické vlastnosti samotnych hydrogeli. Viskoelastické vlastnosti byly déle méfeny
pomoci reologickych testd, konkrétné se jednalo o oscilaéni méteni (amplitudovy test
s konstantni frekvenci oscilaci).

Zavislost viskoelastickych modulii na ménici se mife amplitudy deformace je zachycen
na obrazku 35. Vsechny vzorky vykazuji obdobné chovani a to takové, ze pfi nizkych
hodnotach amplitudy deformace maji stejny prubéh (hodnoty se s rostouci amplitudou
deformace neméni) — pamét'ovy modul (G") svou absolutni hodnotou prevysuje modul ztratovy
(G""). Takovyto prubéh potvrzuje fakt, Zze se ve vSech ptipadech jedna o gely. Vzorky byly
proméieny S konstantni hodnotou frekvence oscilaci (1 Hz) od 0,01 do 1000 % amplitudy
deformace. Pro vysledkovou ¢ast jsou vSak pouzity pouze hodnoty od 0,1 % z ditvodu citlivosti
pfistroje.
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Obrazek 35: Zavislost viskoelastickych modulii na ménici se mire deformace pro chemicky
sitovany hydrogel bez zmény pH vnitrniho prostredi

V grafu je mimo jiné vyznacena i linearni viskoelasticka oblast (LVO), ktera je v tomto
ptipadé detekovatelna do amplitudy deformace odpovidajici 3,3 %, protoze do tohoto bodu jsou
oba moduly neménné Vv zavislosti na rostouci amplitudé¢ deformace (pii konstantni frekvenci
oscilaci). Od této hodnoty dochazi k poklesu pamét'ového modulu a mirnému nartstu modulu
ztratového. Dé&je se tak z ditvodu tvorby mikroskopickych trhlin v materidlu, které prechazeji
do makroskopickych trhlin v bod¢€ piekiizeni. V tomto rozmezi (mezi zménou LVO a bodem
piekiizeni) dochazi k poniceni struktury studovaného materialu, piesto vSak vzorek vykazuje
chovani hydrogelu (G">G""). Piimo v bodé piektizeni samplitudou deformace 46,2 %
neprevazuje elasticka ani viskdzni modul. Za timto bodem dochazi k poklesu obou moduli, kde
po prektizeni prevysuji hodnoty ztratového modulu nad pamétovym. V Gplném zavéru tedy
prevazuje viskozni chovavani hydrogelu.
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Sohledem na to, ze material vykazuje pii nizSich hodnotich amplitudy deformace
viskoelastické chovani s prevahou elasticity, bude pro porovnavani mechanickych vlastnosti
hydrogelt a vétsi prehlednost vyuzito pamétovych moduld.

Na obrdazku 36 muzeme vidét pamétové moduly pro chemicky sitované hydrogely
s rozdilnymi ptfidavky NaOH. Graf ukazuje trend zvySujicich se hodnot modulii s rostoucim
ptidavkem sodného hydroxidu. Cim vy3§i hodnoty modulu hydrogel vykazuje, tim vice uzl
sit obsahuje, coz je vsouladu s vizualnim zhodnocenim xerogelt (viz kapitola 6.1.1).
V zévislosti na mnozstvi uzli maji materialy tendenci botnat. Nejméné ze vSech materidlt
botnal pravé chemicky sitovany hydrogel s nejkoncentrovangjsim piidavkem NaOH.
Viskoelastické zkousky potvrzuji, Ze v tomto materidlu je nejvetsi zauzleni, které zabranuje
prostupu vody mnohem vice, nez je tomu u méné propletenych struktur.
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Obrazek 36: Pamétoveé moduly pro chemicky sitované hydrogely s rozdilnym pridavkem
NaOH

Taktéz toto tvrzeni mizeme podlozit vysledky ze zkouSek pevnosti v tahu, kdy elastické
vlastnosti jsou zavislé na mife propleteni struktury. Cim vice uzlti ve struktufe vznika,
tim mensi elasticitu material vykazuje a mnohem dfive se jeho vnitini struktura hrouti. V grafu
mizeme sledovat tendenci zkracovani LVO se zvySujicim vnitinim pH hydrogelu a tomu trendu
pak odpovidaji i snizujici se hodnoty miry deformace, ve které dochazi ke kiiZzeni moduld.
Natéto hodnoté se ukazuje, jak pevné jsou vzniklé uzly a kdy dochazi k deformaci
na makroskopické trovni. Plati tedy, Ze ¢im vétsi hodnotou amplitudy deformace ma bod
prekiizeni, tim je vétsi pevnost uzli. Tato data jsou pro lepsi prehlednost zaznamenana
v tabulce 6 a jednotlivé prubehy vsech amplitudovych testl jsou pfiloZeny v pfilohach.

Rozdil viskoelastickych vlastnosti fyzikaln¢ a chemicky sitovanych hydrogeli vidime
na obrazku 37. Fyzikdlni hydrogel méa vyssi viskoelastické moduly diky menSimu
nasorbovanému mnozstvi vody, ale bod ptekiizeni je pii nizSich hodnotich amplitudy
deformace, protoze jeho fyzikalni vazby jsou slabsi nez chemické. Stejné€ to plati u chemicky
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sitovanych hydrogeld, které se zvySujici se koncentraci sodného hydroxidu vykazuji vyssi
moduly a analogicky niz$i botnavost.
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Obrdazek 37: Pamétové moduly pro rizné sitované hydrogely v zavislosti na mire deformace

Zivotnosti a pevnosti uzli se od sebe mohou hydrogely zna¢né lisit. Tyto rozdily miizeme
vidét v hodnotach miry deformace od posledniho bodu LVO do bodu piekiizeni. Zivotnost
spoju mizeme vidét v tabulce 6 v hodnotach pro LVO, kdy dochézi k prvnim mikrotrhlinam.
Zde dochazi k prvotnim deformaci vazeb. Body ptekiizeni jsou v rozmezi od 12,34 do 77,30 %
hodnoty miry amplitudy deformace a tato ¢isla udavaji pevnost uzlii. Obecné tedy plati, Ze ¢im
vy$§i modul, tim vice uzli a ¢im vzdalenéjSi bod prekiiZzeni, tim vétsi pevnost uzld.
Je-li ptekro¢ena hodnota napéti nad hodnotu meze toku, dochazi k rozruseni vazeb a hydrogel
se deformuje trvale.

vevr

viastnosti materiali

LVO bod prekiizeni G’ G”
vzorky

hodnota amplitudy deformace [%] prumérna hodnota moduli [Pa]

2M NaOH 1,61 17,55 1160 508

2,26 12,34 704 307

2,96 20,21 336 135

bez — chemicky 3,30 46,12 378 62

0,15M NacCl 1,60 77,30 637 59

bez — fyzikalng 1,60 49,96 806 133
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Rapidni nariist bodu piekiizeni mizeme pozorovat u vzorku s pfidavkem
hodnot amplitudy deformace. Toto chovani znaci, Ze je material poCetné propleten, ale prvni
mikrotrhliny se tvofi velice brzy. K uplnému zniceni struktury hydrogelu, kdy za¢ne pievazovat
viskdzni ¢ast, dojde v hodnoté amplitudy deformace 77,30 %.

