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ABSTRAKT

Jednou z hlavnich vyhod hydrogela pro biomedicinské a kosmetické aplikace je jejich
biologicka kompatibilita, snadna rozlozitelnost, dostupnost, nenakladnost a také nulova
toxicita, k ¢emuz je ale nutné pouziti netoxickych sitovacich Cinidel. Ty lze ziskat z
ptirozen¢ dostupnych biopolymert. Ptikladem takového sitovadla je dialdehyd celuldzy
(DAC), ktery je ziskavan selektivni oxidaci celulézy. Tato prace se vénuje piipravé a
charakterizaci hydrogeli na bazi ¢astecné acetylovaného chitosanu zesitovaného pomoci
DAC a zkoumani jejich potencialu pro topikalni aplikace v kosmetice a medicing, jmenovité
reologickych vlastnosti, bunétné proliferace, cytotoxicity a rychlosti uvoliovani aktivni

latky z hydrogelu.

Klicova slova: chitosan, dialdehyd celul6zy, hydrogel, biologicky aktivni latky, Kinetika

uvoliovani

ABSTRACT

One of the main advantages of hydrogels for biomedical and cosmetic applications is their
biocompatibility, easy degradability, availability, low cost, and also zero toxicity, which
requires the use of non-toxic crosslinking agents. These can be obtained from naturally
available biopolymers. An example of such crosslinker is cellulose dialdehyde (DAC),
which is obtained from the selective oxidation of cellulose. This thesis deals with the
preparation and characterization of hydrogels based on partially acetylated chitosan
crosslinked by DAC and the investigation of their potential for topical application in
cometics and medicine, namely rheological properties, cell proliferation, cytotoxicity, and

release of the active substance from the hydrogel.

Key words: chitosan, dialdehyde celluloses, hydrogel, biologically active substances, release

kinetics
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UvoD

V poslednich né€kolika desetiletich se ve vSemozZnych oblastech prosazuje trend navratu
zpatky k piirod¢. Oznaceni BIO déla produkty ¢im dal popularnéjsi, at’ uz se jedna o

potraviny, kosmetiku nebo primyslové vyrobky.

Biomaterialy se t&8i u vyrobcu i spotiebiteltt velké oblib&é nejen z etického hlediska (tlak
spolecnosti na ochranu pfirody, omezovani zneCisténi zivotniho prostiedi, zmenSeni
ekologické stopy), ale taktéz z pohledu zdravotniho. Biomateridly z piirodnich zdroju
pfinaseji nespocet benefiti, jako je nulova toxicita @ minimum nezadoucich ucinkd, ale také

snadna piiprava a takika neomezené mnozstvi obnovitelnych vstupnich surovin.

Hydrogely jsou latky, které jsou schopné na sebe navdzat mnozstvi vody rovné az
nékolikasetnasobku vlastni vahy. Nachazeji poté uplatnéni v mnoha odvétvich, naptiklad
farmacii a kosmetologii. Vyuzit je 1ze jako sterilni kryti otevienych ran, ke zvlhéeni pokozky
anebo je nasytit aktivni latkou. Jsou-li vybrany vhodné materialy, diky snadné modifikaci

hydrogelt je mozné piesné upravit rychlost uvolovani této latky a jeji koncentraci.

Co se kosmetiky tyce, v komerénim vyuziti se s hydrogely setkdvame ve formé pletovych
masek. Zakazniky lakaji na pfivétivou cenu, variabilitu a snadnou aplikaci. Na pleti jsou
ptijemné, oproti krémovym a slupovacim maskam po nich nevznika nepotadek a na rozdil
od platynkovych jsou schopny perfektné ptilnout k pokozce a nevznikaji u nich tvrdé
zahyby, takZe nedfou a netla¢i. Jsou pruzné a drZi tvar, proto je pohodlné pouzit je pouze
lokalné, naptiklad jako polstatky na kruhy pod ocima. Tato prace se vénuje piipravé a
charakterizaci hydrogelnich biomaterialii zalozenych na bipolymerech pro topikalni aplikace

V kosmetice ale také mediciné.
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.  TEORETICKA CAST
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1 BIOMATERIALY

