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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva studiem kinetiky sitovani zelatiny a charakterizaci jejich
viskoelastickych vlastnosti pomoci rotacni reometrie. V teoretické ¢asti jsou shrnuty
zakladni poznatky o biomateridlech, se zaméfenim na Zelatinu jako pfirodni biopolymer.
Popséna je jeji struktura, funkéni vlastnosti a zplsoby sitovani, véetné piehledu typt

sitovacich ¢inidel a reologickych metod vyuzivanych ke sledovani procesu gelace.

Experimentalni ¢ast se vénuje piipraveé hydrogelll s riznymi hmotnostnimi poméry Zelatiny
a sitovadla a jejich nasledné analyze pomoci reometru. Provadénd méfeni sledovala zejména
bod gelace a zavislost viskoelastickych moduli G’ (soufazového) a G” (ztratového) na
frekvenci a deformaci pfi teplotach 25 °C a 37 °C. Ziskané vysledky ukézaly, ze vyssi
koncentrace sitovadla vede ke zkraceni doby gelace a ke zvySeni mechanické stability
vzniklého gelu. Zjisténé poznatky mohou piispét k optimalizaci nadvrhu hydrogelovych

systému pro vyuziti v biomedicin€, farmacii a tkdfilovém inZenyrstvi.

Kli¢ové slova: zelatina, sitovani, reologie, viskoelasticita, hydrogel, rota¢ni reometr, gelace,

mechanické vlastnosti

ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on the study of gelatin crosslinking kinetics and the
characterization of its viscoelastic properties using rotational rheometry. The theoretical part
summarizes the fundamental principles of biomaterials, with an emphasis on gelatin as a
natural biopolymer. Its structure, functional properties, and crosslinking methods are
discussed, along with an overview of crosslinking agents and rheological techniques

employed to monitor the gelation process.

The experimental section involves the preparation of hydrogels with various weight ratios
of gelatin to crosslinker and their subsequent rheological analysis. Measurements focused
primarily on the gelation point and the dependence of viscoelastic moduli G (storage
modulus) and G” (loss modulus) on strain and frequency at temperatures of 25 °C and 37
°C. The results demonstrated that higher crosslinker concentrations shorten the gelation time
and enhance the mechanical strength of the hydrogels. These findings can support the design
of functional hydrogel systems for applications in biomedicine, pharmaceuticals, and tissue

engineering.



Keywords: gelatin, crosslinking, rheology, viscoelasticity, hydrogel, rotational rheometer,

gelation, mechanical properties.
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UVOD

Zelatina pochazi z latinského slova gelare, coz v prekladu znamena zmrazit. Jedna se o
pfirodni biopolymer, ktery méa velmi dlouhou historii. Prvni zminky o Zelatiné se objevuji
jiz ve starovekém Egypté, kde ji 1idé ziskdvali vafenim zivociSnych tkani, zejména kizi a
kosti zvitat. Pomoci této metody se ziskalo lepidlo, které se pouzivalo naptiklad k vyrobé
odévi. Jako lepidlo byla poprvé pouzita jiz v roce 6000 pied nasim letopoctem. Skutecny
prilom v historii Zelatiny nastal na pocatku 19. stoleti, kdy se zacala primyslové vyrabét. V
roce 1845 byl patentovan proces extrakce Zelatiny, coz vedlo k rozsifeni jeji komer¢ni
vyroby. Od poloviny 19. stoleti se Zelatina zacala vyrabét a nabizet ve formé prasku, coz
usnadnilo jeji dostupnost a pouziti. Diky tomu se stala oblibenym Zelirovacim ¢inidlem v
potravinafstvi a jeji uplatnéni se postupné rozsitilo také do farmaceutického a kosmetického
primyslu [1]. V dnesni dobé& je Zelatina povaZovana za dulezity biopolymer. Jako hlavni
surovina se pro vyrobu pouziva pojivova tkan, kterd je obsazend v kuzi, kosti a slachach
prevazné prasat, skotu a ryb. Jeji formy se pouzivaji pti vyrobé velké fady produktii. Stala
se béznou soucasti mnoha potravinaiskych vyrobkl. Nachazi uplatnéni také v kosmetice,

biomedicing a 1ékaiskych oblastech [2].

Reologie je véda zamé¢tfena na studium deformaci a toku materiald. Jeji kofeny sahaji
az do starovéku, kdy filozof Hérakleitos svou zndmou vétou ,,panta rhei* (vSechno tece)
polozil zaklady pozdéjsiho vyvoje této discipliny. Termin ,,reologie* poprvé pouzil v roce
1929 americky chemik Eugene Bingham, ktery ji definoval jako védu o deformaci a toku
materiald. Jiz v roce 1678 formuloval Robert Hooke zékon, ktery popisuje vztah mezi
napétim a deformaci, a o devét let pozdéji Isaac Newton vyvinul teorii viskozity. V 19. stoleti
Wilhelm Weber zkoumal viskoelastické chovani materiald a James Clerk Maxwell
formuloval rovnici pro viskoelasticitu, kterd se stala zdkladem pro studium material mezi
pevnymi latkami a kapalinami. Maxwelliv a Kelviniv model jsou dnes klicové pro

porozuméni viskoelasticité a proudéni materidlt [3].

Cilem této prace je podrobn¢ analyzovat kinetiku sitovani zelatiny a charakterizovat
jeji viskoelastické vlastnosti za pouziti rotacniho reometru. V teoretické casti jsou
pfedstaveny zdkladni charakteristiky biomateriald a jejich klasifikace. Déle se prace
zaméfuje na piehled metod studia kinetiky sitovani a pfedstavuje rtizné typy sitovani
zelatiny. Zavér teoretické Casti je vénovan aplikacim Zelatiny, vCetné oblasti, v nichz se
bézn¢ vyuziva. Prakticka ¢ast zahrnuje pfipravu vzorka Zelatiny o riznych koncentracich

sitovaciho ¢inidla a jejich néslednych reologickych méfeni, s cilem sledovat a popsat
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kinetiku sitovani. Znalost kinetiky sitovéani a viskoelastickych vlastnosti umoziuje 1épe
pochopit, jak se Zelatina chova pfi riznych podminkéch, coz je zasadni pro jejich zpracovani,

ale také pro optimalizaci jejich funkci v konkrétnich aplikacich.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOMATERIALY

1.1 Historie a vyvoj biomateriali

Historie biomaterialti sah4 az do starovéku, kdy lidé vyuzivali rizné exogenni materialy k
1écbé onemocnéni a poranéni. V Egypté v roce 2000 pt. n. I. byly napftiklad zvifeci Slachy
pouzivany jako stehy, slonovina k nahrazeni ztracenych zubt a dfevo k obnové chybéjicich
kosti. V tomto obdobi se pro ndhradu kostnich ¢asti lidského téla experimentovalo i s médi,
ale implantaty, které z ni byly vyrobené selhdvaly kvili toxickym u¢inkiim iontd médi.
Od 1. stoleti pi.n.l. se v Recku a Indii zaGaly provadét prvni plastické operace na vojacich

(4, 5].

Pokrok ve vyuziti biomaterialti nastal az v moderni dobé. V roce 1891 probéhla
v Némecku prvni chirurgickd operace ndhrady kycelniho kloubu slonovinou. Od 19. stoleti
se bézné€ pouzivaly kostni dlahy a ortézy, které slouzily k fixaci zlomenin po chirurgickych
zakrocich. V 50. letech 20. stoleti byly vyvinuty prvni umélé srde¢ni chlopné, coz vedlo
k dalSimu pokroku ve tkdnovém inZenyrstvi a regenerativni medicing€. Tento vyvoj pfinesl

nové moznosti ve vyuziti biomateriald pro pokrocilé zdravotnické aplikace [4, 5].

Vyvoj biomaterialii zahrnoval 3 generace (Obrdzek 1), z nichz kazdad pftinesla
vyznamny pokrok a posun. Prvni generace (50. az 80. léta 20. stoleté) se zamétovala na
biologicky inertni materidly jako jsou sadra, kovy a bavlna. Tyto materidly se vyznacovaly
snahou minimalizovat reakce s télnimi tkanémi, 1 kdyz casto vedly k problémim
s kompatibilitou. Ve druhé generaci (80. a 90. 1éta 20. stoleti) pfisel posun k bioaktivnim
materialim, které mohly interagovat s biologickymi procesy, jako je napfiklad regenerace
tkani. Mezi hlavni materialy patfily hydroxyapatit, kolagen a fibrin. Tteti generace (od 90.
let 20. stoleti az dodnes) zahrnuje biomateridly, které jsou navrzeny tak, aby zlepSily

pfirozené a regeneracni schopnosti téla [6].
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1l.generace
Bioinertni materialy
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. Kostni tkan

Obrazek 1 Vyvoj biomateriali

(zdroj: upraveno dle — FARAG, Mohammad M. Recent trends on biomaterials for tissue
regeneration applications: review. Online. Journal of Materials Science. 2023. ISSN 0022-
2461. Dostupné z: https.//doi.org/10.1007/s10853-022-08102-x. [cit. 2025-02-05].)

