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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zamétena na pripravu a charakterizaci hydrogeli na bazi polyviny-
lalkoholu (PVA) zesitovanych pomoci 2,3-dialdehyducelulozy (DAC) o rtizné hustot¢ sité
a velikosti pora. Toho bylo dosazeno za vyuziti PVA o rizné stfedni molekulové hmotnosti
a rizného mnozstvi sitovadla (DAC). Nasledn¢ byly hydrogely zkoumany z hlediska para-
metrt site, viskoelastickych a povrchovych vlastnosti (BET a SEM analyza), kapacity pro
navazani biologicky aktivni latek, kinetiky jejich uvoliiovani a také byly provedeny testy
toxicity hydrogeli a testy transdermélniho uvoliiovani latek. Vlastnosti hydrogelt zavisely
jak na typu PV A matrice, tak na mnozstvi sitovadla. Ptipravu PVA/DAC hydrogelt lze tedy
optimalizovat tak, aby vykazovaly dobré mechanické vlastnosti, nizkou toxicitu a schopnost
pfenosu a transdermalniho podani biologicky aktivnich latek. Pfipravené hydrogely tak mo-

hou byt vhodnymi materialy pro mozné kosmetické aplikace.

Kli¢ové slova: Polyvinylalkohol, dialdehyd celuldzy, hydrogel, sitovani, kosmetika, mecha-

nické vlastnosti, nizka toxicita

ABSTRACT

Diploma thesis focus on the preparation and the characterization of hydrogels based on
poly(vinyl alkohol) (PVA) crosslinked by 2,3-dialdehydecellulose (DAC) with different
network paramters and pore sizes. This was achieved by using PVA of different weight-
average molecular weight and different amounts of DAC. Subsequently, network parame-
ters, viscoelastic properties and surface properties (BET and SEM analysis) of the hydrogels
were determined, together with loading and release kinetics of biologically active substan-
ces, toxicity and transdermal tests. Hydrogel properies were highly dependent on both the
PV A matrix molecular weight and amound of DAC crosslinker. Properties of resulting hyd-
rogels thus could be optimized to obtain materials with good mechanical properties and low
toxicity, which are capable to carry and to transdermally release biologically active com-

pounds. Such hydrogels has a potential application in cosmetics.

Keywords: poly(vinyl alcohol), dialdehyde cellulose, hydrogel, crosslinking, cosmetics,

mechanical properties, low toxicity
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UvVOD

Historie hydrogelti saha jiz od 70. let 20. stoleti. Diky dobrym viskoelastickym vlastnostem,
vysoké schopnosti vazat na sebe vodu a nizké toxicité se hydrogely podobaji piirodnim tka-
nim. Kromé toho také vykazuji ur€itou pérovitost a schopnost pojmout a nasledné uvoliiovat
ruzné biologicky aktivni latky, poptipad¢ 1é¢iva. Tyto vlastnosti ¢ini hydrogely vynikajicimi
tické aplikace, napt. masky na oblicej. Diky intenzivnimu vyzkumu a vyvoji se tak dnes
hydrogely vyuzivaji v mnoha odvétvich, pfedevsim v biomedicinském, potravinarském a

kosmetickém pramyslu.

Jednim ze zéasadnich kritérii pro biomedicinské a kosmetické aplikace hydrogelt je pouZiti
netoxickych zesitovacich ¢inidel, které je mozné ziskat naptiklad z pfirozen¢ dostupnych
biopolymerti. Také proto v posledni letech vzriistd poptavka po novych funkénich biopoly-
mernich derivatech, které vykazuji biologickou kompatibilitu, rozlozitelnost, celosvétovou
dostupnost a nizkou nékladnost. Pfikladem takového derivatu je dialdehyd celulozy (DAC),
ktery se ziskava selektivni oxidaci celuldzy. V této praci se vénujeme piipraveé a charakteri-
zaci hydrogell na bazi polyvinylalkoholu zesitovaného pravé pomoci DAC, s vlastnostmi

optimalizovanymi pro ptipadné kosmetické aplikace.
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1 HYDROGELY

Hydrogely jsou trojrozmérné zesitované struktury, které dokazi absorbovat velké mnoZzstvi
vody na zéklad¢ své hydrofilni povahy. [1] Existuji pfirozené ve formé biopolymert, jako
je kolagen ¢i zelatina, nebo mohou byt vyrobeny synteticky. Pfirodni hydrogely maji vyni-
kajici biokompatibilitu a ¢asto obsahuji makromolekuly, které se jiz nachazeji ve fyziolo-
gickych systémech. Béhem poslednich dvou desetileti byly pfirodni hydrogely v mnoha pii-
padech postupné nahrazeny syntetickymi hydrogely, které maji dlouhou zivotnost, vysokou
kapacitu absorpce vody, mohou byt upraveny s ohledem na pozadované vlastnosti a jsou
také snadno charakterizovatelné. [1] [2] [3] Kombinaci obou typti jsou potom biohybridni
gely, které zahrnuji vyhody jak pfirodnich, tak syntetickych hydrogelti. Hydrogely mohou
obsahovat modifikace pro specifické interakce s butikami, kontrastni latky pro zobrazovani,

povrchové skupiny k odpuzovani imunitnich a koagulac¢nich proteint atd. [1] [2] [3]

1.1 Charakteristika a klasifikace hydrogelu

Nejdulezitéjsi vlastnosti hydrogell je schopnost vazat vodu, ktera zavisi na hustoté hydro-
gelové sité a obsahu hydrofilniho monomeru. Vy$s$i mnozstvi sitovacich ¢inidel vede k vy-
tvofeni pevnéjsi struktury se snizenou schopnosti bobtnani. [4] Absorbovana voda mtze byt
bud’ primarné nebo sekundarn€ vazana. Primarn€ vazana voda hydratuje nejpolarné;jsi hyd-
rofilni skupiny, které jsou pfitomné v matrici hydrogelu. Sit’ postupné nabobtnava a dochazi
tak k interakci molekul vody i s hydrofobnimi skupinami, coz vede k jejimu sekundarnimu
vazani. Diky osmotickému tlaku nasavé hydrogelova sit’ dalSi volnou vodu az dosahne rov-

novazného stavu nabobtnani, [1] [5] ktery z&visi na teploté, pH a iontové sile. [1]
Zakladni déleni hydrogelt:
e Trvalé (chemické) hydrogely — sit’, ktera obsahuje kovalentni vazby mezi makromo-
lekulami [6] [7]
e Reverzibilni (fyzikalni) hydrogely — obsahuji molekularni spleteni, které stabilizuji
iontové vazby, hydrofobni interakce ¢1 vodikové vazby [6] [7]

Kromé vyse uvedené klasifikace mohou byt hydrogely déle rozdéleny na zéklad¢ jejich
vlastnosti, reakce na vnéj$i podnéty, naboje a dalSich charakteristik, které jsou shrnuty v Ta-

bulce 1. [8]
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Tab. 1. Klasifikace hydrogelit na zaklade jejich viastnosti

Sitovani Fyzikélni, Chemické
Odezva Fyzikalni Teplota, tlak, svétlo,
elektfina/magnetismus
Biochemicka Antigeny, enzymy, ligandy
Chemicka pH, gluko6za
Fyzikalni
) Bézné, modifikované
vlastnosti
Priprava Homopolymerace, kopo-
lymerace, interpenetrace
Pivod Ptirodni, syntetické, smi-
Sené
Degradabilita Biodegradabilni, neroz-
loZitelny
Naboj Kationické, anionické,

neionické, amfoterni

1.2 Struktura hydrogelu

Hydrogely jsou sit€ polymernich fetézci, které jsou kovalentné nebo fyzikaln€ propojeny do
3D sitového usporadani. Sit” hydrogelu je obecné slozena z jedné ¢i vice slozek (kopoly-
merll). Pfi bobtnani mizZe hydrogel pfechazet z pevnéjsiho stavu do stavu gelovitého, coz
muze zpisobit zna¢nou kiehkost a tim zplsobit i nevratné poskozeni gelové struktury. Hyd-
rogely mohou byt homopolymerni — sit’ je tvofena z jediného typu opakujici se monomerni
jednotky nebo kopolymerni — sit’ je tvofena rtiznymi typy monomerti. Obsahuje-li dvé nebo
vice siti, které jsou alesponl ¢aste¢né propleteny a nejsou vzdjemné spojeny kovalentnimi

vazbami, tvofi interpenetrujici polymerni sit’ (IPN, Obr. 1). [1]
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Homopolymer Kopolymer Interpenetracni sit polymeru

Obr. 1. Ruzné typy hydrogelovych struktur [1]

Struktura a porozita hydrogel miize byt modifikovana fizenim hustoty zesiténi v jejich
struktufe. Struktura hydrogelni sité je obecné¢ definovana tfemi parametry: objemovou frakci
polymeru v nabobtnaném stavu (v2), sttedni molekulovou hmotnosti polymernich fetézcii
mezi zesiténimi (M,) a velikosti ok sité (§). [1] Objemova frakce polymeru udava procentu-
alni podil gelové matrice ptipadajici na objem gelu. Molekulovd hmotnost mezi uzly sité
popisuje primérnou hmotnost makromolekuldrnich fetézcti mezi libovolnymi dvéma sou-
sednimi sitovacimi body (chemickymi nebo fyzikélnimi) v rdmci trojrozmérné struktury
hydrogelové sité. Velikost oka sité je vzdalenost mezi jednotlivymi fetézci, a popisuje veli-
kost prostoru dostupného pro difizni pohyb molekul rozpusténé latky. Porovnani téchto pa-
rametrt pro dany typ hydrogelu ukazuje do jaké miry je dané sitovadlo efektivni. [1] [2] [4]
Molekulova struktura a hustota zesiténi hydrogeltt miiZe byt optimalizovéna vyb&rem speci-

fického polymeru a sitovaciho ¢inidla. [4]

1.3 Hydrogely na bazi polyvinylalkoholu (PVA)

Mezi klasické syntetické polymery pouZzivané pro ptipravu hydrogela patii poly (2-hydro-
xyethyl methakrylat) (PHEMA), poly (N-isopropyl-2-akrylamid) (PNIPAAm), a poly(vinyl
alcohol) (PVA). [1] [2] [3] Posledni z jmenovanych, PVA, je jednim z nej€astéji a nejvice
pouzivanych materiald pro hydrogelové aplikace, protoze je hydrofilni, biologicky kompa-
tibilni, odbouratelny, netoxicky a je mozné ho misit se Sirokym spektrem syntetickych po-
lymerti a biopolymert. Kromé toho méd PVA dobrou chemickou, tepelnou a mechanickou

stabilitu, ktera umoziuje jeho pouziti v obalech, ¢isténi odpadnich vod apod. [8] [9]

1.3.1 Priprava hydrogeli na bazi PVA

Hydrogely na bazi PVA mohou byt pfipraveny riznymi zptsoby, které ur€uji jejich parame-

try sité a fyzikaln€-chemické vlastnosti.
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Prvnim zplisobem je fyzikalni sitovani pomoci krystalizace vyvolané zmrazovanim a roz-
mrazovanim nebo vysokoteplotnim (energetickym) zpracovanim, kdy jsou uzly sité vytvo-
feny prostfednictvim prodlouzeného ohfevu. Vyhodou fyzikalniho sitovani je nepiitomnost
jakéhokoliv sitovaciho &inidla. Casteéna degradace PVA zptisobena vyssimi teplotami
ovSem muze vést k tvorbé nenasycenych vazeb, Sté€peni fetézce a tim i k kovallentnach in-
terakei. Sitovaci proces je tak spiSe Spatné definovan po chemické strance. Kromé toho hyd-
rogely pfipravené pomoci fyzikalnich metod vykazuji pon€kud horsi mechanické vlastnosti
v zbobtnalém stavu, protoze fyzikalni zesiténi neni tak silné a stabilni jako pfi pouziti che-

mickych metod. [10]

Druhy zpiisob je sitovani chemickou cestou, kdy se vyuzivaji sitovaci ¢inidla, jako je epich-
lorhydrin, rzné aldehydy (formaldehyd, glutaraldehyd, benzaldehyd atd.), anhydridy (dia-
nhydrid EDTA) nebo kyselina borita. Sitovani je dosaZeno reakci sitovacich ¢inidel s hyd-
roxylovymi skupinami PVA. Spole¢nym znakem sit'ovacich ¢inidel je synteticky pivod
(kromé kyseliny borité) a relativné vysoka toxicita. Nizka molekulova hmotnost sitovacich
¢inidel také umoziiuje snadné proniknuti pies rizné bariéry do Zivého organismu. [8] [10]
Vysledné hydrogely proto musi byt pted pouzitim intenzivné vyprany a i pfesto mohou byt
pro organismy toxické pti dlouhodobém vystaveni. Diilezitym krokem piipravy syntetickych
hydrogelt je proto jejich intenzivni ¢isténi a odstranéni vSech potencialné toxickych reakc-

nich slozek, které mohou byt zachyceny v gelové siti.