Zavérem lze o zkoumanych materialech fici, Ze se jedna o hydrogely, protoze ve vSech
piipadech pievazuje pamétovy modul nad ztratovym. Viskoelastické testy napomohly
Kk pochopeni provazanosti a pevnosti vznikajicich 3D siti, které jsou zna¢né ovlivnény vnitini
hodnotou pH, pii kterych se sité vytvari. Prakticky plati, ze se zvySujicim se pH se i zvySuje
pocet uzli a jejichz zanik je rychlejsi nez u hydrogeltt méné propletenych.

6.1.6 Rentgenova difrakcni analyza

Ptedchozi techniky potvrdily, Ze jsou piipravené vzorky zesitovany. Cilené byly vzorky
rozdé€leny na chemicky a fyzikéalné sitované dle jejich ptipravy. Neznamena to vSak, Ze nemuze
vznikat kombinace obou druhii sit'ovani.

Tuto otazku ndm pomuze rozlustit rentgenova difrakéni analyza, kterd zkouma krystalinitu
materiall. Z pohledu krystality lze hydrogely dé¢lit na amorfni a s mikroskopickymi
krystalickymi oblastmi. Krystalicka oblast je takova, kde je mozno pozorovat mezi fetézci
makromolekul urcitou pravidelnost. Amorfni hydrogely jsou takové, jejichz umisténi
vzajemnych spoji je ndhodné.

Studované latky jsou polymery, u nichz se piedpoklada, Ze bude jejich struktura pievazné
amorfni. Konkrétné vSak bylo pracovano s PVA a chitosanem, jejichZ struktura sama o sobé
obsahuje krystalické faze charakteristické pro jejich strukturu. Chitosan méa vyznamny pik
blizko 20° a PVA kolem 19,5° 2theta. JelikoZ jsou tyto piky velice blizko, splyvaji ve vysledku
do jednoho, jako je vidét na obrdzku 38.

) PVA + CH + 0,15M NaCl
—— PVA+ CH + fyzikdlné
PVA + CH + Oml NaOH

——— PVA+ CH + 0,5M NaOH
} — PVA+ CH+ 1M NaOH
——— PVA+ CH + 2M NaOH

Intenzita

10 20 30 40 50 60 70 80
2Theta (°)

Obrazek 38: Spektrum XRD pro vSechny zkoumané materialy
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Ve vétSim piiblizeni, jak je patrné z obrdzku 39, mizeme detekovat rtizné intenzity
jednotlivych méfeni. Dochdzi k fazovému posunu polohy maxima pikt dle ocekavani — nejveétsi
intenzitu vykazuje fyzikalné sitovany hydrogel, coz potvrzuje nejvétsi pritomnost fyzikalnich
vazeb. Tento hydrogel vznikal zamérné fyzikalnim sitovani a tim, Ze nebylo pfidano sitovaci
¢inidlo, vzniklo vice moznosti propojit vazby fyzikalnim zesiténim.

Chemicky sitované hydrogely maji zhruba stejné zastoupeni krystalické faze dle projevené
intenzity. MuZeme tak konstatovat, ze se chemicky pfipravované hydrogely situji pfevazné
epichlorhydrinem. Byl zde ptedpoklad, zda se chitosan nesrazi do krystali¢téjSich struktur
hydroxidem, coz bylo vyvraceno, protoze s ptidavkem NaOH nedochazi k postupné navysujici
nebo snizujici se intenzité. Muzeme tim ptedpokladat, ze zménou pH dochéazi primarné
k ovliviiovani chovani sitovaciho ¢inidla. V zavislosti na pH dochazi k riizné intenzivnimu
sitovani pomoci epichlorhydrinu. S vys$§i koncentraci hydroxidu dochazi k intenzivngjsi
reaktivité sitovaciho ¢inidla, a tim se tvofi pevn&jsi hydrogely, jak jiz bylo potvrzeno dle
vzhledu, botnanim, zménou 8iiky a tloustky, pevnosti vV tahu a samotnou reologii.

PVA + CH + 0,15M NaCl
—— PVA+ CH + fyzikiln¢

PVA + CH + Oml NaOH
—— PVA+ CH+ 0,5M NaOH

Intenzita

PVA + CH + 1M NaOH
PVA + CH + 2M NaOH

1500 —

1000 —

s00 ML
bl

Obrazek 39: Spektrum XRD v priblizeni na konkrétni pik

Intenzita signalt je pro chemicky sitované xerogely podobna. Pokud bychom chtéli hledat
rozdily intenzit, byla by sestavena vzestupna fada nejspise takto: < bez — chemicky
< 2M NaOH < < 0,15M NaCl. Logicka navaznost chybi i z toho duvodu,
ze tloustka xerogelti byla rtizna, tudiz rozdilné piky miizou byt zplsobeny tim, ze nebyly
nastaveny naprosto piesné podminky meéteni pro vSechny xerogely.
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6.1.7 Infrafervena a Ramanova spektrofotometrie

Hlavnim ucelem této charakterizace bylo pochopeni sitovani PVA a chitosanu pfi riznych
hodnotach vnitiniho pH. Pravé hodnota pH ma vliv nejen na rozdilné sitovani fyzikalni,
ale i chemické. Pouzité sitovaci ¢inidlo (epichlorhydrin) je silné ovlivnéno pH prostiedim,
a Z tohoto divodu je tfeba vyuzit dané metody pro spravné pochopeni chovani zkoumanych
hydrogelti pii zméné vnitinich podminek.