1.2 Obecna charakteristika

Biomaterialy hraji dtlezitou roli v oblasti moderni mediciny, protoze pomahaji obnovovat
funkce a podporovat hojeni pfi zranéni nebo nemoci. Jedna se o materidly, které se vyuzivaji
v Iékatstvi k podpote, posileni nebo nahrazeni poskozenych tkdni nebo biologickych funkci.
Mohou byt bud’ ptirodni nebo syntetické a pfi jejich vyrobé se vyuziva riznorodé mnozstvi
matriald jako jsou naptiklad kovy, keramika, plasty, sklo nebo zivé buiiky a tkdné. Materialy
mohou byt ndsledné predélany do riznych forem, které se ndsledné¢ vyuzivaji
v biomedicinskych produktech jako jsou zubni implantaty, kontaktni ¢ocky nebo srde¢ni
chlopné. VétSina biomateridlll je vytvofena tak, aby byly biologicky odbouratelné, ale
existuji i takové které jsou biologicky vstiebatelné, coz znamenad, Ze se postupné a prirozené
rozkladaji v téle a nasledné jsou z téla vylouceny. Biomaterialy se vyznacuji svou schopnosti
pfizplsobovat se na rizné¢ medicinské aplikace, od docasnych struktur, které poméahaji
k regeneraci tkani az po dlouhodobé implantaty zajiStujici strukturalni podporu. Tato
prizptisobivost je neustale zdokonalovana diky pokrokiim ve vyzkumu jako je objevovani
novych materiall a pokrocilych vyrobnich technologii [7].

V soucasné dob¢€ maji biomaterialy stale vétsi vyznam a nachazeji uplatnéni v riznych
oblastech. Dlivodem je neustale se vyvijejici oblast mediciny a zpracovani materialti. Jsou

Siroce vyuzivany v mnoha oborech jako je naptiklad ortopedie, stomatologie, tkanové
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inzenyrstvi, dodavani 1€kii atd. Mohou byt vyuzity bud’ samostatné¢ nebo jsou soucasti

biokompatibilniho systému spolu s lidskymi tkanémi a organy [4].

Biomaterialy lze klasifikovat na zakladné nékolika kritérii. Mzeme je rozdélit podle
plvodu, a to na pfirodni nebo syntetické. Dale se déli na zéklad¢ typu materialu, ze kterého
jsou vyrobeny. Rozeznavame 4 zakladni skupiny: kovy (nerezova ocel, titan), polymery
(PLLA, PDS, nylon), keramika (oxid hlinity), biokompozity. Dale existuji dvé hlavni
skupiny biomaterialii: biologicky odbouratelné a biologicky neodbouratelné. Co se tyka
reakce s Zivou tkani jsou biomateridly bud’ biologicky neaktivni, které maji jen minimalni
nebo zadnou interakci s okolnimi tkdnémi, zatimco biologicky aktivni materidly tuto
interakci podporuji. V oblasti tkanového inzenyrstvi miizeme biomateridly rozd¢lit podle
vyuziti, a to na dv¢ zékladni skupiny: pro tvrdé tkané (kosti, zuby, chrupavky) a pro mekké
tkané (ktize, vazivo). Nakonec lze biomateridly klasifikovat podle jejich funkce na trvalé
nebo docasné implantaty, coz zavisi na délce jejich planovaného pouziti po chirurgickém

zakroku [4].

1.3 Rozdéleni podle pavodu

Biomaterialy 1ze rozdélit podle piivodu na dvé hlavni kategorie: pfirodni a syntetické.

1.3.1 Pftirodni biomaterialy

Pfirodni biomateridly jsou organické slouceniny, ziskavany z riznych zdroji véetné rostlin,
zvitat, hub, bakterii a fas. Déli se do 4 skupin: materidly na bazi proteind, polysacharidd,
glykosaminglykanii a extracelularni matrice. Tyto materialy nachézeji uplatnéni pti obnové
nebo nahradé poskozenych tkani ¢i organu, podpofe regenerace tkani, jako systém pro
doddvani 1é¢iv nebo kvyvoji kostnich leSeni. Jejich hlavnimi vyhodami jsou
biokompatibilita, snadna dostupnost, obnovitelnost, nizka cena, a také nizké imunogenni
vlastnosti. Vyuzivaji se hlavné v aplikacich tkanového inzenyrstvi. PfestoZze maji mnoho
vyhod, maji také néjakéd omezeni kvili jejich rychlé degradaci. Nekteti lidé na né mohou mit
také alergii, protoZe se ziskavaji z rtiznych zivociSnych zdroji. Nékteti vyznamni zastupci

pfirodnich biomateridlti jsou uvedeni na Obrazek 2 [5, 8, 9].
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Obrazek 2 Chemicka struktura ptirodnich polymert ( a ) Chitin, ( b ) alginat sodny, ( c)
celuldza, (d) kyselina hyaluronova, ( e ) zelatina a ( f') kolagen.

(zdroj: upraveno dle — KALIRAJAN, Cheirmadurai; DUKLE, Amey; NATHANAEL,
Arputharaj Joseph; OH, Tae-Hwan a MANIVASAGAM, Geetha. A Critical Review on
Polymeric Biomaterials for Biomedical Applications. Online. Polymers. 2021. ISSN 2073-
4360. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/polym13173015. [cit. 2025-02-04].)

1.3.2 Syntetické biomaterialy

Jedna se o takové biomaterily, které jsou biokompatibilni a jejich vlastnosti lze ptizptsobit
typu pozadované aplikace. Vyrabi se z riznych organickych i anorganickych materialti a
jejich kombinaci. Hlavni rozdil mezi syntetickymi a pfirodnimi biomaterialy spociva v tom,
ze syntetické mohou byt vyrdbény a upravovany kontrolovanym zplsobem, coZ umoziuje
dosahnout specifickych vlastnosti a stability. Oproti pfirodnim biomateridliim nabizeji
mnoho vyhod, mezi které patii naptiklad moznost standardizace, kontrola mechanickych a
chemickych vlastnosti, tiprava rychlosti degradace a vedlejSich produkti. Maji také delsi
skladovatelnost a vyssi flexibilitu pfi tvarovani. Schopnost bun€k ptichytit se na syntetické
materidly mize byt ale méné ucinna nez u pfirodnich materidll. Mezi zéastupce patii
napiiklad kyselina polymlécna (PLA), polyvinylalkohol (PVA), polykaprolakton (PCL),
kyselina polyglykolova (PGA) nebo polyuretan (PU). Na Obrazek 3 jsou zndzornény

chemické struktury nejcastéji pouzivanych syntetickych biomaterialii [8-10].
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Obrazek 3 Chemicka struktura syntetickych polymert ( a ) polyvinylalkohol (PVA), (b)
kyselina polymlééna (PLA) a ( ¢ ) kyselina poly(mlécna-ko-glykolova) (PLGA).

(zdroj: KALIRAJAN, Cheirmadurai; DUKLE, Amey; NATHANAEL, Arputharaj Joseph,
OH, Tae-Hwan a MANIVASAGAM, Geetha. A Critical Review on Polymeric Biomaterials
for Biomedical Applications. Online. Polymers. 2021. ISSN 2073-4360. Dostupné
z: https://doi.org/10.3390/polym13173015. [cit. 2025-02-04].)

1.4 Rozdéleni na zakladé typu materialu

Podle toho, z jakého materialu jsou biomateridly vyrobeny rozeznavame 4 hlavni kategorie,

které jsou znazornény na Obrazek 4.

BIOMATERIALY

ANORGANICKE ORGANICKE

KOVY KERAMIKA POLYMERY BIOKOMPOZITY

Obrazek 4 Rozd¢leni biomaterialii na zékladé typu materialu

(zdroj: upraveno dle — AJMAL, Sidra Ajmal; ATHAR HASHMI, Farzan a IMRAN,
Iffat. Recent progress in development and applications of biomaterials Author links open
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overlay panel. Online. In: ScienceDirect. 2022. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.matpr.2022.04.233. [cit. 2025-02-04].)

14.1 Kovy

Kovy patii mezi nejrozsifené;si skupinu biomaterialii, diky svym vybornym mechanickym
vlastnostem. Jsou primarn¢ urceny k ndhradé poskozenych tvrdych tkani jako jsou kosti,
kolena nebo zubni implantaty. Nejpouzivangjsimi kovovymi biomaterialy jsou slitiny Zeleza
jako je naptiklad nerezova ocel, slitiny titanu a molybdenu. Své vyuziti nachazi v ortopedii,
stomatologii nebo chirurgii. Jako ptiklad biomateridlu vyrobeného z kovu jsou kostni dlahy,
Srouby, steny, ortodontické draty. VSechny lékafské implantaity musi mit vysokou

biokompatibilitu a odolnost vii¢i opotiebeni [4, 11].

1.4.2 Keramika

Keramické materidly se vyznacuji nizkou tepelnou a elektrickou vodivosti. Jednim
z piikladi biokeramiky je hydroxyapatit, ktery ma vysokou tuhost a vyuziva se hlavné
v zubnich implantatech. I pfes to, Ze ma biokeramika nizkou pevnost v tahu, tak naopak jeji
silnou strankou je pevnost v tlaku, proto je vhodna pro specifické aplikace v mediciné.
Vyuziva se zejména v oblasti osteoartrozy a stomatologie v mnoha aplikacich jako dentdlni

nahrady, klouby, kostni ndhrady [11].