Biomateridly jsou vyrabény a zpracovavany tak, aby byly vhodné pro pouziti jako
zdravotnické prostfedky nebo jejich soucasti, a jsou obvykle ur¢eny k dlouhodobému
kontaktu s biologickymi systémy. Pokud jsou pouzity v lidském téle, musi spliiovat
pozadavky na biokompatibilitu. Biokompatibilitou se rozumi snaSenlivost latek v
biologickém prostiedi; biokompatibilni material je posuzovan podle interakce s prostiedim,
a to dle cytotoxicity, toxikologie, alergickych, karcinogennich, teratogennich ¢i
mutagennich reakci, vlivu na infekéni procesy a podle rozsahu a kvality biodegradace.
Material by tedy nemél byt toxicky pro zivé buniky a organismy, je dilezité, aby
neovliviioval fyziologickeé procesy, nevyvolaval zanétovou reakci, neuvoliioval potencialné
jedovaté latky ¢i jinak neposkozoval organismus. NedodrZeni biokompatibility a toxicita

mize vést k odmitnuti implantatd a dal§im vaznym zdravotnim problémiim. [1]

Biomaterialy vyuzivané v mediciné ve formé implantati by mély byt dostate¢né pevné a
odolné proti opotiebeni a také vykazovat nizky koeficient tieni pii interakci s télesnymi
tkanémi. Zvyseni koeficientu tfeni nebo snizeni odolnosti proti opotiebeni mize zptsobit
uvolnéni a znehodnoceni implantatu. Dale se hodnoti odolnost proti korozi. Z chemického
hlediska je lidské t€lo vysoce okysli¢eny solny elektrolyt s pH kolem 7,4 a teplotou 37 °C,
ktery navic spole¢né s ptitomnosti iontll chloru v télnich tekutinach tvoti idealni podminky
ke vzniku koroze. Implantat vyrobeny z korodujiciho biomateridlu mize do téla uvoliiovat

napiiklad kovové ionty, které nasledné vyvolavaji zanétlivé reakce. [1]

1.1 Polysacharidy

Polysacharidy jsou biopolymery tvoiené mono- nebo disacharidy, které jsou navzajem
propojenymi prostiednictvim glykosidickych vazeb. Vznikaji kondenza¢ni reakci, to
znamena, ze se polymer tvofi postupnym ptidavanim monomert na aktivni mista v fetézové
reakci. Mezimolekularni asociace a uspofadani fetézce ovliviiuji fyzikalné-chemické
vlastnosti polysacharidii. Pfitomnost hydroxylovych skupin v opakujicich se jednotkach
umoziuje polysacharidim snadno vytvaiet kovalentni vazby jak uvnitt jednoho, tak i mezi

vicero fetézci. Diky tomu byvaji nerozpustneé, tvoti gely a mivaji filmotvorné vlastnosti. [2]

Polysacharidy lze ziskat z rostlinnych, Zivoé¢isnych a mikrobialnich zdroju. Né&které
polysacharidy maji potencial pro biomedicinské aplikace, pfedevsim chitosan, alginaty,
dextran, celuldza, skrob, kyselina hyaluronova, cyklodextrin a pullulan. Materialy ziskavané

z ptirodnich zdroji maji obvykle lepsi biokompatibilitu a biologickou rozloZitelnost


https://cs.frwiki.wiki/wiki/Monom%C3%A8re
https://cs.frwiki.wiki/wiki/R%C3%A9action_en_cha%C3%AEne
https://cs.frwiki.wiki/wiki/R%C3%A9action_en_cha%C3%AEne
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v porovnani s jejich syntetickymi protéjsky. Jsou netoxické povahy a jejich strukturni
podobnost s glykosaminoglykany napoméaha snadnéjsSimu piijeti implantatu ptivodni tkani.
Mnoho polysacharidti nelze rozpustit v organickych rozpoustédlech, proto je vyvoj
biomaterialu naro¢ny a vysledny produkt nemusi vzdy spliiovat potfebné pozadavky. Bez
ohledu na tato omezeni se v soucasnosti dati vyrabét hydrogely na bazi celul6zy, chitosanu,
alginatd, Skrobu nebo Zelatiny, které se nasledné v biomediciné vyuzivaji jako um¢lé tkang,

tzv. skafoldy, filmy, mikro- a nano¢astice, umélé ¢ervené krvinky a cévni $tépy.[2]