1.4 Dialdehyd celulozy

Z davodi relativné vysoké toxicity nékterych nizkomolekularnich sitovacich ¢inidel, napf.
glutaraldehydu, je pro biomaterialové aplikace vhodné zvazit pouziti alternativni ¢inidel na
bazi ptirozené se vyskytujicich biopolymera. [10] Napiiklad Genipin je latka, ktera se ex-
trahuje z plodi Gardenia Jasminoides a mize se pouzit jako pfirodni sitovadlo s nizkou
toxicitou. Nicmén¢, jeho omezena dostupnost a vysoka cena omezuji jeho pouziti ve vétsim
méfitku. Tento problém Ize vytesit pouzitim Siroce rozsifenych, snadno dostupnych a modi-
fikovatelnych biopolymeri jako je celuldza, jejiz modifikaci 1ze ptipravit dialdehyd celulozy
(DAC). [8] [10]

1.4.1 Priprava DAC

Oxidace je pomérné ¢astou modifikaci celuldzy a pouziva se naptiklad pro zvySeni rozpust-

nosti celuldézy ve vodé nebo jako prostredek k jeji dalsi modifikaci. Oxidace je témét vzdy
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doprovazena degradaci polymerniho fetézce celuldzy. Snizeni stupné polymerace mize byt
bud’ disledkem oxidacni reakce per se nebo mize byt disledkem nasledné depolymerace
indukované zménami pH. Tomuto Ize ptedejit pomoci Setrné selektivni oxidace celulozy
jodistanem, [11] coz je vysoce selektivni reakce, kterd se mimo jiné pouziva i pfi analyze
sacharidi a polysacharidii a je také priimyslové vyuzivana k vyrobé oxidovaného skrobu.
Dochézi pfi ni k oxidaci hydroxylovych skupin na C2 a C3 na dvojici aldehydovych skupin
za soucasného Stépeni vazby C2-C3 anhydroglukopyranosidového cyklu. Oxidace se pro-
vadi ve tm¢, aby se zabranilo radikalové indukované depolymeraci. Doba reakce a koncen-
trace oxidacniho Cinidla urcuje stupenn konverze celuldzy. [12] [13] Vysledny produkt se

oznacuje jako dialdehyd celulozy (DAC).

Vzhledem k vysoké reaktivité aldehydovych skupin mize DAC slouzit naptiklad jako me-
ziprodukt pro derivatizaci celulozy. Aldehydové skupiny DAC mohou byt pfevedeny na kar-
boxylové skupiny, primarni alkoholy nebo iminy.[14] Kromé toho se DAC vyuziva se
v mnoha oblastech a aplikacich, jako jsou biologické materidly pro zdravotnictvi, textilni a
obalovy priamysl. Vyuzivaji se také jako absorbenty pro ionty tézkych kovii nebo proteiny a

material pro chromatografické kolony. [15]

Alternativni metodou piipravy DAC je oxidace celulézy pomoci kovovych soli, naptiklad
chloridu lithného, za vysokych teplot. Vyssi teplota zrychluje reak¢ni kinetiku, ale ptilis vy-
soka teplota (nad 75 °C) caste¢né rozklada DAC. [8] [10]

DAC neni bezprostfedné po oxidaci rozpustny ve vodé ani organickych rozpoustédlech, a to
kvtli tvorb& hemiacetalt aldehydovych skupin s hydroxylovymi skupinami celul6zy. Pro-
dukt se stava ve vode rozpustnym pouze po redukci svych aldehydovych skupin na primarni
alkoholy nebo jejich oxidaci na karboxylové kyseliny. [14] Jinou moZnosti je solubilizace
vysoce oxidovaného DAC (stupenl konverze nad 70%) v horké vod¢, pti niz dochazi k po-
stupnému odStépovani fetézcl od nerozpustného materidlu a tvorbé vodného roztoku DAC.

[12][13] [16]
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2 VYUZITI HYDROGELU S DURAZEM NA KOSMETICKE
APLIKACE

Aplikace hydrogeli saha az do roku 1960, kdy Wichterle a Lim pouzili hydrogel na bazi
poly 2-hydroxyethylmethakrylatu na vyrobu prvnich kontaktnich ¢ocek. V dnesni dobé& jsou
hydrogely Siroce vyuzivany piedevsim pro inzenyrské, biologické a farmaceutické ucely.
Aplikace hydrogelll zavisi na jejich piivodu, trvanlivosti, odezvé na podnéty prostredi, na-
boji, struktufe nebo slozeni. [17] Polyelektrolytové hydrogely jsou obzvlasté zajimavé, ne-
bot’ na sebe vazou s opacn¢ nabité latky a vytvareji tak komplexy. Toho se vyuziva pro fi-
zené uvolnovani 1éCiv, proteinti, peptidl, pesticidii a hormonti pro biomedicinské aplikace.
Hydrogely také mohou kopirovat chovani lidskych tkani. Reaguji na zmény prostiedi jako
je pH, teplota, enzymy a elektrické pole, ¢ehoz lze vyuzit v 1ékaiskych implantatech, prote-

tickych svalech ¢i diagnostice.

Jak uZ bylo zminéno, PVA zaujima pfedni misto mezi riiznymi syntetickymi hydrofilnimi
polymery pouzivanymi k piipravé hydrogelii a biomateridlti protoze je netoxicky, nekarci-
nogenni a ma dobrou biologickou kompatibilitu. PVA hydrogely maji Sirokou skalu biome-
dicinskych aplikaci od ndhrady artikuldrnich chrupavek az po tfizené uvoliiovani farmaceu-
tickych substanci. [18, 19] Jejich vyuziti je také v potravinaiském primyslu jako ptisady do
potravin, v kosmetickém priimyslu ¢i v sanitarnich produktech. V. domacnostech to jsou na-
priklad plenky obsahujici hydrogel na bazi polyakrylatu sodného. Hrubé prasky polyakryla-
midu nebo draselné polyakryldtové matrice se pouzivaji jako dlouhodoby rezervoar vody

pro rist rostlin. [5]

V kosmetickém pramyslu se hydrogely pouzivaji v Sirokém rozsahu jako zahustovadla a
zeliryjici latky v kosmetickych ptipravcich uréenych pro osobni péci. Piikladem jsou
Sampony, pletoveé krémy, kondicionéry, vlasové a télové gely, zubni pasty, opalovaci krémy
apod. Rada t&chto hydrogelii je komeréné dostupna. Patii mezi né jak pirodni, tak syntetické
latky. Piikladem pfirodnich hydrogelii jsou zejména ty zaloZené na polysacharidech a jejich
derivatech a zahrnuji napt. guarovou gumu a jeji derivaty (hydroxypropyl-, karboxymethyl-
a hydroxypropyltrimonium-), karubovou gumu, derivaty celuldézy (karboxymethyl-,
methylhydroxypropyl-, methyl-, hydroxyethyl- a dal$i) a xantanovou gumu. Syntetické hyd-
rogely pouzivané v kosmetickém priimyslu jsou do znacné miry zaloZeny na bazi akrylatu.

[20] [21]
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Dalsi vyuziti nachéazi hydrogely v kosmetickych prostiedcich pro péci o pokozku, napft. pro
tvorbu oblicejovych masek. Ty se obvykle se vyrabéji z kolagenu, kyseliny hyaluronové
nebo polyvinylpyrrolidonu. Masky maji za tikol hydratovat pokozku a zabrafiovat starnuti
bunék. Hydrogely na bazi polyvinylpyrrolidonu jsou vhodné také do opalovacich krému
nebo fasenek. Existuji také masky které uvoliuji biologicky aktivni latky jako jsou arbutin,

adenosin a niacinamid, které oSetfuji kiizi proti vraskam.[4]

Bioadhezivni hydrogely umoznuji del$i dobu aplikace a tim udrzuji vysokou lokalni kon-
centraci aktivni slozky v okolnich tkanich po delsi dobu, coz je diilezité pro dosazeni dlou-
hého dermalniho uc¢inku, a mély by pusobit az do hlubokych vrstev pokozky. Pro tvorbu
hydrogelti mohou byt pouzity rtizna sitovaci ¢inidla. Jednim z nejcastéji pouzivanych gelu-
jicich ¢inidel je karbomer, coz je polymer kyseliny akrylové s vysokou molekularni hmot-

nosti.[22]

2.1 Bioaktivni latky v kosmetice

Hydrogely lze v kosmetice pouZit pro uvoliiovani fady latek, které zvySuji hydrataci, maji

antioxidac¢ni a exfolia¢ni ucinky, plsobi proti vzniku vréasek, snizuji photoaging apod. Nej-

vvvvvv

2.1.1 Hydroxykyseliny (AHA, PHA, BA)

Alfa-hydroxykyseliny (AHA): Jsou organické karboxylové kyseliny s jednou hydroxylo-
vou skupinou v a poloze alifatické nebo alicyklické molekuly. Mnoho AHA je pfitomno
v potravinach a ovoci a proto se také oznacuji jako ovocné kyseliny. Nejznaméjsi patii ky-
selina glykolova, kyselina mlécna a kyselina citronova. Van Scott a Yu objevili AHA v po-
loving 70. let pfi zkoumani 1é€by ischyosiformnich poruch. [23] Zpocatku bylo zjisténo, Ze
AHA maji hluboky tc¢inek na keratinizaci a exfoliaci stratum corneum. Pozdéjsi vyzkum
ukézal vyznamné ucinky proti starnuti diky budovani dermélni matrice a do dnesni doby
AHA ziistavaji dalezitymi slozkami péce o plet. Objevem dalSich hydroxykyselinovych
sloucenin jako jsou polyhydroxykyseliny (PHA) a bionové kyseliny (BA) doslo k jejich

uplatnéni nejen v péci o pokozku, ale také v dermatologickych terapiich. [24]
Polyhydroxykyseliny (PHA):

Jsou strukturn€ podobné AHA, avSak maji v molekule dvé nebo vice hydroxylovych skupin,
pfi¢emz jedna z nich je v a pozici. Mnoho PHA jsou pfirozené se vyskytujici endogenni

metabolity lidského téla. Mezi nimi patii kyselina glukonova ¢i glukolakton. Glukolakton
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pouzivany v kosmetickych prostiedcich ma podobné Gcinky jako kyselina glykolova, ¢ili
pusobi jako chelata¢ni ¢inidlo a dodava zvysené hydratacni a exfoliacni ucinky. Je kompa-
tibilni s citlivou kiizi, v€éetné razovky a atopické dermatitidy. S piidavkem benzoylperoxidu

nebo retinoidy piisobi proti akné. [24]
Bionické kyseliny (BA):

Bionické kyseliny se skladaji ze dvou slozek: polyhydroxykyseliny ptipojené k molekule
cukru. Patfi mezi nimi kyselina laktobionova a kyselina maltobionova. Kyselina laktobio-
nova je tvotrena kyselinou glukonovou (PHA), ktera je etherickou vazbou pfipojena ke ga-
laktéze. Kyselina maltobionova je stejné¢ pripojend k molekule gluk6zy. Diky ptitomnosti
né¢kolika hydroxylovych skupin maji BA hygroskopickou povahu. Snadno pfitahuji a zadr-
zuji vodu a mohou vytvéret gelovou matrici. BA maji také antioxidacni a chelata¢ni vlast-

nosti. [24]

2.1.2 Retinoidy

Jsou slouc¢eniny odvozené od vitaminu A, které se pouzivaji k prevenci a 1écb¢ starnouci
pleti (photoaging) po cela desetileti. Existuji pfirodni a syntetické retinoidy. V kosmetickych

ptipravcich jsou vyuzivany pfedevsim v ptirodni forme. [24]

