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ABSTRAKT

Vyuziti biopolymert k pfipravé hydrogeli je v dnesni dobé velmi popularni. Jsou
biokompatibilni, maji vybornou biologickou rozlozitelnost a také nizkou nakladovost ve
srovnani se syntetickymi polymery. Tato prace se veénuje piipravé hydrogelli na bazi
chitosanu a zelatiny zesitovanych glutaraldehydem. Dvéma odliSnymi postupy jsou
pripraveny dvé série hydrogel — gely a filmy. Rozdilny zptisob ptipravy ovliviuje vlastnosti
piipravenych hydrogelt. Ty jsou hodnoceny vybranymi metodami, jmenovité stanovenim
suSiny a botnaci schopnosti, viskozity, mechanickych vlastnosti, mikroskopii a
infracervenou spektroskopii. Zavérem je uvedeno statistické vyhodnoceni dvou metod. Byl
potvrzen nartst viskozity s vy$§im obsahem sitovaciho ¢inidla. Také bylo prokazéano, ze

zpisob piipravy mé vliv na botnaci schopnost.

Kli¢ova slova: hydrogely, chitosan, Zelatina, glutaraldehyd

ABSTRACT

The use of biopolymers to make hydrogel is very popular today. They are biocompatible,
have excellent biodegradability and low cost compared to synthetic polymers. This work is
dedicated to the preparation of hydrogels based on chitosan and gelatine cross-linked with
glutaraldehyde. Two series of hydrogels, in the form of gels and films, are prepared using
two different methods. The different preparation methods influence the properties of the
prepared hydrogels. These are evaluated by selected methods, namely determination of dry
weight, swelling ratio, viscosity, mechanical properties, microscopy and infrared
spectroscopy. Finally, the two methods are statistically evaluated. An increase in viscosity
with a higher content of cross-linking agent was confirmed. It was demonstated that

preparation method affects the swelling capacity.

Keywords: hydrogels, chitosan, gelatine, glutaraldehyde
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UvVOD

V poslednich letech se stale vice priklani k vyuzivani ptirodnich materiali, podporuje se
udrzitelnost a dba se na stav zivotniho prostfedi. To se promitd v riznych oblastech, at’ uz

se jedna o obalové materidly, biokosmetiku nebo zemédé€lstvi.

Syntetické polymery byly diive velmi vyhleddvané, ale postupem casu se od nich stale vice
upousti. Jejich existence je spojovana s mnoha enviromentalnimi i zdravotnimi riziky. Nyni
se dostavaji do popiedi biopolymery. Biopolymery jsou latky pfirodniho ptivodu, které jsou
ziskavany ze zivocicht, rostlin i mikroorganismil. Vyznacuji se svoji vysoce organizovanou
strukturou, ktera se poji s existenci biologické aktivity. Tyto latky nachazeji uplatnéni naptic
riznymi pramyslovymi sektory. Mimo jiné, hojné se uplatituji v biomedicin€ jako scaffoldy,
biosenzory anebo jako obvazové materidly. Vyhodou biopolymert je jejich biologicka

odbouratelnost, biokompatibilita, obnovitelnost a Setrnost k zivotnimu prosttedi.

Hydrogely jsou neodmyslitelnou soucasti Zivota mnohych z nas. Mizou to byt kontaktni
¢ocky, hydrogelové masky nebo hydrogelové nosice 1é¢iv. Hydrogely se vyznacuji svoji
jedinecnou vlastnosti, a to absorbovat a zadrZovat velka kvanta tekutin, aniZ by se rozpustily.
Toto chovani je dano existenci trojrozmérné sité, ktera tvori zakladni strukturu hydrogelu.
Hydrogelova sit’ vznika na zakladé€ fyzikalniho nebo chemického zesitovani. I kdyz je
fyzikalni sitovani reverzibilni, v nékterych aplikacich je uptednostiiovano pied chemickym.
Aby doslo k zesitovani chemickou cestou, je za potfebi sitovaci Cinidlo. Ackoli maji
chemicky zesitované gely pevnéjsi ireverzibilni sit’, jejich pouziti je omezeno na zakladé
toxicity vétSiny sitovacich Cinidel.

Hydrogely z pfirodnich polymerd mohou byt dvojiho typu, a to na bazi proteinii anebo
polysacharidt. Také mohou byt jejich kombinaci. Ukédzkovym piikladem jsou hydrogely na
bazi chitosanu a Zelatiny, o kterych pojednava tato prace. Rizny pomér chitosanu a Zelatiny
ovlivituje fyzikalné-chemické a mechanické vlastnosti hydrogelt. Diillezitym parametrem je
mnozstvi sitovaciho ¢inidla v systému, které ma casto vyssi vliv na vlastnosti hydrogelu nez
samotné zastoupeni biopolymerti. Chovani hydrogelu je také ovlivnéno metodou ptipravy.
Hydrogely na bazi chitosanu a Zelatiny se dnes bézné vyuzivaji jako polymerni nosice v
systémem dodavani 1éCiv, nachdzeji uplatnéni jako scaffoldy v tkanovém inzenyrstvi a maji

vysoky potencial vyuziti v Sirokém biomedicinském kontextu.
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TEORETICKA CAST
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1 BIOPOLYMERY

Biopolymery jsou nepostradatelnou soucasti piirody. Stejné¢ jako syntetické polymery,
biopolymery jsou tvoifeny monomernimi, opakujicimi se jednotkami. Nicméné¢, jsou mezi
nimi vyznamné odliSnosti. Biopolymery se vyznacuji velmi dobfe organizovanou strukturou
a jsou schopny se formovat do vys$Sich charakteristickych celk. Tyto atributy déavaji
biopolymeriim biologické funkce. Syntetické polymery jsou trividlnéjsi, a piedevSim
nedisponuji biologickymi funkcemi. To omezuje moznosti jejich pouziti v urcitych
aplikacich a pfijatelnym materidlem jsou pravé biopolymery. V nékterych ptipadech je
zadouci, aby byl materidl biokompatibilni, biologicky rozlozitelny, netoxicky,
modifikovatelny a udrZzitelny, coZ pfevazna cast biopolymera splituje. Vychozimi zdroji jsou

Zivé organismy, zahrnujici Zivo€ichy, rostliny a také mikroorganismy [1], [2], [3].

Biopolymery lze klasifikovat dle riznych hledisek. V zavislosti na piivodu mohou byt
rozdéleny do tfi zakladnich skupin, a to 1) pfirodni biopolymery ziskané z biomasy,
2) syntetické biopolymery ziskané konvencéni/chemickou cestou z biomasy ¢i ropnych
derivath a 3) syntetické biopolymery ziskané mikrobidlni syntézou anebo fermentaci viz
Obrazek 1 [1], [3]. Kazdy biopolymer je svymi vlastnostmi specificky a vybér vhodného
polymeru pro danou aplikaci je zasadni. Od pocatku praktického vyuzivani biopolymeri
doslo k vyraznému pokroku. Tato oblast je soustavné studovana a stale jsou objevovany
inovativni pfistupy a feSeni. Dnes nachazeji vyznamné uplatnéni v biomedicing, farmacii,

potravinaistvi, zemédélstvi ¢1 chemickém priimyslu [1].

Biopolymery
[ I
Ziskané z biomasy Syntetizované I?rodukovz!ne
mikroorganismy

Chitosan Polyhydroxyalkanoaty

. Polykaprolakton

Skrob _ Xantan
< . Kyselina polymlé¢na L .
Zelatina Bakterialni celuldza

Obrazek 1 Klasifikace biopolymerti dle ptivodu

(zdroj: [1], [3] — upraveno)
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1.1 Chitosan

Chitosan je jediny kationicky linearni polysacharid nachéazejici se v ptirod¢€. Je slozen ze
dvou podjednotek, a to z N-acetylglukosaminu (acetylovana podjednotka) a glukosaminu
(deacetylovand podjednotka) spojenych B(1—4)-glykosidovou vazbou (Obrazek 2).
Disponuje tfemi reaktivnimi centry — primarni a sekundarni hydroxylové skupiny a aminové
skupiny. Ovliviiuji biologické, mechanické a fyzikalné-chemické vlastnosti. Funkéni
skupiny umoznuji chemickou modifikaci chitosanu, ¢imz je chitosan vyuzitelny v mnoha
oblastech. Prostfednictvim téchto skupin dochéazi k chemickym zménam pii protonaci.
Hodnota pKa chitosanu se pohybuje okolo 6,3. Roztoky chitosanu maji obecné hodnotu pH
niz8i nez 6,0. Pii pH niz§im, neZ je pKa mohou byt aminové skupiny (-NH2) na C-2 uhliku
protonovany, ¢imz dochazi k ziskani polykationtového charakteru polymeru a chitosan se
stava rozpustnym. Nabojova hustota je zavisla na poctu acetylovanych podjednotek a pH
prostredi [4], [5], [6], [7]. Existuji 4 krystalické polymorfy chitosanu — tfi hydratované
formy, schopné vytvaret ve vodé rozpustné soli s organickymi a mineralnimi kyselinami.
Ctvrtou, nehydratovanou formu je mozné syntetizovat zah¥ivanim hydratovaného chitosanu

na 200 °C [8].

g
H i
~ OH - — C —
HO \N - \CH?
O
""'--..,____ L~
O /O-..._ O/
O
HO NH,
OH
- —“i-x L x

Obrazek 2 Struktura chitosanu

(zdroj: [9])
1.1.1 Chitin jako prekurzor chitosanu

Chitin je jeden z nejrozsifenéjSich ptirodnich polysacharidl na svéte [7]. Za majoritni zdroj
lze povazovat motské organismy. Chitin je izolovan z exoskeletu koryst, mekkysh a fas.
Mezi suchozemské zdroje patti hmyz, u kterého je chitin pfitomen v kutikule a kiidlech
hmyzu. Vyuzivd se pfedevSim ve farmaceutickém pramyslu, jelikoz obsahuje nizké
mnozstvi mineralnich latek ve srovnani s mofskym chitinem. Chitin je rovnéz obsazen i

v né¢kterych makroskopickych houbach (Mucoraceae). V posledni dobé se popularnim
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zdrojem stal chitin mikrobidlniho ptvodu. Chitin se vyskytuje v bunééné sténe
mikroskopickych hub. Strukturni slozky hub mohou poskytnout 22 az 44 % tohoto
polysacharidu. Chitin mikrobidlniho ptivodu ma mnoho vyhod. Disponuje vysokou Cistotou
a uniformitou. Krom¢ toho, nepodléha enviromentalnim a sezénnim vykyvim jako chitin
ziskavany z motskych organismi. Vhodnym zdrojem jsou také kvasinky ¢i nékteré
sporulujici bakterie (Streptomyces sps.), avSak za adekvatni zdroj jsou povazovany pouze

mikroskopické houby [10][4].

Chitin je extrahovan chemickymi i biologickymi metodami. Zvolena metoda a jeji kroky
zavisi na zdrojovém materidlu, kterym mohou byt vySe zminéné moiské organismy, hmyz
anebo mikroorganismy. Za dosavadni majoritni zdroj chitinu jsou povazovani mofsti
zivocichové, zejména korysi. Exoskelet je tvofen minerdlnimi latkami, chitin-proteinovym
komplexem, barvivy, pigmenty a také lipidy. KorySi obecné obsahuji 20-30 % chitinu
v zévislosti na jejich lokalité vyskytu. Vzhledem k tomu, Ze jejich schranky obsahuji vyssi
mnozstvi minerdlnich latek nez jiné zdroje, proces demineralizace je nezbytnym krokem pfi
extrakci chitinu. Prvotni krok pfed samotnou extrakei predstavuji metody pfedbézné upravy.
Ty zahrnuji odstranéni mékkych tkani, a to konkrétné seskrabavanim, vafenim ¢i lisovanim.
Nasleduje mechanické rozdrceni a suseni upravené biomasy. Chemicka extrakce sestdva ze
tii klicovych krokli — demineralizace, deproteinace, odbarveni a béleni. Nejprve je
provedena demineralizace za pouziti silnych a slabych kyselin. Nejpouzivangjsi silnou
kyselinou je kyselina chlorovodikova, ze slabych kyselina octova a mravenci. Timto krokem
jsou odstranény minerdly, pfedev§im uhli¢itan vépenaty, ktery ptedstavuje az 50 %
exoskeletu koryst. Nasleduje deproteinace, pii které je biomasa oSetiena alkalickymi
¢inidly, jako je hydroxid sodny anebo hydroxid draselny. Krok deproteinace je velmi
dalezity, jelikoz pro lidsky organismus mohou byt bilkoviny exoskeletu alergenni. Tento
krok je pfisn¢ kontrolovan pii nasledném pouziti chitinu v lékafstvi ¢i potravinafstvi.
Poslednim krokem pfti extrakci chitinu je odbarveni a béleni. Vyuzivaji se bézna organicka
rozpoustédla, jako je ethanol a chloroform. K béleni je vhodny peroxid vodiku a
manganistan draselny. Soucéasti mlize byt nasledna Gprava zahrnujici neutralizaci, suSeni
anebo mleti. Kromé chemické extrakce lze pouzit i extrakci biologickou. Ta Ize provést
enzymatickou nebo fermentacni cestou. Obé biologické metody vSak maji znacna tskali pfi

pouziti v primyslovém méfitku, a proto je preferovana chemicka extrakce [10][5].