Jen vyjimecné se stava, ze by jediny polymer mél v§echny pozadované vlastnosti, proto se
obvykle pouziva smés dvou nebo tii polymert, piipadné se ptidavaji syntetické polymery,
jako jsou polyethylenglykol nebo polykaprolakton. Diky tomu lze vlastnosti kone¢ného
produktu upravovat dle zadanych pozadavku. Existuji i dal$i modifikaéni metody polymera
a jejich smési, ty hlavni lze rozdé¢lit na chemické, fyzikalni a biologické. Nejcastéji se
pouzivaji modifikace chemické, které spocivaji v naroubovani dalSich fetézca ¢i funkénich
skupin na hlavni polymerni fetézec, coz vede K lepsi bioaktivit¢ a rozpustnosti
polysacharidi. Fyzikalni a biologické metody méni fyzikalné-chemické vlastnosti pouze

zménou molekulové hmotnosti polysacharidi.[2]

Polysacharidy jsou bézné pouzivané v kosmetice, kde slouzi jako zahustovadla,
modifikatory reologie, stabilizatory emulzi, filmotvorna, suspendacni, dispergacni anebo
stabiliza¢ni ¢inidla. Schopnost zadrzovat vodu z nich ¢ini G¢inné humektanty pti piipravé
hydratacnich pfipravkl. Polysacharidy hydratuji pokoZzku a zabranuji transepidermalni
ztraté vody (TEWL), ¢imz zanechavaji pokozku jemnou a hladkou. Ve vétsing€ piipada
vykazuji polysacharidy nenewtonské tokové chovani, tudiz viskozita klesd s rostouci
rychlosti smyku. To je vyhodné v piipadé kosmetickych krémi a mlék, protoze je tim
zabranéno nechténému roztékani kosmetického ptipravku, zaroven je vsak mozno dosahnout

rovnomérné aplikace na kuzi.[3]

1.2 Chitosan

Chitosan se ptipravuje z chitinu, tedy ptirozené se vyskytujiciho polysacharidu, ktery se
nachazi v exoskeletu korysa a v bunéénych sténach hub. Chitin je polysacharid slozeny z
jednotek N-acetyl-D-glukosaminu  navzajem spojenych 1,4-B-glykosidickou vazbou.

Struktura chitinu je znazornéna na Obrdzku 1. [4-6]


https://cs.wikipedia.org/wiki/Polysacharidy
https://cs.wikipedia.org/wiki/N-acetylglukosamin
https://cs.wikipedia.org/wiki/Glykosidov%C3%A1_vazba
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Obrazek 1: Chemicka struktura chitinu

Chitin je v medicin€ znamy pro svoji biokompatibilitu. Jeho nejvétsim zaporem branicim
Vv $ir§im vyuziti je jeho nerozpustnost ve vétsing rozpoustédel véetné vody. Ta je zpisobena
ptitomnosti acetamidovych skupin, které tvoii velmi silné vodikové vazby v chitinové

struktufe. Proto se vyuzivaji jeho derivaty.

Chitosan vznika deacetylaci chitinu v pfitomnosti alkalickych hydroxidi, jako je tfeba
hydroxid sodny. Tento proces nikdy nevede ke 100% deacetylaci, chitin se ale méni na
chitosan ve chvili, kdy stupen deacetylace piekro¢i 50 %. VétSina jednotek v fetézcich
chitosanu tedy existuje v deacetylované formé jako 2-amino-2-deoxy-p-D-glukopyranéza
(Obrazek 2), ¢imz se snizi poc¢et mist pro vznik vodikovych vazeb a vysledny produkt se tak

stava rozpustnym v kyseling.[4, 5]

OH OH OH

L~ L~ OH
HO HO HO NH,

NH, NH,| N

Obrazek 2: Chemicka struktura chitosanu[7]

Vysledny stupen deacetylace chitosanu udava pocet pfitomnych aminoskupin, které jsou na
rozdil od acetamidovych skupin reaktivni a umoziuji naslednou modifikaci, naptiklad
navazani aktivni latky. Stupen deacetylace miize byt stanoven pouzitim né¢kolika metodami,
jako je tieba infracervena spektroskopie, titrace, NMR spektroskopie a plynova
chromatografie.[4] Rozdily mezi chitinem a chitosanem jsou také shrnuty v Tabulce 1.
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Tabulka 1: Srovnéani chitinu a chitosanu