Termin “retinoid* oznacuje skupinu 1éCiv, kterd se vaze a aktivuje receptory kyseliny reti-
nové vyvolavajici transkripcni aktivaci genti reagujicich s kyselinou retinovou, coz vede ke
specifické odezve. Retinoidy jsou schopné vazat se na intranuklearni retinoidni receptory a
pusobit jako transkrip¢ni faktory. Pfirozené se vyskytujici retinoidy obsahuji all-trans-reti-
nol (vitamin A), trans-retinaldehyd (retinal) a kyselinu all-trans-retinovou (kyselina reti-

nova, tretinoin). [24]
Retinol (Vitamin A):

Vitamin A je dostupny ve volné dostupnych kosmetickych piipravcich. V kosmetickych pfi-
pravcich jsou v koncentraci od 0,1 % do 1 %. Ve srovnani s kyselinou retinovou je retinol
pii nizkych koncentracich pomérné nedrazdivy. Existuji Cetné klinické studie, které proka-
zuji klinické zlepSeni ktize po aplikaci ptipravki s riznymi koncentracemi retinolu, ale neni
jasné, zda ma retinol v komercéné dostupnych davkach vlastnosti, které by piisobily na kola-

gen, a tim zlepSovali vzhled ktize. [24]
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Kyselina retinova:

Je nejprobadanégjsim lokalnim retinoidem a ptisobi proti vzniku vrasek a proti starnuti pleti.
Kyselina retinova se vaze a aktivuje receptor RAR-y a vznika pfi enzymatickych reakcich,
kde se jako prvni pfeménuje retinol na retinal reverzni oxidaci a posléze dochazi k jeho dalsi
oxidaci na kyselinu retinovou. V USA je k dispozici na 1ékatsky piedpis a existuje v krémo-
vych a gelovych piipravcich. V komeréné dostupnych davkach existuje v koncentracich
0,025 %, 0,05 % a 0,1 %. Snizuje drsnost povrchu klize, hyperpigmentaci a jemné vrasky a
to diky histologickym zméndm kompaktnosti ve stratum corneum a stratum spongiosum
v epidermis. Vyssi koncentrace kyseliny retinové jsou vSak spojeny se zvySenym podrazdé-

nim. [24]

2.1.3 Rutin

Rutin je chemické sloucenina patiici mezi bioflavonoidni glykosidy. Patii mezi flavonoidy
(polyfenolické slouceniny), jednu z dulezitych tiid rostlinnych chemikalii, které obsahuji
benzopyronovou skupinu, Obr. 2. V rostlinach je pritomno asi 4000 typa flavonoidd. Rutin
(vitamin P) se nachazi v rostlindch jako jsou mucenka, ¢aj a jablko, pficemz mezi nejvy-
znamnéjsi zdroje rutinu patii pohanka. Jméno rutin pochazi z rostliny Routy vonné, ktera
také obsahuje rutin. Rutin je dilezitou sloZkou potravy s fadou farmakologickych t¢inkd,
vcetné antioxidacnich, cytoprotektivnich, vazoprotektivnich, antikarcinogennich, neuropro-

tektivnich a kardioprotektivnich.

Obr. 2. Chemicka struktura rutinu
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Rutin mé fadu vyuziti:

2.14

1é¢ba apoptozy vlasovych folikuldrnich bunék za pomoci rutinu, spermidinu a
zeaxantinu. Apoptoza vlasovych folikuldrnich bun¢k je hlavni pfi¢inou degradace
vlasovych folikuld. [25]

antibakterialni G¢inky proti riznym kmentim bakterii, prokazal naptiklad vysoky stu-
pen inhibice ristu bakterii Escherichia coli. Rutin obsazeny v medu pak vykazuje
inhibi¢ni G¢inky na Proteus vulgaris, Shigella sonnei a Klebsiella sp.. Byla rovnéz
zdokumentovana antimikrobialni G¢innost proti Pseudomonas aeruginossa a Ba-
cillus subtilis a antivirova u€innost pro 1écbu infekei zpisobené retroviry, orthomy-
xoviry, herpes viry, hepatitidou B a C. [26] [25]

ucinky proti sluneénimu zafeni — G€inky rutinu proti koznim zanétim indukovanym
UVB byly zkoumany na mysich in vivo. Rutin sniZil epidermalni hyperplazii a hla-
diny bilkovin a zpusobil snizeni UVB indukované exprese cyklooxygenazy-2 (COX-
2) u mysi. Ve studii, kterou provedli Choquenet a kol. (2008), byl rutin zaveden do
emulze olej-voda (koncentrace 10 % w/w). Hodnoty SPF (ochranny slunecni faktor)
byly srovnatelné s chemickym slune¢nim filtrem homosalatem. Spolu s anorganic-
kym TiO> se hodnoty pfiblizily na 30. [27] [25]

Atopicka dermatitida — bylo prokéazéano, Ze rutin potlacil alergickou kontaktni derma-
titidu a také prokazal ucinky proti starnuti pokozky. Rutin by tedy mohl byt povazo-
van za jednu z nejucinnéjSich topicky aplikovanych sloucenin vzhledem k jeji antio-
xidacni aktivité a pronikani do ktize. [28] [25]

hojeni ran — rutin obsaZeny v hydrogelu byl aplikovan na sniZzil velikost koznich 1ézi
potkanti a oxidativniho stresu v oblasti rany. Chitosanové hydrogely, které uvolio-
valy rutin byly pfipraveny ve formé obvazu. Hydrogely byly pouzity pro hojeni der-
malnich ran, protoze podporuji tvorbu neo-epitelu a silngjsi granulaci, ktera je po-

dobna ptivodni epiteliarni tkani. [29] [25]

Vitamin C (kyselina L-askorbova)

Je ve vodé rozpustny vitamin, ktery je nezbytnym pfirozenym antioxidantem. PrestoZe vét-

Sina rostlin a zvifat si dokazi syntetizovat vitamin C sami, 1idé jej musi ziskat formou po-

travy. Je nejvice obsazZen v citrusovych plodech a v listové zelening. Je dobfe vstiebavan ve

sttevech, ovSem pii podani vysokych davek vitaminu C se nezvySuje jeho absorpce. Kosme-

tické pfipravky obsahujici vitamin C patfily mezi prvni, které vstoupili na trh. Jejich problém
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byl v tom, Ze po vystaveni vzduchu dochazelo k rychlé oxidaci kyseliny L-askorbové na
kyselinu dehydroaskorbovou a produkty zezloutly. Novéjsi formulace obsahuji chemicky
modifikované formy kyseliny askorbové produkované esterifikaci hydroxylové skupiny.
Mezi tyto derivaty patii askorbylfostat hotecnaty askorbylfosfat sodny, askorbyl-6-palmitat
a askorbyltetraisopalmitat. Tyto derivaty jsou stabilngjsi nez kyselina L-askorbova a z tohoto
davodu jsou pro kosmetické aplikace uptednostinovany. Produkty obsahujici vitamin C za-
hrnuji séra, pletové vody a krémy. V mnoha produktech se vitamin C nachazi v kombina-
cich s jinymi antioxidacnimi latkami. Zvysuji fotoprotekci, snizuji photoaging, zlepSuji hy-

perpigmentaci a 1é¢i akné. [24]

2.1.5 Nikotinamid (B3)

Nikotinamid (niacinamid) je zndm jako vitamin B3.V téle se pfeménuje na kofaktory NADH
a NADPH, kter¢ se podileji na mnoha biochemickych reakcich. Je pfitomen v mnoha zdro-
jich jako naptiklad maso, ofechy, celozrnné vyrobky, lusténiny, kvasnice. Existuje samozie-
jmée 1 n¢kolik komercnich zdroju ¢istého vitaminu B3. Nedostatek ve vodé rozpustného vi-
taminu zplsobuje pelagru, coz je chronické onemocnéni, které¢ zahrnuje dermatitidu a Cer-
vené léze. Hladina NAD" a NADPH v koznich bufikach klesa s vékem, proto doplnéni to-
hoto vitaminu poskytuje zdravy vzhled pokozky. Nikotinamid ovliviiuje Sirokou Skalu me-
tabolickych cest a nékteré z nich ovliviiuji koZzni funkce. Naptiklad NADPH je kofaktor
NADH inhibuje nékteré enzymy podilejici se na syntéze glykosaminoglykani (GAG) in
vitro. Proto je uloha nikotinamidu je diileZit4 v souvislosti s nariistem ceramidi ve stratum
corneum, zlepSeni kozni bariéry a sniZzeni piebytku dermalnich GAG a tim zabranéni tvorby
vrasek. Dochazi také ke snizeni vyskytu hyperpigmentovanych skvrn, zarudnuti, Zloutnuti,
tvorby povrchového kozniho mazu, zmenseni velikost pori, a zlepSeni struktury povrchu
ktze a redukci vrasek. Kromé toho dochazi ke zlepSeni hydratace, integrity a elasticity bari-
éry stratum corneum. Dermatologické ucinky nikotinamidu byly pozorovany pfi testovani
na ¢lovéku a vysledkem bylo zlepSeni akné a bul6zniho pemfigoidu a zlepSeni bariérovych
vlastnosti kiize u rosacei neboli rizovky. Nikotinamid mtize byt pouzit ve vyssich davkach
topicky (nejméné¢ do 5 %) a je dobfe snasen, avSak v nékterych vzacnych ptipadech bylo

pozorovano mirn¢ podrazdéni kiize. [24]
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2.1.6 Rostlinné extrakty

Rostlinné piipravky jsou obsazeny v Siroké skale vyrobku pro péci o pokozku a osobni péci.
Pouzivaji se na 1éCebné terapie u poruch jako je akné, melasma a riizovka. Mezi nejCasté;ji
pouzivanymi rostlinami jsou extrakty z borové kury, Coffea arabica, granatové jablko, tea

tree olej, extrakty ze semen hrozntl. [24]

Kofein: (1,3,7-trimethylpurin-2,6-dion) je alkaloid methylxanthinu, Obr. 3, ktery je konzu-
movan jako napoj, podavan jako 1€k nebo aplikovan pro kosmetické ucely. Hlavni cestou
proniknuti aktivni latky k0zi je prostfednictvim obsahu lipida ve stratum corneum. Kofein
nema idedlni vlastnosti pro penetraci kiizi do organismu, protoze je hydrofilni, vykazuje ne-
obvyklé chovani pfi rozpousténi v nevodnych rozpoustédlech a tvofi agregaty ve vodnych
rozpoustédlech. Na druhou stranu, kofein vyborn¢ permeuje pies potni zlazy, vlasové foli-
kuly s mazovymi zldzami a péry vytvarejicimi rtizné otvory (kanalky) na vné&jSim povrchu
ktze. Vlasové¢ folikuly jsou protkany krevnim fecistém a lymfatickym systémem, ktery za-
jistuje penetraci aktivni latky a poskytuje pfistup k dermalni mikrocirkulaci. Vysledky per-
meace kofeinu lidskou kiizi v oblasti hrudniku potvrdily, Ze téméf jedna tietina slouceniny

byla absorbovana folikularni cestou. [30]

O CH,
H.C. ’
3Gy N

A A
O” "N N
CHs

Obr. 3. Chemicka struktura kofeinu

Kofein je stimulantem centralni nervové soustavy a muze vyvolat bdélost a zvySenou du-
Sevni aktivitu. Maze také zvysit rychlost a hloubku dychani. Hlavni vyhody pro pouZziti ko-
feinu v topickych kosmetickych ptipravcich spocivaji v tom, Ze zabrafiuje nadmérnému hro-
madéni tuka v kiizi, podporuje lymfaticky systém a chrani pokoZzku pted svételnym zatfenim
(photodamage). VétSina téchto studii je podloZzena na modelech bunéénych kultur nebo na

mysich. [31]
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3 METODY STUDIA HYDROGELU

Hydrogely mohou byt charakterizovany pomoci fady technik, ptedevsim mikroskopickych,
spektroskopickych a kalorimetrickych. Pti charakterizaci hydrogell je zdsadni charakterizo-
vat jejich morfologii, parametry sité, mechanické a viskoelastické vlastnosti a také jeho bi-
okompatibilitu/cytotoxicitu, je-li hydrogel vyuzivéan jako biomaterial. Je-1i navic vyuzivan i
pro transport biologicky aktivnich latek jako v této praci, je nutné charakterizovat také kine-

tiku jejich uvolnovani.
3.1 Morfologie

Morfologické studie hydrogelii poskytuji informace o jejich struktute a povrchovych cha-

rakteristikach jako je pfitomnosti port jejich tvar a velikost.