Chitin je linedrni kopolymer slozeny pievazné z B-(1—4)-2-acetamido-2-deoxy-D-

glukopyranézovych jednotek a malého mnozstvi p-(1—4)-2-amino-2-deoxy-D-
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glukopyranézovych zbytka [6]. Strukturdlné je slozen z jednotek N-acetylglukosaminu
spojenych B(1—4)-glykosidovou vazbou. Chitin je velmi podobny celuloze. Hydroxylova
skupina je nahrazena N-acetylovou skupinou (viz Obrazek 3). V pevném stavu se vyskytuje
ve tfech riznych krystalickych polymorfnich strukturach — a, B, y. Pro a-chitin jsou typické
antiparalelni fetézce N-acetyl-D-glukosaminu, pro B-chitin tytéz fetézce, avSak v paralelnim
uspofddani a y-chitin je specificky dvéma paralelnimi fetézci stfidajici se s jednim
antiparalelnim. Vyskyt prvnich dvou forem je v pfirod¢ nejCastéjsi, s y-strukturou se Ize

setkat ojedinéle [5], [6].

2
H
OH C
HO \N/ CH3
O
O
HO N
H— \IC40 OH
H;C

Obrazek 3 Struktura chitinu

(zdroj: [9])
1.1.2  Vyroba chitosanu

Chitosan se pfirozen¢ vyskytuje jen ve velmi malé mife. Nachazi se v totoznych zdrojich
jako chitin, jehoz ptivod byl popsan v kapitole 1.1.1. Chitosan se primarné ziskava
deacetylaci chitinu. Pfi tomto procesu dochazi k preméné N-acetylové skupiny na aminovou.
Deacetylaci je mozné uskutecnit pomoci kyselin i zdsad. Nicméné v praxi jsou vyuzivany
zejména zésadité roztoky, jelikoZz glykosidova vazba je velmi nachylnd k rozkladu
kyselinami. Existuji dva typy chemické deacetylace — homogenni a heterogenni. Homogenni
deacetylace je rozdélena do dvou krokl. V prvnim kroku je chitin ponechan ve slabém
roztoku hydroxidu sodného po dobu cca 70 hodin za pokojové teploty. Ve druhém kroku uz
probiha samotna deacetylace, kdy je chitin za mirn¢ alkalickych podminek vystaven vy$§im
teplotim po dobu 12-24 hodin. Heterogenni deacetylace spociva v pisobeni
koncentrovanych alkalickych roztokti na chitin pfi teplotdich vysSich 100 °C. Bézné se
vyuzivd hydroxid sodny jako u deproteinace chitinu, avSak ve vysSich koncentracich.
Koncentrace roztoku hydroxidu sodného se pohybuje od 50-70 hm. %. Doba deacetyla¢ni

reakce se pohybuje mezi 30 minutami az 5 hodinami, nékteré procesy mohou trvat az
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24 hodin. Heterogenni metoda je hojnéji vyuzivana zejména v prumyslu, vzhledem k

snadnéjSimu oddéleni slozek reakéni smési a produktu [10][7].

Deacetylaci 1ze uskutec¢nit 1 biologickou cestou. Je vyuzivan tepelné stabilni enzym chitin
deacetylaza, ktery je extrahovan z hub. Vyznamnymi zdroji jsou Aspergillus nidulans,

Mucor rouxii nebo Absidia coerulea. Vhodnym zdrojem je rovnéz hmyz [10][7].

1.1.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Vlastnosti chitosanu jsou siln¢ ovlivnény plivodem vychozi suroviny, zpiisobem extrakce,
pofadim extrak¢énich krokli a naslednou deacetylaci [11]. Jednim z majoritnich parametrii
pro charakterizaci chitosanu je stupen deacetylace (DDA — Degree of Deacetylation).
Definuje rozdil mezi chitinem a z n¢j konvertovanym chitosanem. Oznacuje procentudlni
podil N-acetyl-D-glukosaminovych jednotek, které byly béhem deacetylace nahrazeny D-
glukosaminovymi jednotkami. Obecné lze za chitosan povazovat chitin s 50% a vysSSim
DDA. Lze se setkat se ttemi DDA. Nizky DDA se pohybuje mezi 50-70 %. Tento typ
chitosanu je t¢éméf nerozpustny ve vode¢ a nachazi vyuziti v agronomickém prumyslu. Stiedni
DDA chitosanu predstavuje 70-85 % a jeho rozpustnost ve vodé je omezena. Casto je
aplikovan v kosmetickém primyslu a potravinafstvi. Vysoky DDA je stanoven na 85-95 %
a vykazuje dobrou rozpustnost ve vodé s vyuzitim ve farmaceutickém a biomedicinském
prumyslu. Lze se setkat s DDA vy$§im nez 95 %, kterého je vSak velmi obtizné¢ dosahnout

[12], [13][11].

Dominantni vliv na fyzikalné-chemické i1 biologické vlastnosti ma rovnéZ molekulova
hmotnost. Molekulova hmotnost chitosanu zavisi na mnoha aspektech. Nejen, Ze se odviji
od poctu monomernich jednotek v biopolymeru a distribuci molekulové hmotnosti, ale také
zavisi na zdrojovém materidlu, zplisobu jeho pfipravy a extrakce. Molekulovou hmotnost
obecné snizuje DDA. Molekulova hmotnost chitosanu se bézn¢ pohybuje od 20—-1 200 kDa.
Dle velikosti molekulové hmotnosti lze rozliSit tii zakladni typy chitosanu, a to
nizkomolekularni chitosan (<150 kDa), chitosan se stfedni molekulovou hmotnostni
(150- 700 kDa) a vysokomolekularni chitosan (> 700 kDa) [5], [14], [15]. Od molekulové
hmotnosti se odviji pouziti chitosanu. Kazdy typ vykazuje odlisné vlastnosti, které¢ jsou
prezentovany v Tabulka 1. S rostouci molekulovou hmotnosti klesé rozpustnost a zvysuje se
viskozita, coz mize byt nezadouci v rtiznych aplikacich. Pro lepsi rozpustnost a stabilitu je

pro biologické a primyslové aplikace preferovan spiSe nizkomolekularni chitosan [13].
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Tabulka 1 Zakladni odlisnosti chitosanu na zakladé molekulové hmotnosti

Nizkomolekularni Chitosan se stiedni Vysokomolekularni
chitosan (<150 kDa) molekulovou chitosan (> 700 kDa)
hmotnosti (150-700
kDa)

Vysoky obsah dusiku Stedni obsah dusiku Nizky obsah dusiku

Nizka viskozita

Stiedni viskozita

Vysoka viskozita

Velmi dobra Omezena rozpustnost | Omezend rozpustnost
rozpustnost
Vysoka ochota k Dobré ochota Nizka ochota
sitovani k sitovani k sitovani

(zdroj: [14])
Chitosan, zejména nizkomolekularniho typu, vykazuje koagulacni a flokulacni vlastnosti.
Diky vysokému obsahu aminovych skupin je schopen interakce s molekulami anionového
charakteru, jako jsou proteiny, polymery ¢i barviva. Rovnéz disponuje chelatacnimi a
komplexotvornymi vlastnostmi [14][11]. Schopnost vazat kovové ionty je zaloZena na
protonaci funkc¢nich skupin. Reaktivita stoupd s poctem pozitivn€ nabitych aminovych

skupin, které je vyuZivano pii Upravé vod a ¢isténi vzduchu [5].

Zatimco chitin je témét nerozpustny, chitosan se ochotné rozpousti ve zfedénych kyselych
roztocich. Jsou vyuzivany organické kyseliny, jako kyselina octova, mravenci anebo mlé€na.
Chitosan je také rozpustny v 1% kyseliné chlorovodikové, avSak jeho rozpustnost v jinych
anorganickych kyselindch je velmi omezend. Pii rozpousténi chitosanu v kyselych
rozpoustédlech dochazi k protonaci aminoskupin, ziskavaji kladny naboj, a tak se stava
chitosan rozpustnym. Pokud hodnota pH vzroste na 6 a vice, aminoskupiny ztraceji nabo;j.
P1ili§ vysoké hodnoty pH mohou zptisobovat gelaci. Velmi koncentrované roztoky kyselin
zpusobuji depolymeraci chitosanu. Kromé& pH je rozpustnost chitosanu ovlivnéna

molekulovou hmotnosti, DDA, teplotou a krystalinitou [4], 13, [15][13].
Viskozita je dalsi z dilezitych parametrt, ktery urcuje pouzitelnost polymeri. Viskozita
bezné roste se zvysSujicim se DDA a klesa se snizujici se molekulovou hmotnosti. Obecné je

zavisla na iontové sile roztoku, koncentraci, pH a teploté rozpoustédla. Také zavisi na
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zpisobu extrakce chitinu [5], [11]. Je dobrym ukazatelem stability chitosanu v roztoku.
Béhem skladovani miize dochazet k poklesu viskozity v disledku degradace biopolymeru.
U bézného chitosanu mize dojit k poklesu viskozity az o 10 % b&hem 24 hodin [4], [13].
Chitosan se bézn¢ rozpousti ve slabych organickych kyselinach. V kyselém vodném roztoku
jeho viskozita klesd se zvySujici se teplotou. Vlivem zmény pH roztoku muze dojit
k navySeni viskozity. Napiiklad viskozita chitosanu rozpusténého ve vodném roztoku

kyseliny octové se zvySuje se snizujicim se pH [11].

Chitosan také vykazuje urcitou hygroskopi€nost. Pritomnost funkénich skupin zajiStuje
interakci s atomem vodiku a kysliku v molekule vody. Obecné se snizujicim se DDA obsah

vody zvysuje [5].

1.1.4 Biologické vlastnosti

Chitosan a jeho derivaty lze uplatnit v Siroké Skale aplikaci. Patfi mezi popularni
biopolymery, coz dokazuji stale naristajici zplsoby jeho vyuziti ve farmacii, medicing,
tkanovém inzenyrstvi, potravinaistvi anebo v environmentalnim odvétvi. Benefity chitosanu
jsou spjaty s fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, zejména s molekulovou hmotnosti a DDA,
které byly podrobnéji popsany v kapitole 1.1.3. Chitosan vynikd svymi biologickymi
vlastnostmi, diky nimZ je fazen mezi biomateridly. Je biokompatibilni, biologicky
odbouratelny, netoxicky a vykazuje antimikrobni vlastnosti. S oblibou je vyuzivan
ucinna slozka terapie pfi civiliza¢nich onemocnénich. Vykazuje antikarcinogenni aktivitu a
je podpirnym prostiedkem pfti 1é€beé nddorovych onemocnéni v kombinaci s dosavadnimi
1&Civy [16], [17]. Molekulova hmotnost zadsadné ovlivituje biologické vlastnosti chitosanu.
Nizkomolekuldrni chitosan vykazuje pocetnéjsi biologické vlastnosti. Kromé vyse
zminénych charakteristik disponuje mukoadhezivnim, hypolipidemickym, antikoagula¢nim

a hypocholesterolemickym ucinkem [11].
Biokompatibilita

Biokompatibilita je kliCcovou vlastnosti chitosanu. Je dana podobnosti chitosanu
s glykosaminoglykany (GAGs), které tvoii slozku bunécnych membran. Pfitomnost
glykosidovych vazeb ve struktufe chitosanu umoznuje snadnou degradaci in vivo, které je
vyuzivano pii vyvoji biologicky odbouratelnych nosict 1éciv [16]. K degradaci dochazi
pusobenim mnoha enzym1, predevsim lysozymu. Chitosan je biodegradovan zaclenénim do

metabolickych drah GAGs a glykoproteini [11]. N-acetylglukosamin je jednim
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z meziproduktl degradace chitosanu. Uplatiiuje se pti procesu hojeni ran a vykazuje toxicky

ucinek na nékteré maligni nadory in vivo, Cehoz se vyuziva pii 1é¢be rakoviny [18].
Mukoadheze

Mucin je vyluCovan sliznicemi organismu. Jeho gelova povaha je zapiic¢inéna piitomnosti
aniontovych slozek, a to kyselinou sialovou a kyselinou sulfonovou. Na zakladé kationtové
povahy chitosanu dochdzi k iontové interakci ozna¢ované jako mukoadheze, ktera nartsta
s vyssi molekulovou hmotnosti a DDA. Mukoadhezivni schopnost chitosanu lze podpofit
jeho modifikaci. Naptiklad trimethylaci chitosanu 1ze dosdhnout velmi silného naboje a diky
methylovym skupindm je chitosan rozpustny v zasaditém a neutralnim pH. Dal$i moznosti
muze byt modifikace na karboxymethylchitosan, ktery je schopny mukoadheze v kyselém i
zasaditém pH, ¢ehoz se vyuziva v systémech doddvani 1&¢iv [16].