1.4.3 Polymery

Polymery jsou povazovéany za nejvhodnéjsi typ biomaterialii pro biomedicinské aplikace.
Rozeznavame dva typy polymeri: syntetické a ptirodni. Mezi piirodni patfi napiiklad
kyselina hyaluronov4, kolagen nebo Zelatina. Syntetické polymery se pouzivaji naptiklad pfi
vyrobé systémi pro dodavani 1ékt, jednorazovych Iékarskych potieb a dentalnich
materidlech. Oproti keramice a kovovym slitindm maji fadu vyhod, jako je flexibilita,
nakladova efektivita a snadnd uprava mechanickych vlastnosti. Vyhodou je také

biokompatibilita, lehkost a schopnost biodegradace [4, 11].

1.4.4 Kompozity

Poslednim typem biomateriali jsou kompozity. Jedna se o materidly, které vznikaji
kombinaci dvou a vice biologicky vyznamnych slozek. Umoziuji vytvafet materialy
s vylepSenymi mechanickymi, chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi. Pouzivaji se v mnoha

odvétvich od pramyslovych aplikaci az po medicinu [11].
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1.5 Zelatina

Zelatina pochézi z latinského slova gelare, coz v prekladu znamena zmrazeny nebo tuhy.
Jedna se o prirozené se vyskytujici polymer, ktery se ziskdva c¢astecnou hydrolyzou
kolagenu. Je obvykle dostupné ve formé tablet, granuli nebo prasku a pfed pouzitim ¢asto

vyzaduje rozpusténi ve vodé [12].

Kolagen (Obrazek 5), hlavni zdroj Zelatiny se vyskytuje ve velkém mnozstvi v kizi,
kostech, slachach a vazech lidi a zvitat. Hlavnimi zdroji, ze kterych se zelatina ziskéava je
ktize, kosti, Slachy a vazy, pticemz se ziskava predevsim z prasat, skotu a ryb. Existuji dva
typy zelatiny: typ A, ktery se vyrabi kyselou hydrolyzou napftiklad z vepfové kize a typ B,

ziskany alkalickou hydrolyzou z kiize hovézi [2].

kolagenové fibrily

malekuly kolagenu
{trojitd Sroubovice)

Obrazek 5 Struktura kolagenu

(zdroj: upraveno dle — AMBLI, Mouna; DERACINOIS, Barbara; RAVALLEC, Rozenn;
CUDENNEC, Benoit a FLAHAUT., Christophe. Gelatine, present use and future
applications: Decryption of a high-value multi-purpose by-product of the agro-food
industry. Online. Journal of Food Science and Nutrition Research. 2023, roc. 06, ¢. 04.
ISSN 26421100. Dostupné z: https.//doi.org/10.26502/jfsnr.2642-110000144. [cit. 2025-
05-14].)

1.5.1 Struktura

Zelatina obsahuje 18 aminokyselin, ty nejbézn&jsi jsou glycin, prolin a hydroxyprolin. Jedna
tietina fetézce je tvorena glycinem, zatimco dalsi tfetinu tvofi prolin nebo hydroxyprolin.

Zelatina ma strukturu podobnou kolagenu, ktera je charakterizovana opakovanim tripletu
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(Gly-XY), kde X a Y jsou vétsinou prolin, respektive hydroxyprolin (Obrazek 6). Molekuly
se skladaji ze tifi polypeptidovych tetézcl,, kdy dva znich jsou obvykle téméf stejné
v souboru a sekvenci aminokyselin a tieti se od ostatnich lisi. Retézce se navzajem ovijeji a
tvoti pravoto¢ivou trojsroubovici. Zelatina obsahuje pfiblizné stejny pomér kationtovych,
aniontovych a hydrofobnich skupin. Asi 13 % jejiho polypeptidového fetézce tvoii kladné
nabité aminokyseliny jako je napiiklad lysin. Zaporn¢ nabité aminokyseliny jako kyselina
glutamova a asparagova piedstavuji zhruba 12 % a hydrofobni aminokyseliny jako leucin,

isoleucin, methioin, valin tvofi asi 11 % [1, 13].

t

Glycin Serin Hydroxyprolin  Glycin Prolin  Lysin

Obrazek 6 Chemicka struktura fragmentu Zelatinového a-fetézce charakterizovaného
opakovanim tripletu (Gly-XY)

(zdroj: upraveno dle — MILANO, Francesca; MASI, Annalia; MADAGHIELE, Marta;
SANNINO, Alessandro; SALVATORE, Luca et al. Current Trends in Gelatin-Based Drug
Delivery Systems. Properties, sources, process, applications, and commercialisation.
Online. Pharmaceutics. 2023. ISSN 1999-4923. Dostupné
z: https://doi.org/10.3390/pharmaceutics15051499. [cit. 2025-02-04].)

1.5.2 Vlastnosti

Vlastnosti Zelatiny zavisi na zdroji extrakce (koné, skot, prasata, ryby) a tkan¢ (ktize, Slachy,
kosti, Supiny), véku zvifete a metod¢ hydrolyzy. Sav¢i Zelatina, ktera se ziskava z kosti, kiize
ma vysoky bod varu a pevnost gelu. Jeji molekulova hmotnost zajist'uje vysokou viskozitu
a stabilitu gelu. Mezi vlastnosti hovézi Zelatiny patii gelotvornost, pevnost gelu a dobré
filmotvorné vlastnosti. Niz8i bod tani a gelovaténi ma rybi Zelatina, je pruzna a transparentni.

Casto jsou nutné chemické nebo fyzikalni iipravy k posileni jeji pevnosti [14].
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Reologické vlastnosti zelatiny jsou velmi dilezité ptfi vyrobé riznych produkti
v potravinafstvi, 1ékafském a biomedicinském primyslu. Mezi tyto vlastnosti patii teplota
tani, teplota gelovaténi, sila gelu a viskozita. Zelatina se miize roztavit p¥i uréité teploté, jeji
bod tani je blizky teploté lidského téla. Reologické vlastnosti je mozné métit pomoci DSC
(diferencialni skenovaci kalorimetrie) nebo reometru, které urcuji teplotu tani a gelovaténi.
Dulezitou vlastnosti je také viskozita, ktera spolecné s pevnosti gelu ovliviiuje jeji strukturu

a vyuziti [14].

Zelatina vytvafi termoreverzibilni gely steplotou niz§i nez 37 °C, to dava
potravinafskym vyrobkiim kvalitu rozplyvajici se v ustech. Ma také vlastnosti zadrzujici
vodu, coz ji pomahd absorbovat vodu a udrzovat strukturu gelu. Diky témto schopnostem
ptispiva k prodlouzeni Cerstvosti potravin, tim ze omezuje vysychani a zlepSuje texturu

vyrobki [14].

1.5.3 Vyuziti

Zelatina ma mnoho vyhod napiiklad nizkd cena, snadni dostupnost biologickéa
odbouratelnost, je biokompatibilni a bioaktivni. Siroce se vyuziva jako substrat pro vyrobu

velkého mnozstvi aplikaci v biomedicing€, farmacii, kosmetice a potravinatstvi [13].

V potravinafstvi se vyuzivd jako zahustovadlo, emulgator nebo stabilizator.
V kosmetickém primyslu nachdzi wuplatnéni v riznych produktech diky svému
hydrata¢nimu uc¢inku. VéEtSinu vyuziti mé vSak ve farmacii, a to pfedevsim jako pojivo pfi
vyrob¢ 1€kti, material pro vyvoj kapsli nebo jako matrice implantatli a obvazi na rany.
V biomedicing se pouZziva jako biomaterial pro vyvoj systému dodavani 1é¢iv a v tkdnovém

inzenyrstvi [13].
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2 SITOVANI

Sitovani zZelatinovych fetézcl je dilezity krok pro ptipravu hydrogelt. Jednd se o proces,
pfi kterém se spojuji dva polymerni fetézce za vzniku stabilni struktury. Dochézi ke vzniku
pti¢nych vazeb, které ovliviiuji strukturni vlastnosti hydrogelu. Pfi niz§im stupni zesiténi se
teplotu skelného piechodu a houzevnatost, ale snizuje bod tani a viskozitu materialu.
Sitovéani také ale méni reologii polymerd, coz muze vést k problémim pii zpracovani.

Rozeznavame dva typy sitovani: fyzikalni a chemické [15].