3.1.1 Specificky povrch

Pro méfeni specifické plochy povrchu materidlt se pouziva BET izoterma, formulovana
v roce 1938 S. Brunauerem, P.H. Emmettem a E. Tellerem. [32] M¢feni je zaloZeno na ab-
sorpci plynu na povrchu odplynéného pevného materialu sledovanim absorbovaného mnoz-
stvi plynu o zndmych parametrech za rizného tlaku. V pribéhu ¢asu je tak zaznamenavana
adsorpéni (desorpéni) izoterma jako zavislost adsorbovaného (desorbovaného) mnozstvi
plynu na zméné tlaku pti konstantni teploté. Nejcastéji se méteni provadi s dusikem. [32]
[33] Tuto metodu lze povaZovat za prvni stupen v charakteristice mikroporéznich a mezo-
poréznich pevnych latek. Principem je ptedpoklad, Ze sorpce molekul plynu na povrch
uvolni adsorp¢ni teplo. Kazda nasledujici vrstva molekul plynu, ktera dosedne na vrstvu pod
sebou vyvola interakci molekula-molekula a uvolni kondenzac¢ni teplo. BET izoterma ma

rovnici [34] [35] :

g__-_1 €1 P (D

a(po—pP) Amax XC  Amax*C Po

Kde p a p, je rovnovazny a saturacni tlak (Pa), a je absorbované mnozstvi molekul pti dané
teplot¢ a tlaku (mol/g), ama je absorbované mnozstvi plynu po vytvoieni monovrstvy

(mol/g), C je tzv. BET konstanta.
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3.1.2 Porozita

Ptitomnost pora v hydrogelovych matricich umoziuje pienos velkého mnozstvi biologicky
aktivnich latek a soucasné urCuje rychlost uvoliiovani dané latky. V této souvislosti by méla

byt velikost porti volena podle zamyslené aplikace. [4]

Meéfeni velikosti port 1ze provadét pomoci riznych metod. Nejcastéjsim zptisobem je rastro-
vaci elektronova mikroskopie SEM (Scanning Electron Microscopy), nékdy také nazyvana
jako tfadkovaci elektronovy mikroskop. Principem metody je vysilani urychleného primar-
niho elektronového svazku na vzorek fadek po tadku, pficemz odrazeny paprsek generuje
signaly, jejichz matematickou upravou lze ziskat informace o povrchu vzorku. Charakter
povrchu vzorku ovlivituje uroven signalu v detektoru. RozliSujeme ¢tyti skupiny elektront,
které opousteji povrch vzorku. Prvnimi z nich jsou zpétn€ odrazené elektrony, které posky-
tuji informaci o topografii vzorku a o materidlovém sloZeni. Jejich rozliSovaci schopnost je
50-200 nm. Druhou skupinou jsou sekundarni elektrony, které poskytuji informaci pfevazné
topografickou a jejich rozliSovaci schopnost je 5-15 nm. Tieti skupinou jsou Augerovy elek-
trony, které jsou vyraZeny z riznych elektronovych hladin materialu a zjisténim jejich ener-
gie lze provadet prvkovou neboli kvalitativni analyzu. Posledni skupinou jsou primarni elek-
trony, které maji rozliSovaci schopnost 0,5 nm. [36] Pfed analyzou se vzorky obvykle upra-
vuji lyofiliza¢ni technikou, kryofrakei nebo fixaci v pryskyfici. Pokud je vzorek elektricky

nevodivy, je nutné jej pokovit. [4]

DalSim zpisobem méteni velikosti port je tzv. rentgenova mikrotomografie. Je zaloZena na
prozatovani zkoumaného vzorku paprsky rentgenového zareni. Rentgenové zateni vychazi
ze zdroje a prochazi skrz zkoumany vzorek do detektoru, ktery vyhodnocuje jeho intenzitu.
Rotaci zkoumaného objektu v tomografu a postupném prozatrovani objektu rentgenovym za-
fenim pod jednotlivymi thly se ziska rentgenova projekce vzorku ze vsech uhli. Z detektoru
vychazi elektricky signal, ktery je pomoci kamery pievadén na digitalni a diky tomu miZeme

vidét vnitini strukturu zkoumaného vzorku. [37]

Termoporometrie s pouzitim diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC) zase umoznuje sta-
noveni velikosti port a distribuce kapaliny. Princip této techniky je zalozen na sniZeni tep-
loty tani nebo krystalizace kapaliny uzaviené v poru. DSC odhaluje péry pod 200 nm, a to 1

kdyz jsou v malém mnozstvi, zatimco vétsi pory jsou snadnéji viditelné pomoci SEM. [4]

Metoda stanoveni porozity pomoci rozpousStédla mize byt také pouzita pro analyzu poréz-

nosti hydrogelu. Vysusené hydrogely se ponoii do rozpoustédla ptes noc (napt. absolutni
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ethanol) a zvazi se po odstranéni piebytku rozpoustédla na povrchu. Porozita mize byt vy-

poctena z nasledujici rovnice [4]:
Porozita= (Mz2—M1)/px V 2)

Kde M; a M jsou hmotnosti hydrogelu pfed a po ponofeni do rozpoustédla; p je hustota

rozpoustédla a V je objem hydrogelu.

3.2 Parametry sité

Schopnost hydrogelti zadrzet vodu je déna pfitomnosti hydrofilnich skupin v polymernich
fetézcich, napt. aminoskupin, karboxylovych nebo hydroxylovych skupin. Mnozstvi vody
pfitomné v hydrogelu se miize pohybovat od n¢kolika procent az do mnohonasobku jeho
vlastni hmotnosti. Zptisob bobtnani se 1isi v zavislosti na chemické struktute polymeru podle

typu polymeru, stupné zesiténi a kompatibility. [4]

Bobtnani, stejné jako dalsi vlastnosti hydrogelti zavisi na parametrech hydrogelni sité. Mezi
n¢ patii naptiklad primérnd molekulovd hmotnost mezi uzly sité (Mc) a hustota sité (pc),

kterou 1ze vypocitat pomoci rovnovazné teorie bobtnani (equilibrium swelling theory), kte-

vvvvvv

nicich: [15]

1) Procentudlni zbobtnani, kde M; je hmotnost zbobtnalé¢ho hydrogelu v ¢ase t, a My je

pocate¢ni hmotnost vypraného a vysuSeného hydrogelu.

Procentualni zbobtnani (%) = Mtﬁ;{i x 100 3)
0

2) Obsah vody v rovnovazném stavu zbobtnani (equilibrium water content, EWC),
ktery popisuje maximalni mnozZstvi vody absorbované hydrogelem. M; je hmotnost
vzorku zbobtnaného pfi rovnovaznych podminkdch a My je hmotnost vypraného a

vysuseného hydrogelu.
EWC (%) = = x 100 4)

3) Gelova frakce, kde Mo je hmotnost vysuSeného hydrogelu po extrakci rozpustné

frakce v hydrogelu a Min je hmotnost suchého a nevypraného hydrogelu.

Mo

Gelova frakce (%) = —= x 100 (5)

int
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4) Primérnd molekulova hmotnost mezi uzly sit€ Mc, kde M, je primérna ciselna mo-
lekulova hmotnost vychoziho nezesiténého polymeru, v je specificky objem poly-
meru, Vi je molarni objem vody, V2 je objemovy podil polymeru a y/ je parametr

interakce polymer-rozpoustédlo.

1 2 (Vil)[ln(l—Vz,s)+ Va5 + Xl(VZ'S)Z ] (6)

= 1
=l 74
[ (Vys3-222

Mc My

5) Objemova frakce polymeru (Vz;), kde My/Mo je hmotnostni pomér suchého a na-

bobtnaného hydrogelu pii rovnovaze, p, je hustota polymeru a pw je hustota vody.

Vo= |1+ (- 1)]_1 (7

Pw 0

6) Vypocet hustoty sit¢ (pc)

Pe= \71\; ®
7) Velikost ok sité (&)
% — Vz,s'm(ﬁ) 2)1/2 (9)

3.3 Viskoelastické vlastnosti

Hydrogely mohou vykazovat pfi napétovém namahdani jak elasticitu (vratnou deformaci) tak
plasticitu (nevratnou deformaci). Informace o tom, jak se materialy deformuji pii pisobeni
vngjSich sil poskytuji reologicka méteni. ZjednodusSené feceno, charakterizuji nakolik je
hydrogel ,,tekuty* nebo naopak ,,tuhy*. Z reologického hlediska jsou hydrogely typickym
ptikladem tzv. viskoelastickych materialt. Ptistroj na méfeni viskoelastickych vlastnosti se
nazyva reometr. Reometr je schopen méteny vzorek mechanicky deformovat otacenim ro-
tujiciho senzoru o rizné geometrii (valec, kuzel, deska) s rtiznou rychlosti a silou, nebo je

mechanicky podnét vyvolan oscilaénim pohybem senzoru s riznou intenzitou. [39] [40]

Reologické vlastnosti hydrogelt se hodnoti hlavné technikou oscilaéniho smyku s malou
amplitudou. Malé mnoZstvi vzorku je umisténo mezi paralelni disky a torzni kmiténi s malou

amplitudou vytvaii smykovy tok ve vzorku. [39]
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Chovani viskoelastickych materiald popisuji tyto rovnice [41]:
0 = 60 X cos(mxt + ) (10)
€ = &0 X cos(mxt) (11)

Kde o je napéti, oo je amplituda napéti, € (t) je pomérna deformace v Case, g je pomerna

deformace, t je Cas, ® je kruhové frekvence a d je fazovy posun.

Viskoelasticky material se nachazi mezi idealn¢ elastickymi a viskoznimi materialy. Pfi har-
monickém naméhani se ¢ast vlozené mechanické energie spotiebuje pti odlehc¢eni materialu
a zbytek mechanické energie se nevratn¢ preméni na jinou formu energie. Fazovy posun

mezi napétim a pomérné deformaci lezi v intervalu & = (0, /2). [41]

Rovnici (10), které popisuje casovou zavislost napéti pii harmonickém naméhani u visko-

elastickych materiall, lze upravit na: [41]
6 =G g cos(wt)+G " g - cos(wt+m2) (12)

Kde G’ je realna slozka komplexniho (dynamického) modulu pruznosti v tahu materialu
(Younglv model pruznosti v tahu) a G’ je imagindrni slozka komplexniho modulu pruz-
nosti v tahu materidlu, neboli ztratovy modul. Dynamicky modul charakterizuje pevnostni
vlastnosti materiald, ztratovy modul tlumici vlastnosti materialii. Ob¢ slozky jsou funkci

frekvence kmitani pfi harmonickém namahani a jsou vyjadieny rovnicemi [41]:

G=2. coso, (13)
€0

%0 14

G sind (14)
€0

Z téchto rovnic mizeme vyjadiit komplexni modul pruznosti G*, ktery se sklada z dyna-

mické a ztratové slozky [41]:
G'=G +iG” (15)

Pokud je modul G” vyssi nez G”', hydrogelova struktura je neporusend, material se chova
pevné, coz naznacuje, Ze je vysoce strukturovany. Naopak visk6znéjsi chovani je definovano
hodnotami G”” vy$§imi neZ jsou hodnoty G”. Pomér téchto dvou modult uréuje miru pfevahy

elastického resp. viskozniho charakteru a jeho deformacni chovani. [4] [42]

Dale mGzeme urcit Cinitele vnitiniho tlumeni n [41]:
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n =—=tgod (16)

2R

Cinitel vnitfniho tlumeni n je vyjadien jako pomér ztratového modulu k jeho dynamického
modulu pruznosti. Je to bezrozmérna veli€ina, kterd slouzi k popisu materialti z hlediska
schopnosti tltumeni mechanickych vibraci. Velikost ¢initele vnitiniho tlumeni zavisi na veli-
kosti fazového posunu. Pii fazovém posunu, ktery se ptiblizuje k hodnot¢ 0 pievazuji elas-
tické vlastnosti a pti hodnotach fazového posunu, ktery se piiblizuje k hodnoté n/2 prevazuji

tlumici vlastnosti viskoelastickych materialt.