Antimikrobni u¢inek

Vzrustajici rezistence bakterii vici antibiotikim je zadvaznym problémem a je nutné hledat
nové alternativy, které by tento problém, alespon castecné, vytesily. Jednou z moznosti je
vyuziti chitosanu a jeho derivath. Faktord, které vykazuji antimikrobni aktivitu je vicero,
avSak nejdulezitéjsi je polykationtovy charakter chitosanu. Pfesny mechanismus G¢inku
neni doposud zcela popsan, avSak byly stanoveny hypotézy, které se pokusily tuto skutecnost
objasnit. Chitosan mulze disponovat extraceluldrnimi anebo intracelularnimi ucinky
v zavislosti na jeho molekulové hmotnosti. Vysokomolekuldrni chitosan neni schopen
pronikat pfes bunéénou sténu bakterii. Nicméné, je schopen ménit propustnost bunécné
membrany a zdroveil zamezit piijmu Zivin z vnéj$iho prostiedi. Nizkomolekularni chitosan
pusobi extracelularn€ 1 intracelularn€. Ovliviiuje funkci mitochondrii a syntézu proteint,
¢imz bakterialni buitku zahubi. Antimikrobni aktivita chitosanu spo¢iva v interakci kladné
nabitého fetézce s negativné nabitou buné¢nou sténou bakterii. Dochazi k naruSeni bunééné
stény vlivem iontové¢ interakce. To vede k naruseni rovnovahy dynamiky bunécné stény, coz
ma za nasledek unik intracelularniho obsahu bakteridlni buiiky do okoli [13], [16].
Akumulace chitosanu v blizkosti bakterialni buitky mize zptisobit vznik stresovych reakci
na zakladé zmény pH [10]. Uinn4 antibakteridlni aktivita byla pozorovana u né&kterych
patogennich druhti. Citlivost na chitosan byla zaznamenana u gram pozitivnich bakterii
(Bacillus cereus, Staphylococcus aureus), stejn¢ tak 1 gram negativnich (Salmonella
typhimurium, Pseudomonas aeruginosa nebo Enterobacter aerogenes). Bylo zjisténo, ze po
odstranéni chitosanu z média jsou nékteré bakterie schopny rtstu. Chitosan a jeho derivaty

tedy vykazuji spiSe inhibi¢ni ucinek, nikoli bakteriocidni [4]. RovnéZ byl u chitosanu a jeho
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derivatl prokazén antivirovy a antimykoticky ucinek. Existence antivirového ucinku je
zalozena na stimulaci imunitni odpovédi organismu [19].

Antioxidaé¢ni ucinek

Chitosan je fazen mezi ulinné antioxidanty. Experimentadlné bylo prokazano, ze
nizkomolekuldrni chitosan vykazuje siln¢jSi antioxidacni Uc¢inek nez chitosan s vyssi
molekulovou hmotnosti [10]. RovnéZ je schopen regulovat aktivitu antioxida¢nich enzymu
a redukovat peroxidaci lipida. Chitosan a jeho derivaty projevuji svoji antioxida¢ni aktivitu
ttemi zplsoby. Mohou byt donory protond, elektronti anebo muize dochéazet k chelataci
zeleznatych iontd za vzniku komplexnich sloucenin. Mezi DDA a antioxida¢ni aktivitou
neni pfima souvislost. Pfedpoklada se, ze vyssi poCet aminoskupin a s tim spojeny vyssi
DDA zvySuje antioxida¢ni aktivitu chitosanu. Pfitomnost volnych radikali v organismu je
uzce spjata se zanétlivymi procesy. Zanét je komplexni proces, ktery vznika na zakladé¢
poskozeni tkané. I kdyz se jedna o ptirozenou imunitni odpovéd’, Casto je spise komplikaci,
zejména kdyz ptechdzi do chronického stavu. Imunostimulacni u€inek je dalsi zajimavou
vlastnosti chitosanu. Nicmén¢, pfesné mechanismy nejsou dosud zcela objasnény. Chitosan
je schopny stimulovat burniky nespecifické imunity, které uvoliiuji fadu cytokind, ristovych

faktord, bioaktivnich peptidi a chemokind [10], [11].

1.2 Zelatina

Zelatina je ziskavana parcialni hydrolyzou ze svého matefského biopolymeru — kolagenu.
OznacCeni Zelatina pochdzi z latinského slova ,gelata®, které popisuje jeji hlavni
charakteristiku neboli schopnost tvofit ve vodé€ gel. Slozeni Zelatiny je témét totozné jako
sloZeni kolagenu, avSak se podstatné lisi svymi fyzikalnimi vlastnostmi [20]. Hlavnim
rozdilem je rozpustnost. Zatimco kolagen je ve vod¢ nerozpustny, Zelatina je za vysSich
teplot, nez je denaturacni teplota nativniho kolagenu, snadno rozpustnd. Pti téchto teplotach,
které se pohybuji okolo 60 °C, se kolagen smrst'uje a neni schopen vazat vodu. Fyzikalni a
strukturalni vlastnosti Zelatiny se odviji od distribuce molekulové hmotnosti a zastoupeni
aminokyselin. Zelatina obecné obsahuje 18 aminokyselin, pfiemz nejvice je zastoupen
glycin (26 %), dale prolin (16 %) a 4-hydroxyprolin (14 %). Charakteristicka struktura
Zelatiny je znazornéna nize (Obrazek 4). Na zdkladé jejiho sloZeni disponuje amfoternim
charakterem. Izoelektricky bod se pohybuje mezi 4,8-9,4. Zavisi ovSem na pouZité suroviné
a metodé p¥ipravy, o kterych pojednava kapitola 1.2.1. Zelatina ziskana kyselou hydrolyzou
(typ A) vykazuje vyssi izoelektricky bod nez alkalicky zpracovana zelatina (typ B). Je smési
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raznych polypeptidovych fetézct s riznou molekulou hmotnosti v rozmezi 15400 kDa.
Muze se jednat o a-fetézce (80—125 kDa), které jsou tvotfeny pouze jednim polypeptidovym
fetézcem, B-fetézce (160250 kDa) sestavajici ze dvou kovalentn¢ zesitovanych a-fetézcil,
anebo y-tfetézce (240-375 kDa), které jsou sloZeny ze tfi kovalentn¢ zesitovanych a-fetézca

[20], [21], [22].

Obrazek 4 Primarni struktura zelatiny

(zdroj: [23])
1.2.1 Kolagen jako prekurzor Zelatiny

Kolagen je nerozsifengjsi strukturdlni skleroprotein. Pod pojmem kolagen se skryva cela
rodina proteinli, pficemz doposud bylo identifikovano 28 typl kolagenu. Je hlavnim
extracelularnim proteinem pojivovych tkani zivocichl. Jeho pocetné zastoupeni neni jen
v souvislosti s pojivem, ale 1 s celym organismem, kde kazdou tfeti molekulu predstavuje
kolagen [24]. Kolagen je dominantnim prvkem kulze, Slach, kosti a chrupavek. Dale je
stavebni slozkou tkdni a organid. Nejrozsifen&jsim typem je kolagen I s vyskytem v kiizi,
kostech a $lachach. Struktura kolagenu je velmi komplexni. Hlavnimi slozkami, stejné€ jako
u zelatiny, jsou aminokyseliny glycin, prolin a hydroxyprolin, bez ohledu na typ kolagenu.
Molekula kolagenu je slozena ze tfi polypeptidovych fetézci, které spolecné tvofi trojity
helix (prokolagen). Prostfednictvim extracelularni modifikace jsou z prokolagenu odstépeny
aminoskupiny a karboxylové skupiny. Pomoci zkiiZzenych vazeb dochézi k formovani fibril
za vzniku tropokolagenu. Nasledné jsou molekuly tropokolagenu formovany do mikrofibril,
které jsou nakonec uspotadany do fibril kolagenu. Je nutné zminit, Ze kolagen podléha
velkému mnozstvi posttranslacnich tprav. Zrani kolagenu ma vicestupiiovy charakter,
pfiemz se Castecné odehrava ve fibroblastu a ¢astené mimo n¢j. Molekulova hmotnost

kolagenu je ptiblizné 300 kDa [25], [26], [27].
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1.2.2 Vyroba Zelatiny

Pti hydrolyze kolagenu dochazi k destrukci kiizovych vazeb mezi polypeptidovymi fetézci
a Castecnému Stépeni polypeptidovych vazeb. Zjednodusen¢ feCeno, dochazi k rozkladu
sekundarnich a vysSich struktur polypeptidového fetézce. Tento proces je uskuteciiovan
prostfednictvim kyselé, alkalické anebo enzymatické hydrolyzy. Zelatinu je mozné ziskat
z jakéhokoliv zdroje, ktery obsahuje kolagenovou tkai. Mezi preferované zdroje kolagenu
patii hovézi nebo veptova klze, kosti a Slachy. Dal§imi zdroji jsou ryby a v mens$im
mnozstvi je Zelatina ziskavéana z dribeze. Vyrobni proces zahrnuje n€kolik krok a zavisi na
zvoleném vstupnim materidlu. Nejprve je vstupni materidl zbaven necistot. Po ocisténi,
drceni a opakovaném oplachnuti néasleduje macerace. V piipadé kosti jde o vystaveni
odtu¢nénych rozdrcenych kosti 4-7% kyselin€ chlorovodikové po minimalni dobu dvou
dnli. Timto procesem jsou odstranény mineralni latky, jako je hydroxyapatit a uhli¢itan
vapenaty. Na konci tohoto procesu je ziskana houbovita kostni tkan proteinového charakteru
nazyvana ossein. Nasledné je surovina vystavena predbéznému kyselému nebo alkalickému

osetieni [20], [26].

Zelatina typu A je ziskdna prostiednictvim kyselé predtpravy. Material je ponofen do
zfedéné mineralni kyseliny, obvykle po dobu n€kolika hodin aZ jednoho dne. Zavisi na
tloust'ce a velikosti vstupni suroviny. Nasledné je material neutralizovan. Zelatinu je mozné
podrobit také alkalické ptredupravé. Timto procesem je ziskdna Zelatina typu B. K této
Uprave se vyuZzivaji rizna alkalicka ¢inidla. Nejb&znéji se vyuziva nasyceny roztok vapna.
Smés je michana pii teploté 24 °C po dobu 20 dni az 6 mé&sicl, kdy opét zavisi na tloust'ce
a druhu suroviny. Po dokon¢eni je materidl opét neutralizovan a nasledné oSeten zifedénou
kyselinou chlorovodikovou k dosazeni pozadovaného pH pro extrakci. Extrakce je
provadéna ve vice fazich. Upraveny materidl je umistén do extrakénich nadob a po tfech az
péti cyklech je pfidavéana tepld voda se vzriistajici teplotou od 55-100 °C. Timto krokem je
ziskana smés polypeptidovych fetézcil s riiznym slozenim a molekulovou hmotnosti. Vodné
roztoky jsou v nékolika cyklech koncentrovany odpafovdnim a nasledné sterilizovany.
Sterilizace miZe byt provadéna pomoci deskovych vyméniki tepla tzv. nepfimou sterilizaci
nebo piimou parni sterilizaci. Poté nasleduje chlazeni, pfi kterém koncentrovany roztok
geluje. Nasleduje susSeni. Obsah vlhkosti Zelatiny se pohybuje od 2—-12 % v zavislosti na

jejim nasledném pouziti. Finalnim krokem je rozdrceni nebo mleti [20], [26].

Enzymatickd hydrolyza kolagenu mé oproti vySe zminénym zpusobim né¢kolik vyhod.

Ziskana Zelatina ma vyssi nutricni hodnotu, enzymaticky proces je méné ¢asoveé narocny,



24 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

produkce odpadu je nizsi, nicméné je financné ndkladnéjsi. K enzymatické hydrolyze jsou
uplatiiovany enzymy jako jsou trypsin, alkaldza a flavorzym v pfitomnosti kyseliny octové.
Extrakce je zprostiedkovana filtraci a dialyzou. V kombinaci s chemickymi a
enzymatickymi metodami je uplatiovan ultrazvuk. Bézné je aplikovana frekvence o

velikosti 2040 kHz. Integraci ultrazvuku je zvysena vytéznost a zkracena doba zpracovani

[1].