Chitin

Chitosan

Definice

amidovy derivét glukozy

linearni glukosaminovy

polysacharid

Chemicka struktura

acetamidové skupiny, bez

volnych aminovych skupin

dominance volnych

aminovych skupin

primarni slozka bunéénych

deacetylaci

Zdroj stén hub, exoskelet chitinu alkalickou latkou
¢lenovci, rybi Supiny (napi. NaOH)
) ) N filtra¢ni systémy, nosice
Vyuziti zem&delska hnojiva

aktivnich latek

Netoxicky a biokompatibilni chitosan je cennou komoditou v mnoha oblastech vyzkumu,

jako je chemie, biochemie a biomedicina. Chitosanové nanocastice a mikroc¢astice jsou

vyvijeny pro cilené dodavani 1é¢iv a genovou terapii. [8, 9]

Chitosanové hydrogely jsou ¢asto zminovany V souvislosti s jejich antimikrobialni a

antifungalni aktivitou. To je z velké Casti zptisobeno kladnym nabojem chitosanovych

hydrogelt, které mohou slouzit jako chelaéni ¢inidlo reagujici se zaporné nabitymi ligandy,

jako jsou ty na povrchu bakterii. [8, 9]

Chitosan vykazuje citlivost na pH, coz bylo dokazano naptiklad studii provedenou Shu et al.

(2001) zkoumajici filmy citrat/chitosan. Bobtnani filmi bylo nejnizsi pti pH 5,5 a 6,5 (2,45—

2,50x) kvuli vyznamné elektrostatické pfitazlivosti mezi citrdtem a chitosanem, coz je

znazornéno na Obrazku 3. [10]

Swelling ratio

|
3.04

2.84

2.6

2.4+

4

pH

10

Obrazek 3: Zavislost bobtnaciho poméru na pH prostredi[10]
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SniZeni pH oslabilo iontové vazby a tim usnadnilo bobtnani filmu (bobtnaci pomér 2,83 pfi
pH 4,5). Kdyz bylo pH niz§i nez 4,5, film citratu/chitosanu nabobtnal jesté vyraznéji a
disocioval se béhem 24 hodin, jelikoZ v této oblasti pH nebylo pozorovano zadné iontove

zesiténi. [10]

Chemické a fyzikalni vlastnosti chitosanu se mohou vyrazné lisit v zavislosti na stupni
deacetylace a jeho molekulové hmotnosti. [9, 11] Nejéastéji studované jsou jeho chemickeé,

fyzikalni, mechanicke a antimikrobialni vlastnosti.

1.2.1 Chitosan v kosmetice

Chitosan lze nalézt ve slozeni fady vlasovych produktd, jako jsou Sampony, oplachy,
prostfedky pro trvalou ondulaci, vlasova barviva, stylingové vody, laky na vlasy a vlasova
tonika. Chitosan a jeho kationtoveé derivaty maji schopnost interagovat s keratinem
obsazenym ve vlasech a vytvaret prithledné, elastické filmy na vlasovych vldknech. Tyto
filmy zlepsuji mékkost a pevnost vlasu a zabranuji jejich poskozeni, vedou ke zvySeni

tloustky vlasu a ke zlepSeni mechanickych vlastnosti a celkoveho vzhledu. [6, 12]

Lze jej pouzit i v pé¢i o Gstni dutinu zaméfené na prevenci (zubni pasty, Ustni vody), jejimz
cilem je pfedchazet onemocnénim zubti a dasni. Zubni kaz vznika procesem fermentace
sacharidt v dusledku metabolismu bakterii. Dochazi pti ném ke vzniku silnych organickych
kyselin, jako jsou laktat, formiat a pyruvat, které zptsobuji demineralizaci povrchu zubu.
Diky svému pKa, které se u chitosanu pohybuje v rozmezi 5,1 az 6,5 (v zavislosti na My
chitosanu a stupni deacetylace), pIni chitosan funkci pufrovaci latky branici vzniku zubniho
plaku. [6, 12]