3.4 Uvoliiovani latek z hydrogelu

Povrch hydrogell je podobny k Zivé tkdni, miiZze absorbovat a zadrzovat biologické tekutiny,
je permeabilni pro malé molekuly, jako je kyslik, Ziviny a metabolity. Struktura a fyzikalng-
chemické vlastnosti hydrogelti proto umoznuji jejich aplikaci v lokélnich systémech poda-
vani 1éCiv nebo biologicky aktivnich latek. Uvolniovani 1€kt nebo bioaktivnich latek miize
byt fizeno piizpiisobenim struktury a velikosti port hydrogelu, coz urcuje rychlost difuize
latek z hydrogelové matrice. Hydrogely slozené z polymera obsahujicich iontové skupiny
jsou nejpouzivanéjsi slozkou systému reagujicich na stimuly, pfi¢emz jejich stupen nabobt-

nani zavisi na faktorech jako je pH, iontova sila ¢i teplota.

Existuje celd fada metod jak sledovat proces uvoliiovani aktivni latky, pfedev§im pomoci
zmény slozeni média do kterého je vzorek ponoten a latka uvolinovana. Zmeéna slozeni muze
byt stanovena napiiklad pomoci metody UV-VIS za ptedpokladu, ze uvoliujici latka absor-

buje v této oblasti. [43]
UV-VIS spektrofotometrie

Je fyzikélné-chemickd metoda, kterd se fadi mezi molekulovou absorpéni spektrometrii.
Rozsah sledovanych vinovych délek je v rozmezi 200-800 nm. Pokud latky absorbuji zateni
o vlnové délce mensi nez 380 nm, jedna se o ultrafialové zéafeni, které je pro lidské oko
neviditelné, protoze oblast viditelného svétla se nachdzi v rozsahu vinovych délek 380-770
nm. Metoda je zalozena na principu méfeni energie zatfeni pohlcené pti jeho prichodu vzor-
kem. Pti absorpci elektromagnetického zateni molekulou dochédzi ke zméné elektronového

stavu daného vzorku a molekula piejde ze zakladniho stavu do stavu excitovaného. [44]
Meéfieni absorpce v oblasti UV-VIS spektra je mozné pomoci riznych typt ptistroju, které
maji rizné zplisoby méteni. Patii sem kolorimetrie, fotometrie a spektrofotometrie. Nejcas-

téji se pouziva spektrofotometrie, kterd umoznuje ziskat spektra ve viditelné 1 ultrafialové



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

oblasti. Méfenim jsou ziskana absorpcni spektra, ktera graficky znazormuji zavislost absor-
bance na vlnové délce zéareni. Zavislost absorbance na koncentraci a tlouStce kyvety je

popsana rovnici odvozena z Lambertova-Beerova zakona [45]:
A=excxd (17)

Kde A je absorbance, € je molarni absorpéni koeficient (dm? .mol! .cm™), ¢ je latkova kon-

centrace (mol.dm™) a d je délka kyvety (cm).

3.5 Biokompatibilita

Hlavnim tUc¢elem provadéni zkousek biokompatibility je stanovit vhodnost hydrogel pro
medicinské ¢i farmakologické pouZiti. Testy cytotoxicity hydrogeli se provadéji dle smér-
nice CSN EN ISO 10993. V této smérnici jsou uvedeny tii kategorie zkousek: zkouska ex-
traktu, zkouska primého kontaktu a zkouska neptimého kontaktu. Typ testu se voli na za-
kladé materidlni povahy a mista aplikace zkouseného hydrogelu. Vysledky, které jsou ob-
vykle vyjadreny hodnotou tzv. inhibi¢ni koncentrace ICso (inhibition concentration), coZ je
koncentrace latky pfi niz dochdzi k omezeni riistu buné¢k in vitro z 50 %, jsou interpretovany
podle CSN EN ISO 10993. Jednou z metod vyhodnocovani bunééné viability je MTT test.
Principem této metody je, Ze na rozdil od nezivych bungk, zivé builky dokdzi pomoci en-
zymu mitochondridlni dehydrogenazy pieménit thiazolovou sil MTT (3-[4,5-dime-
thylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) na ve vod& nerozpustné fialovo-modré
krystalky formazanu, ktery se nasledné rozpusti v DMSO (dimethylsulfoxid). MnozZstvi for-

mazanu se stanovi za pouZiti spektrofotometru pii absorbanci 570 nm. [4] [46]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem prace bylo ptipravit PVA/DAC hydrogely a optimalizovat jejich vlastnosti pro pfi-
padné kosmetické aplikace pomoci PVA o riizné molekulové hmotnosti a rizného mnozstvi
sitovaciho €inidla a charakterizovat je na zéklad¢ fyzikalné-chemickych metod, predev§im
stanovenim parametru sité, porozity a stupné€ bobtnani. Kromé toho byly hydrogely nasyceny
biologicky aktivnimi latkami — rutinem a kofeinem. Byla také studovéana kinetika jejich uvol-

novani a provedeny testy cytotoxicity a transdermalni absorpce pienasenych latek.
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5 METODY PRIPRAVY A CHARAKTERIZACE DAC A PVA/DAC
HYDROGELU

5.1 Pouzité materialy

Polyvinylalkohol se stupném hydrolyzy 88 % (Mowiol 18-88) a Mw =130 kDa, polyviny-
lalkohol se stupném hydrolyzy 88 % (Mowiol 4-88) a Mw =31 kDa. a-cellul6za (Sigma
Aldrich Co.), jodistan sodny (NalOs4) (Penta, Ceska republika), ethylenglykol, hydroxid
sodny (NaOH), kyselina chlorovodikova (HCIl) (Penta, Ceska republika). Pfipravené
PVA/DAC hydrogely byly nasyceny rutinem a kofeinem (Sigma Aldrich Co.). Pro testy cy-
totoxicity byly pouzity buiiky mysich fibroblasti NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™, USA).
Jako kultiva¢ni médium pro NIH/3T3 bylo pouzito Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(PAA Laboratories GmbH, Rakousko. 100 U/ml Penicilin/Strepromycinu (GE Healthcare
HyClone, Spojené kralovstvi) bylo ptidan do médii. Pro promyvani bunék byl pouzit fyzio-
logicky roztok (PBS, Invitrogen, USA). Buiiky byly kultivovany na plastiku Techno (TPP,
Svycarsko), pro stanoveni Zivotaschopnosti bunék byl pouzit Tetrazolium kit (test prolife-

race bun¢k pomoci MTT, Duchefa Biochemie, Nizozemsko).

5.2 Priprava DAC a PVA/DAC hydrogeli

5.2.1 Priprava DAC

2,3-dialdehyd celulozy (DAC) byl ptipraven pomoci oxidace a-celuldozy NalO4 za pouZiti
molarniho poméru reaktantt 1:1,2 (DAC : jodistan). V prvnim kroku bylo 10 g a-celulozy
dispergovano ve 250 ml destilované vody obsahujici 16,5 g NalO4. Poté byla smé&s michana
na 250 RPM ve vodni lazni pti 30 °C po dobu 72 h za nepftistupu svétla (Obr. 4). Po uplynuti
této doby byla oxidace zastavena piidavkem 10 ml ethylenglykolu a smés byla dikladné

promyta a zfiltrovana.

OH OH
6
. 4 5 .0 * 0] *
~ NaIO4 *\
0] 3 1 O
celuléza DAC

Obr. 4. Schéma syntézy DAC
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Vysledna suspenze DAC byla rozpusténa ve 175 ml destilované vody a solubilizovana pii
80 °C po dobu 7 h, [13] pfi¢emz tiihrdl4 baiika se smési byla vybavena zpétnym chladi¢em
a ponoiena do 1azné ethylenglykolu. Teplota reakéni smési byla fizena teplotnim ¢idlem. Po
uplynuti doby byl témét kompletné solubilizovany DAC zchlazen, centrifugovéan (10 min,
10 000 RPM) a roztok pteveden do 200 ml odmérné baniky. Hmotnostni koncentrace (c)
solubilizovaného DAC byla stanovena na 42,3 mg/ml pomoci hmotnostni analyzy (3x3ml
roztoku byly odpareny a residuum zvéazeno). Nasledné bylo takto piipravené DAC o znamé

koncentraci pouzito k sitovani zvolenych PV A matric.

5.2.2 Priprava PVA/DAC hydrogela

V prvnim kroku bylo po 10 g PVA o rtizné stfedni molekulové hmotnosti (My) rozpusténo
v 80 ml destilované vody. Bylo pouzito PVA s My, =31 000 g/mol a My, =130 000 g/mol.
Roztoky byly kratce zahiivany pii 90 °C pro uplné rozpusténi PVA. Nasledné byl piidan
katalyzator (10 ml 1,33 M HCI) a definované¢ mnozstvi DAC odpovidajici 0,25 % a 1 %
hmotnosti PVA.

Takto pfipravena reak¢éni smés byla ditkkladné promichéana, aby byla dosazena Uplna homo-
genizace vSech reaktantd, a odlita do Petriho misek (d =140 mm). Poté byla suSena pii 30
°C do konstantni hmotnosti. Sitovaci reakce mezi PVA a DAC totiz probihd béhem suSeni
reak¢ni smési, kdy dehydratace DAC—CHO skupin umozni tvorbu hemiacetald s hydroxy-
lovymi skupinami PVA. Schéma reakce mezi -CHO a -OH v kyselém prostfedi je znazor-
néno na Obr. 5.
o "
0

74 +H" |
DAC—C\ + OH—PVA —» DAC—C\

/
H H O—PVA
Obr. 5. Reakcni rovnice mezi -CHO a -OH v kyselém prostredi
Po zesitovani byla vétsi ¢ast ptipravenych xerogelll ve formé filma vypirana destilovanou
vodou po dobu dvou tydnli a nésledné z nich byly vysekany vzorky kruhového tvaru o pri-
mérech 15 a 50 mm. Vysekana téliska byla dale uchovana v aseptickém prostiedi (70% roz-
tok ethanolu). Mensi ¢ast PVA/DAC byla ponechdna v nevypraném stavu pro stanoveni pa-

rametri sité. Prehled vzorki PVA/DAC pftipravenych z PVA o rizném My (31 kDa a 130

kDa) a s riznym mnozstvim sitovadla ( A =0,25 hm% a B =1 hm%) je uveden v Tab. 2.
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Tab. 2. Pripravené vzorky PVA/DAC

Znaceni | PVA (g) | Mw PVA (kDa) | DAC (hm%) | DAC (g)
A-31 10 31 0,25 0,025
B-31 10 31 1 0,1
A-130 | 10 130 0,25 0,025
B-130 10 130 1 0,1

U pfipravenych hydrogell byly nasledné zkoumdny parametry sité, provedeno méfeni vis-
koelastickych vlastnosti, BET a SEM analyza, studovana kapacita pro navazani léciva a ki-

netika jeho uvolilovani, testy toxicity a transdermalni testy.

5.3 Stanoveni parametru sité

Pomoci vysekavaciho noze o priméru 15 mm bylo z kazdého z nevypranych xerogeli vy-
seknuto pét télisek. Nevyprana téliska byla zvazena a poté dikladné vyprana v destilované
vod¢ po dobu jednoho tydne s pravidelnym vyménovanim vody. Nésledné byla zbobtnala
téliska zvazena a suSena pii 30 °C do konstantni hmotnosti. Parametry sit¢ byly stanoveny
na zaklad¢ rovnovazné teorie bobtnani (equilibrium swelling theory), jejiz popis je uveden
v kapitole 3.2. V piipadé PVA je specificky objem polymeru (v ) 0,788 cm?/g, molarni ob-
jem vody (V1) pti 25 °C je 18,069 cm*/mol a parametr interakce polymer-rozpoustédlo (y/)
je 0,464. [47]

5.4 Méreni viskoelastickych vlastnosti

Vyseknuta téliska o priméru 15 mm byla v rovnovazném zbobtnalém stavu métena pomoci
reometru Anton Paar MCR 502 (Anton Paar, Rakousko) vybaveného 15 mm zdrsnénym
hlinikovym platem D-PP15 a na spodni podkladni desku byl ptilepen brusny papir, aby bylo
zamezeno prokluzovani télisek pi1 méfeni. Méfeni se provadelo za laboratorni teploty. Roz-
mezi testovanych thlovych rychlosti bylo 1 az 10 Hz pfi konstantni deformaci 1 %. Méteni

bylo opakovano ttikrat.