1.2.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti

24

pH, teplot¢ a pfitomnosti aditiv. Také se odviji od vlastni pevnosti Zelatiny, ktera je dana
distribuci molekulové hmotnosti a strukturou. Zelatina je také znama pro sviij hygroskopicky
charakter. Pro Zelatinu je specifické jeji botnani ve studené vodé. K rozpusténi ve vode je
nutné teplotu zvySit na vice nez 60 °C. Ochotné se rozpousti ve vysoce polarnich
organickych rozpoustédlech, jako je kyselina octova ¢i amid kyseliny mravenci. Glycerol
nebo propylenglykol mohou byt rovnéz vhodnymi rozpoustédly [21]. Zelatina tvoii v teplé
vod¢ nahodné rozmisténa klubka, coz vede k tvorbé viskozniho roztoku. Pfi ochlazovani
dochazi k pfechodu na trojity helix a k formovani struktury podobné kolagenu. Vznika
fyzikalni termoreverzibilni gel, ktery sestava ze sit€ molekul zelatiny. I kdyz 1ze opétovné
piechazet mezi stavem sol-gel, opétovné zahtfivani a ochlazovani mlze vést k zhorSeni
vlastnosti Zelatiny. Na rozdil od jinych hydrokoloidu, tvorba gelu neni zavisla na pH ani na
ptidavku latek iniciujicich gelaci [28]. Pevnost Zzelatinového gelu je vyjadiena
tzv. Bloomovou hodnotou. Dle této hodnoty lze Zelatinu kategorizovat na nizky Bloom
(<150 g), sttedni Bloom (150-220 g) a vysoky Bloom (> 220 g). Pro komer¢ni Zelatiny je

obecné nejvhodnéjsi Bloomova hodnota v rozmezi 250-260 g [2].

Vliv distribuce molekulové hmotnosti na viskozitu je podstatné vEtsi nez na pevnost gelu.
Zelatiny, které vykazuji vy$si pevnost gelu mohou mit nizsi viskozitu neZ Zelatiny s nizsi
pevnosti gelu. Roztoky Zzelatiny vykazuji vys$s$i viskozitu se sniZujici se koncentraci a
pH, kdy roztok Zelatiny neobsahuje jiné nekoloidni ionty nez H" a OH, je tento roztok

nazyvan jako izoionicka Zelatina [21][2].

Zelatina je také schopna tvofit film. Tato vlastnost je uplatiiovana napiiklad pii vyrobé
Zelatinovych kapsli nebo mikroenkapsulaci. Zelatinové filmy se rovnéz uplatiiuji pii vyrobé

biosenzori [21].
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1.2.4 Biologické vlastnosti

Zelatina vynika svoji vybornou biokompatibilitou, biologickou rozloZitelnosti a nizkou
antigenni aktivitou. Na zakladé téchto vlastnosti je hojné¢ vyuzivanym materidlem
v tkanovém inzenyrstvi, zejména také pro schopnost podporovat adherenci a proliferaci
bun¢k [29]. Mnohé proteiny, véetné kolagenu a jeho derivatu, zelatiny, obsahuji specifickou
sekvenci arginin-glycin-aspartat, kterd napomaha bunécéné adhezi. Hydrofilni povahy
zelatiny je také vyuzivano v kombinaci s hydrofobnimi materidly k optimalizaci jejich

fyzikalné-chemickych vlastnosti [30].
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2 HYDROGELY

Hydrogely jsou unikatni materidly, Casto sestavajici z hydrofilnich polymera. Jejich
jedinecnou vlastnosti je schopnost absorbovat a nadéle zadrzovat vysoké mnozstvi kapalin
¢i biologickych tekutin, aniz by ztratily svoji fyzikalni strukturu [25][12]. Struktura
predstavuje tfidimenziondlni sit’ vzajemné propojenych polymernich fetézcti. Hydrogely
jsou rovnéz vyznamné z hlediska elasticity a tvarovatelnosti, coz rozsSifuje moznosti jejich
vyuziti [31]. Pfitomnost hydrofilnich skupin v hlavnim polymernim fetézci umoznuje
absorpci velkého mmnozstvi vody, zatimco polymerni sit' udrzuje strukturu stabilni.
Hydrogely lze obecné pfipravit zjakéhokoliv polymeru, ktery disponuje riznymi
hydrofilnimi skupinami. Mize se jednat o hydroxylové, karboxylové, sulfonové, amidové
nebo imidové skupiny, které jsou soucasti polymeru nebo do n¢j mohou byt naroubovany
[25]. V roce 1960 byl Otto Wichterlem a Drahoslavem Limem poprvé syntetizovan prvni
sitovany hydrogel, pHEMA poly(2-hydroxyethylmethakrylat). Tento objev vyvolal velkou
pozornost z hlediska své biokompatibility, hydrofility a prithlednosti. Polozil zaklady pro
vyrobu kontaktnich ¢ocek, které jsou dodnes neodmyslitelnou soucasti zivota velké Casti
populace. V pribéhu let byly zkoumany dalsi aplikace hydrogeld. Vyznamnym prilomem
byla Gspésna enkapsulace bun¢k do algindtovych mikrokapsli nebo pouZiti kolagenového
hydrogelu jako popaleninového kryti. Hydrogely se staly intenzivné zkoumanou oblasti a
s rozvojem tkanového inzenyrstvi nasly uplatnéni jako matrice pro kultivaci bun€k anebo

nosice rustovych faktorti k regeneraci tkani [12].

Hydrogely v nabobtnalém stavu se v ur€it¢ mife podobaji biologickym tkanim. Jsou
mékké, pruzné, biokompatibilni a vykazuji dobré mechanické vlastnosti. Hojné jsou
vyuzivany v lékatskych a farmaceutickych aplikacich. Rovnéz nasly uplatnéni v kosmetice,

potravinaistvi 1 zeméedelstvi [25].

V poslednich letech jsou hydrogely popularni v problematice obvazového kryti ran.
V misté poranéni vytvaieji vlhké prostiedi, napomahaji odvadét exsudat z rany, zabranuji
infekci a poskytuji idedlni prostredi pro regeneraci tkdné. Béhem fyziologického hojeni
dochazi k tvorbé jizvy, kterd s sebou v nékterych ptipadech mtize nést negativni dusledky, a
to nejen estetické. Hydrogelové kryti napomaha adhezi a proliferaci fibroblastt, diky cemuz
lze tyto problémy zmirnit. V soucasnosti jsou na trhu rtizné¢ formulace, jako amorfni gely,
hydrogelové filmy nebo folie ¢i hydrogely impregnované gazy. V kosmetickych aplikacich
jsou hydrogely zastoupeny v Siroké skale vyrobki. Nejcastéji v podobé pletovych masek,

masek na rty ¢i o€i a poté zejména v léCebné kosmetice. Jak bylo zminéno vyse, kontaktni
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¢ocky si od svého prvopocatku prosly znaénym vyvojem. Nejen Ze slouzi ke korekei zraku,
ale uplatiiyji se i jako nosice 1éCiv. Krom& pHEMA, byly zkoumany hydrofilni polymery
jako poly(vinyl alkohol) nebo polyakrylonitril, pro potencialni vyuziti v oftalmologii. Mezi
nejdominantnéjsi materidly pro vyrobu kontaktnich ¢ocek patii hydrogel na bazi silikonu.
Disponuje vyznamnym faktorem, a to propustnosti plynti. Pfitomnost kysliku je nebytna pro
spravnou funkci rohovky. Vlastnosti hydrogelli je rovnéz vyuzivano v systémech pro
distribuci IéCiv. Vysoké mnozstvi vody napomaha enkapsulaci hydrofilnich 1é¢iv, porovitost
zprostiedkovava trvalé uvolnovani 1éciva. Dodani 1éCiva je komplexni. Je fizeno zejména
difuzi, botnanim a také chemicky. Hydrogely maji nezastupitelnou roli v tkanovém
inzenyrstvi, kviili své podobnosti s nativni extracelularni matrix. Hydrogelové scaffoldy se
vyuzivaji pfedevSim pii regeneraci srdecni tkdné€, chrupavek a kosti. Pro jejich pfipravu se
Casto vyuzivaji pfirodni polymery jako Zelatina, alginat ¢i hyaluronan, které vykazuji

vybornou biokompatibilitu s lidskou tkani [32].

Na zaklad¢ intenzivniho vyzkumu a neustalého objevovani novych poznatkl v problematice
hydrogelt 1ze tyto materidly rozclenit do tii generaci. Hydrogely prvni generace jsou
sitovany chemickou cestou za zmény jejich chemickych a fyzikalnich vlastnosti. Vyznacuji
se velmi vysokou botnaci schopnosti a mechanickou pevnosti. Syntéza hydrogeli prvni
generace byla zprostfedkovana radikdlovou polymeraci hydrofilnich monomeri a
zesitovanim syntetickych polymeri za pouziti riznych inicidtori a sitovacich cCinidel.
Koncem 70. let minulého stoleti vznikly hydrogely druhé generace. Hlavnimi zplsoby
zasitovani byly hydrofobni a iontové interakce. Tyto hydrogely se vyznacuji reakci na
specifické podnéty, jako je prostfedi nebo charakteristické materialy. Konkrétn€ se jedna
napt. o zménu teploty, pH nebo koncentrace iontil v roztoku. Tato generace se ukazala jako
velmi uzite¢na v biomedicinskych aplikacich, zejména v problematice systémi pro
distribuci 1é¢iv. Existence druhé generace iniciovala vznik pokrocilejsi, tfeti generace
hydrogeli na zaklad¢ jejich schopnosti reagovat na podnéty. S t€émito hydrogely se 1ze setkat
pod pojmem tzv. chytré hydrogely. Mohou byt pfipravovany riznymi metodami, naptiklad
tvorbou stereokomplexti. Vyznacuji se vyS$si citlivosti na vnéj$i podnéty a je mozZné

optimalizovat jejich fyzikalné-chemické a mechanické vlastnosti [33], [34].

2.1 Klasifikace hydrogeli

Hydrogely 1ze obecné rozdélit do dvou zakladnich skupin. Prvni skupinou jsou hydrogely

vyrobené ze syntetickych polymert a druhou skupinu ptedstavuji biohydrogely neboli
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hydrogely ziskané z ptirodnich polymert. Lze se také setkat s hybridnimi hydrogely, které
jsou kombinaci pfirodnich a syntetickych latek. Syntetické hydrogely vynikaji svoji delsi
zivotnosti, vys$si schopnosti absorpce vody anebo vyssi pevnosti gelu. Oproti tomu, piirodni
hydrogely se vyznacuji svoji vybornou biokompatibilitou a biodegradabilitou [12]. Piirodni

hydrogely lze klasifikovat na zakladé riznych hledisek, které shrnuje Tabulka 2.

Tabulka 2 Klasifikace ptirodnich hydrogeli

Dle ptivodu Dle zptisobu sitovani Dle naboje
e Hydrogely na bazi e Fyzikalni e Neutralni
proteint e Chemické e Anionicky
e Hydrogely na bazi e Kationicky
polysacharidt e Amfoterni

e Zwitterionicky

Dle skupenstvi Dle struktury Dle slozeni
e Tuh¢ e Krystalicka e Homopolymer
e Polotuhé e  Amorfni e Kopolymer
e Kapalné e Semi-krystalicka e Semi-IPN

e [PN (interpenetrujici

polymerni sit€)

(Zdroj: [12] — upraveno)
2.2 Syntéza hydrogeli

Hydrogely jsou znamé pro svoji schopnost absorbovat tekutiny, aniz by ztratily svoji
fyzikalni strukturu. To je dano procesem sitovani, ktery je mozny uskutecnit fyzikalni nebo
chemickou cestou viz Obrazek 5. Chemicky zesitované hydrogely se od téch fyzikélnich 1isi
zejména svoji ireverzibilitou, jelikoz mezi polymernimi fetézci dochazi ke vzniku
kovalentnich vazeb. Zatimco hydrogely zesitované fyzikalné€ jsou spojeny pouze docasnymi
$poji, a proto jsou ozna¢ovany jako reverzibilni. [ kdyz chemické sitovani vytvaii stabilngjsi
systémy, ve vétSing aplikacich je preferovano fyzikalni sitovani, a to s ohledem na pouZziti
sitovacich ¢inidel, kterd jsou v mnohych piipadech toxicka [12]. Nicméné, u chemicky
zesitovanych hydrogelti je mozno snadnéji modifikovat fyzikalné-chemické vlastnosti. Také
vykazuji vys$si mechanickou pevnost z diivodu vyssi hustoty sit€¢, a proto mohou byt

uptfednostnovany pred témi fyzikalnimi [33].
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Fyzikaln¢ sitované hydrogely lze pfipravit rGznymi metodami. Syntéza mize byt
uskute¢néna prostiednictvim hydrofobnich interakci, tvorbou stereokomplexi, krystalizaci,
pomoci vodikovych vazeb, iontovou interakci, zranim apod. Tyto hydrogely jsou Siroce
vyuzivany ve farmaceutickém a biomedicinském odvétvi diky absenci toxickych sitovacich
¢inidel, ktera s sebou vSak nese nékteré negativni disledky. U hydrogelt s fyzikalni siti je
velmi obtizné ovliviiovat jejich vlastnosti. Jedna se zejména o dobu gelace, rozméry pora,

chemickou funk¢nost a dobu degradace [12], [31], [33].