Prvotnim méfenim byla infraCervena spektrometrie, ktera se na prvni pohled nejevi uplné
jasnou pro piimou interpretaci. FTIR spektra si jsou velmi podobna, az nerozlisitelna, jako je
vidét na obrazku 40, a ztoho divodu musela byt pouzita analyza hlavnich komponent
(principal component analysis — PCA) (viz obrdzek 41), aby jednotlivé vzorky mohly byt
odliseny. PCA nam poskytuje informaci o tom, které piky ptispivaji k nejvétsi odlisnosti
spekter. Na obrazku 42 je také naznaceno, kterymi pasy se lisi nejvice.

fyzikalni — bez pridavku

| 0,15M NaCl
h )
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Obrdzek 40: ATR spektra, kterd jsou k nerozeznani bez podrobnéjsi PCA analyzy
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Obrazek 41: Analyza hlavnich komponent (PCA) ukazujici nejrozdilnéjsi vzorky a v které
komponente se nejvice odlisuji
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Abychom byli schopni vysledky interpretovat, tak musime provést diagnostiku
na FT-RAMAN, jehoz méfeni tika to stejné jako FTIR, akorat na jinych picich. Tato spektra

vibrace, které obsahuje IC. Piky v Ramanovém spektru znaéi vibrace konkrétnich vazeb ve
zkoumaném vzorku. Cim vice je vazeb daného druhu ve vzorku, tim vétsi je jeho intenzita.
Spektra jsou ovlivnéna ménicim se parametrem (pH a druhem sit'ovani), a proto je snadné&jsi
pozorovat zmény zejména intenzit nékterych pika (n€kdy i posuny vinoctu piku).

Ramanské spektrum z obrazku 43, vykazuje nékolik symbolickych pikt, které charakterizu;ji
predevsim oxiranové kruhy. Jejich zkoumanim a ptesnou diskusi se zabyvaji v ¢lanku [68],

dle kterého byly porovnavany spektra i pro materialy diskutované v této praci.
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Obrazek 43: Ramaniiv posun s vyznacenim specifickych pdasu oxiranového Kruhu
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Sitovacim ¢inidlem, které bylo pouZzito pro chemické sitovani, byl epichlorhydrin, ktery
obsahuje oxiranovy kruh. Epichlorhydrin bude pfi rizné koncentraci NaOH nebo NaCl,
slouziciho jako regulator vnitintho pH hydrogelu, rozdiln¢ vyuzity. Diky ramanové
spektroskopii dokazeme detekovat navazané mnozstvi epoxidovych skupin a i to, jakymi
novymi vibracemi budou pfispivat do systému.

Strukturni stopy epichlorhydrinu jsou viditelné v misté 1258 cm™ a intenzita piku odpovida
koncentraci epoxidovych skupin. Pik 1258 cm? je pomémé slaby a Siroky
u vzorki a chemicky bez pridavku, tudiz u nich o¢ekavame men$i mnozstvi
navazaného epoxidovych skupin nez u vice koncentrovanych piidavku NaOH. Pochopitelné
tento charakteristicky pas neni detekovatelny u fyzikalné sitované¢ho bez ptidavku vnitiniho
regulatoru pH, ktery je bez ptidavku sitovaciho ¢inidla.

Pasy odpovidajici hodnotam 920, 747 a 700 cm™ nalezi deforma¢nim vibracim epoxidovych
skupin. Nejvyssi hodnoty vykazuji piky u nejzasadit&jiho prostiedi. Umérné ke klesajicimu
pH tedy klesa i intenzita signalu a s nim i mnozstvi skupin navazanych ve struktuie. Nejvice
navazanych oxiranovych kruhi muzeme tedy pozorovat u piidavku 2M NaOH a dale pak
S ubyvajici intenzitou u , , bez pridavku a nejméné u 0,15M NaCl. Tento
postup odpovida i vysledkiim ze vSech ptedchozich strukturnich zkouSek, kdy nejvice sitované
materialy s nejvys$im pridavkem hydroxidu tolik nebotnaji a jejich provazanost se odrazi
i na zkousce tahem a méfeni na reometru.

Dle piedpokladu na zaklad¢ ¢lankd [66] [67] mélo dochazet pii vysSich pH primarné
k otevirani oxiranového kruhu a vazb& polymert pies otevieny kruh. Z vysledki ramanské
spektroskopie vsak musime konstatovat, Ze se zvySujici se koncentraci NaOH sice dochazi
k lepsi vaznosti epichlorhydrinu, ale nedochazi k otevirani oxiranovych kruhu, které vydavaji
nami sledovany signal. K vazbé tedy musi dochazet pies O-C vazbu s polymery, jak je
vyobrazeno na obrazku 44.

epichlorhydrin zachovany oxiranovy kruh
O
Cl'CHz'CH'CHZ; —CHz—CH—CHz
- HCI 0

Obrazek 44: Zpiisob sitovani predpokladany diky vysledkiim z ramanské spektroskopie

Toto chovani je zpiisobeno zvolenym pH prostiedim, které pti ptipravé nedosahlo zasaditych
hodnot, jez je pro otevirani oxiranovych kruhd potiebné [66]. Dale zde hraje roli i fakt,
ze piidavkem epichlorhydrinu se celkové pH jesté snizi. Jeho pfidavkem jsou pH hodnoty
kyselé, jako je vidét v tabulce 1.
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6.1.8 Mikroskopie atomarnich sil

Tato metoda poskytuje nahled na velikost porti a miru zesiténi. Mikroskopie atomarnich sil
(AFM) vyuziva velmi ostry hrot, ktery nasledkem pusobicich sil ohyba nosnik, ktery skenuje
povrch a veskeré jeho nerovnosti. Na zakladé téchto tdaji dokédzeme sestavit zvétSeny obraz
vzorku, jako je naptiklad vidét na obrdzku 45. Intenzita zesiténi stoupa se vzristajicim pH
a naopak klesa velikost pord. Mlzeme také pozorovat rozdilné struktury a drsnosti povrchil
V zavislosti na vnitinim pH hydrogelu, jako to ukazuje obrdzek 46.

2M NaOH

Obrazek 45: 2D zobrazeni porovitosti pripravenych materidlu

V ndvaznosti na tom pozorujeme, ze se se snizujici koncentraci NaOH zvétSuje 1 velikost
poru ve vnitini struktufe hydrogelu. Jejich velikosti jsou zaznamenany v tabulce 7. Fyzikalné
sitované hydrogely obsahuji nejvétsi rozméry port, coz je dano rozdilnym postupem piipravy
pfi sitovani. S ménicimi se pfidavky reguldtoru vnitintho pH se méni i velikosti pord.
Ve vysledcich naméfenych na AFM je vidét znacna ndvaznost na zvySujici se koncentraci
hydroxidu sodného.