2.1 Fyzikalni sitovani

Fyzikalni sitovani (Obrazek 7) zahrnuje vytvareni nekovalentnich vazeb mezi polymernimi
fetézci jako jsou van der Waalsovy sily, vodikové vazby, hydrofobni interakce nebo
elektrostatické interakce. Tyto vazby jsou kratkodobé, ale staci k tomu, aby vytvorily
nerozpustné hydrogely ve vodném prostiedi. Vazby jsou vsak citlivé na zvySenou teplotu,
takze muze dojit k rozpusténi gelu a nékdy je potteba pouzit chemické sitovani. Hlavni
vyhodou fyzikéalniho sitovani je, Ze pfi tomto typu sitovani se nepouzivaji zddné chemicka
sitovaci ¢inidla. Tyto hydrogely jsou proto efektivnéj$i v pouziti v biomediciné, protoze
zabrafuji riziku cytotoxicity. Fyzikalni gely se nazyvaji jako termoplastické gely, protoze
je mizeme povazovat za tepelné reverzibilni a viskoelastické pevné latky. Maji dlouhou
dobu gelovaténi. Neptitomnost chemického zesitovani miize byt vyhodna pro aplikace pfi

pokojové teploté [16-18].

Funkeéni skupiny
~

Obrazek 7 Fyzikalni sitovani

(zdroj: upraveno dle — RAMACHANDRAN, Roshini; JUNG, Dahee a M. SPOKOYNY,
Alexander. Cross-linking dots on metal oxides. Online. In: NPG Asia Materials. 2019.
Dostupné z: https://doi.org/10.1038/s41427-019-0119-9. [cit. 2025-02-04].)
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2.2 Chemicke sitovani

vvvvvv

ptipravé hydrogelti. Pfi chemickém sitovani dochédzi k tvorbé kovalentnich vazeb mezi
polymernimi fetézci. Oproti fyzikalnimu sitovani se jednd o vazby, které jsou pfirozené silné
a trvalé. Chemicky zesitované hydrogely vznikaji pomoci nevratnych kovalentnich vazeb
s alesponi jednim sitovacim ¢inidlem. Zesitovani kovalentnich vazeb pomahé hydrogelim
udrzovat dobrou stabilitu ve fyziologickém prosttedi. Toto zesitovani se pouziva k ptipravé
pfirodnich a syntetickych polymernich hydrogelt. Vyhodou téchto hydrogelt je mechanicka
pevnost, odolnost proti fedéni a omezend difuze ve srovnani s gely, které vzniknou pfi

fyzikalnim sitovani [17-19].

AINAAAS —

e

Sit'ovaci cinidlo

Obrazek 8 Chemické sitovani

(zdroj: upraveno dle — RAMACHANDRAN, Roshini; JUNG, Dahee a M. SPOKOYNY,
Alexander. Cross-linking dots on metal oxides. Online. In: NPG Asia Materials. 2019.
Dostupné z: https://doi.org/10.1038/s41427-019-0119-9. [cit. 2025-02-04].)

2.3 Sitovadla

Vlastnosti sitovacich ¢inidel je, propojovani molekul, zvySeni molekulové hmotnosti a tim
padem poskytnuti vys$§i mechanické pevnosti a stability. Jejich hlavni vyhodou je schopnost
zpevnit material. Diky tomu se materidly méné deformuji a Iépe odolavaji jak vnéj$im, tak
vnitinim sildm a maji delsi zivotnost. Dal$i vyhodou sitovacich ¢inidel je jejich schopnost
meénit vlastnosti materidlu. Podle toho, jaky typ sitovaciho ¢inidla je pouzit mohou byt
vlastnosti materidlu posileny nebo potlaceny. Pro upravu vlastnosti se pouziva fada
sitovacich ¢inidel, vétSina z nich je ale draha a toxickd, coz vyzaduje zvlastni postupy pfi
manipulaci. Vybér sitovaciho ¢inidla zévisi na typu polymeru, pozadovanych vlastnostech

a aplikacich [20-22].
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Nejcastéji pouzivand chemickd sitovadla jako jsou glutaraldehyd, glyoxal,
polyethylenglykol, karmoimidy, situji polymery a ovliviiuji pozitivné jejich vlastnosti.
Nicméné nékterd chemicka sitovadla jsou nebezpecna pro buiky v lidském téle, coz
vyzaduje slozité procesy Cisténi pro odstranéni nezreagovanych toxickych sloucenin.
Piirodni sitovadla maji stdle vet$i vyznam, maji niz$i cytotoxicitu nebo jsou uplné
necytotoxicka. Tvofi stabilni chemicky zesitované hydrogelové materidly s vysokou

biokompatibilitou [23].

2.3.1 Prirodni sitovaci ¢inidla

Chemické slouceniny nebo sitovadla pochézejici z ptirodnich zdroji, jako jsou rostliny, se
oznacuji jako ptirodni sitovadla. Mezi nej€astéji pouzivané patii genipin, kyselina citrébnova,
kyselina ttislova a vanilin [24].

Genipin je derivat glykosidl, které se pouzivaji k sitovani proteinti a polysacharidu
(Obrazek 9). Reaguje pouze s primarnimi aminoskupinami. Uinnost sitovani je téméf
podobna s tcinnosti aldehydd, ale na rozdil od glutaraldehydu je genipin netoxicky.
Hydrogely, které vzniknout pfi sitovani s genipinem maji lep$i mechanické vlastnosti a

biokompatibilitu oproti tém co jsou zesitované syntetickymi sitovadly [23].

+ HN— —>

OH
HO
Genipin Zelatina

Obrazek 9 Sitovaci reakce Zelatiny s genipinem

(zdroj: upraveno dle — ERGAN, Dermet; N. KOC, Serkan;, OKSUZOMER, M. Faruk a
YALCINTEPE, Leman. Synergistic effect of selenium and genipin triggers viability of 3T3
cells on PVA/Gelatin scaffolds. Online. In: Acta of Bioengineering and Biomechanics.
2022. Dostupné z: https://doi.org/10.37190/abb-01944-2021-04. [cit. 2025-02-04].)
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2.3.2 Synteticka sit’ovaci ¢inidla

Syntetické sitovaci €inidla jsou povazovana za Skodlivé jak pro clovéka, tak 1 Zivotni
prostiedi. Pouziti n€kterych synteticky sitovacich ¢inidel nékdy vyzaduje dalsi Cistici kroky

v technologickém procesu [23].

Uplné nejéastéji pouzivanym sitovacim &inidlem je glutaraldehyd (Obrazek 10). Je
rozpustny ve vodé a v organickych rozpoustédlech. Vyhodou je snadna dostupnost, nizka
cena a vysoka reaktivita. Reaguje s hydroxylovymi a aminovymi skupinami v proteinech a
polysacharidech. Biomedicinské materialy ziskané z jeho pouziti vykazuji vysokou pevnost
vtahu a dobré mechanické vlastnosti. Pfitomnost aldehydovych skupin v konecném
produktu muze byt toxicka pro bunky vedouci k zdnétu v organismu. Pro zmirnéni téchto
ucinki jsou nezbytné Cistici procesy, napiiklad promyvani hydrogeld roztoky aminokyselin.
Maximalni koncentrace glutaraldehydu by nem¢la piekrocit 8 % w/v, aby se efektivné

eliminovaly [23].

zelatinovy Fetézic_/\ /\T/

NH; I
sitovaci reakce
glutaraldehyd QOHC—(CH3);—CHO
NH
/_Jz\ i
/’_"\\\_”,
Zelatinovy fetézec /_J\
/-f—\_—'/

zesitovana Zelatina

Obrazek 10 Sitovaci reakce Zelatiny s glutaraldehydem

(zdroj: upraveno dle — IMANI, Rana; RAFIENIA, Mohammad a HOJJATI EMAMI,
Shahriar. Synthesis and characterization of glutaraldehyde-based crosslinked gelatin as a
local hemostat sponge in surgery: Anin vitrostudy. Online. In: Bio-medical Materials and
Engineering. 2013. Dostupné z: https://doi.org/10.3233/BME-130745. [cit. 2025-02-04].)
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3 STUDIUM KINETIKY SiITOVANI

Kinetika sitovani je velmi dualezitd pfi vyrobé hydrogelti, protoze urcuje jak rychle a
efektivné se tvoii piicné vazby mezi polymernimi fetézci. Studium kinetiky sitovani slouzi
k pochopeni, jak se v prib¢hu reakce vyviji sitovaci struktura a jak rtizné faktory ovliviiuji
finalni vlastnosti danych hydrogelii. Ke studovani tohoto procesu se pouziva fada riznych

metod.

3.1 Metody méreni kinetiky sitovani

V dnesni dobé existuje fada metod, pomoci kterych lze méfit kinetiku sitovani, vCetné
zelatiny. Tyto metody sleduji zmény ve struktufe a vlastnostech materidlu béhem procesu

sitovani. Mezi ty, které se nejvice pouzivaji patii reologické metody.

3.2 Reologie

Reologie je véda, ktera pochazi z feckého slova rheos, coz v piekladu znamena proudit nebo
téct. Jedna se tedy o védni obor zabyvajici se studium toku a deformace latek pod vlivem
pusobeni vnéjsich sil [25].