Syntézu chemicky sitovanych hydrogelii je rovné€Z mozné provést riiznymi metodami.
Pokud polymer disponuje funkénimi skupinami, jako je amidovéa (-NH2) a karboxylova
skupina (-COOH), je mozné sitovani uskutecnit reakcemi na bazi ,,click chemistry*, napf.
metodu Schiffovych bazi nebo Michaelovu adici [33]. Dal§imi vhodnymi metodami je
radikélova polymerace, sitovani UV zafenim, sitovani vysokoenergetickym zafenim (gama

paprsky, elektronovy paprsek) nebo enzymatickou reakei [12].

Fyzikalné€ sitovany hydrogel Chemicky sitovany hydrogel

Obrazek 5 Fyzikalni a chemicka struktura hydrogelu

(zdroj: [25])

2.3 Hydrogely na bazi chitosanu a Zelatiny

V poslednich letech doslo k vyraznému pokroku ve vyvoji biomateridlti. Existuje mnoho
pfirodnich polymert, které by mohly byt vyuzity pfi navrhu hydrogelli. Mezi nejvice
zkoumané biopolymery pro inovaci hydrogelt patii chitosan a zelatina. Chitosan je v dnes$ni
dobé velmi oblibenou slozkou hydrogelti a biofilmi. Na zéklad¢ svych specifickych
vlastnosti predstavuje idealni material s vysokym potencidlem pro vyuziti v budoucich
inovativnich aplikacich. Stale je predmétem vyzkumu pro své unikétni fyzikalné-chemické
a biologické vlastnosti. Dale zejména pro svoji kompatibilitu s jinymi molekulami.

Uplatnéni cistého chitosanu v praxi je vSak nulové. Vykazuje nizky specificky povrch,
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slabou mechanickou pevnost, a pfedevsim neni rozpustny ve vod¢. Z tohoto diivodu jsou
vhodné modifikace chitosanu anebo jeho zesitovani s jinymi biopolymery, ¢imz dojde
k vyraznému zlepseni jeho vlastnosti. Stejn¢ jako chitosan, tak i Zelatina disponuje vysokou

afinitou k jinym molekulam a ochotné tvofti filmy [35].

Oba biopolymery jsou dobie zpracovatelné. Mohou byt formulovany do nanokompoziti,

nanocatic, konjugatt, filma a predevsim hydrogeli [36].

Chitosan a Zelatinu lze zesitovat rtizny metodami. V pfipadé chemického sitovani jsou
vyuzivana sitovaci €inidla. Nejcastéji se uplatituje glutaraldehyd (GDA) viz Obrazek 6,
kyselina tfislova nebo pfirodni genipin. Nevyhodou je, ze vétSina sitovacich Cinidel je
toxicka a snizuje celkovou biokompatibilitu systému, coz muze zabranit vyuziti takto

ptipravenych kompozitl v biomedicinskych aplikacich [37], [38].

HoN H,N
NH.+ O o+ NH
WS Y=o
H,;N Glutaraldehyde HaN H3C
NH, NH
Gelatin Chitosan
H-N

NH
HoN >:0
AN,

MNH4

Obrazek 6 Sitovani chitosanu a Zelatiny GDA

(zdroj: [37])
Hydrogely se obecné vyuzivaji v problematice systémti dodavani 1é¢iv. Podani mize byt
subkutanni, transdermalni, perordlni ¢i o¢ni. B&zné vyuzivanymi polymernimi nosici jsou
kyselina polyakrylovd, pHEMA nebo polyvinylacetit. Z nosného systému je 1écivo
uvolnovano nejcastéji difuzi, degradaci nebo dezorganizaci struktury polymeru. Dnes jsou
vyhledédvany pftirodni polymery v ndvaznosti na lepsi biodegradabilitu [39]. Chitosan i

zelatina se dnes bézné vyuzivaji jako polymerni nosice. V souvislosti se schopnosti
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chitosanu pronikat pies hematoencefalickou bariéru byly chitosan a jeho derivaty studovany

v souvislosti s l1é¢bou neurologickych onemocnéni [36].

Od roku 1980 byl studovan vliv chitosanu a jeho derivatu na hojeni ran. Dnes se b&zné

vyuzivaji ve formé hydrogeld, folii, filma nebo praski [39].

Chitosan je hojné vyuzivan v tkanovém inzenyrstvi jako polymerni scaffold. Kromé
biodegradability a biokompatibility disponuje vysokou pérovitosti a strukturdlni integritou,
coz jsou idedlni podminky pro adhezi bunék. Kromé toho pozitivné ovliviiuje bunécné
funkce. U scaffoldii s obsahem chitosanu byl pozorovan pozitivni vliv na regeneraci
chrupavek, kosti a nervii [40]. Cisty chitosan mé vSak omezenou schopnost podporovat
proliferaci bun¢k. V kombinaci se zelatinou by mohla byt indukovana vyssi efektivita. Jak
bylo zminéno v kapitole 1.2.4, Zelatina obsahuje specifickou sekvenci aminokyselin, ktera

podporuje adhezi a migraci bunck [38].

Chitosan a zelatina nejsou vyuzivany pouze v biomedicinskych aplikacich. Schopnosti
tvorby filmi a antibakterialni ucinek chitosanu, ktery byl popsan v kapitole 1.1.4, 1ze vyuzit
1 pfi navrhovani potravinovych obali. Filmy na bazi chitosanu vykazuji velmi dobré
vlastnosti. Disponuji dobrymi antiseptickymi vlastnostmi, reguluji vlhkost a uchovavaji

potraviny déle Cerstveé [40].

Dle studie [40], by mohly hydrogely na bazi chitosanu a zelatiny najit uplatnéni ve
stomatologii. Byla zkoumana interakce a proliferace kmenovych bunék z apikalni papily
(SCAPs), antibakteridlni ucinek proti Streptococcus mutans, zpisob degradace a botnaci
schopnost. Rovnéz byla provedena jednoosa tahovéa zkouska. Bylo zji$téno, Ze hydrogely
vykazovaly optimalni degradaci, vyznacovaly se vysokou botnaci schopnosti a dobrymi
mechanickymi vlastnostmi. Byla pozorovana mirna cytotoxicita. Hydrogely také pozitivné
ovlivnily proliferaci bunék SCAPs a vykazovaly velmi dobré antimikrobni vlastnosti. Na
zakladé téchto vysledkl 1ze hydrogely na bazi chitosanu a Zelatiny povazovat za materialy
s potencialnim vyuzitim v kontextu pooperacni péce a poukazuji na univerzalni a u¢inné

pouziti v Sirokém kontextu.
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I1.

PRAKTICKA CAST
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3 CIiLPRACE

Cilem prace byla piiprava hydrogelovych filmii a gelii na bazi chitosanu a zelatiny v riznych
pomérech. Sitovani bylo realizovano chemicky prostiednictvim GDA. Druhym cilem byla
charakterizace hydrogell pomoci analytickych, mechanickych a instrumentalnich metod.
Ttetim cilem bylo zhodnotit vybrané vlastnosti, a to na zaklad¢ odlisSnych metod pfipravy

hydrogeli.
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4 METODY PRiPRAVY A CHARAKTERIZACE HYDROGELU NA
BAZI CHITOSANU A ZELATINY

4.1 Chemikalie

Vysokomolekularni chitosan se stupném deacetylace > 75 % (419419, Mw=310-375 KDa,
Sigma-Aldrich, USA) [41], zelatina vepiova D526 200 Bloom, glycerol (CAS 56-81-5),
glutaraldehyd (GDA), hydroxid sodny (NaOH), kyselina octovd (CH3COOH), destilovana

voda.

4.2 Pouzité pristroje a pomtcky

Analytické vahy KERN, predvazky VWR, tirepacka IKA HS 501 digital, infracerveny
(FTIR) spektrometr Alpha II (Bruker), rota¢ni reometr Kinexus Pro+ (Malvern), zkusebni
ptistroj Galdabini Quasar 25, mixér BOSH, pH metr 526 WTW s kombinovanou sklenénou
pH elektrodou SenTix WTW, susarny (Memment ULP 400; WTB binder), elektricka
teplovzdusna trouba MORA, magnetické michacky (Heidolph; LED IDL), digitalni posuvné
meétitko, analogovy mikrometr, vodovaha, uzaviratelné ZIP sacky, filtracni papiry,

silikonové formy, exsikator, laboratorni sklo.
4.3 Metodika

4.3.1 Priprava smési chitosan/Zelatina

Smeési chitosan/zelatina byly pfipraveny v riiznych pomérech. Nejprve bylo pripraveno pét
1% roztokil vysokomolekularniho chitosanu, a to navaZenim ptislusného mnoZzstvi chitosanu
do Erlenmeyerovych ban¢k, které byly doplnény 1% roztokem CH3COOH. Tyto roztoky
byly nésledné umistény na tfepacku za laboratorni teploty po dobu 24 hodin, respektive
dokud nebyl chitosan rozpustén. Daéle byl ptipraven 1% roztok zelatiny navazenim
piislusného mnozstvi a doplnénim destilovanou vodou. Takto pfipraveny roztok byl umistén
ptes noc do lednice. Po rozpusténi obou roztoki, byl 1% roztok Zelatiny za stalého michéani
zahiivéan na teplotu cca 60 °C na magnetické michacce, a to po dobu zhruba 5 minut. Do
jednotlivych Erlenmeyerovych banék s rozpusténym 1% roztokem chitosanu bylo odlito
dané mnozstvi 1% roztoku Zelatiny. Dale byl ptidan glycerol, a to v mnoZzstvi 20 wt% na
navazku chitosanu. Roztoky s pfidanym glycerolem byly umistény na magnetickou
michacku a michany cca 5 minut. K jednotlivym roztokiim bylo nasledné pfidano sitovaci

¢inidlo, konkrétn€ 25% glutaraldehyd, a to v mnoZstvi 1-5 wt% na chitosan. Roztoky byly
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opét umistény na magnetickou michacku a michany po dobu 10 minut. Jednotlivé ptidavky

slozek shrnuje Tabulka 3.

Tabulka 3 Zastoupeni slozek smési chitosan/Zelatina

Pomér
Smés GDA [%] Glycerol [%)]
chitosan:Zelatina
1 1:2 1 20
2 2:1 1 20
3 1:2 5 20
4 2:1 5 20
5 1:1 3 20

4.3.2 Piiprava vzorki

Pted samotnym zhotovenim hydrogelovych filmt a geld byl z roztokti ptipravenych v bodé
4.3.1 odebran vzorek pro pozd¢jsi charakterizaci. Na piredvazkach bylo od kazdého poméru

odvazeno 45 g vzorku do vazenek (viz Obrazek 7) a umisténo do lednice.

Obrazek 7 Roztoky chitosan/Zelatina

4.3.3 Priprava filmi na bazi chitosan/Zelatina

Z roztokl chitosanu a zelatiny piipravenych v bodé 4.3.1 byla zhotovena prvni série
v podobé filmi. Do silikonovych forem o rozmérech 7 x 12,5 cm bylo odlito dané¢ mnozstvi
roztoku. Od kazdého poméru s riznym mnozstvim sitovaciho ¢inidla byly odlity dvé formy,
které byly umistény do susarny viz Obrazek 8. Pii teploté 30 °C probihalo suseni po dobu 7
dni. Vzniklé filmy byly nésledné umistény do uzaviratelnych ZIP sacki a ponechany

v exikatoru pfi laboratorni teploté.
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Obrézek 8 Suseni filma
4.3.4 Priprava gell na bazi chitosan/Zelatina

Ze zbylého mnozstvi roztokli z bodu 4.3.1 byla ziskdna druha série ve form¢ geli, a to
sraZzenim smési 1% roztokem NaOH. Roztok byl odlit do kédinky, do které byla nésledné
umisténa kombinovana elektroda. Pomoci pH metru bylo sledovéano pH, a to do hodnot 89

za ptidavkid 1% roztoku NaOH viz Obrazek 9.

Obrazek 9 Piiprava gelu

Vzniklé gely byly nasledné piefiltrovany ptes Biichnerovu nalevku a peclivé promyty
destilovanou vodou viz Obrazek 10. Pro dal$i pouziti byly pfeneseny do Petriho misek a

uloZeny rovnéz do lednice.