Tabulka 7: Velikost namérenych pori v souvislosti se zménou pH

2M NaOH | 1M NaOH bez — chemicky | 0,15M NaCl | bez — fyzikalné
jednotky az
0,2 1,0 1,2 2,5 3,5
,2 pm ,0 pm ,2 pm ,5 pm ,5 pm desitky jim

58



Pory udévaji informaci o mnozstvi absorbované kapaliny. Mnohem vétSi a rychlejsi
absorpce vody se oCekava u materialll s vétSimi pory. Kinetika botnani probihala nejrychleji
u chemicky sitovanych hydrogeld, a to v zavislosti na velikosti jejich port. Jako to ukazuje
obrdzek 31, nejrychleji nabotnaly hydrogely s nejvys$simi piidavky hydroxidu, a to 2M NaOH,
nasledn¢ 1M NaOH, a Vv neposledni fad¢ bez pridavku. Konkrétni botnavé chovani
bylo zminéno v kapitole 6.1.2, kde se potvrzuje fakt, ze ¢im mensi pory xerogel mél, tim méné,
ale za to rychleji nabotna. Fyzikalné sitovany hydrogel obsahuje nejvétsi pory, ale jeho kinetika
botnani je mnohem pomalej$i nez u chemicky sitovanych vzorkl. Botnani tak koreluje
s velikosti port.

2M NaOH

fast fast

0,15M NaCl fyzikalné

fast fast

Obrazek 46: Prevedeni snimkii xerogelu do 3D roviny k vyobrazeni porit a nerovnosti

Rozdilné botnani mize byt také zplisobeno nerovnosti povrchu, jak vidime na obrazku vyse
(viz obrdzek 46). Pridavkem hydroxidu doslo k zvrasnéni povrchu, ktery mize napomahat
snadnému prostupu vody do struktury. U dalSich dvou ptipadd se povrch jevi hladce, ale
S vétSimi pory. V téchto pripadech dochazi k mnohem vysSimu botnani, ale kinetika neni tak
rychlé jako u zvrasnénych vzorkd.
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6.1.9 Skenovaci elektronova mikroskopie

Mikroskopie atomdrnich sil ndm odhalila konkrétni velikosti port. Diky skenovaci
elektronové mikroskopii (jejiz snimky jsou vidét na obrdazku 47) se mize podivat na realné
zabéry vnitini struktury hydrogeld a mizeme je porovnavat s AFM metodou. Po nahlédnuti je
mozné sledovat zmény, které byly zptisobeny riznymi ptidavky reguldtoru ovliviiujici pH
a druhem sitovani. Pfi pfiblizeni maji vSechny vzorky na priifezu jasné pérovitou strukturu
a velikost port je zde ovlivnéna hodnotou vnitiniho pH hydrogelu.

2M NaOH 1M NaOH

povrch

iProner sopa BHT

NaCl N bez - fyzikilné

astmm wag- ecox

bez - chemicky 0,15M

SE1 D= 1083 Mage SAOKX 1Py

povrch

& \
i Sire =505 1 m robe s m - - 1214 Mag= robe= 4oum
10347760 Pire Sua=SMSrm SOV  SE1 0 Py 094 10476 Pixe Sua=S005rm SEOKY  SE1  WD=12idre Mags SWX  IProbes 60pA

Obrazek 47: Snimky ze skenovaci elektronové mikroskopie s priblizenim 500x a 5000x

Dle snimk mizeme usuzovat o velikosti portu a konstatovat, ze v zavislosti na prostiedi se
rovnomérneé zvétSuje velikost port se snizujicim se pH. V ptipadé fyzikalné sitovaného
hydrogelu jsou pory nejvétsi, coz je zpisobeno nepritomnosti chemického sitovaciho ¢inidla.
Tyto snimky napovidaji i to, jaka bude kinetika uvoliiovani 1é¢iva v zavislosti na velikosti poru.
Informace jsou velice podstatné pro vybér jednotlivych zastupcit na uvoliiovani 1é¢iva.
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Struktura odpovida stupni botnani zminénému jiz v ptedchozich kapitolach 6.1.2 a 6.1.3.
Cim mensi pory material ma, tim méné botna. Dle snimk?l je povrch hladky a uvniti materialu
jsou pory (jak je vidét na prutrezu), které xerogel roztahuji do $itky. Anizotropie je znatelna pti
porovnani pohledu z prifezu a na povrchu. Vysvétluje se tim fakt, Ze se xerogel roztahuje vice
do délky nez do Siiky.

6.1.10 Stanoveni mérného povrchu

Tato metoda nazyvana také BET analyza byla pojmenovana podle svych tviirci — S. Brunauera,
P. Emmetta a E. Tellera. Diky ni mize potvrdit pfedchozi vysledky méfeni z mikroskopie
atomarnich sil a skenovaci elektronové mikroskopie. Hodnoty, které jsou vyobrazeny
v tabulce 8, udavaji velikost mérného povrchu studovanych materialu.

Tabulka 8: Hodnoty mérného povrchu v souvislosti se zménou pH

2M 0,15M bez —

NaOH NaCl fyzikalné
méry povrch [m?/g] | 65,920 | 67,611 | 82,806 29,301 62,734 68,746
C konstanta 13,796 9,226 5,255 3,162 10,080 18,750

Prvotné byly pro tuto metodu ptipraveny vzorky susenim v béZzné susarng€. Ukazalo se vSak,
ze materidly mrazené kapalnym dusikem a ndsledné lyofilizované maji mnohem mensi
chybovost, ktera byla soucasti vyhodnoceni. Chybovost jsme schopni odvodit od C konstanty,
ktera by v idealni ptipadé méla byt 100. Konstanta C se vztahuje k energii adsorpce v prvni
adsorbované vrstvé, a tudiz jeji hodnota indikuje silu interakce adsorbent-adsorbat. Cim vyssi
hodnota, tim vétsi diivéryhodnosti hodnota nabyva. Pokud se vSak pohybujeme pti hodnotach
konstanty C = 10 muze byt chybovost maximalné 20 %. SuSené vzorky s hodnotami
konstanty C = 3 nebyly brany v potaz, protoze jejich chybovost muze odpovidat az 50 %.