Dulezitymi veli¢inami v reologii jsou viskozita a elasticita. Pokud latky vykazuji
elastické chovani znamena to, Ze po odeznéni deformace zpiisobené vnéjsi silou se vrati zpét
do piivodniho tvaru. Toto chovani je typické pro pevné latky. Viskdzni chovani se naopak
vyskytuje u kapalin, u nichz po uvolnéni vnéjsi sily nedojde k obnové piivodni struktury.
Latky, obsahujici kombinaci téchto vlastnosti se nazyvaji viskoelastické (Obrazek 11) a

jejich reakce na aplikovanou zatéz zavisi na délce piisobeni vnéjsi sily [26].
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viskoelasticka kapalina viskoelasticka pevna latka
G’ (Pa) A G’ 11‘.11 A
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—— —p—
viskézni elasticky elasticky viskézni

Obrazek 11 Viskozni a elasticky charakter viskoelastickych materidlt

(zdroj: upraveno dle — BUDAI Livia; BUDAI, Marianna; FULOPNE PAPAY, Zséfia Edit;
VILIMI, Zsofia a ANTAL, Istvan. Rheological Considerations of Pharmaceutical
Formulations: Focus on Viscoelasticity. Online. Gels. 2023, roc. 9, ¢. 6. Dostupné
z: https://doi.org/10.3390/gels9060469. [cit. 2025-03-12].)

Viskozitu zelatiny ovliviiuje n€kolik faktorti jako jsou koncentrace, pH a teplota. Pfi
vysokych frekvencich ptevladd u Zelatinového gelu pruznost, naopak pfi nizkych

frekvencich viskozita, chova se tedy jako kapalina [27].

3.2.1 Viskoelasticita

Viskoelastické vlastnosti zahrnuji elastické a viskézni chovani maji tedy tu schopnost, ze

mohou ptechézet z viskdzniho charakteru na elasticky a naopak [27].

Pfi méteni viskoelastickych vlastnosti se zamétrujeme na n¢kolik klicovych parametri.
Patii mezi né soufazovy modul (G'), ktery slouzi k popisu elasticity a ztratovy modul (G")
k popisu viskozity. Celkové chovani materidlu, které zavisi jak na elasticite, tak na viskozité
vyjadiuje komplexni viskozita (n*). Pomér G"/G’ je definovan jako ztratovy faktor nebo
ztratova tangenta (tan d) a poskytuje informaci o tom, zda se dany material chova jako pevna
latka nebo kapalina. Bod, ve kterém se moduly protinaji (G"'= G’), urcuje teplotu pifechodu

a zmény ve struktuie gelu [28, 29].

3.2.2 Bod gelace

NS4

sitovani, je uréeni bodu gelace. Zelatina béhem tohoto procesu piechazi z formy sol na gel
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ptes kriticky bod nazyvany bod gelace (GP). Pti pfechodu sol-gel dochazi k fdzové zmeéné,

kdy se sit'ujici polymer méni z kapalného stavu do pevného [30].

U zelatiny je GP dulezity, predstavuje rovnovahu mezi mékkou deformaci a
mechanickou pruznosti. Teplota gelace oznafuje proces pfechodu Zzelatiny znahodné

svinuté struktury do stabilni trojSroubovicové formy [30].

Mezi nejbéznéjsi zpiisoby, jak stanovit GP patii reologické méteni [30].

3.2.3 Méreni

Mg¢éfeni reologie miizeme provadét pomoci riznych typt reometri, které se vSak 1isi podle
veli¢iny, kterou sledujeme, rozsahu méfeni nebo také podle slozitosti a pfesnosti samotného
méteni. Pouzivaji se vytokové poharky, kulickové viskozimetry, nizkotlaké a vysokotlaké

kapilarni viskozimetry nebo rota¢ni reometry [31].

Rotacni reometry slouzi k analyze reologickych vlastnosti riznych materiald.
Umoznuji méfit viskozitu, smykové napéti, rychlost smykové deformace nebo
viskoelastické moduly. Jsou tvofeny dvéma ¢astmi geometrie — rotorem, coz je pohybliva
Cast a statorem Cast statickd. Mezi témito dvéma c¢astmi je umistén vzorek. RozliSujeme 3
zakladni typy geometrii: deska-deska, kuZzel-deska, valec-valec (Obrazek 12). Kazda je
vhodné pro specifické typy materidli a méfeni. Méfeni Casto probihd ve dvou hlavnich
rezimech, a to bud’ fizené smykové napéti nebo fizena rychlost smykové deformace. Jeste
se mohou dé¢lit podle pohyblivé ¢ast na Couettiiv (otaci se vnéjsi valec ¢i dolni deska) a

Castéj$i Searltiv systém (rotacni je vnitini valec nebo horni deska) [31].



32 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

O S b

Deska - deska Kuzel - deska Valec - valec

Obrazek 12 Zakladni typy geometrii

(zdroj: upraveno dle — HERRADA-MANCHON, Helena; FERNANDEZ, Manuel Alejandro
a AGUILAR, Enrique. Essential Guide to Hydrogel Rheology in Extrusion 3D Printing:
How to Measure It and Why It Matters? Online. Gels. 2023, roc. 9, ¢. 7. Dostupné
z: https://doi.org/10.3390/gels9070517. [cit. 2025-03-12].)
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4 APLIKACE

V této kapitole se zamétfime na vyuziti riznych typl biomateriald, specificky na aplikace
zelatiny jako jednoho z vyznamnych biopolymerti a sitovadel, ktera umoziuji modifikaci

vlastnosti biomateriali pro konkrétni medicinské ucely.

4.1 Aplikace biomateriali

Biomaterialy nachazeji uplatnéni v mnoha oblastech. Pouzivaji se zejména ve zdravotnictvi,
farmacii a technickych védéach. V medicing se vyskytuji ve formé riznych typli implantati,
umélych organti nebo jejich komponent, nosici 1ékd nebo jako prosttedky pro spojovani a
regeneraci tkani. Jejich vyhodou je schopnost fungovat v pfimém kontaktu s biologickym
prostiedim bez vyvoldni zédvazné imunitni reakce. Nejvyznamngj$imi aplikacemi jsou
tkanové inzenyrstvi, vyvoj systému pro fizené uvoliiovani 1é¢iv, chirurgické implantaty,

zubni ndhrady a rizné nosné struktury [11, 32, 33].

Tkanové inZenyrstvi je vyznamnou oblasti vyuziti biomateriali. Zde se vyuzivaji
biomateridly jako tzv. scaffoldy neboli nosné struktury, které pomdhaji riistu bunék a

regeneraci poskozenych tkani. UmoZznuji bunéénou adhezi, proliferaci i diferenciaci [5, 6].

Systémy fizeného uvoliiovani 1éCiv vyuZzivaji biomateridly k vytvofeni nosice, ktery
uvoliiuje 1é¢ivou latku kontrolované v misté ucinku. Nejcastéji se pouzivaji piirodni

hydrogely diky své schopnosti absorbovat vodu a nabobtnat [8,13].

Biomaterialy se také uplatiiuji ve vyrobé implantat, naptiklad umélych kloubd,
cévnich nahrad nebo $lachovych vaziv. Stéle vice se rozviji také oblast 3D biotisku, kde se

biomateraly pouzivaji jako tzv. bioinkousty pro vyrobu zivych tkanovych struktur [11, 13].

4.2 Aplikace Zelatiny

Diky svym unikatnim vlastnostem jako je biokompatibilita, schopnost biologického
rozkladu, nizkéd toxicita nachdzi uplatnéni v mnoha riznych primyslovych odvétvich

(Obrazek 13) [12].

Nejvétsi oblastni vyuZiti Zelatiny je potravinafstvi, kde se vyuziva jako stabilizator,
zahus$tovadlo a Zelirovaci latka, ktera zlepSuje texturu a konzistenci vyrobkl. V cukréistvi
se vyuziva pii vyrob¢ zelé, pén, tvarohovych krémil a ovocnych salétli. Pridava se také do
zmrzliny pro zlepSeni jeji konzistence. V mastnych vyrobcich jako jsou klobasy a Sunky

vaze tekutiny a zajiStuje lepsSi tepelny ptfenos pfi vareni. Slouzi také jako emulgator v
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cukrovinkach, stabilizator mlé¢nych a pekatskych produktt a rafina¢ni ¢inidlo v ovocnatstvi

[2, 34, 35].

V kosmetickém pramyslu je Zelatina cenéna pro své hydratacni a filmotvorné
vlastnosti. Pouziva se v krémech, Samponech a dalSich produktech pro péci o plet’ a vlasy.
Diky své schopnosti vytvaret ochranny film na pokozce a vlasech zelatina pfispiva k jejich

hydrataci a ochran¢ pfed vnéjsimi vlivy [2, 34].

Ve farmacii a medicin€ se zelatina vyuziva k potahovani tablet, kapsli a doplikt stravy.
Diky sv¢é biologické odbouratelnosti, biokompatibilité a nizké antigenicité je povazovana za

vhodny material pro aplikace pfi hojeni ran a regeneraci tkani [35, 36].

Zelatina se také pouziva ve vzduchovych filtrech k zachyceni, detekci a analyze
mikroorganisml prenasenych vzduchem zptisobujicich alergické reakce. Tyto filtry lze
sterilizovat a rozpustit ve vod¢, coz z nich €ini vhodny néstroj pro mikrobiologicky

monitoring vzduchu [2, 37].