Obrazek 10 Vznikly gel
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4.3.5 Stanoveni obsahu suSiny

Stanoveni suSiny bylo provedeno pro filmy i gely. Byly pfipraveny vzorky o pfiblizné
hmotnosti 0,2 g. Vzorek byl navdzen na analytickych vahach do kozeluzské misky a
nasledn¢ umistén do susarny, ktera byla nastavena na teplotu 103 °C. SuSeni probihalo po
dobu 3 hodin. Nasledn¢ byly misky ze suSarny vyjmuty a umistény do exsikatoru
k vytemperovani na laboratorni teplotu. Poté byly misky opét zvazeny na analytickych
vahach. Vzorky byly opét umistény do susarny po dobu 10 minut pro dosazeni konstantni

hmotnosti, vytemperovany a opétovné zvazeny.
Obsah susiny se vypocita dle vzorce:

my
S=—-100
m; — hmotnost vzorku po suseni [g]
mo — hmotnost vzorku pied suSenim [g]

S — obsah susiny [%]

4.3.6 Botnani

Schopnost botnani byla stanovena rovnéz pro filmy i gely. V piipadé filmi byly pfipraveny
vzorky o velikosti 1x1 cm a nasledné zvaZeny na analytickych vahach. Vzorky byly
ponoieny do destilované vody, pticemz schopnost botnani byla stanovovana v péti Casovych
intervalech, ato 1's, 10 s, 30 s, 1 minuta a 5 minut. Po uplynuti doby botnani byl vzorek
z destilované vody vyjmut, osusen papirovym ubrouskem a znovu zvéazen na analytickych
vahach. Stanoveni bylo provedeno vzdy tfikrat u kazdého filmu a zprimérovano. V ptipadé
gelti bylo postupovano nasledovng. Vzhledem k tomu, ze u pfipravenych gelti dochazelo ke
ztraté soudrZznosti, nebylo mozné pfipravit kompaktni vzorek. Primarné pfipravené gely
sestavaly z gelovych agregati, a proto je bylo nutné pomoci stolniho mixéru
zhomogenizovat. Po homogenizaci bylo odebrano pfiblizn¢ 0,5 g vzorku do vazenky a
nasledné zvaZeno na analytickych vahach. Dale byla vaZenka se vzorkem zalita asi 20 ml
destilované vody. Botnani gela bylo sledovéano ve tfech Casovych intervalech, a to po 10, 30
a 60 minutach. Po uplynuti dané doby byla destilovana voda z vdzenky peclivé dekantovana,
zbytkova voda na skle vazenky byla osusena ubrouskem a nésledn¢ byla vazenka se vzorkem
zvéazena na analytickych vahach. Na zdkladé rtizného obsahu vody ve vstupnich vzorcich

bylo nezbytné provést dodate¢né suSeni. Vzorky ve vazenkach byly umistény do susarny pii
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teplot¢ 103 °C po dobu 24 hodin. Po vysuSeni byly opét zvazeny. Stanoveni botnaci

schopnosti bylo stanoveno u kazdého gelu dvakrat a zpriimérovano.

Mnozstvi absorbované vody se vypocita dle vzorce:

m;—m
w(%) = 100 - M
mo
m; — hmotnost vzorku po hydrataci [g]

mo — hmotnost suchého vzorku [g]

w (%) — obsah vody [%]

4.3.7 FTIR analyza

Spektra FTIR byla méfena na infraerveném spektrometru Alpha II FT-IR (Bruker) metodou
ATR na diamantovém krystalu (viz Obrazek 11). Méfeni probihalo v rozsahu vinoc¢ti 4000
cm™ az 400 cm!' s 32 skeny a rozlisenim 4 cm™. Byly analyzovany obé série hydrogeld,

filmy i gely.

Obrazek 11 Spektrometr Alpha II

4.3.8 Viskozita

Viskozita byla charakterizovdna na vzorcich piipravenych v bod¢ 4.3.2. M¢feni bylo
realizovano pomoci rota¢niho reometru Kinexus Pro+ (Malvern) viz Obrazek 12. Vzhledem
k nizké viskozité vzorkl byla zvolena geometrie valec-valec. Méfeni bylo realizovéano pii
tfech teplotach, a to pii 25, 40 a 55 °C. Smykova rychlost byla nastavena na 0,1 — 100 s™'.
Byla zvolena logaritmicka skala s 5 vzorky na dekadu. Aplikace vzorku byla provedena na

zakladé instrukci softwaru.
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Obrazek 12 Reometr Kinexus Pro+
4.3.9 Tahova zkousSka

Tahova zkouska byla provedena na zkuSebnim piistroji Galdabini Quasar 25 viz Obrazek
13. M¢éfeni bylo provedeno pouze pro filmy. Gely nebylo mozné pomoci této metody
charakterizovat, nebot’ se jednalo o nespojity systém tvoieny pouze smési agregatii. Vzorky
film byly pfipraveny o rozmérech 1x7 cm, v poctu 6-8 vzorkd od kazdé varianty filmu
ptipravené v bod¢ 4.3.3. Pfed métenim bylo nutné do softwaru zadat tloust’ku a $itku daného
vzorku. Sitka vzorku byla stanovena pomoci digitalniho posuvného méfitka. Tloustka filma
byla stanovena pomoci analogového mikrometru a pohybovala se v rozmezi 0,02 — 0,05 mm.
Vzdalenost Celisti byla nastavena na 30 mm, rychlost posuvu na 20 mm/min. Vzhledem

k obtiznému uchyceni vzorku do ¢elisti, bylo nastaveno piepéti o velikosti 0,5 N.

|

Obrazek 13 Zkusebni ptistroj Galdabini Quasar 25
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4.3.10 Mikroskopie

Povrchova morfologie ptipravenych filmu a gelti byla zkoumana prostiednictvim digitalniho

3D mikroskopu VHX 7000 Keyence viz Obrazek 14.

Obrazek 14 Digitalni 3D mikroskop VHX 7000 Keyence
4.3.11 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni bylo realizovano pomoci softwaru Minitab 18. Vysledky byly
vyhodnoceny metodou faktorovych pokusti 2° s jednim stiedovym pokusem. Zvolenymi
faktory byl chitosan (faktor A), GDA (faktor B) a jejich kombinace (AB). Vyhodnoceni bylo
provedeno pro: botnani filmi po dobu 1 s, botnani filmid po dobu 5 min, dynamickou

viskozitu pfi teploté 25, 40 a 55 °C, mez pevnosti a prodlouzeni filmi pii pretrZeni.

Pro vyhodnoceni byly zvoleny minimalni a maximalni hodnoty mnozstvi jednotlivych
faktorti. U chitosanu bylo zvoleno rozmezi 0,5 az 2 %, u GDA 1 az 5 %. Vliv kazdého
faktori byl interpretovan Paretovym diagramem, vrstevnicovym diagramem a regresni

rovnici.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Priprava filmi a geli

Byly pfipraveny dvé série hydrogelti na bazi chitosanu a Zzelatiny. Ukazka prvni série ve
formatu filmu je zachycena na Obrazek 15. Piipravené filmy se liSily zejména odstinem,
ktery je ovlivnén riznym mnoZstvim glutaraldehydu, glycerolu a pomérem chitosanu ku
zelating. Na obrazku nize je reprezentovan konkrétné film €. 1 a film €. 4, mezi nimiz byly
zaznamenany nejvyraznéj$i odchylky. Zbylé filmy byly po vizudlni strance téméf totozné
jako prvni film. Film €. 1, u kterého byl ptidavek glutaraldehydu 1 wt% na chitosan,
vykazoval urcitou tvarnost. Oproti tomu, u filmu €. 4, kde ptidavek glutaraldehydu ¢inil 5
wt% na navazku chitosanu, se projevovala jistd nachylnost k prasknuti, i kdyz jeho pevnost
byla vyss$i nez u filmu €. 1. Také si 1ze povSimnout vyssiho vysuseni, i kdyz vSechny filmy

mély stejné podminky.

Obrazek 15 Reprezentativni ukazka filma — film €. 1, film €. 4

Druhou sérii ptedstavovaly gely, které jsou znazornény na Obrazek 16. Obdobné¢ jako
u filmd je na prvni pohled patrna rozdilnost odstini, ovlivnéna stejnymi faktory, tedy

mnozstvim glutaraldehydu, glycerolu a chitosanu.

Obrazek 16 Pripravené gely
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5.2 Stanoveni obsahu suSiny

Stanoveni obsahu suSiny bylo provedeno u obou sérii vzorkii dle postupu uvedeného

film¢. 1 film €. 2 film¢. 3 film¢. 4 film¢. 5

v kapitole 4.3.5.

Obsah susiny [%]
(0] (0] 0] 0] (o)
(o)} ~ (0] (s o

o]
[65]

Obrazek 17 Procentualni obsah suSiny — filmy

Stanoveni pevného podilu hydrogelovych filmt je vyjadieno jako procentualni obsah susiny
viz Obrazek 17. Lze pozorovat, Ze nejvyssi procentudlni obsah suSiny vykazuje film €. 2,
pticemz u filmu €. 1 je obsah suSiny nejnizsi. Pfi¢inou je rozdilné zastoupeni zelatiny, které
je ve filmu €. 2 polovicni mnozstvi. Specifickou vlastnosti zelatiny je schopnost vazat velké
mnozstvi vody. Z toho vyplyva, ze filmy s vy$$im obsahem Zelatiny, tedy film ¢. 1 a film ¢.
3 budou tvofeny vét§im podilem vody a obsah suSiny bude tedy niZsi, coZ potvrzuje graf
vyse. Opacné je tomu u filmt €. 2 a filmu €. 4, které maji vyssi zastoupeni chitosanu, a tudiz
maji i vyssi obsah susiny. Pomér chitosanu a Zelatiny je u stfedového vzorku (filmu €. 5)

totozny a obsah susiny by se mé¢l pohybovat okolo priiméru ostatnich hodnot.

gelc. 1 gel¢.2 gelc.3 gelc. 4 gelC.5

2,5

Obsah susiny [%]
(= (=3 N
° w °

o
5}

o
[=}

Obrazek 18 Procentudlni obsah susiny — gely
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Pevny podil jednotlivych gell je znazornén na Obrazek 18. Nejvyssi procentualni obsah
susiny vykazuje gel ¢. 4 a nédsledn¢ gel ¢. 3. Oproti obsahu susiny ve filmech jsou hodnoty
gelll podstatné odlisné. U geli €. 2 a ¢. 4 byla pfedpokladana vyssi hodnota vzhledem
k niz§imu obsahu Zelatiny. Gely €. 1 a €. 3 s vy$§im obsahem Zelatiny by mély byt tvofeny
mensim pevnym podilem. Lze ptredpokladat, ze u geld ¢. 3 a ¢. 4, mlze byt vyssi obsah
susiny zpusoben vysSim piidavkem sitovaciho ¢inidla. Na zékladé toho doslo ke vzniku
hustsiho zesitovani a obsah suSiny byl tedy vyssi. Nicméné, rozdilnost hodnot je spise

pfisuzovana metod¢ ptipravy a skladovani gela.

S ohledem na ziskané vysledky lze konstatovat, ze filmy jsou pievdzné tvofeny pevnym
podilem. Oproti tomu, piitomnost susiny v gelech je minimélni a pohybuje se zhruba

od 0,5 —2 %. To znaci, Ze struktura gelii se vyznacuje velmi vysokou schopnosti vazat vodu.

5.3 Botnani

Botnaci schopnost je u hydrogelt vyznamnym parametrem. Botnani bylo sledovano u obou

sérii vzorkl dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.6.
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Obrazek 19 Botnani — filmy

Botnaci schopnost filmti byla sledovana v péti Casovych intervalech, ato 1's, 10s, 30 s, 1
min a 5 min viz Obrazek 19. Jak Ize vidét, v ¢ase 1 s dochazi ke znatelnému nabotnani u
vSech filmi. Hmotnost filmu €. 1 vzrostla o pouhych 36 %, zatimco u filmu €. 2 doslo
k nabotnani az o 75 %. V ¢ase 10 s se hmotnost téchto filml rapidné zvySuje v disledku
niz§itho obsahu GDA a tim fidSiho zesitovani, coz umoznuje absorpci vétsiho mnozstvi
vody. Rovnéz Ize pozorovat, ze u filmu €. 1 s vy$S§im obsahem zelatiny doslo ke skokovému

zvySeni hmotnosti a to 0 126 % z ptivodnich 30 %. Film €. 2 v ¢ase 10 s nabotnal o 150 %
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z ptivodnich 75 % ziskanych v 1 s. Velky nartist hmotnosti v case 1 s Ize pozorovat u filmi
¢. 3 a¢. 4, jejichz hmotnost se zvysila o témer 100 %. U filmu €. 4 se hmotnost v ¢ase 10 s
mirn¢ zvysila, avSak pii delSich ¢asech byla téméf konstantni. Toto chovani plyne z poméru
chitosanu a Zelatiny (2:1). Vzhledem k nizSimu obsahu Zelatiny nedoslo k dalSimu narastu
hmotnosti, také je zde pozorovan vliv GDA, ktery je ptfitomen v 5 wt% na chitosan a
zapricinuje vznik hustsiho zesitovani. U filmu €. 3 si lze povSimnout, Ze jeho botnaci
schopnost je v Case 5 min nejvyssi. To je nejspiSe ovlivnéno vySSim obsahem zelatiny
v porovndni s filmem €. 4 a také mnoZstvim GDA, jehoZ mnozstvi je ve filmu €. 3 polovi¢ni.
Stiedovy vzorek (film €. 5) nabotnal v Case 1 s témét 0 41 %. Je zde patrné podobné schovani
jako u filmu €. 1 a €. 2, u kterych v ¢ase 10 s skokove narostla hmotnost. V ¢ase 30 s je
pozorovan pokles hmotnosti, coZ mohlo byt zptisobeno chybnym méfenim. V dalSich ¢asech
je chovani filmu ¢. 5 velmi podobné filmu €. 4, coZ je nejspiSe nasledkem 3 wt% GDA a

stejného poméru chitosanu a zelatiny.
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Obrazek 20 Botnani — gely

Schopnost botnani gelii byla sledovana ve tfech ¢asovych intervalech viz Obrazek 20. Oproti
filmim byly zvolené Casové intervaly delsi, a to 10 min, 30 min a 60 min. V ¢ase 10 minut
1ze u vSech gelll pozorovat mnohonasobné zvétSeni hmotnosti, pfi¢emz nejvetsi nartist je u
gelu €. 4 a nejmensi u gelu €. 1, stejné€ jako v ptipadé filmu. U geld €. 1 a €. 5 je viditelny
témet linedrni narist hmotnosti. Oproti tomu, zbylé gely vykazuji netypické chovani. Je
nutné zminit, Ze zvolena metoda zahrnovala vice mezikroktli nez v pfipadé€ stanoveni botnani
filmi. Vzhledem kpovaze geli bylo pfed samotnym stanovenim nutné vzorky
zhomogenizovat, sou¢asti bylo také suSeni a samotné provedeni metody bez vzniku chyb

bylo velmi obtizné. Na zékladé toho nelze pfesné definovat botnaci schopnost jednotlivych
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gelti. Nicméné, ve srovnani s filmy lze konstatovat, Ze botnani gelii je mnohonasobné vétsi

nez botndni filmi. Zatimco filmy nabotnaly v fadech desitek az stovek procent, gely byly

schopné nabotnat v fadu tisicti procent.