Meg¢tenim dvou sérii vzorkd byl potvrzen trend, Ze Se vzrustajici koncentraci NaOH se
zmensuje mérny povrch. Ten nam udava informaci, ze ¢im je vétsi mérny povrch, tim vice
porézni material je. Mizeme si to piedstavit diky jednotce mé€rného povrchu tak, ze kdybychom
vzali 1 g studovaného materidlu a rozprostieli jej do 1 m?, tak by tomu odpovidala i porovitost
takto shromazdéného materialu.

Vysledky z tohoto méteni podporuji i hodnoty namétené z mikroskopie atomérnich sil
a skenovaci elektronové mikroskopie. Velikost porit udavana z AFM koresponduje s trendem
zvysujicich se hodnot s klesajici hodnotou pH. Také tak snimky z SEM poskytuji nahled,
ze porovitost vzorkl s koncentrovanéjSimi pfidavky NaOH je mensi, zatimco nejpozvolnéjsi
strukturu maji vzorky fyzikalné sitovaneé.

Hodnoty chemicky sitovaného vzorku bez NaOH a maji velice nizkou hodnotu
konstanty C, a tudiz jejich vysledky musime brat srezervou. Chemicky sitovany
material bez NaOH svou hodnotou nezapada do trendu, coz odpovida 50 % mozné chybovosti,
kterou dle konstanty C ma.
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6.2 Transportni vlastnosti

V prvni fazi vyzkumu bylo tkolem vytvofit cilen¢ modifikovatelné materialy nejenom
z hlediska zmény strukturnich vlastnosti, ale piedev§im s ohledem na jejich vlastnosti
charakterizovat (viz strukturni a fyzikalni viastnosti). Druha ¢ast celého vyzkumu si klade za cil
vyuzit pfipravené hydrogely pro transportni ucely a sledovat tak inkorporované (modelové)
1é¢ivo (diklofenak) a jeho uvolnovani. Diklofenak byl vybran na zakladé své lehké dostupnosti,
jeho mnozstvi Ize stanovit pomoci UV-VIS a také protoze je to jedno z nejvyuzivangjsich 1é¢iv
pro lidi sbolestmi pohybového aparatu. Na zaklad¢ vysledkd z prvni faze zkoumani byli
vybrani 3 zéastupci ze vSech zkoumanych materidli. Vybér byl proveden v zavislosti
na rozdilném chovani (diky zméné pH hydroxidem sodnym) nebo pro porovnani rozlisného
sitovani (chemicky vs fyzikalng). Vybranymi zastupci proto byly chemicky sitované hydrogely
s ptidavkem 2ZM NaOH, bez ptidavku a fyzikaln¢ bez ptidavku jakéhokoliv regulatoru vnitiniho
pH. Na téchto materidlech byly ovétfeny transportni vlastnosti a jejich schopnost uvoliiovani
modelové aktivni farmaceutické substance.

Toto pozorovani studuje uvoliiovani 1é¢iva diklofenaku, které bylo zabudovano do struktury
xerogelt v koncentraci 150 mg/l. V danych systémech pozorujeme, jak rychle av jakém
mnozstvi se bude uvoliiovat 1éCivo. V zavislosti na téchto faktorech pak mizeme urcit pro jakou
aplikaci by byly ptipravené xerogely nejvhodnéjsi. Zda by se jednalo o 1é¢ivou naplast s ucinky
zklidiiujici bolest rany nebo jako scaffold (leseni) zajistujici postupné uvoltiovani 1é¢iva
v organismu. Biokompatibilita sice nebyla v ramci této prace testovana, avSak existuji studie,
které potvrzuji snasenlivost a nezavadnost pfipravenych hydrogelti pro organismus [69][70].

6.2.1 Uvoliovani léCiva

Diklofenak je 1ékem uzivanym na bolesti, zanéty ¢i na onemocnéni dna. Jeho nejznaméjsi uziti
je ve form& masti, kterou se potira namahana oblast. Prvni bariérou je tedy kuze, kterd ¢ini
znacnou piekazku pro transport 1é¢iva do organismu. Pro uplné pochopeni difiznich vlastnosti
tohoto 1é¢iva bylo vyzkouSeno samotné uvoliiovani do vody pfi laboratorni teploté a teploté
lidského téla. Nasledovaly experimenty simulujici transport pifes lidskou kizi s vyuZzitim
syntetickych membran StratM® (viz. kapitola 5.5).

Kinetika uvolnovani diklofenaku z hydrogeli/xerogelti lisicich se svymi strukturnimi
a mechanickymi vlastnostmi je vidét na obrdzku 48 pro teplotu mistnosti a na obrdzku 49
pro teplotu lidského téla tedy 37 °C. Pii laboratorni teplot¢ dochéazelo k postupnému
uvoliovani, které se projevovalo malym nariistem koncentrace 1é¢iva ve vod¢€. Lze pozorovat
rychlej$i nartist vV prvnich 50 hodinéach, ktery se postupem casu ustaluje do rovnomérnych
prirastkda.

Prirtistek koncentrace 1é¢iva v Case byl vztaZzen na jednotkovou hmotnost studovanych
chitosan/PVA xerogelt s diklofenakem. Muizeme tak porovnavat uvoliiovani 1é¢iva u riznych
materiald, jez byly pro tento ucel pfipraveny. V grafu vidime, ze zna¢n¢ dominuje uvoliiovani
z chemicky ptipraveného hydrogelu bez pridavku disperzniho prostiedi ¢ili bez Giprav vnitiniho
pH hydrogelu. Byl zde jisty pfedpoklad, Ze k tomu bude dochazet kvuli studovanym
strukturnim vlastnostem. Tento hydrogel dokéazal nasat 2600 % vody své ptivodni vahy. Voda
hydrogel roztahuje ptfevazné¢ do stran a vykazuje tak anizotropické chovani. To je dano velikosti
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jeho pord, které byly na AFM detekovany na 2,5 um. Se schopnosti silné natahovat vodu
uvoliiuje material 1é¢ivo, které ma malou molekulovou hmotnost a uniké tak velkymi pory.
Opacné strukturni vlastnosti byly naméfeny u chemicky sitovaného hydrogelu s pfidavkem
2M NaOH. Malé poéry a nejmens$i botnaci schopnost (979 %) byly zptsobeny silnéjSim
propletenim pomoci sitovaciho Cinidla, jako to vysvétluji spektra z ramanské spektroskopie.
Sitovani se negativné¢ odrazelo i na viskoelastické vlastnosti, které byly méfeny pomoci
reologickych testi a na trhacce. Pochopitelné tedy dochdzi k menSimu uvolnovani 1é¢iva.
Nejméné diklofenaku vSak uvoliioval hydrogel fyzikalné sitovany bez piidavku regulatoru
vnitiniho pH. Tento materil sice vykazuje nejvyssi botnaci kapacitu az 3117 %, ale také se
roztahuje pfedevsim do Sifky. VySe zminéné materialy botnaji pievazné do strany, ¢imz zvétsi
svij povrch nékolikandsobné a vypuzuji tak 1é€ivo ucinnéji. Vysledky z XRD ukazuji, ze se
jedna o velice dobte fyzikalné propletenou sit’, ktera i pies zna¢nou velikost péri a mérného
povrchu nepropousti diklofenak tak efektivné.
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Obrazek 48: Koncentrace uvolnéného diklofenaku z xerogelii ve vialce pri laboratorni teploté
a detail zachycujici prvotni a nejveétsi uvoliovani léciva