5.5 BET a SEM analyza

Lyofilizované PV A kryogely byly odplynény pfi teploté 75 °C po dobu 24 hodin. Specificky
povrch (aser) PVA kryogeli byl stanoven s pouzitim povrchového analyzatoru Belsorp-mini

II (BEL Japan Inc., Japonsko) analyzou vicebodovych BET adsorpénich a desorpénich izo-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

term zaznamenanych pfi teploté 77 K. Stejné vzorky byly také analyzovany rastrovaci elek-
tronovou mikroskopii (SEM) za pouziti mikroskopu Nova NanoSEM 450 (FEI, Ceska re-
publika) pii 5 kV urychlovacim napéti. Pfed SEM analyzou byly PVA hydrogely popraseny

nanocasticemi zlata-palladia, aby byl potlacen t¢inek akumulace naboje.

5.6 Nasyceni hydrogeli biologicky aktivni latkou a jeji uvoliovani

PVA hydrogely (B-31, A-130, B-130) o hmotnosti cca 500 mg a priméru 15 mm byly na-
syceny roztokem zvolené biologicky aktivni latky, tedy bud’ rutinem a nebo kofeinem.
V prvnim kroku byl pfipraven zasobni roztok (500 ml) rutinu o koncentraci 0,1 mg/ml (rutin)
nebo 10 mg/ml (kofein). Poté se PVA hydrogely umistily do reakénich nadob obsahujicich
50 ml daného roztoku a byly tfepany pii 37 °C po dobu 72 h aby doSlo k co nejvyssimu

nasyceni hydrogeli.

Takto ptipravené vzorky byly pouzity pro studium uvoliiovani biologicky aktivni latky. Pro
tento ucel byly tfi vzorky z kazdého hydrogelu vlozeny do uzaviratelnych zkumavek s 10 ml
destilované vody, které byly tiepany pii 37 °C za nepfistupu svétla. V danych ¢asovych in-
tervalech (po 0,25 h, 0,5 h, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 24 h, 48 h, 72 h a 96 h) se odebiralo 1 ml
roztoku. Nasledné byl vzdy ptidan 1 ml destilované vody pro zachovani konstantniho ob-
jemu. Poté byly jednotlivé vzorky analyzovany pomoci UV-VIS spektrometru Perkin Elmer
Lambda 1050 (Perkin Elmer 219 Inc., USA). Rozpéti vinovych délek rutinu bylo od 180 do
450 nm, u kofeinu od 200 do 325 nm. Kinetika uvoliiovani byla studovéana sledovanim in-

tenzity absorpcnich pasu pii 353 nm rutinu a u 273 nm kofeinu.
Pro zjisténi mnozstvi uvolnéné aktivni latky z pfipravenych hydrogelovych matric byly se-
strojeny kalibra¢ni kiivky (Obr. 6), které byly ziskany pomoci roztoki rutinu a kofeinu o

ruznych koncentracich (Tab. 3).
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Tab. 3. Namérené hodnoty pro kalibracni kiivku

Rutin Kofein
c[mg/ml] | A353nm | c[mg/ml] | A 273 nm

0,1 2,3402 0,05 2,5545

0,05 1,2464 0,01 0,5148

0,01 0,2521 0,005 0,2659
0,005 0,1262 0,001 0,0546
0,001 0,02

2,5 3
y =23,502x + 0,0167 _
R? = 0,9989 25 y =50,96x + 0,0066

R#=1

0 0,02 0,04 0,06
0 002 004 006 008 01 ¢ [mg/mi]

¢ [mg/ml]

Obr. 6. Kalibracni krivky rutinu (vlevo) a kofeinu (vpravo)

5.7 Cytotoxicita

Pro stanoveni cytotoxicity byla pouZita bunéén4 linie mysich fibroblasti NIH/3T3 (ATCC®
CRL-1658™, USA). Extrakty ze vzorkii A-130, B-130, B-31 byly ptipraveny podle ISO
normy 10993-12 za pouziti 0,1 g hydrogelu na 1 ml média. Testované vzorky byly extraho-
vany v kultivaénim médiu po dobu 24 hodin pti 37 °C. Extrakty se pak zfedily v kultivacnim
médiu na 75 %, 50 %, 25 %, 10 % a 1 % ptvodni koncentrace. Samotné testovani pak
probéhlo podle postupu definovaného v CSN EN ISO 10 993-5. Pied zahajenim experi-
mentu byly buniky kultivovany po dobu 24 h. Pfipravena koncentrace buné€k byla rozpipeto-
vana do 96-jamkovych desti¢ek (kazda jamka obsahovala 100 pl bunécné suspenze o kon-
centraci 10° bun&k/ml). Extrakty byly aplikovany na buiiky a desti¢ky inkubovany po dal§ich
24 hodin. Celkem byly pfipraveny ctyii 96-jamkové desticky. Stanoveni zivotaschopnosti

bunék po expozi¢ni dobé bylo provedeno pomoci MTT analyzy.
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5.8 Transdermalni uvolinovani

V prvnim kroku byla pfipravena receptorova kapalina (2 1), kterd se skladala z PBS (Phos-
phate-Buffered Saline) pufru (Biosera) a 0,05 % gentamicyn sulfatu (HiMedia Laboratories).
Pro testovani byla pouzita ktize z uSniho boltce prasete. Vnitini ¢ast boltce byla oholena a
pomoci skalpelu oddé€lena od podkladové chrupavky. Z oddélené kiize byly nasledné vystii-
zeny vzorky ¢tvercového tvaru o velikosti 3x3 cm. Vzorky kize byly nasledné vloZeny do
cel a pomoci multimetru UNI-T UT71D byl méfen jejich odpor. Pomoci tohoto méfeni byla

stanovena integrita kize - byly vylouceny vzorky s odporem pod 5 mQ.

K takto pfipravenym vzorktim ktize byly pfidany vzorky jednotlivych hydrogelta (A-130, B-
130, B-31). Pied vloZenim byly hydrogely vyjmuty z roztoku etanolu ve kterém byly dlou-
hodobé¢ skladovany (aseptické prostiedi) a intenzivné vypirany po dobu 1 tydne. Poté byly
hydrogely nasyceny roztokem kofeinu (10 mg/ml) po dobu 120 h pii 37 °C. Cast loadova-
ciho roztoku byla pouzita pro piipravu standardu pro transdermalni testy — byl pfipraven
roztok obsahujici celkem 250ug kofeinu (25u1 loadovaciho roztoku bylo nafedéno na objem
0.2ml). Testovani prob&hlo na pfistroji Permegear Fraction Collector FC33 (Némecko),

ktery je uveden na Obr. 7. Roztok byl jimén po dobu 24 h pfi konstantnim pritoku 2ml/h.

Obr. 7. Pristroj na mérenti transdermalni absorpce (vlevo), detail na permeacni
cely s praseci kiizi a vlozenymi vzorky (vpravo).
Po ukonceni méfeni byly ziskané frakce (1 h, 4 h, 8 h, 12 h, 16 h, 20 h a 24 h) uchovavany
pii teploté -20 °C az do doby analyzy. Poté byly jednotlivé vzorky zfiltrovany ptes 0,22 pm
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teflonovy filtr. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany metodou kapalinové chromato-
grafie. Byl pouzit analyticky pfistroj HPLC chromatograf Breeze 1525 (Waters), analyticka
kolona Kinetex C18 100A (150 x 4,6 mm, 2,6 um), mobilni faze methanol (0,2 %), teplota
30 °C, prutok 0,7 ml/min, detektor UV-VIS pii vinové délce 272 nm.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Na zakladé My PVA a mnozstvi DAC byly pfipraveny Ctyfi typy hydrogelt. U vzorkl zna-
¢enych jako A-31 (Tab. 3) bylo provedeno jen stanoveni parametru sité, protoze kombinace
nizké koncentrace sitovadla a PVA s nizkou My, vedla k pfipravé jen velmi malo zesit'ova-
nych hydrogelti, jejichz materidlové charakteristiky nedovolovaly jejich Gplnou charakteri-
zaci (hydrogely se pfi manipulaci rozpadaly). Ostatni tii typy hydrogela byly nasledné cha-

rakterizovany pomoci fyzikalné-chemickych metod.

6.1 Parametry sité

Na zéakladé¢ rovnic v kapitole 3.2 byly vypocitany parametry sité¢ riznych typi PVA/DAC
hydrogela (A-130, B-130, A-31, B-31). Vysledky jsou uvedeny v Tab. 4. a jednotlivych gra-
fech (Obr. 8, Obr. 9, Obr. 10). Zbobtnani hydrogelovych matric zavisi na mnozstvi DAC a

vwr

Cv v

tého PVA, tim je obsah vody v rovnovdzném stavu zbobtnani vétsi. Nejveétsi zbobtnani a
EWC ma tedy vzorek A-31, ktery je schopen zbobtnat do témeét 80-ti nasobku své suché
hmotnosti. Nasleduji vzorky A-130, B-31 a nejméné bobtnajici B-130, ktery nabyde jen pfi-

blizné 3.5x.

Se vzrustajicim mnozstvim DAC a My PVA se naopak zvysuje gelova frakce. V tomto pfi-
pad¢ vykazuje nejvétsi gelovou frakei vzorek B-130 a nejmensi vzorek A-31. Primérnd mo-
lekulova hmotnost mezi uzly sité, M, roste se snizujicim se mnozstvim DAC. Tedy nejvétsi
M. bude mit vzorek A-31 oproti vzorku B-31 a vzorek A-130 oproti B-130. Hustota sité pc
roste s pouzitim vy$§iho mnozstvi DAC (vzorek B-130 a B-31) ale také se snizujici se My
PVA. Velikost ok sit¢ PVA hydrogelu roste s niz§i My PVA a se snizenym mnoZstvim po-
uzitého DAC. Nejvétsi velikost ok site tedy vykazuje vzorek A-31, nésleduje vzorek A-130,
B-31 a B-130.
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Tab. 4. Vypocitané priumerné hodnoty parametru sité

Vzorek | Zbobtnani | EWC Gelova Mc Pe Velikost ok
[%] [%] frakce [%] | [g/mol] | [mmol/cm?] sité & [A]
A-31 7918 99 12 12375 0,1025 508
B-31 707 88 48 6408 0,1981 169
A-130 1151 92 59 20659 0,0619 352
B-130 351 78 89 2886 0,4401 93
100
B-130 8000 A-31
7000
80
< 6000
2 e A-130 % 5000
< B-31 k=
= S 4000
3z %0 3 3000
Q N
Y 20 A31 2000 B-31
1000 A-1.3N
0 0 B-13
0 0.25 1 0 0,25 1
DAC [hm%] DAC [hm%]

Obr. 8. Zavislost gelové frakce a zbobtnani na mnozstvi DAC
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Obr. 9. Zavislost EWC a M. na mnozstvi DAC
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Obr. 10. Zavislost hustoty sité a velikost ok na mnozstvi DAC

Celkové vzato, vysledky studia parametrii sit¢ ukazuji vysokou zavislost na pouzité PVA

matrici. V kombinaci s jejich zavislosti na mnoZstvi sitovadla pak také dovoluji ovlivnit

vlastnosti sité hydrogeli ve velmi Sirokém rozsahu, coz by mély reflektovat také jejich vis-

koelastické vlastnosti.
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6.2 Viskoelastické vlastnosti

Vzorky A-130, B-130 a B-31 byly analyzovany pomoci reometru s frekvenci 1 Hz az 10 Hz

pfi konstantni deformaci 1 %. Na Obr. 11 a Obr. 12 jsou zndzornény zavislosti dynamického

a ztratového modulu na thlové frekvenci. Ciselné hodnoty jsou uvedeny v Tab. 5 a 6.

Tab. 5. Namérené hodnoty dynamického modulu

uhlova frekvence Q [1/s]

B-31 A-130 B-130
frekvence
o [1/s] G’ [Pa] |chyba[Pa]| G’'[Pa] |chyba[Pa]| G’[Pa] |chyba [Pa]
1 718 4 147 2 2083 57
1,58 733 3 149 1 2107 58
2,51 747 3 151 1 2130 59
3,98 760 2 152 2 2157 56
6,31 772 2 154 2 2183 60
10 784 2 155 2 2213 68
2510
2260
& 2010
o 1760
3 1510 e g3t
£ 1260
= ——A-130
ﬁ 1010
E 760 o o . . B-130
Z 510
260
*—& & @ &
10
0 2 B 8 10

Obr. 11. Zavislost elastickeho modulu na uhlové frekvenci

Jde vidét, ze zdaleka nejvyssi dynamicky G” modul je u vzorku typu B-130, ktery ma také

nejvyssi hustotu site (viz predchozi sekce). Mezni hodnoty dynamického modulu G" u PVA

hydrogeli se pohybuji v zavislosti na frekvenci od (2213 + 68) Pa u B-130 az po (147 £+ 2)

Pau vzorku A-130. Totéz plati u ztratového modulu G”* (Obr. 12) jejichz mezni hodnoty se

pohybuji v zavislosti na frekvenci od (188 = 8) Pa u B-130 az po (4,36 + 0,01) Pa u vzorku

A-130 (Tab. 5). Vysledky do jisté miry odpovidaji o¢ekavanim ze G’(dynamicky modul) a

G'’(ztratovy modul) budou vyssi u hydrogeld, které obsahuji vétsi mnozstvi sitovadla (fada
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B). Hustsi sit’ totiz bude mit vyssi elasticitu oproti fidsi siti, ktera naopak bude vice viskdz-

néjsi. Opét byl tedy pozorovan znacny vliv My PVA.