5.4 FTIR analyza
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Obrazek 21 IR spektra — filmy

Na Obrazek 21 jsou zaznamenana IR spektra jednotlivych hydrogelovych filmi. Bylo

pridano spektrum chitosanu a smési chitosan/zelatina jako reference. U spekter filma lze

pozorovat velice vyrazny signal v oblasti 1720 cm™, ktery potvrzuje piitomnost karbonylové

funkéni skupiny C=0. To znaci pfitomnost esterové vazby, ktera vznika interakei chitosanu

a GDA. Dile lze vidét, ze vSechna spektra filml vykazuji vyS$si absorbanci neZ reference.

To dokazuje, ze v pfipravenych filmech doSlo k zesitovani. Bylo ptedpoklddano, ze

s rostouci koncentraci GDA se bude zvySovat pocet esterovych vazeb. Nicméng¢, jak lze

vidét, absorbance je u jednotlivych film nahodna a na mnozstvi GDA tedy nezavisi.
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Obrazek 22 IR spektra — gely

Spektra gell jsou zaznamenana na Obrazek 22. Byla pfidana referencni spektra chitosanu a
smési chitosan/Zelatina/glycerol vysrazenych v NaOH. Stejné jako u spekter filmi je signal
v oblasti 1720 cm™, coZ potvrzuje pritomnost esterové vazby. Absorbance karbonylové
skupiny C=0O u Cdistého chitosanu je o néco nizs§i nez u geld. To naznacCuje ndrlst
karbonylovych vazeb a s tim spojené¢ zesitovani. Vyskytuje se zde Siroky a intenzivni pas
v oblasti 3000 cm™ az 3600 cm™! potvrzujici vyskyt O-H skupiny pfipadajici vodé, ktera

tvofi pfevaznou cast geli.
5.5 Viskozita

Reologicka charakterizace vzorkl byla provedena dle postupu uvedeného v bodé¢ 4.3.8. Byla
sledovéna zavislost dynamické viskozity n na rychlosti smykové deformace y ve tfech

zvolenych teplotach. U vSech vzorkl bylo pozorovano pseudoplastické chovani.
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Chovani vzorkl pfi smykovém naméhani za teploty 25 °C je zobrazeno niZe, viz Obrazek

23, pricemz sekundarni svisla osa (vpravo) byla pfidana z diivodu odlisného rozsahu hodnot

vzorku €. 2.
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Obrazek 23 Zavislost dynamické viskozity na smykové rychlosti pii 25 °C

v

Z Obrazek 23 je patrné, ze nejvyssi hodnota dynamické viskozity vzorku €. 1 ¢ini 3,2 Pa.s
pii smykové rychlosti 0,1 s™!. Poté dochézi k velmi strmému poklesu a to az do hodnoty 0,2
Pa.s pii smykové rychlosti 1,6 s™\. V tomto okamziku dochazi k vyrazné zméné chovani a
viskozita se téméf neméni. Pocatecni viskozita vzorku ¢. 3 je nejvyssi, a to 48,8 Pa.s.
Vykazuje podobné chovani, pfi¢emz, ke zlomu dochazi pii necelych 4 s™ a dale se viskozita
sniZzuje jen minimalné. Pocatecni hodnota viskozity vzorku €. 4 je 42,3 Pa.s, pfiCemZ
k ustaleni viskozity dochazi opét pii necelych 4 s™!. Viskozitni kiivka vzorku ¢. 4 je téméf
totoznd s kiivkou vzorku €. 3, coZ je nasledkem 5 wt% GDA. Vlivem sitovaciho ¢inidla jsou
vzorky husté zesitovany, a tedy vykazuji 1 vysSi viskozitu nez ostatni vzorky s niz§im
obsahem GDA. Vyssi viskozita vzorku €. 3 mlZe byt zapfi¢inéna pomérem chitosanu a
zelatiny (1:2), kde Zelatina mohla pfispét k vyssi viskozité svou zelirovaci schopnosti. U
sttedového vzorku ¢. 5 nastalo ustdleni viskozity rovnéZ pfi necelych 4 s'. Rovnéz zde hraje
roli mnozstvi sitovaciho €inidla, které v je v tomto vzorku v mnozstvi 3 wt%. Jak Ize vidét,
viskozitni kiivka vzorku €. 2 se podstatné 1i$i. Nejspise doslo k chybé méteni, kdy se mohly
ve vzorku vytvofit vzduchové bubliny. Na reologické schovani vzorkti ma velmi vyrazny
vliv sitovaci ¢inidlo. U vzorku ¢. 1 doslo k ustéleni viskozity az pfi 1,6 s, pficemz u vzorki

s vy$8im mnozstvim GDA se viskozita ustalila uz pii 4 s
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Reologické chovani vzorka bylo dale sledovéano pii teploté 40 °C viz Obrazek 24. Byla

pridana sekundarni svisla osa (vpravo) nalezici vzorku ¢. 4.
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Obrazek 24 Zavislost dynamické viskozity na smykové rychlosti pii 40 °C

Z Obrazek 24 je patrné, ze vzorek €. 4 se podstatné odliSuje. Hodnota pocatecni dynamické
viskozity je 26,3 Pa.s. Pfi smykové rychlosti 6,3 s doch4zi ke zlomu a viskozitni kiivka je
témét linearni. Vzorek €. 1 vykazuje nejnizsi pocatecni viskozitu, a to 0,01 Pa.s, u kterého
dochazi k ustaleni viskozity pti smykové rychlosti 3,9 s, Vzorky &. 2, & 3 a &. 5 se chovaji
stejné, k ustaleni viskozity dochazi opét pti 3,9 s™!. Lze zde pozorovat vliv teploty, se kterou

se vyrazné snizila pocate¢ni viskozita vSech vzork.

Reologické chovani vzorki bylo zkouméno takeé pfi teploté 55 °C viz Obrazek 25.
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Obrazek 25 Zavislost dynamické viskozity na smykové rychlosti pii 55 °C
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Z Obrézek 25 je ziejmé, ze vzorek &. 1 je nejméné viskozni. P¥i smykové rychlosti 3,9 s™!
dochazi ke zlomu a viskozita se stava linearni. Dvojndsobnou hodnotu viskozity vykazuje
vzorek €. 3 a viskozita vzorku €. 2 je trojndsobna oproti vzorku €. 1, pficemz jejich viskozita
je ustdlena opét pii 3,9 s. U vzorku €. 5 lze pozorovat pozvolngjsi ustaleni viskozity,
pricemz ke kritickému bodu doslo pfi vyss$i hodnoté smykové rychlosti, a to 10 s'. Viskozita
vzorku ¢. 4 je opét vyrazné vyssi. P¥i smykové rychlosti 0,1 s dosahuje 56,2 Pa.s. Oviem
s rostouci rychlosti smykové deformace dochazi k prudkému poklesu az do hodnoty 3,9 s™!
a poté se viskozita postupné ustali. Pii teploté 55 °C doslo ke zlomovému bodu pfi smykové
rychlosti 3,9 s u vzork®i ¢. 1 az & 4. U vzorku & 5 je tato hodnota vy$§i. Lze zde
predpokladat vliv riizného poméru chitosanu a zelatiny. U vzorku €. 5 je pomér vyvazeny,
coz muze byt dlivod mirné odchylky v chovani tohoto vzorku. Vys$8§i mnozstvi GDA u
vzorku €. 3, €. 4 a ¢. 5 milZze zpusobit pozvolngjsi klesani viskozity vlivem hustSiho
zesitovani.

Je vhodné zminit vliv teploty na viskozitu jednotlivych vzorkd. Viskozita vzorku €. 1, €. 2,
¢. 3 a . 5 se sniZzovala se zvySujici se teplotou. Odlisné chovani 1ze pozorovat u vzorku €. 4,
jehoz viskozita pfi teploté 25 °C ¢ini 42,3 Pa.s, pii 40 °C 26,3 Pa.s a pfi teploté 55 °C
dosahuje nejvyssi hodnoty, a to 56,2 Pa.s. Dle [42], je rychlost gelace chitosan/GDA
ovlivnéna zvySujici se koncentraci chitosanu nebo GDA, vzriistajici teplotou anebo pfiddnim
neutrdlnich elektrolyti. Bylo zjisténo, ze teplota 55 °C vedla k nejrychlejSimu néstupu

gelace systému.

5.6 Tahova zkouska

Tahovéa zkouska byla provedena dle bodu 4.3.9. Méteni bylo provedeno pro kazdou variantu
filmu alespoii 4x. V ptipad¢, ze doslo k pfed€asnému pretrzeni vzorku, nebyla data
povazovana za relevantni a ze statistického hodnoceni byla vytazena. Mechanické vlastnosti
byly méfeny 1 na mokrych vzorcich. Nicméné, kvili jejich nizké pevnosti a pretrZeni jiz pii
upinani do Celisti méfticiho piistroje, nebylo mozné tato data pouzit. Namétena data suchych
filma shrnuje

Tabulka 4. Bylo sledovano tahové napéti v okamziku ptetrzeni vzorku, prodlouzeni pfti

pfetrzeni a dale mez pevnosti v tahu.
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Tabulka 4 Tahova zkouska — primérné hodnoty

Veli¢ina Film ¢é.1 | Film ¢é. 2 | Film ¢é. 3 | Film ¢é.4 | Film €. 5

Napéti pri pretrzeni

[MPa]

48 +12 48+ 6 88 £ 19 18+3 28 £ 15

ProdlouZeni pri
9+6 23+4 4+2 2+1 19+13
piretrZeni [%]

Mez pevnosti [MPa] 48+ 12 48+ 6 88+ 19 18+3 33+£13

Tabulka 4 je patrné, Ze koncentrace glutaraldehydu znateln¢€ ovliviiuje mechanické vlastnosti
filmi. Dle studie [43], kterd zkoumala vliv GDA na mechanické vlastnosti zelatinovych
film1, je zvySujici se koncentrace GDA zodpovédna za sniZeni schopnosti deformace neboli
prodlouzeni pfi pretrzeni. Soucasné se vSak zvySuje mez pevnosti a Youngiiv modul, tedy

tuhost materialu.

U filmi €. 1 a €. 2, které obsahuji 1 wt% glutaraldehydu na navéazku chitosanu, jsou hodnoty
velmi podobné. Procentudlni prodlouzeni filmu €. 1 je v§ak podstatné nizsi, nez u filmu €. 2.
Dle vySe uvedené studie, by méla byt hodnota prodlouzeni vyssi u filmu ¢. 1. Lze
ptedpokladat, Ze pfi¢inou mize byt rozdilny pomér chitosanu a Zelatiny. Filmy ¢. 3 a €. 4
obsahujici 5 wt% na chitosan, se hodnotami podstatn¢ 1i§i. Nicménég, hodnoty filmu ¢&. 3
rezonuji se zjisténimi ve vySe zminéné studii. Zatimco film ¢. 3 vykazuje velmi vysokou
mez pevnosti a hodnotu tahového napéti, hodnoty filmu €. 4 jsou téméf Ctyinasobné mensi.
Hodnoty stfedového vzorku (filmu €. 5) piiblizné zapadaji do ptedpokladané¢ho rozmezi,
nicméné dalo by se o¢ekavat, Zze hodnota prodlouzeni bude nizsi nez u filmu €. 2. Je viditelné,

ze zjisténé hodnoty vykazuji zna¢nou variabilitu. Pfi pouhé vizualni kontrole bylo zjevné,
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ze vzorky obsahuji urcité nehomogenity, misty se vyskytovaly vzduchové bubliny a
konkrétn¢ u filmu €. 4 bylo pozorovano nadmérné vysuseni, i kdyz byly vSechny filmy

vystaveny stejnym podminkam.
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Na Obrazek 26 je zndzornéna tahova kiivka filmu €. 1. Jedna se o typicky pribéh zévislosti

napéti na prodlouzeni u charakterizovanych filma.