Pti teploté 37 °C dochazi k rychlému nérastu koncentrace jiz v prvnich 24 hodinach. Tento
prubéh se ustaluje od pocatku uvoliiovani do dvousté hodiny, kdy dochazi k markantnim
zméndm kvili ¢astecnému rozpousténi hydrogelu. V tento moment miizeme pozorovat nejvetsi
uvolnovani, které¢ se nasledujici tyden ustaluje do rovnovaznych koncentraci, kdy se dalsi
modelové 1é¢ivo neuvoliiuje a koncentrace tedy zistava konstantni. Dochazi zde také ke zméné
poradi hydrogelt, kdy fyzikalné sitovany hydrogel ptebira prvni pozici a chemicky sitovany
hydrogel bez pridavku zastava pozici posledni. V Case tohoto zlomu bylo pozorovano
rozpu$téni fyzikalné sitovaného hydrogelu, ¢imZ doslo k poruseni slabych nekovalentnich
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vazeb a diky tomu zakomponované 1é¢ivo rychleji unika. Chemicky ptipravovany hydrogel
bez pridavku rozpoustél svou strukturu postupné, tudiz nedochazi k tak razantnimu skoku
zmény koncentraci jako u ostatnich dvou materiali.

Zajimavosti je, Ze oba experimenty po prvni hodiné maji podobné koncentrace ve vSech
studovanych vzorcich pii rtznych teplotich. Muzeme tak usuzovat, ze teplota ma vliv
na dlouhodobé¢jsi uvoliiovani. Pokud bychom hledali mechanismus pro ustdlené davkovani
malych davek 1éCiva, rozhodné bychom volili systém s nizsi teplotou. Uvolnovani pii 37 °C
by mohlo najit své uplatnéni pfi uvolfiovani l1éCiva z tablet, kterym trva cesta traktem znaény
¢as a k nejvétsimu uvolinovani by doslo na tizeném miste.
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Obrazek 49: Koncentrace uvolnéného diklofenaku z xerogelu ve vialce pri 37 °C

Na obrdazcich 50, 51 a 52 je zobrazen pribéh uvoliiovani jednotlivych hydrogeld. V kazdém
grafu miizeme najit porovnani obou teplot a jejich priabeh. Obecné plati, ze uvolnéné mnozstvi
léCiva vzrusta spolecné s teplotou a pribéh je rychlejsi. Stejné uvoliovani probiha prvnich
200 hodin a po této dobé& razantné stoupa koncentrace uvolnéného diklofenaku s teplotou.
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Obrazek 50: Pritbeh uvolniovani léciva z chemicky sitovaného xerogelu bez pridavku
requlatoru vnitiniho pH pri riiznych teplotach
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Obrdazek 51: Priibéh uvolnovani léciva z chemicky sitovaného xerogelu s pridavkem
2M NaOH pri ruznych teplotach
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Obrazek 52: Prubéh uvolnovani léciva z fyzikalné sitovaného xerogelu bez pridavku
reguldtoru vnitiniho pH pri ruznych teplotach

Byly testovany i sorpéni procesy hydrogelti neboli jaké mnozstvi modelového 1é¢iva mohou
jednotlivé hydrogely nasorbovat z roztoku. Po ponofeni vSech tii Cistych xerogeld do roztoku
diklofenaku doslo k okamzitému nasorbovani az 50 % mnozstvi 1éCiva diky vytvofenému
sitovani. Po hodin¢ botnani byl zméfen roztok diklofenaku a jeho zbytkové mnozstvi 1é¢iva.
Nejvice diklofenaku nabral fyzikalné sitovany hydrogel, a to diky svym velkym porim
a nejvétSimu mérnému povrchu. Pfispiva k tomu 1 fakt, Ze 1é¢ivo ma molekulovou hmotnost
Mr =296 g/mol, coz neni mnoho. Doslo vsak i k pomalému vylucovani diklofenaku zpét
do roztoku, a to praveé kvili malé molarni hmotnosti 1é¢iva. K rozdilnému pftijimani, a hlavné
poté uvolilovani, dochdzelo v zavislosti na spletitosti struktur vytvotrenych rozdilnym postupem
piipravy xerogeld.
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Obrazek 53: Zména koncentrace roztoku diklofenaku po absorpci léciva cistym xerogelem
pri 37 °C

Vyrobené hydrogely uvoliuji relativné malé mnozstvi 1é¢iva. Jako vzor si mizeme vzit
do porovnani fyzikalni hydrogel, ktery uvolnil nejvétsi mnozstvi aktivni latky. I pfesto, ze se
po 24 hodinach pfti teploté 37 °C fyzikalné sitovany hydrogel uplné rozpustil, tak nevydal
ani po 528 hodinach vice jak 12,3 mg/l aktivni latky. I ptes velké pory, které byly potvrzeny
na AFM (viz 5.4.7), SEM (viz 5.4.8) a také na BET (viz 5.4.9) se z koncentrace 150 mg/1 Ié¢iva
zabudovaného do hydrogelu neuvolnilo ani 10 %.