Chitosany a jejich derivaty nesou kladny elektricky naboj a maji relativné vysokou
molekulovou hmotnost, diky které k pokozce dobie piilnou a dlouho se na ni udrzi, tudiz
mohou fungovat jako zvlhéovaé pokozky. Naptiklad aplikace rozpustného derivatu
chitosanu, karboxymethylchitosanu (CMCS) se v kosmetice déli do péti hlavnich oblasti:
jako ¢inidlo pro absorpci a zadrzovani vlhkosti, antimikrobialni ¢inidlo, antioxida¢ni ¢inidlo,
ptenaSe¢ aktivnich latek a stabilizator emulzi. 0,25% vodny roztok CMCS byl z hlediska
schopnosti zadrzovat vlhkost srovnatelny s 20% vodnym roztokem propylenglykolu a
viskozita byla téméf stejna jako u kyseliny hyaluronové (HA), slou¢eniny zname pro svoji
vynikajici schopnosti zadrzovat vlhkost. V posledni dobé jsou chitosany a jejich derivaty

podrobnéji zkoumany pro jejich vyuziti jakozto aplikaéniho systému pro Ié¢iva a kosmetiku.
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Mezi vyhody zapouzdieni ucinnych latek v polymerni matrici patii jejich ochrana pted
okolnim prostiedim a moznost fizeného uvoliiovani. Chitosan mtze byt pouzit také jako
stabilizator emulze. Pfitomnost chitosanu béhem tvorby emulzi olej ve vodé vede ke zvySeni
stability kyselych (pH 3) emulzi obsahujicich izolaty syrovatkové bilkoviny. Tento Gc¢inek
byl potvrzen zvySenou viskozitou, stabilitou krémovani a mensi tvorbou kapicek v emulzich.

[13]

1.3 Celul6za

Celuldza je v ptirodé nejrozsitenéjsi makromolekularni polysacharid. Ve formé celulozy se
nachazi asi 50 % uhliku v rostlinach. Tvofi naptiklad 40-45 % suSiny ve dfevé, obsah v
baviné dokonce presahuje 90 %. Tim se bavlna stava vybornym zdrojem celuldzy pouzivané
napf. k vyrobé filtri z mikrovlaken. Obvykle se celuldza vyskytuje ve smési s hemicelul6zou

a ligninem.[14]

Celuléza se sklada zjednotek B-D-glukdzy navzajem spojenych B-1,4-glykosidickymi
vazbami. Celuldza tedy obsahuje tii prvky: uhlik, vodik a kyslik, a strukturu jeji jednotky
Ize sumarné vyjadiit jako CsH100s. Chemicka struktura je znazornéna na Obrazku 4. Jelikoz
se jedné o makromolekularni polysacharid, celul6za se ¢asto oznacuje jako (CsH100s)n, kde
n znaci stupen polymerace. Hodnota n pro dfevité vlakno se pohybuje v zavislosti na jeho
druhu mezi 6 000 az 8 000, pro bavinéné vlakno je zhruba 14 000.[14]

OH

Obrazek 4: Chemicky vzorec celul6zy [15]

Analyzou struktury celuldzy pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM) a transmisni
elektronové mikroskopie (TEM) byly identifikovany rizné formy celuldzy. Celuldza déli na
bakterialni celul6zu, mikrofibrilovanou celul6zu, mikrokrystalickou celulézu, sitovanou

celulézu, nanokrystalickou celuldzu a jim odpovidajici komplexy.[14]
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1.3.1 Dialdehyd celul6zy

Pro praktické vyuziti celuldzy je v n€kterych piipadech tieba pozménit jeji vlastnosti. Toho
Ize dosahnout napiiklad jeji oxidaci a naslednou solubilizaci. Solubilizace je proces, pii
kteréem se méni délka fetézce a zvySuje rozpustnost ve vodé. K preméné celulézy na
dialdehyd dochazi pii oxidaci hydroxylovych skupin na C2 a C3 pomoci jodistanu sodného
(NalOs) na dvojici aldehydovych skupin, pfi ¢emz se soucasné S$tépi vazba C2-C3
anhydroglukopyranosidoveho cyklu. Celul6za je smichana s jodistanem sodnym (NalOs)
vpoméru 1:1,2 a ponechana reagovat v temnu po dobu 72 hodin pii teplot¢ 30 °C.
Vyslednym produktem je dialdehyd celul6zy (DAC) se stupném oxidace vys$$im nez 95 %.
Piebyteény NalOs je nasledné neutralizovan piidavkem ethylen glykolu, ¢imz dojde

k ukonéeni reakce. [16]

Vyhodou aldehydovych skupin v DAC je jejich vysoka reaktivita. Diky tomu mohou byt
preménény na jiné funkéni skupiny (naptiklad primarni alkoholy, karboxylaty nebo iminy).
Napiiklad dalsi oxidaci DAC lze ptipravit dikarboxycelulézu (DCC). Tuto reakci znazortiuje
Obrazek 5.[16]