60
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Prodlouzeni [%]

Obrazek 26 Tahov4 kiivka filmu €. 1- zavislost napéti na prodlouzeni

5.7 Mikroskopie

Povrchova morfologie hydrogelovych filmii a geli byla studovana pomoci digitdlniho 3D

mikroskopu. Na snimcich niZe je zobrazen film pfipraveny z Cistého chitosanu a film

pfipraveny ze smési chitosanu a Zelatiny.

Obrazek 27 Morfologie chitosanového filmu a filmu chitosan/Zelatina (zvétSeni 500x)

Na Obrazku 28 je viditelny rozdil v povrchové struktuie filmti. Struktura chitosanového
filmu je mén¢ homogenni a drsnéj$i. Pozorovana pfitomnost nehomogenit mize souviset
s netuplnym rozpusténim chitosanu v roztoku kyseliny octové. Na snimku vpravo lze
pozorovat niz§i miru drsnosti povrchu, ktera je diisledkem pfitomnosti Zelatiny. Zelatina zde

pusobi jako stabilizator, ktery vede k hladSimu povrchu filmu.
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Obrézek 28 Morfologie filmu €. 1 a filmu €. 4 (zvétSeni 500x)

Byly vybrany dva reprezentativni vzorky, a to film ¢. 1 a film. ¢. 4 viz Obrazek 28. Na
snimku (film ¢. 1) je viditelnd vyrazna nehomogenita, coz je s nejveétsi pravdépodobnosti
¢astice chitosanu. Ve srovndni se snimky vySe (Obrazek 28) je struktura filmu odlisn4, a to
na zaklad¢ probé&hlého zesitovani slozek filmu. Také 1ze zaznamenat naZloutlé¢ zbarveni,
které rovnéz souvisi s pfitomnosti GDA. Na snimku (film ¢. 4) je viditelné intenzivni
zbarveni, rovnéz zpusobené GDA, jehoz mnozstvi je ve srovnani s filmem ¢. 1
desetinasobné. Pfitomnost Zlutého zabarveni byla natolik intenzivni, Ze negativné ovlivnila

viditelnost struktury materialu i pfi mikroskopickém pozorovani.

Obrazek 29 Morfologie gelu ¢. 1 a gelu €. 4 (zvétSeni 20x)

Na Obrazek 29 jsou uvedeny dva reprezentativni vzorky identického slozeni jako
hydrogelové filmy na Obrazek 28. Struktura geld je pievazné homogenni, povrch je hladky.

U vzorki nebyla zaznamendna pfitomnost pori ani pii vétSich zvétSenich.
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6 STATISTICKE VYHODNOCENI

6.1 Vyhodnoceni jednotlivych faktori — dynamicka viskozita
Na zaklad¢ Paretova diagramu byl posuzovan vliv jednotlivych faktorit A — chitosan, B —

GDA a jejich kombinace AB na dynamickou viskozitu pfti teploté 25 °C.

Term 0,759
T

Fac
A Chitosan
B GDA (%)

AB

0 1 2 3 4 5

Obrazek 30 Paretiiv diagram — dynamicka viskozita pii 25 °C

Na zakladé Paretova diagramu vyse lze bez pochyb konstatovat, ze vliv faktoru B — GDA
ma velmi vyznamny vliv na dynamickou viskozitu pfi teploté 25 °C na hladin€ vyznamnosti
o= 0,05. Statisticky vyznamna hodnota je vypoctena na 0,759 Pa.s, pfi¢emz hodnota faktoru
B dosahuje témét hodnoty 5 Pa.s. Faktor A — chitosan se jako statisticky vyznamny

neprojevil. Zajimavosti je, Ze kombinace obou faktorit ma na viskozitu nulovy dopad.
Regresni rovnice dynamické viskozity pfi teploté 25 °C

—0,9516 — 0,05352 Chitosan + 1,102 GDA + 0,000437 Chitosan - G — 0,2383 Ct Pt
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Statistickd analyza vlivu jednotlivych faktorti na dynamickou viskozitu pii 25 °C byla

vyhodnocena prostfednictvim vrstevnicového diagramu viz Obrazek 31.

GDA (%)

1 |
0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 175 2,00
Chitosan

Obrazek 31 Vrstevnicovy diagram — dynamicka viskozita pti 25 °C

Vyse zobrazeny vrstevnicovy diagram popisuje vliv minimalniho a maximalniho mnoZzstvi
chitosanu na viskozitu. Pokud by byl obsah chitosanu okolo 0,5 % a dale piiblizné 2 %, za
pridavku GDA zhruba 4,5-5 %, poté by viskozita dosahovala hodnoty 4 Pa.s a vyssi.
V opacném ptipadé, kdy by bylo mnozstvi GDA od 1-2 %, viskozita by se pohybovala okolo
1 Pa.s a méné. RovnéZ Ize pozorovat, Ze pii mnozZstvi GDA 3 % a celém rozsahu mnoZstvi

chitosanu, by hodnota ¢inila 2—-3 Pa.s.

Prostiednictvim Paretova diagramu je znazornéna statisticka vyznamnost jednotlivych

faktorti na dynamickou viskozitu pii 55 °C viz Obrazek 32.

Term 65,23

Factor Name
A Chitosan
B GDA (%)

AB

Obrazek 32 Paretliv diagram — dynamicka viskozita pii 55 °C
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Z vyse uvedeného Paretova diagramu lze konstatovat, ze zadny zuvedenych faktorii
nedosahuje hodnoty kritické vyznamnosti, ktera je stanovena na 65,23 Pa.s. Oproti Paretové

diagramu viskozity pfi 25 °C, zde je vliv obou faktorq, 1 jejich kombinace na stejné urovni.
Regresni rovnice dynamické viskozity pii 55 °C
0,5686 — 1,130 Chitosan — 0,5676 GDA + 1,139 Chitosan - GDA — 1,130 Ct Pt

Vrstevnicovy diagram viz Obréazek 33 vyjadiuje vliv jednotlivych faktorti na dynamickou

viskozitu pfi teploté 55 °C.

n(s5 °Q)

< 10

10 - 2.2
W22 - 34
W3- 46
W46 - 58
W 58

1
0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 175 2,00
Chitosan

Obrazek 33 Vrstevnicovy diagram — dynamicka viskozita pti 55 °C

Vrstevnicovy diagram vySe (Obrazek 33) zobrazuje, Ze mnozstvi GDA do pfiblizné€ 2,5 %
ma vliv na viskozitu, bez ohledu na mnozstvi chitosanu. Na rozdil od vrstevnicového
diagramu viskozity pfti teplote 25 °C (viz Obrazek 31) se zde vyskytuje specificka oblast, ve
které je mnozstvi chitosanu i GDA maximalni. V této oblasti je dosazeno hodnoty viskozity

5,8 Pa.s a vice.
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6.2 Vyhodnoceni jednotlivych faktorii — mez pevnosti v tahu

Na zédkladé Paretova diagramu je vyhodnocena statistickd vyznamnost jednotlivych faktort

na mez pevnosti v tahu suchych filml viz Obrazek 34.

Term 553,9

i Factor Name

A Chitosan
B GDA (%)

AB

Obrazek 34 Paretliv diagram — mez pevnosti

Paretiiv diagram vyse nezachytil zadny faktor nebo jejich kombinaci, kterd by presahovala
kritickou hodnotu. Vliv na mez pevnosti filmti vykazuje chitosan a nasledn¢ kombinace obou

faktorti.
Regresni rovnice meze pevnosti suchych filmt
37,32 + 2,220 Chitosan + 14,68 GDA — 9,688 Chitosan - GDA — 21,75 Ct Pt

Prostfednictvim vrstevnicového diagramu je vyjadiena zavislost meze pevnosti na chitosanu

a GDA viz Obrazek 35.

1,25
Chitosan

Obrazek 35 Vrstevnicovy diagram — mez pevnosti
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Z vrstevnicového diagramu vySe je patrné, ze mez pevnosti v tahu filma je ovlivnéna
mnozstvim GDA. V pfipad¢, ze by mnozstvi GDA dosahovalo maximalnich hodnot a
mnozstvi chitosanu bylo miniméalni, poté by byla mez pevnosti vy$si nez 80 MPa.
V opacném piipad¢, kdy by bylo mnozstvi chitosanu rovnéz maximalni, mez pevnosti filmu
by se pohybovala pod hodnotou 20 MPa. Z diagramu rovnéz vyplyva, Ze s nartistajicim

mnozstvim chitosanu se mez pevnosti snizuje.
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo vyhotovit hydrogely na bazi chitosanu a Zelatiny ve dvou

formach — ve formé filmi a gelt. Podstatnd cast prace je veénovana charakterizaci

ptipravenych materiali a zhodnoceni vlivu metody ptfipravy na jejich vlastnosti.

Hydrogely byly pfipraveny v péti riznych variantach. Sitovani bylo provedeno chemicky
za pouziti glutaraldehydu. Diky riznému poméru chitosanu a Zelatiny bylo mozné sledovat

jejich chovani za stanovenych podminek a zhodnotit tak vliv zastoupeni slozek v systému.

Stanoveni obsahu susiny ukazalo, ze pievazna ¢ast hydrogelovych filmu je tvofena pevnym
podilem, zatimco gelova struktura je z 98 % a vice formovana pouze vodou. Filmy s vys§im
podilem Zelatiny jsou schopné absorbovat vice vody, coz se promitd na niz§im obsahu
suSiny. Filmy s vy$§im podilem glutaraldehydu nebyly schopné pojmout takové mnozstvi
vody jako filmy s niz§im obsahem sit'ovaciho ¢inidla. Botnaci schopnost mtize byt ovlivnéna
také vyssim podilem zelatiny. Vysledky botnani ukazuji, ze gely jsou schopné nabotnat o

vice nez tisic procent, zatimco filmy o fad mén¢.

Vysledky reologického méfeni potvrzuji, Ze s vy$§im obsahem sitovaciho Cinidla roste 1
viskozita. To potvrzuje i Paretiv diagram viskozity pii teploté¢ 25 °C, kde byl zjistén
statisticky vyznamny vliv chitosanu. S rostouci teplotou klesa viskozita u téméf vsech
vzorkll. Opacny jev nastal u vzorku €. 4, ktery vykazoval pii teploté 55 °C vyssi viskozitu
nez pii teploté 25 °C. Ve vrstevnicovém diagramu viskozity pfi teploté 55 °C je zjistén vliv

na viskozitu pfi maximalnim obsahu obou faktort.

Tahova zkouska byla realizovana pouze na filmech. Vysledky prokazaly vliv glutaraldehydu
na mechanické vlastnosti, sjehoz vy$Sim mnoZstvim dochdzi ke sniZeni hodnoty
prodlouzeni pii pfetrZzeni. NejlepSich mechanickych vlastnosti dosahl film ¢. 3 s 5 wt%
glutaraldehydu, ovSem hodnota prodlouzeni pii pfetrZzeni byla velmi nizkd. Z Paretova
diagramu meze pevnosti nebyl zjiStén statisticky vyznamny vliv Zadného z faktord. Na
zakladé vrstevnicového diagramu lze potvrdit, Ze glutaraldehyd vykazuje vliv na mez

pevnosti v tahu.

Mikroskopie povrchu filml ukazala vyskyt nehomogenit a nerozpusténych ¢astic chitosanu.
Také byla pozorovéna zména struktury povrchu filmu nésledkem zesitovani a nazloutlé
zbarveni, jehoZz intenzita se zvySuje s mnozstvim glutaraldehydu. Povrchova struktura gelt

byla hodnocena jako homogenni s absenci povrchovych pora.
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Zavérem lze konstatovat, ze se povedlo ptipravit chemicky zesitované hydrogely ve formé
filmt a gel. Bylo prokazéano, ze sitovaci ¢inidlo siln¢ ovliviiuje jejich chovani. Slabsi vliv
poté vykazuje pomér chitosanu a zelatiny. Pii charakterizaci gelti se vyskytla mensi obtiz,
konkrétné pti stanoveni botnaci schopnosti. Vzhledem ke konzistenci gela je vhodné tuto

metodu upravit, aby bylo dosazeno validnich vysledki.
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