Lécivo totiz nebude drzeno jen v porech hydrogelu, ale mizete byt zabudovano do struktury
hydrogelu, kde drzi pomérné pevné (viz mala uvolnéna koncentrace). Dle vysledkt uvoliovani
je diklofenak nejvice zadrzen u hydrogelu fyzikalné sitovaného, ze kterého se vlivem ¢asu
a teploty postupné uvoliiuje, a vyrovnava se tak koncentracim uvolnénych u chemicky
sitovanych. Tyto hydrogely zadrzuji 1é¢ivo v zavislosti na sile zesiténi, coZ je dano zménou
vnitiniho prostfedi pH. U zéstupce s ptidavkem 2M NaOH dochézi k vétSimu zadrzovani nez
u bez pfidavku. Je to ddno vaznosti a mnozstvim uzli, které byly potvrzeny reologickym
meétenim, zkouSkou taZznosti a také snimky z mikroskopii, které podavaji vizudlni doklad
0 3D strukturach.

Aktivita hydrogelu k diklofenaku je viditelnd i pii opacném postupu (viz Obrdzek 53),
kdy byly cisté xerogely vlozeny do roztoku diklofenaku. Byl tak potvrzen fakt, Ze je 1éCivo
uvnitt zachytavano, protoze doslo k sorpci az 50 %.
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6.2.2 Franzovy cely

Franzovy cely byly nastrojem pro zkouméni penetrace diklofenaku pies membranu StratM®
simulujici lidskou kizi. Jejich sestaveni a pfiprava vzorkll je podrobné popsana
V kapitolach 5.3 a 5.5.2. Transderméalni podavani méd mnoho vyhod — Iéky se vyhnou stietu
S jatry, které maji samocistici efekt, dale zabrani degradaci 1¢ku ve stievech a umoziuje dodavat
1éky kontrolovanou rychlosti. Na druhou stranu vrstva klize pfirozené bojuje s vnéjsimi vlivy
aprostup zadaného IéCiva pfirozené zpomaluje. Dalsi obtizi mize byt i styl podavani
diklofenaku. Ten miize byt rozpustén ve vod¢, nebo v piipadé této prace zabudovan do pevného
materialu hydrogelu. Z tohoto divodu byla provedena studie prostupu lé¢iva v roztoku
i V pevné matrici.

Uvoliovani roztoku diklofenaku s koncentraci 150 mg/l pies StratM® membranu
do pfijimaci komory je znazornéno na obrdzku 54. V grafu mizeme porovnavat prabch
uvoliiovani pfiriznych teplotach. Pifi teplot¢ 37 °C se uvolnuje vEétsi mnozstvi 1éciva
s podobnym pribéhem, ktery lze pozorovat i u teploty laboratorni. I pfesto, ze je uvolnovani
rychlejsi a markantnéjsi, hodnoty prostoupené koncentrace diklofenaku nejsou pfilis vysoké.
| ptestoze byl experiment realizovan ptes dva tydny, maximalni naméfend hodnota koncentrace
byla 4,3 mg/l v pfijimaci cele z pivodni koncentrace 150 mg/l, coz Cini necela 3 %. Kvili
membrang, kterd zpomaluje prostup, doslo k razantnimu zpomaleni, a to i pies zvySenou teplotu
a formé¢ vodnému roztoku diklofenaku.
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Obrdazek 54: Prostup roztoku diklofenaku s koncentraci 150 mg/l do prijimaci cely pri riiznych
teplotach
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Transportni charakteristiky z hydrogelové matrice 1ze pozorovat na obrazku 55. Z nabitych
védomosti o prostupu diklofenaku lze porovnat signifikantni rozdil pomalejSiho prostupu
Z pevného materialu. Objevuje se zde trend zminény jiz u obrdzku 48 a Castecné obrdzku 49.
Pro mozZnost porovnani mnozstvi uvolfiovaného 1é¢iva bylo zvoleno i u obrdzku 55 stejné
méftitko osy Yy jako prechozich dvou grafech. Nejvétsi mnozstvi 1é¢iva uvolnil material
chemicky zesitovany bez pridavku regulatoru vnitfniho pH, za nim také chemicky sitovany
s 2M NaOH a nejméné a nejpomaleji uvoliioval fyzikalné sitovany. Velkou roli zde hraje
sitovani, které je v ptipad¢ chemickych vazeb sice pevné, ale nejspise ne tolik spletité, jako je
tomu u fyzikalné sitovaného hydrogelu. Jiz na pohled se tento xerogel jevil velice kompaktné
a rigidné. Botnaci testy sice vykazuji nejvyssi hodnoty pravé u fyzikalniho hydrogelu, ale tento
udaj byl zaznamenan az po hodin¢ botnani. Chemické hydrogely mély svou maximalni absorpci
V rdmci 3 minut, coZ se projevi praveé u transporta pies kizi, kde veskeré déni probihd mnohem
pomaleji. Po 528 hodinach byl experiment ukoncen, aleipiesto je zde vidét tendence
fyzikalniho hydrogelu dorovnavat koncentrace chemicky sitovanych, coz se mu nakonec
podarilo.
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Obrazek 55: Koncentrace diklofenaku v prijimaci cele Franzovych cel

Uvedeny experiment tak jednoznacné prokazal, ze cilenda modifikace pfipravovanych
hydrogelovych matric mize byt nastrojem k ucelné kontrole transportnich vlastnosti. Mala
zména pH prosttedi dava vzniku rozdilnych strukturnich vlastnosti ptipravovaného hydrogelu.
Strukturni rozdily se odrazeji signifikantn¢ na uvoliiovani zakomponovaného 1éciva. S timto
védomim lze vytvaret systémy na miru pro zadané aplikace.
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7 ZAVER

Predlozend diplomova prace se zaméfuje na cilenou modifikaci strukturnich, a v zavislosti
na tom i transportnich vlastnosti biomedicinskych hydrogelt. Prvotni fazi celé prace je ptiprava
zkoumanych hydrogelt, jejichz modifikace je realizovana rozdilnych druhem sitovani
(fyzikélni a chemické) a zménou pH piidavky rizné koncentrovanych disperznich prostredi
neboli regulatori vnitintho pH. V medicinskych aplikacich je velice dulezité, aby latky
figurujici v organismu byly biokompatibilni, biodegradabilni a netoxické. Je nezbytné brat
v uvahu, pokud néjaky systém tvofime, aby vSechny tyto vlastnosti spliioval. Toho docilime
peclivym vybérem materialu a postupem ptipravy. Jako modelové gelotvorné materialy byly
zvoleny polyvinylalkohol a chitosan, které je mozné sitovat chemicky i fyzikaln€. Druhou ¢asti
praice bylo pozorovani uvolnovani modelové aktivni latky (diklofenaku) z téchto
biomedicinskych hydrogela.