Kosmetika

h Y

Vzduchové filtry

Obrazek 13: Aplikace zelatiny

(zdroj: upraveno dle — JULIE CHANDRA, C. S.; SASI, Sreesha a BINDU SHARMILA, T.
K. Material Applications of Gelatin. Online. Handbook of Biopolymers. 2023, s. 749-782.
ISBN 978-981-19-0709-8. Dostupné z: https.://doi.org/10.1007/978-981-19-0710-4_28.
[cit. 2025-05-7].)
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4.3 Aplikace sitovadel

Sitovadla jsou chemické latky, které umoziuji vytvofeni trojrozmérné struktury
polymernich materidli. Tento proces je dilezity pro zlepSeni mechanickych, chemickych a

biologickych vlastnosti materilli, coz ma Siroké vyuziti v riznych primyslovych odvétvich.

V potravinarském pramyslu se sitovadla pouzivaji k Upravé textury a stability
produktti, jako jsou Zelatiny a gely. Napftiklad pii vyrobé Zzelatiny sitovani polymert
zajiStuje pozadovanou pevnost a stabilitu textury, coz je dalezité pro zajiSténi kvalitniho

vyrobku, ktery si udrzuje pozadovanou konzistenci i po delsi dobu [38].

Sitovadla maji vyznamnou roli také v oblasti farmaceutického primyslu, predevsim pii
vyrob¢é hydrogelli pro fizené uvoliiovani 1é¢iv. Pomoci sitovacich cinidel se vytvareji
stabilni a biokompatibilni polymerni sité, které umoZziuji postupné a kontrolované

uvolnovani aktivnich latek [39].

V biomedicinskych aplikacich, jako je tkaniové inzenyrstvi, se sitovadla pouZzivaji pro
vytvareni materiall, které podporuji rist bun¢k a regeneraci tkani. Sitovani polymernich
materiall zajist'uje jejich biologickou kompatibilitu a stabilitu, dilezitou pro jejich pouziti v
medicin€. Napfiklad genipin, pfirodni sitovadlo, je Siroce vyuZivdn pro vyrobu
biokompatibilnich materiald, které mohou byt pouzity jako nahrady tkani nebo pro cilené

dodavani 1é¢iv do organismu [40].
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II.

PRAKTICKA CAST
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5 HLAVNI CILE BAKALARSKE PRACE

Cilem této bakaldiské prace bylo pfipravit a charakterizovat zelatinové hydrogely s
pfidavkem sit'ovadla v riznych hmotnostnich pomérech a nasledné sledovat, jak tyto zmény
ve slozeni ovliviuji jejich reologickych vlastnosti. Hlavni pozornost byla zamétena na to,

jak souvisi mnozstvi pouzitého sitovadla s mechanickou stabilitou vyslednych gela.

V prvni ¢asti prace byly pfipraveny vzorky Zzelatiny se sitovadlem ve ¢tyfech riznych
hmotnostnich pomérech (1:1, 1:2, 1:4 a 1:8). Po jejich pfipravé nasledovalo sledovéni
kinetiky sitovani, tedy casového pribéhu gelace, pomoci reologickych méteni, ktera

umoziuji sledovat zmény mechanickych vlastnosti vzorki v ¢ase.

Dalsi ¢ast prace se zaméftila na detailni studium viskoelastického chovani ptipravenych
hydrogeld. Pomoci reometrickych méteni byly stanoveny hodnoty soufazového modulu (G')
a ztratového modulu (G") v zavislosti na velikosti deformace (oscilace) a tthlové frekvenci.
Tato méfeni byla provedena jak pii laboratorni teploté (25 °C), tak pfi teploté blizké
fyziologickym podminkam (37 °C), aby bylo mozné porovnat chovani vzorkd v odliSnych

tepelnych podminkach.

Vysledky ziskané v pribéhu experimentalni casti byly ndsledné vyhodnoceny a
porovnany s cilem posoudit, jak koncentrace sitovadla ovliviiuje mechanické a reologické
vlastnosti zelatinovych hydrogeld. Prace tak pfispiva k lepSimu pochopeni chovani téchto
materiala a jejich potencidlnimu vyuziti napiiklad v oblasti tkaniového inZenyrstvi, 3D tisku

nebo k pfipravé biomedicinskych materilt.
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Priprava materiala

Zelatinové hydrogely byly piipraveny smichanim Zelatiny (typ A, z vepiové kiize, pragkova
forma, ~300 Bloom; Sigma-Aldrich, USA), destilované vody pfipravené pomoci systému
Milli-Q® Simplicity UV (Millipore, nyni Merck, USA) a roztoku sitovadla obsahujici
funkéni skupiny pro efektivni reakci s funkénimi skupinami Zelatiny. Cilem bylo ziskat
materidly s odliSnou strukturou a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi v zévislosti na stupni

zesitovani.
6.1.1 Priprava zasobniho roztoku

V prvni fazi experimentu byl pfipraven zdsobni roztok Zzelatiny. K pfipravé bylo pouzito
pfesné 2,1 g Zelatiny a 11,4 g destilované vody. Zelatina byla navaZena na analytickych
vahadch (VWR TA Professional, model: TA 614i, hmotnostni rozsah: 610 g, Citelnost: 0,1
mg, pramér velikosti ploSiny: 80 mm, linearita: £0,6 mg, pfesnost na 4 desetinna mista).

Poté byla pienesena do Erlenmeyerovy banky se zabrusem o objemu 100 ml.

Nasledné byla do bariky s Zelatinou automatickou pipetou pfidana destilovana voda v
pozadovaném mnozstvi. Do banky bylo vlozeno magnetické michadlo, které umoznilo
rovnomérné promichavani roztoku. Erlenmeyerova baiika byla nésledné potfena mazadlem

na zabrus, aby se zajistila vzduchotésnost, a uzaviena sklenénou zatkou.

Poté byla batika umisténa do olejové lazné na magnetickém michadle s funkei ohievu
(Hei-Tech (Heidolph Instruments, Némecko) s pfipojenym teplotnim senzorem PT1000).
Teplota olejové 1azné byla nastavena na 70 °C. Roztok byl zahfivan na tuto stanovenou
teplotu, pficemz bylo pecliveé sledovéano, aby teplota v baiice dosahla a stabilizovala se na
hodnoté¢ 70 °C. Jakmile byla teplota stabilizovana, bylo zahajeno michani. Michdni
probihalo po dobu 1 hodiny a 30 minut, coz umoznilo ditkladné a rovnomérné rozpusténi

zelatiny a vytvofeni homogenniho roztoku.
Po dikladném promichani byl roztok ochlazen na laboratorni teplotu. Takto pfipraveny
zasobni roztok Zelatiny byl dale pouZit pro pifipravu jednotlivych vzorki uréenych k méteni

kinetiky sitovani a viskoelastickych vlastnosti.
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6.1.2 Priprava vzorki

V ramci experimentalni ¢asti byly pfipraveny dvé skupiny vzorkil — prvni pro sledovéni
pribéhu sitovani v ¢ase a druhd pro stanoveni viskoelastickych vlastnosti po Uplném
vytvofeni gelu (Obrazek 14). V obou ptipadech byly vzorky pfipravovany za pouziti riznych
hmotnostnich pomért Zelatiny a sitovadla, a to 1:1, 1:2, 1:4 a 1:8. Pfiprava probihala za
kontrolovanych podminek s dirazem na piesnost davkovani a homogenizaci smési, aby bylo

zajisténo srovnatelné chovani jednotlivych vzork.

Pro studium kinetiky sitovani byly pfipraveny vzorky Zelatiny se sitovadlem v riznych
hmotnostnich pomérech. Z pfipraveného roztoku Zelatiny bylo automatickou pipetou
odebrano vzdy 1,35 g do pfedem oznacenych vialek. Do kazd¢ vialky bylo nasledné ptidano
odpovidajici mnozstvi sitovadla rozpusténého ve vod¢ (viz Tabulka 1), tak aby bylo

dosazeno pozadovaného poméru mezi zelatinou a sitovadlem (1:1, 1:2, 1:4, 1:8).

Tabulka 1 Mnozstvi sitovadla a destilované vody pii riznych pomérech sitovadlo/Zelatina

Pomér Zelatinovy roztok MnozZstvi Destilovana voda
sitovadlo/Zelatina gl sitovadla [pl] [ul]
1:1 1,35 665 X
1:2 1,35 335 317,5
1:4 1,35 166 483,75
1:8 1,35 83 566,875

(zdroj: viastni)

Pro zajisténi stejné celkové hmotnosti vSech vzorkd byla kazda smés doplnéna
destilovanou vodou v urc¢itém mnozstvi (viz Tabulka 1) do celkové hmotnosti 2 g. Tim bylo
dosazeno konzistentnich podminek pro srovnani vysledkid mezi jednotlivymi variantami

vzorku.