OH

. NaClO, CH,COOH o .
Na,lO, R/ (H NSO3) ,\O R/
72h, 30°C 7h 30°C 0 O

OH OH
celullose DCC

Obrézek 5: Schéma piipravy DCC [16]

DCC je netoxicky a dobfe rozpustny material s dobfe definovanym slozenim, vhodny k pro
pouziti v biologickych aplikacich. Pfidanim kyseliny amidosulfonové do reakéni smési 1ze
ovlivnit jeho molekulovou hmotnost. DCC obsahuje dvé karboxylové skupiny na kazdou
oxidovanou monomerni jednotku a je schopen tvofit chelaty, napf. s protinadorovymi lé¢ivy
jako je cisplatina. V piipadé konjugatu cisplatina-DCC soucasné nabizi velmi vysokou
ucinnost vazani (90-98 %) a vysokou pienosovou kapacitu. Tyto konjugaty zustavaji dobie
rozpustné ve vodném prostfedi, aniz by dochazelo kuvoliovani navazaného 1éCiva.
Rychlost uvolnovani 1é¢iv 1ze ovlivnit modifikaci molekulové hmotnosti nosic¢e a zménou
pH prostredi; pii pH 5,5 je 2x rychlejsi nez pti pH 7.4, coz v praxi umoznuje vyuzit kyselou

povahu okoli nadora. [16]
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DAC lze také vyuzit jako sitovaci ¢inidlo pro ptipravu hydrogeld. Pojem sitovani znamena
vytvofeni vazeb mezi molekulami polymert. Propojeni polymernich fetézct vede ke vzniku
dlouhych vétvenych siti. Se zvétSujici se slozitosti celé sit€¢ vznika 1 ¢etné mnozstvi uzli
mezi jednotlivymi polymery. Vyssi pocet uzlu piispiva k nizsi rozpustnosti celé sité a ke
vzniku hydrogelu. O pevnosti a charakteru vznikajiciho materidlu rozhoduje i podnét, ktery

vedl k zesiténi jednotlivych polymerd.[17]
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2 HYDROGELY

Hydrogely jsou trojrozmérné zesitované struktury skladajici se z hydrofilnich polymernich
systému. Hydrogely bobtnaji v dusledku absorpce velkého mmnozstvi vody ¢i jiného
rozpoustédla, coz z nich ¢ini cenné materidly pro rizna vyuziti. Hydrogelové struktura
obsahuje vazby mezi polymernimi strukturami, kterych lze dosahnout pomoci metod
zesiténi, jako je fyzikdlni metoda, chemickd metoda, enzymatickd metoda,

vysokoenergetické ozafeni, fotochemicka reakce a roubovani.[18]

Hydrogely jsou prakticky aplikovany v riznych odvétvich, jako jsou masky v kosmetice,
analgetické naplasti, zavlazovace pudy, prostiedky zabranujici roseni a regulatory vihkosti,
potravinaiské konzervanty, zahustovadla, farmaceutické nosice aktivnich latek, skafoldy ve

tkanovém inzenyrstvi nebo v medicing jako Setrné kryti na oteviené rany. [19]

Prvni zesitovany HEMA hydrogel by syntetizovan v roce 1960 Ottou Wichterlem a
Drahoslavem Limem. Jeho vysok& hydrofilita a biokompatibilita umoznila velké mnozstvi
praktickych aplikaci. Uz po n¢kolik desetileti se tento materiél Siroce pouziva ve formé
kontaktnich cocek. Pozdé&ji byly u hydrogelt pochazejicich z ptirodnich polymert (kolagenu
a zralo¢i chrupavky) zkoumany moznosti jejich aplikace jako sterilniho kryti na popaleniny.
S rychlym rozvojem tkanového inzenyrstvi byly hydrogely pouzity jako matrice pro bunécny

rast a nosi¢ rustovych faktorti vedoucich k regeneraci tkani. [19]

2.1 Hydrogely v kosmetice

V kosmetickém odvétvi se hydrogely aplikuji predevsim lokalné (na kuzi nebo vlasy) a
pouzivaji se také v péci o Ustni dutinu. Hydrogely pouZivané v kosmetickych ptipravcich
mohou byt zalozeny na riznych biopolymerech, napiiklad kolagen, Zelatina, kyselina
hyaluronova, alginat, chitosan, xantanova guma, pektin, Skrob, celuldza a jeji derivaty.
Hydrogely na bazi biopolymerii se pouzivaji k vyvoji novych kosmetickych produkta, jako

jsou tfeba zkraslovaci masky. [6]

2.2 Klasifikace

Hydrogely se Ize klasifikovat podle riznych hledisek, napt. podle jejich piivodu na pfirodni
a syntetické.