Hodnota pH pfi vyrobé hydrogelu hraje vyznamnou roli, protoZe pfi jeho zméné dochazi
ke zméné strukturnich vlastnosti celého systému. Cim vy3§i je hodnota pH, tim kompaktngjsi
a rigidnéj$i material pfipraven, coz je mozné pozorovat i vizudlné.

Oveéteni téchto predpokladl z pozorovani bylo realizovano stanovenim botnavého chovani,
které bylo pfi ptidavku 0,15M NaCl az 5883 % vody. Pfi vzpominaném jevu se projevilo
anizotropni chovani pfipravovanych systému, kde bylo mozné pozorovat rozdilnd botnavost
hydrogelu. U chemicky sitovanych pievladalo botnani do roviny délky, zatimco u fyzikalné
sitovanych se projevovalo botnani hlavné v §ifce. Tento experiment byl zajimavy 1 tim,
ze chemicky sitované materidly nabyly maximalni miry absorpce vody jiZz po 3 minutach,
zatimco fyzikalné ptipravovany hydrogel botnal do maximalnich hodnot hodinu. Botnaci
schopnost, atim iroztahovani své sité, vzrlstala se snizujici se koncentraci pridaného
hydroxidu, tedy se snizujicim se pH.

Zvyseni pH pridavkem NaOH m¢lo za nasledek provazanéjsi a méné elastickou 3D strukturu
materialu, coZ je dokazano testy viskoelastickych vlastnosti a zkouskou tahu. Na reometru byly
sledovany tvorby mikro a makrotrhlin. Mikrotrhliny znacici pomaly rozpad hydrogelu byly
prvné pozorovany u fyzikalné sitovaného hydrogelu, avSak charakter gelu si udrzel delsi dobu
nez chemicky pfipravované hydrogely. Jejich struktura se se stoupajici koncentraci pfidaného
NaOH hroutila diive. Zkouska pevnosti v tahu na tato pozorovana data navazuje a potvrzuje,
ze ¢im propletengjsi strukturu zkoumame, tim niZsi elastické vlastnosti naméfime.

V zavislosti na druhu sitovani (fyzikalni / chemické) miZzeme sledovat rozlicnou pevnost
vazeb mezi polymery. Z toho diivodu byly vytvofeny dva pfistupy pro syntézu hydrogeld —
chemicky s pfidavkem epichlorhydrinu a fyzikalni. Pfi prvnim zminéném pfistupu jsme
zkoumali jeho sitovani v zavislosti na ménéném pH na FT-RAMAN a druhy vznikal metodou
cyklického zmrazovani a rozmrazovani a jeho potencialni krystalinita byla zkoumana na XRD.

Tyto dva rozdilné ptistupy daly vzniku rizné poréznich struktur, jak to ukazuji snimky ze
skenovaci elektronové mikroskopie. Data byla potvrzena mikroskopii atomarnich sil, ktera nam
poskytla pfesné udaje o velikosti porti, které byly v rozmezi 0,2 pm az desitek um v zavislosti
na zmeéné vnitintho pH hydrogelu. Komplexnost téchto dat je zavrSena stanovenim mérného
povrchu, ktery definuje poréznost struktury hydrogelu.
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V druhé¢ ¢asti prace byly pro studii transportnich vlastnosti vybrani tfi zastupci zkoumaného
materialu:

1. chemicky s ptidavkem 2M hydroxidu,
2. chemicky bez ptidavkd,
3. fyzikalni bez ptidavki.

Vybér byl realizovan na zakladé zkoumanych strukturnich a fyzikalnich vlastnosti a jejich
nejvetsi odlisnosti v ramci vyzkumu. Tato diference se prokézala pii studiu transportu aktivni
latky pti laboratorni teploté¢ nasledovné: K nejvétsimu uvolnovani dochazelo u chemicky
sitovaného hydrogelu bez pridavki, nasledné pti chemickém sitovani s pridavkem 2M NaOH
a nejmensi uvolinovani probihalo pii fyzikalnim sitovani bez zmény pH vnitfniho prostiedi.
Paradoxem zkoumani bylo zjisténi, ze pii fyzikdlnim sitovéani, kde vznikaji ve struktuie
materidlu velké pory, dochazelo k nejmensimu uvolilovani aktivni latky. Toto uvoliiovani se
postupem casu navysovalo az dorovnalo uvoliiovani chemicky sitovanych hydrogelti. Na druhé
strané jsme mohli pozorovat, Zze pii navySeni teploty na 37 °C doslo k prudkému uvolnéni
diklofenaku u fyzikalné sitovaného hydrogelu, coz dokazuje, v jaké velké mife je zavislé
fyzikalni sitovani na vnégjSich podminkach prostfedi. Prosté uvoliiovani 1é¢iva do vody
pfi riznych teplotach bylo doplnéno o studium diftiznich vlastnosti pies vertikalni cely
pfes membrany simulujici kiizi. Pochopitelné dochazelo k mnohem mensimu prostupu aktivni
latky v Case, avSak trend zminovany vyse byl zachovan.

Vysledkem by mél byt hydrogel, ktery muzeme pfipravit jako ,.Sity na miru“ s ohledem
na transportni, mechanické a vnitini strukturni vlastnosti, a to jen tim, Ze budeme ménit pomér
sitovacich c¢inidel fyzikalné-chemické podminky hydrogelu. Doufam, Ze tomuto vyzkumu se
bude v budoucnu vénovat vét§i pozornost z divodu eliminace nadmérného uzivani 1éciv
bez 100% ucinku na organismus.
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Obrazek 56: Zavislost viskoelastickych modulii na meénici se mire deformace pro chemicky
sitovany hydrogel s pridavkem 2M NaOH
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Obrazek 57: Zavislost viskoelastickych modulii na ménici se mire deformace pro chemicky
sitovany hydrogel s pridavkem 1M NaOH
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Obrazek 58: Zavislost viskoelastickych modulit na ménici se miie deformace pro chemicky
sitovany hydrogel s pridavkem 0,5M NaOH
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Obrazek 59: Zavislost viskoelastickych modulii na ménici se mire deformace pro chemicky
sitovany hydrogel s pridavkem 0,15M NaCl
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Obrazek 60: Zavislost viskoelastickych modulii na ménici se mire deformace pro fyzikalné
sitovany hydrogel bez pridavku disperzniho prostredi
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