Tab. 6. Namerené hodnoty ztratového modulu

B-31 A-130 B-130
frekvence | prameér prameér prameér
o [1/s] G [Pa] |chyba[Pa]| G’ [Pa] |chyba[Pa]| G' [Pa] |chyba [Pa]
1 54 2 4,36 0,01 188 8
1,58 52 2 4,61 0,34 177 7
2,51 48 2 4,62 0,47 168 6
3,98 45 1 4,61 0,54 164 5
6,31 42 1 5,07 0,36 161 5
10 41 1 5,21 0,73 160 6
200
175
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O 125
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z 75 —e—A-130
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s — —e
25
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Obr. 12. Zavislost ztratového modulu na uhlové frekvenci

Zavislost damping faktoru na thlové frekvenci je zobrazena na Obr. 13. Damping faktor byl
vypocitan jako pomér mezi ztratovym G’ a dynamickym modulem G’. Udava miru tlumeni
mechanickych vibraci materidlem. Hodnoty damping faktoru se pohybuji od (0,090 = 0,002)
u vzorku B-130 az po hodnoty (0,0296 + 0,0004) u vzorku A-130 (Tab. 7.)
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Obr. 13. Zavislost damping faktoru na uhlové frekvenci

Tab. 7. Dopocitané hodnoty damping faktoru (tlumici faktor)

B-31 A-130 B-130
frekvence | pramér priameér prameér
o [1/s] tand [-] | chyba [-]| tand [-] | chyba[-] | tand [-] | chyba [-]
1 0,075 0,002 0,0296 0,0004 0,090 0,002
1,58 0,071 0,003 0,0310 0,0020 0,084 0,002
2,51 0,064 0,002 0,0307 0,0029 0,079 0,001
3,98 0,059 0,001 0,0303 0,0032 0,076 0,001
6,31 0,054 0,001 0,0330 0,0020 0,074 0,001
10 0,052 0,001 0,0336 0,0046 0,072 0,001

Zavislost komplexniho modulu G* na thlové frekvenci je zndzornéna na Obr. 14. Kom-

plexni modul byl vypocitan jako ¢tverec odmocniny souctu dynamického a ztratového mo-

dulu. Vysledky jsou podobné tém ziskanym pro elasticky modul (Obr. 11). Rozsah hodnot
komplexniho modulu G” se pohybuje od (2219 + 68) Pau B-130 az po (147 £ 2) Pa u vzorku

A-130 (Tab. 8). To znamend, Ze pruznost hydrogell zavisi hlavné na mnoZzstvi sitovadla a

koreluje s vypoctenymi hodnotami hustoty sité.
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Tab. 8. Dopocitané hodnoty komplexniho modulu

B-31 A-130 B-130
frekvence | primér G pramér G* pramér G
o [1/s] [Pa] chyba [Pa] [Pa] chyba [Pa] [Pa] chyba [Pa]
1 720 4 147 ) 2092 58
1,58 735 3 149 1 2114 58
2,51 749 3 151 1 2137 59
3,98 761 2 152 2 2163 56
6,31 773 2 154 2 2189 60
10 785 3 155 2 2219 68
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Obr. 14. Zavislost komplexniho modulu na uhlové frekvenci

Na zéklad¢ zjiSténych tidaji mizeme konstatovat, Ze nejvice vizk6znim a nejméné elastic-

kym materidlem se jevi vzorek A-130, ktery je z testovanych vzorkid nejméné zesitény. Na-

opak nejvice zesitény vzorek B-130 je nejvice elasticky. Vzorek B-31 se pohybuje mezi

vzorkem A-130 a B-130 a svym chovanim ma casto blize k A-130 nez k B-130, ktery byl

pfipraven se stejnym mnozstvim sitovadla. Vysledky tak dokladaji zna¢ny vliv pouZzité PVA

matrice na vlastnosti hydrogelu.

6.3 BET a SEM analyza

Vzorky PVA/DAC kryogelt ziskané lyofilizaci byly analyzovany z hlediska jejich specific-

kého povrchu (aBer), viz Obr.15. Specificky povrch a mnoZstvi adsorbovaného objemu du-

siku (V.) roste s klesajicim mnozstvim sitovadla DAC. Hodnota aggt pro vzorek A-130
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(31,1 m?/g) je tadové vétsi nez hodnoty pro vzorky B-130 (2,0 m*/g) a B-31 (2,2 m%/g).
Souvisi to s mnozstvim adsorbované vody, které ovliviiuje rozsah kavitace vyvolané lyofi-
lizaci a ktera je nejvétsi pravé u A-130. Je zajimavé, Ze u vzorku B-130 a B-31 nebyl name¢-

fen vyznamny rozdil jejich specifickych povrchu, piestoze bylo pouzita jind PV A matrice.
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Obr. 15. Zavislost mnozstvi adsorbovaného objemu dusiku na hmotnost jednotlivych typii

hydrogelii V, na relativnim tlaku p/po ziskaném BET analyzou

Kryogely byly nésledn¢ analyzovany rastrovaci elektronovou mikroskopii (SEM), pti zvét-
Seni 10 000 x a 30 000 x. Bylo zjis§téno, Ze vzorek hydrogelu A-130 vykazuje nejvyssi poro-
zitu, jak lze vidét na obr. 16 a obr. 17. Pfi porovnani struktury hydrogelu B-130 a B-31
vykazuje vzorek B-31 o néco vyssi porozitu neZ vzorek B-130, coZ odpovidda naméfenym

hodnotdm ager, ale tento rozdil neni nijak vyznamny v porovnani s velmi fidkou siti A-130.
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Obr. 16. Mikrofotografie jednotlivych PVA/DAC vzorkii porizené pomoci SEM pri zvétseni
10 000x

Obr. 17. Mikrofotografie jednotlivych PVA/DAC vzorkii porizené pomoci SEM pri
zveétseni 30 000 x

Na rozdil od parametrii sit¢ a viskoelastickych vlastnosti, které byly do zna¢né miry ovliv-
nény My, PV A, je porozita gelu urena v zasad¢ pouze mnoZzstvim pouzitého sitovaciho Ci-

nidla.

6.4 Nasyceni hydrogeli biologicky aktivni latkou a jeji uvoliiovani

Z tady biologicky aktivnich latek pouzivanych v kosmetice (viz. kapitola 2.1) byly pro stu-

dium rychlosti uvoliovani v zavislosti na typu materialu vybrany dvé, kofein a rutin. Rutin



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

ma celou fadu blahodarnych tc¢inka (viz. kap. 2.1.3), mimo jiné také vazoprotektivni vlast-
nosti. Hydrogel nasyceny rutinem by tedy mohl mit pozitivni vliv na stabilizaci cévnich stén
a branit tak jejich praskani a pisobit proti projevim rozsifenych zilek. Hydrogel nasyceny
kofeinem by zase mohl zabranovat nadmérné hromadéni tuku v kiizi a pomahat chranit po-
kozku pred slune¢nim zarenim. Kofein je také ¢asto vyuzivan jako modelova latka pro stu-

dium penetrace hydrofilnich latek ptes kozni bariéru, viz kap. 6.6.

Uvolnovani rutinu a kofeinu bylo zkoumano u vzorkt B-31, A-130 a B-130. Rychlost uvol-
novani biologicky aktivnich latek z hydrogeli by méla byt ovlivnéna pravée velikosti ok site,
hustotou zesiténi hydrogelt a velikosti molekuly biologicky aktivni latky. Prabéh uvolno-
vani rutinu a kofeinu u rizn€ zesiténych vzorkl hydrogelt je zndzornén na Obr. 18 pro ko-

fein a na Obr. 19 (rutin).
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Obr. 18. Kinetika uvoliiovani kofeinu u ruzné zesiténych vzorki hydrogelii
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Obr. 19. Kinetika uvoliiovani rutinu u ruzné zesiténych vzorkii hydrogelii

Ziejmé diky tomu, Ze vzorky mély tvar tenkych filmu a vétSina latek tedy byla adsorbovana
na povrchu ¢i v jeho tésné blizkosti, je prib¢h uvoliiovani velmi podobny, a rozdily mezi
materialy jsou minimalni. Obecné vzato je tvodni rychlost uvoliiovani ve vSech ptipadech
velmi vysoka. Béhem prvni hodiny dojde k uvolnéni 61 — 71 % nesenych latek, béhem 8 h
je uvolnéno uz 82 — 92 %, a k iplnému uvolnéni latky dojde pfiblizné za 24 h a to jak u
kofeinu, tak rutinu. V ptipade¢ relativné malé molekuly kofeinu (194 g/mol), Obr. 18, je rych-
lost uvoliiovani po celou dobu téméf shodna (v rdmci chyby méfeni) u vSech tii testovanych
materiald. V1iv parametri sité na rychlost uvoliiovani biologicky aktivni latky je 1épe pozo-
rovatelny az v ptipadé€ rutinu (610 g/mol), rozdily jsou ovSem stale velmi malé. Nejvyssi
mnozstvi rutinu uvolnéného po osmi hodinach (89 %) ptekvapivé nebylo pozorovéano u nej-
méng zesitovaného hydrogelu A-130, jak se dalo o¢ekavat, ale u B-31, jediného z hydrogeli
piipraveného pomoci PVA o niZ§i My. Oba hydrogely zaloZené na PVA s vySs$i My, pfitom
vykazovaly téméf shodnou rychlost uvoliiovéani (82 % u A-130 a 80 % u B-130 po 8 h), bez
ohledu na rizné mnozstvi sitovadla a velmi rozdilnou porozitu. Divod tohoto chovéni je

nejasny.

Souhrnem lze fici, Ze rychlosti uvoliiovani latek z material jsou velmi podobné, pficemz
pozorované drobné rozdily se zdaji byt zplisobeny spise typem PV A matrice, nez stupném
sitovani. To miize byt zplisobeno faktem Ze velikost ok sité hydrogelt je v rozsahu 100 —
350 A (Tab. 3) a je tedy mnohem vétsi neZ je velikost testovacich latek. V kombinaci s niz-

kou tloustkou materidlu je tak potencidlni vliv vysSiho stupné zesitovani zna¢né¢ omezen.
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Zaroven je ale potieba podotknout, Ze pozorovana vysoka pocatecni rychlost uvoliiovani je
velmi vhodna pro kosmetické prostedky jako jsou naptiklad pletové masky, u nichz se pied-

pokladé doba aplikace v f4du maximalné jednotek hodin.

6.5 Testy cytotoxicity

Cytotoxicita hydrogelovych extraktd byla zkoumana v kultivacnim médiu podle ISO EN
10993 za pouziti bunécné linie mysich embryonalnich fibroblastti (NIH/3T3), Obr. 20.
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Obr. 20. Znazornéni zZivotaschopnosti bunék pro vsechny PVA hydrogelové ex-

trakty v ruznych koncentracich

Na Obr. 20 mizeme vidét mirny pokles bunécné zivotaschopnosti u 100 % extraktti ze vSech
typt ptipravenych PVA/DAC hydrogel. I pfes toto sniZzeni bunécné zivotaschopnosti se
podle ISO 10933-5 takovy material stile povazuje za netoxicky. Pfipravené materialy by
tedy mély byt vhodné pro kosmetické aplikace. Proto bylo pfistoupeno ke studiu transder-

malniho uvoliovani.