Po pfidani sitovadla a doplnéni vody byly do vialek vlozeny malé magnetické
michacky a vzorky byly umistény na magnetické michadlo s ohfevem. Homogenizace
probihala pii teploté 35 °C po dobu 5 minut, coz zajistilo rovhomérné rozptyleni sitovadla
v celém objemu roztoku. Tento krok byl dulezity pro spravny prabéh sitovacich reakci a

nasledné spolehlivé méfeni kinetiky sitovani.
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Vzorky urcené k méfeni viskoelastickych vlastnosti byly pfipravovany stejnym
zpusobem jako vzorky pouzité pii méteni kinetiky sitovani, tedy michanim zelatinového

roztoku se sitovadlem v riznych hmotnostnich pomérech (1:1, 1:2, 1:4, 1:8).

Po ukonceni homogenizace byly vSechny vzorky ponechany stét pti laboratorni teploté
po dobu 24 hodin, aby probéhla uplna sitovaci reakce a vzorky mohly vytvorit stabilni

gelovou strukturu.

Nasledujici den byl z kazdého vzorku vyfezan disk o priméru 10 mm za pouZiti
kruhového vyse€niku. Pfipravené disky byly nasledné umistény na méfici geometrii
reometru, kde probihalo samotné méteni viskoelastickych vlastnosti. Métfeni byla provadéna
pfi dvou teplotach — 25 °C a 37 °C — za ucelem posouzeni teplotni zavislosti mechanického
chovani gelti. Behem meéfeni byly sledovany klicové reologické parametry: soufdzovy
modul (G"), ktery popisuje elastické (pevnostni) vlastnosti materialu, a ztratovy modul (G"),
ktery vyjadiuje viskoézni (tekuté) chovani. Tyto parametry poskytuji souhrnny pohled na
mechanické chovani gelti a umoznuji porovnani mezi jednotlivymi vzorky v zavislosti na

pomeéru Zelatiny a sitovadla.
vzorek

-+ sifovadlo ——»  Kinetika

sitovani
disk o priméru 10 mm
e

— Viskoelastické
zasobni roztok Zelatiny vlastnosti

kruhovy vysecnik
Obrazek 14 Schéma piipravy vzorkl
(zdroj: viastni)
6.2 Metody charakterizace

Tato ¢ast popisuje experimentalni postupy pouzité ke sledovani kinetiky sitovani a stanoveni
viskoelastickych vlastnosti pfipravenych Zelatinovych vzorki. Zahrnuje rovnéz specifikaci

méficiho pfistroje a parametry jednotlivych méteni.
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Ob¢ méteni se uskutecnily na pfistroji zvaném rotacni reometr Anton Paar MCR-502
(Obrazek 15). Méteni probihalo na spodni desce pfistroje znamé jako Peltierova cela, ktera
zajistuje presnou regulaci teploty vzorku béhem méfeni. Pro méteni byla zvolena geometrie
méteni deska-deska s horni geometrii PP50 o priméru 50 mm v ptipad¢ kinetiky sitovani a

PP10 o priméru 10 mm pro méteni viskoelastickych vlastnosti.

Obrazek 15 Rotacéni reometr Anton Paar MCR-502

(zdroj: vlastni)
M¢étenymi reologickymi parametry byly:
e Soufazovy modul G’ (storage modulus) — popisuje elastické vlastnosti materidlu

o Ztratovy modul G" (loss modulus) — charakterizuje viskdzni vlastnosti

materialu

e Komplexni viskozita n* — popisuje kombinaci viskdézniho a elastického

chovani.

V obou typech méfeni byla sledovana teplotni zavislost téchto parametri s cilem
vyhodnotit, jak rizné hmotnostni poméry sitovadla a zelatiny ovliviiuji mechanické chovani

vysledného gelu.
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6.2.1 Meéreni kinetiky sit’ovani

Pro méfeni kinetiky sitovani byly pfipraveny vzorky Zelatinového roztoku s riznymi
hmotnostnimi poméry sitovaciho ¢inidla ku zelating, a to konkrétné v poméru 1:1, 1:2, 1:4,
1:8. Kazdy vzorek byl ihned po smichani pfenesen injekéni stiikackou (mnozstvi 1,8 ml) na
reometr, kde bylo zahdjeno méfeni. Méfeni probihalo pfi konstantni teploté 30 °C a bylo

zaznamenavano po dobu nékolika hodin. Kazdy ze vzorkii byl zméfen 2x.

Vzorky byly méfeny pomoci horni méfici geometrie PP50 o priméru 50 mm. Po
umisténi vzorku na spodni desku pfistroje byla aplikovana malé oscilace s cilem sledovat
casovy vyvoj G" a G". Tento postup nam poté umoznil urcit bod gelace, tedy okamzik, kdy
se soufazovy a ztratovy modul protinaji (G’ = G”). Tento bod oznacuje piechod systému

z kapalného stavu do pevné gelové strukury, tedy samotny proces tvorby gelu.

6.2.2 Meéreni viskoelastickych vlastnosti

Pro hodnoceni viskoelastickych vlastnosti byly pfipraveny vzorky obsahujici zelatinu a
sitovadlo v riznych hmotnostnich pomérech 1:1, 1:2, 1:4, 1:8. Po ukonceni sitovaci reakce,
kterd probihala pfi pokojové teploté¢ po dobu 24 hodin, byly z kazdého vzorku vyfiznuty
disky o priméru 10 mm pomoci kruhového vysecniku. Tyto disky byly nasledné pouzity pro

méteni viskoelastickych vlastnosti na rotacnim reometru.

Me¢teni probihalo pomoci geometrie deska-deska s horni deskou o priméru 10 mm
(PP10), ktera je vhodnd pro analyzu malych vzorki a umoziuje pfesné méteni v malém
rozsahu deformace. Vzorky byly umistény na spodni métici desku. Po upnuti vzorku mezi

m¢étici desky byla provedena kalibrace a nasledné zahdjeno méteni.
Béhem méfeni byly sledovany dva typy zavislosti:
o Zavislost soufazového a ztratového modulu na deformaci (amplitudovy test)

e Zavislost soufazového a ztratového modulu na uhlové frekvenci (frekvencni

test)

Byly provedeny amplitudové a frekvencni testy pfi dvou teplotach — 25 °C a 37 °C.
Testy byly aplikovany na vzorky pfipravené s riznymi hmotnostnimi poméry sitovadla a
zelatiny (1:1, 1:2, 1:4, 1:8), pfiCemz kazdy vzorek byl méfen dvakrat. Vysledky ukazuji

zavislosti reologickych parametrii (G" a G”) na amplitudé deformace a na uhlové frekvenci.
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6.2.3 Zavislost moduli G’ a G'' na deformaci

Cilem tohoto testu bylo stanovit linearni viskoelastickou oblast (LVE) — tedy rozsah
deformaci, ve kterém si material zachovava své mechanické vlastnosti a jeho struktura neni
narusena. V této oblasti zlstavaji hodnoty G’ a G" konstantni, nezévislé na velikosti

deformace.

Urceni této oblasti je klicové pro naslednd méteni (zejména frekvenéni analyzu), ktera
musi byt provadéna praveé v ramci LVE, aby vysledky odpovidaly skute¢nym vlastnostem

vzorku.

6.2.4 Zavislost moduli G’ a G'’ na uhlové frekvenci

Ve druhé sérii reologickych méfeni byla hodnocena frekvenéni zavislost soufdzového
modulu (G') a ztratového modulu (G") v rozsahu uhlovych frekvenci od 0,1 do 100 rad-s™.
Me¢éteni byla provadéna u vSech Ctyt pripravenych vzorkd s rtiznymi poméry Zelatiny a
sitovadla (1:1, 1:2, 1:4 a 1:8) pfi teplotach 25 °C a 37 °C.

Frekvencni analyza poskytuje informace o Casové zdvislém chovéni gelu — jak se
materidl chova pii rychlejSich ¢i pomalejsich deformacich, coz je dilezité naptiiklad pfi

aplikaci v oblasti biomediciny (napf. vstiebatelné hydrogely, nosice 1é¢iv apod.).
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato kapitola shrnuje vysledky reologickych méteni a jejich vyhodnoceni. Vysledky jsou
rozdéleny do dvou hlavnich ¢asti podle typu provedeného experimentu. Nejprve jsou
vyhodnoceny data tykajici se kinetiky sitovani a nasledné viskoelastické vlastnosti vzorki

pfi riznych podminkach.

7.1 Kinetika sitovani

Prvni série méfeni byla zaméfena na sledovani ¢asového vyvoje soufdzového modulu (G') a
ztratového modulu (G"). Z obrazka 16-19 je patrné, Ze na pocatku meéfeni prevazuje
viskdzni chovani vzorkll — ztratovy modul G” je vyssi nez skladovaci modul G’ (G'"> G'),
coz odpovida kapalnému stavu. V pritbéhu casu dochazi k postupnému nariistu obou modulti
v diisledku probihajici sitovaci reakce. S ristem modulti dochézi v uréitém bod¢ k prekiizeni
hodnot G" a G"” — tento moment je oznacovan jako bod gelace a znamena piechod z
viskézniho do elastického chovani. Od tohoto bodu ptevazuje elasticka slozka (G G") a

material pfechazi do gelového stavu.

100 4

10 4

—m—Soufazovy modul
—o—Ztratovy modul

0,14

Soufazovy a ztratovy modul (Pa)
1

0,01 T T T - T g
0 2000 4000 6000
Cas (s)

Obrazek 16 Casovy vyvoj modulit G’ a G” pro vzorek s pomérem
sitovadlo/zelatina 1:1

(zdroj: viastni)
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Obrazek 17 Casovy vyvoj modulit G’ a G” pro vzorek s pomérem
sitovadlo/zelatina 1:2

(zdroj: vlastni)
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sitovadlo/zelatina 1:4
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(zdroj: viastni)
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Obrazek 19 Casovy vyvoj modulit G’ a G” pro vzorek s pomérem
sitovadlo/zelatina 1:8

(zdroj: viastni)

Casy, pti kterych doslo ke kiizeni moduld, tedy k bodu gelace, jsou uvedeny

v nasledujici tabulce:

Tabulka 2 Vliv poméru sitovadlo/Zelatina na bod gelace

Pomér sit'ovadlo/Zelatina Bod gelace (min)
1:1 57
1:2 58
1:4 60
1:6 87

(zdroj: viastni)
Tabulka 2 ukazuje zdvislost mezi pomérem sitovadlo/Zelatina a bodem gelace
v minutach. Z vysledku vyplyva, Ze vy$§i mnozstvi sitovadla urychluje gelaci. Nejrychlejsi

sitovani bylo pozorovano u vzorku s nejvyssim podilem sitovadla (1:1), kde k bodu gelace



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 47

doslo jiz v 57 minutach. Naopak nejpomalejsi priibéh byl zaznamenan u vzorku s pomérem
1:8, kde se kiizeni modult objevilo az po 87 minutach. Zaznamenané hodnoty ukazuji, Ze
mnozstvi sitovaciho €inidla vyznamné ovliviiuje rychlost tvorby prostorové sité v gelu a

vyznamn¢ tak mtize ovlivnit chovani béhem zamysleného 3D tisku.

7.2 Méreni viskoelastickych vlastnosti

V této Casti jsou prezentovany vysledky reologickych test zaméfenych na charakterizaci

mechanickych vlastnosti pfipravenych gelt.

7.2.1 Zavislost moduli G’ a G'' na deformaci — amplitudovy test

Z obrazkl 20 a 21 je patrné, ze u vSech vzorkl je v oblasti nizkych deformaci (linearni
viskoelastické oblasti — LVE) G’ vyrazn¢ vyssi nez G”, coz predstavuje elastické chovani
materidlu. Tento rozdil mezi moduly se sniZuje s rostouci deformaci, az dochdzi k prekiizeni
G’ a G" a to znaci naruseni gelové struktury sité a pfechod do viskdzniho chovéni, ¢imz

muze dojit k vyznamnému poruSeni zesitované struktury.

Pfi porovnani vysledkti méfeni pfi teplotdch 25 °C a 37 °C je patrné, Ze se s vySsi
teplotou snizuji hodnoty modulu G’ i G”, zejména u vzorkd s vys$Sim obsahem sit'ovadla
(pomeéry 1:1 a 1:2). Toto je zplisobené tim, Ze fyzikalni sit’ u vzorkl Zelatiny je jiz nefunkcni
a material je celistvi pouze diky chemickému sitovadlu. Naopak vzorky s niz§im podilem
sitovadla (1:4 a 1:8) vykazuji mezi obéma teplotami pouze malé rozdily, coz naznacuje vyssi

tepelnou stabilitu diky pevnéji vytvofenym polymernim sitim.
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Obrazek 20 Zavislost modult G’ a G na deformaci pti 25 °C
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7.2.2 Zavislost moduli G’ a G'’ na uhlové frekvenci — frekven¢éni test

Z Obrazek 22 je patrné, ze pro vSechny vzorky plati: G’ je vyssi nez G”, coZ potvrzuje pevne
gelovou strukturu systému — prevazuje elastické chovani nad viskéznim. Modul G’ je v
Sirokém rozsahu frekvenci téméf konstantni, coz naznacuje stabilitu sité. U vzorki s vySSim
podilem sitovadla (1:1 a 1:2) jsou hodnoty obou modulid vyrazné vyssi, coz odpovida
vyS$$imu stupni zesit'ovani a rigidnéjsi struktute. S klesajicim podilem sitovadla (poméry 1:4
a 1:8) dochazi k mirnému poklesu hodnot G’ 1 G”, coz zna¢i mék¢i a méné tuhou sit’. Obecné
lze fict, Ze oba moduly jsou nezéavislé na frekvenci a tim padem je zfejmé, Ze vytvorena sit’

je dostatecné pevna.

104'5
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Obrazek 22 Zavislost modulti G' a G na uhlové frekvenci pti 25 °C
(zdroj: viastni)

Pti zvyseni teploty na 37 °C (Obrazek 23) dochézi ke sniZzeni hodnot obou moduld,
pricemz tento pokles je nejvyraznéjsi u vzorki s vyssim obsahem sitovadla (1:1, 1:2). Tyto
vzorky vykazuji vyraznou teplotni citlivost, coz mize byt zpiisobeno v diisledku teplotniho
rozpadu fyzikalni sit¢, ktera prestava byt pii vysSich teplotach funkéni. U vzorki s niz§im
podilem sitovadla (1:4 a 1:8) je pokles G' i G” mén¢ vyrazny, coz naznacuje vyssi tepelnou

stabilitu jejich site.
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ZAVER
Tato bakalaiska prace byla zaméfena na studium kinetiky sitovani zelatiny a charakterizaci
viskoelastickych vlastnosti pfipravenych hydrogelti pomoci rota¢niho reometru. V ramci

experimentalni ¢asti byly pfipraveny vzorky zelatiny se sitovadlem v riznych hmotnostnich

pomérech (1:1, 1:2, 1:4 a 1:8) a nasledn¢ provedena série reologickych méfeni.

Z vysledki sledovani kinetiky sitovani vyplyva, Ze koncentrace sitovaciho cinidla
vyznamné ovliviiuje rychlost gelace. U vzorku s nejvyssim podilem sitovadla (pomér 1:1)
(pomér 1:8) byl bod gelace zaznamenan az po 87 minutach. Tato zjiSténi potvrzuji, Ze
mnozstvi sitovaciho ¢inidla je klicovym faktorem pro fizeni rychlosti tvorby trojrozmérné

sitové struktury.

Pti charakterizaci viskoelastickych vlastnosti pomoci amplitudovych testi bylo
zjisténo, Ze vSechny pfipravené hydrogely vykazuji ve své linearni viskoelastické oblasti
vyrazné vys$si hodnoty soufdzového modulu (G') nez modulu ztratového (G”'), coz potvrzuje
jejich gelovy charakter s prevazujicim elastickym chovanim. S rostouci deformaci dochazi
k naruSeni gelové struktury a pfechodu do viskézniho stavu a mize dojit k nevratnému

rozruSeni sité, které vede ke ztrat€ ptivodnich mechanickych vlastnosti materialu.

Frekvencni testy ukazaly, ze vzorky s vy$sim obsahem sitovadla (poméry 1:1 a 1:2)
maji vyrazn¢ vyssi hodnoty obou moduld, coz odpovidd vysSimu stupni zesitovani a
rigidngjsi struktuie. Zvyseni teploty z 25 °C na 37 °C vedlo ke snizeni hodnot obou moduli,
pfi¢emz tento pokles byl nejvyrazné€jsi u vzorkli s vys$S§im obsahem sitovadla. Naopak
vzorky s niz§im podilem sitovadla (1:4 a 1:8) vykazovaly mezi obéma teplotami pouze malé
rozdily, které jsou zplisobené tim, Ze pfi vysSSich teplotach prestava byt fyzikalni sit’ funkéni

a material je v tomto stavu udrzovan pouze chemickym sitovanim.

Tato prace poskytuje souhrnny pohled na to, jak rizné poméry sitovadla a Zelatiny
ovliviiuji vznik a vlastnosti vyslednych gelt. Vysledky také potvrdily, Ze reologické metody
jsou vhodnym a efektivnim néstrojem pro sledovani procesu sitovani. Ziskané vysledky
mohou slouzit jako zaklad pro dal$i vyvoj biomateriald, které najdou uplatnéni ve

farmaceutickém prumyslu, 1ékatstvi nebo tkdniovém inZenyrstvi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DSC diferencialni skenovaci kalorimetrie (Differential Scanning Calorimetry)
G’ soufazovy modul — modul elasticity (storage modulus)

G"  ztratovy modul — modul viskozity (loss modulus)

GP  bod gelace (gelation point)

LVE linearni viskoelasticka oblast (Linear Viscoelastic Region)
PCL polykaprolakton

PDS polydioxanon

PGA kyselina polyglykolova

pH  potencial vodiku

PLA kyselina polymlécna

PLGA kyselina poly(mlé¢na-ko-glykolova)

PLLA poly (L — mlécna kyselina)

PP10 horni deska méfici geometrie s primérem 10 mm

PP50 horni deska méfici geometrie s primérem 50 mm

PU  polyuretan

PVA polyvinylalkohol

tano ztratovy faktor

w/v  véaha/objem - zpiisob vyjadieni koncentrace (weight/volume)

n* komplexni viskozita