6.6 Transdermalni uvolinovani

Transdermalni uvolnovani latek z hydrogelti bylo studovano pomoci kofeinu, ktery slouzi

jako modelova latka pro studium transdermalni absoprce hydrofilnich sloucenin. [31]
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Na zéklad¢ zndmé hodnoty EWC hydrogeli, hmotnosti jednotlivych nasycenych vzorki
hydrogeltl a zndmé koncentrace roztoku kofeinu byl vypocitan obsah kofeinu ve vzorcich a
spocitana jeho ddvka na 1 cm?® kize. (Tab. 9) Veskera méieni probihala v triplikatech. Nej-
vys8i mnozstvi prenesené¢ho kofeinu bylo ve vzorku A130 (cca. 900 pg), naopak nejmensi

v B130 (cca. 500 pg).

Tab. 9. Obsah kofeinu ve vzorku a na kuzi

vzorek kofein ve vzorku [pug] ktze [pg/cm2]
A-130 896 1134
B-31 657 831
B-130 494 626
Reference 250 316

Celkové mnozstvi permeovaného kofeinu je zndzornéno na Obr. 21, kde mizeme vidét, ze
po cely sledovany ¢asovy interval mnozstvi permeovaného kofeinu neustéle nartsta. Kofein
tedy permeuje pomérné pomalu. Dle Trauera et. al.,[48] je toto ziejmé dlsledek absence
krevniho zasobeni klize béhem in vitro studie. Trauer et al. totiZ pozorovali mnohonasobné

rychlejsi penetraci kofeinu kiizi u zivého organismu v porovnani s in vitro studii.

Z naméfenych dat také vyplyva Ze béhem 24h také projde ptes kozni bariéru jen velmi malé
mnozstvi kofeinu, pfiblizné 0,1 % az 0,2 %. I toto odpovida zjisténim jinych autort, jako
jsou Bonina et. al. (1992) [49], Santander-Ortega et al. (2010) [50] a Pilloni et al. (2013)
[51], ktefi pozorovali penetraci kofeinu v fadu desetin az jednotek procent aplikované davky.
V naSem pfipad¢ je nizké mnozZstvi permeovaného kofeinu jesté umocnéno relativné nizkou

celkovou davkou kofeinu obsazenou v hydrogelech (0,5 — 0,9 mg) .
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Obr. 21. Zavislost kumulativni penetrace kofeinu na case

Ptes relativné nizké mnozstvi permeovaného kofeinu jsou jasné viditelné rozdily mezi jed-

notlivymi materidly, Obr. 22.
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Obr. 22. Mnozstvi permeovaného kofeinu v jednotlivych frakcich

Na zékladé ziskanych vysledki mizeme konstatovat, ze nejvice kofeinu penetruje kiizi u

vzorku A-130, naopak nejmén¢ u B-130.
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Toto do jisté miry odpovida celkové davce kofeinu, viz Tab. 9. Pfi bliz§im pohledu je ale
patrné, Ze penetrace kofeinu je u vzorku A-130 efektivnéjsi nez u obou ostatnich. Pro srov-
nani, primérna rychlost penetrace kofeinu byla u A-130 = 72,10 ng/cm?/h zatimco u B-31 =
24,26 ng/cm?/h au B-130 jen 19,33 ng/cm?/h. Vztdhneme-li tyto hodnoty na celkovou davku
kofeinu obsazenou v jednotlivych gelech, zjistime, Ze rychlost penetrace kofeinu z A-130 je
v porovnani s B-130 pfiblizn¢ dvakrat vyssi nez by odpovidalo pouhému rozdilu v davce.
Vyssi efektivita penetrace kofeinu ze vzorku A-130 pravdépodobné souvisi s materialovymi
vlastnostmi daného hydrogelu. Podle viskoelastickych studii je totiz hydrogel A-130 zdaleka
nejméné elasticky a nejvice viskozni, tudiz je vysoce pravdépodobné, ze pii transdermélni
absorpci ma nejlepsi adhezi ke kizi. To zfejm¢ umoznilo dosdhnou vyrazné vyssi rychlost
penetrace. Diky tomu je hydrogel A-130 ze vSech testovanych materiali nejslibnéjSim kan-
didatem pro transdermalni podani biologicky aktivnich latek, a tedy 1 pro ptipadné pro kos-

metické aplikace.

Na rozdil od referen¢niho roztoku kde mnozstvi permeovaného kofeinu neustale linearné
nartsta (Obr. 22), vykazuje absorpce kofeinu uvolnéného z hydrogelu maximum po 8-12h,
coz muze souviset s pozorovanou vysokou pocatecni rychlosti uvoliiovani kofeinu z hydro-
gelu (kap. 6.4). Data tak naznacuji moznou vyssi pocatecni efektivitu absorpce kofeinu ob-
sazen¢ho v nasycenych hydrogelech, nez ve vodném roztoku, cozZ piedstavuje dalsi potenci-

alni vyhodu ptipravenych materiali pro kosmetické aplikace.
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ZAVER

V praci byla ptipravena Ctveiice PVA/DAC hydrogell s riznymi vlastnostmi. Toho bylo
dosazeno kombinaci riznych PVA matric s riznym mnozstvim sitovadla DAC. Diky tomu
bylo mozné modifikovat jak parametry sit¢ hydrogeld, tak viskoelastické a povrchové vlast-

nosti pfipravenych PVA matric ve velmi Sirokém rozsahu a diky tomu stanovit nejvhodnéjsi

kombinaci vlastnosti pro ptipadné kosmetické aplikace.

Vysledky studia parametri sit€¢ ukazuji na znacny vliv pouzité PVA matrice, ktery je srov-
natelny s vlivem rizného mnozstvi sitovadla. Nejvetsi zbobtnani a EWC vykazoval vzorek
A-31, ktery mél nejnizsi zesiténi a My, PVA, jeho mechanické vlastnosti ovsem nedovolo-
valy dalsi testy. Gelova frakce se zvySovala u vzorki, které mély vyssi podil DAC a vyssi
Mw PVA. Nejvétsi gelovou frakei mél tak vzorek B-130. Primérnad molekulova hmotnost
mezi uzly sité¢ (Mc) rostla se snizujicim se mnozstvim DAC. Hustota sité (pc) rostla s hlavné
s pouzitim vy$§iho mnozstvi DAC ale také s niz§im My PVA. Vyssi hustotu sité tedy vyka-
zovaly vzorky z fady B. Velikost ok sit€¢ PVA hydrogelu rostla s niz§i Mw PVA a s nizkym

mnozstvim pouzitého DAC. Nejvétsi velikost ok sité tedy mél vzorek A-31.

Rozdilné parametry sité hydrogela se projevily také v jejich viskoelastickych vlastnostech.
Dynamicky (G") a ztratovy modul (G™") byly vyssi u hydrogelll pfipravenych s vySSim
mnozstvim sitovadla (fada B). Hustsi sit’ vykazovala vyssi elasticitu a fidsi sit’ naopak vétsi
viskozitu. Komplexni modul G* byl podobny dynamickému modulu, to znamen4, Ze pruz-
nost hydrogeli zavisi hlavné na mnozstvi sitovadla a koreluje tak s vypoctenymi hodnotami
hustoty sité. Na zaklad¢ zjisténych udaji byl nejvice viskoznim a nejméné elastickym vzorek
A-130, ktery je také z testovanych vzorkli nejméné zesitény. Naopak nejvétsi elasticitu pro-

jevoval vzorek B-130.

Naopak specificky povrch, porozita a mnozstvi adsorbovaného objemu dusiku je ovlivnéna
M, PVA jen malo a zavisi hlavné na mnoZzstvi pouzitého sitovadla. Hodnota specifického
povrchu pro vzorek A-130 (31,1 m?/g) byla fadové vyssi nez u hodnot vzorkd B-130 (2,0
m3/g) a B-31 (2,2 m%/g), coz je zplisobeno nejvys§im mnozstvim adsorbované vody u A-
130, kterd ovliviiuje rozsah kavitace vyvolané lyofilizaci. U vzorku B-130 a B-31 nebyl na-
meéfen vyznamny rozdil jejich specifickych povrchd, 1 presto, Ze byla pouZita jind PVA ma-
trice. Pfi porovnani mikrofotografii jednotlivych PVA/DAC vzorkl potfizené pomoci SEM

vykazoval vzorek A-130 také nejvyssi porozitu, coz odpovida naméfenym hodnotam aBet.
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Pribéh uvoliovani biologicky aktivnich latek (rutin a kofein) z hydrogelt byl velmi po-
dobny a rozdily mezi materialy byly minimélni. Uvodni rychlost uvoliiovani byla ve viech
ptipadech velmi vysoka. Jiz béhem prvnich hodin doslo k uvolnéni 61-71 %, po osmi hodi-
nach se jednalo uz o 80-90% a k Gplnému uvolnéni doslo do 24 h. Vliv parametru sité€ na
rychlost uvoliiovani aktivni latky byl 1€pe pozorovatelny u rutinu, ale rozdily byly velmi
malé. Nejvyssi mnozstvi rutinu uvolnéného po 8 h bylo ptekvapivé zpozorovano u vzorku
B-31 (89 %). Rychlost uvoliiovani latek z PVA/DAC hydrogelt se tak zd4 byt urena spise
typem PVA matrice nez stupném sit'ovani, jejiz vliv byl nejspiSe znacné omezen nizkou
tloustkou materialu a relativné velkou velikosti ok sité. Vysoka pocatecni rychlost uvoliio-
vani, pozorovana u vSech materialti, je ovSem vhodna pro n€které kosmetické piipravky,

jako napftiklad pletové masky.

Vsechny testované vzorky se ve zkouskach cytotoxicity hydrogelovych extraktli stanovova-
nych podle ISO EN 10993 projevily jako netoxické, a tedy by mély byt vhodné pro kosme-

tické aplikace.

Transdermdlni uvoliiovani latek z hydrogelt bylo studovdno pomoci kofeinu na praseci kizi.
Priimérna rychlost penetrace kofeinu byla u A-130 = 72,10 ng/cm?/h, zatimco u B-31 =24,26
ng/cm*/h a u B-130 jen 19,33 ng/cm?/h. Na rozdil od referenéniho roztoku kofeinu vykazo-
valy kofeinem nasycené hydrogely maximalni rychlost absorbce (penetrace) kofeinu kizi po
8 — 12 h, coz zfejmé souvisi s vysokou pocatecni rychlosti uvoliiovani latek z hydrogelu.
Vyssi efektivita penetrace kofeinu ze vzorku A-130 je pravdépodobné zplisobena jeho ma-
terialovymi vlastnostmi, jmenovité jeho nejvyssi viskozitou ze vSech testovanych materiald.
Vzorek A-130 tudiz mél pfi transdermalni absorpci ziejmé nejlepsi adhezi ke kiizi, coz za-

jistilo nejvyssi efektivitu prenosu kofeinu.

Zavérem lze tedy konstatovat, ze vzorek A-130, pfipraveny z PVA o niz§i My a s pouZitim
0.25 hm.% DAC, je pravdépodobné nejvhodnéjsi pro transdermalni podani biologicky ak-

tivnich latek ¢i pro kosmetické aplikace.

Kromé pfipravy a optimalizace vlastnosti materiali vhodnych pro kosmetické aplikace, tato
diplomova prace také demonstrovala zna¢ny, ovSem v literatuie také velmi ¢asto opomijeny,
potencidl vlivu pouzité matrice na vysledné vlastnosti hydrogelu. Modifikaci matrice lze
znacn¢ rozsifit spektrum dosazitelnych vlastnosti hydrogelt, 1épe je optimalizovat pro dané

vyuZiti a dosdhnout tak mnohem lepsich vysledkl neZ pouhou zménou mnozstvi sitovadla.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

IPN
PVA
PHEMA
PNIPAAmM
DAC
AHA
PHA
BA
RAR-vy
SPF
UV-VIS
UVB
NADH
NADPH
GAG
SEM
DSC
EWC
Mw
MTT

BET

Interpenetrujici polymerni sit’
Polyvinylalkohol

Poly (2-hydroxyethyl metakrylat)
Poly (N-isopropyl-2-akrylat)
Dialdehyd celulozy

Alfa- hydroxykyseliny
Polyhydroxykyseliny

Bionické kyseliny

Gama receptor kyseliny retinové
Ochranny slunec¢ni faktor
Ultrafialové a viditelné zareni
Strednévinné zateni
Nikotinamiddinukleotid
Nikotinamiddinukleotid fosfat
Glykosaminoglykany

Radkovy elektronovy mikroskop
Diferencialni skenovaci kalorimetrie
Obsah vody v rovnovazném stavu zbobtndni

Stfedni molekulova hmotnost

Thiazolova stl (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid)

Adsorp¢ni izoterma (Brauer, Emett, Teller)
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