Ptirodni polymery, jako je kolagen, Zelatina, kyselina hyaluronova, fibrin, alginat sodny,

chitosan, dextran nebo cyklodextrin pochazeji z pfirodnich zdroji a vyznacuji se dobrou
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biokompatibilitou a biologickou odbouratelnosti. Hydrogely piipravené na bazi téchto

polymeru taktéz ptejimaji jejich vlastnosti.[19, 20]

Syntetické hydrogely jsou zesitované polymery vzniklé adi¢ni reakci nebo polymeraci s
otevienim kruhu za uméle vytvoienych podminek. Jako zéklad pro pfipravu syntetickych
hydrogelti se obvykle pouzivaji kyselina polyakrylova a jeji derivaty, polyvinylalkohol,
polyethylenglykol a jeho kopolymery nebo polyvinylpyrrolidon. Syntetické hydrogely maji
vyhodu ve snadné prumyslové vyrobé a Ize u nich presnéji modifikovat jejich vlastnosti. Ve
srovnani s prirodnimi polymernimi hydrogely vsak mohou mit $patnou biokompatibilitu,

bioaktivitu a biologickou rozlozitelnost.[19, 20]

Na zékladé mechanismu tvorby trojrozmémé sitové struktury Ize hydrogely rozdélit na

chemické a fyzikalni.

Chemické hydrogely vznikaji chemickym zesitovanim mezi molekulami a toto zesiténi je
nevratné. Tyto hydrogely obvykle vykazuji vybornou stabilitu a maji dobré mechanické
vlastnosti.[19]

Fyzikalni hydrogely jsou pfedevsim trojrozmérné sité tvofené nekovalentnimi vazbami, jako
je elektrostatickd interakce, vodikova vazba, zapleteni fetézct a hydrofobni interakce mezi
linedrnimi molekulami. Fyzikalni hydrogely obvykle vykazuji reverzibilni konverzi sol/gel,
protoZze k pferuSeni fyzikdlnich interakci mezi molekulami neni potfeba velké mnozstvi

energie. Pfi jejich ptipravé nedochazi k zadné chemickeé reakci.[19]

DalSim kritériem rozdéleni muiZe byt rozloZitelnost, tudiz lze rozliSovat mezi

biodegradabilnim a nebiodegradabilnim hydrogelem.[19]

Vétsina piirodnich polymernich hydrogelt je biodegradabilni. Trojrozmérné struktury
téchto hydrogelti tak mohou byt poruseny a nasledné zanikat za pfirozenych podminek
pisobenim mikroorganismi a enzymui. Vazba mezi jednotlivymi fetézci a uvnitf
molekularnich fetézct je pak prerusena a pevnost hydrogelu se postupné snizuje. Nakonec

je hydrogel rozlozen na malé molekuly.[19]

Biologicky neodbouratelné jsou takové hydrogely, které nevykazuji citlivost na
environmentalni podnéty a mohou si po dlouhou dobu zachovat stabilni strukturni, fyzikalni
a chemické vlastnosti. Mezi biologicky nerozlozitelné hydrogely se fadi vétsina syntetickych

hydrogelt ptipravenych chemickym sitovanim.[19]
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Na zaklade¢ jejich citlivosti na vnéjs$i podnéty lze hydrogely rozdélit na hydrogely ,,chytré*
(reagujici na okolni prostredi) a bézné (na prostiedi nereagujici).[19, 20]

Hydrogely reagujici na okolni prostiedi, ozna¢ované také jako ,,chytré*, mohou reverzibiln¢
reagovat na vnéjsi podnéty. Kdyz je hydrogel vystaven zménam okolniho prostiedi, jako je
teplota, pH, iontova sila, svétlo, tlak, elektrické nebo magnetické pole, zméni se jeho
trojrozmérna sit'ova struktura. Bobtna nebo se smrst'uje, méni sviij tvar nebo své mechanické
a opticke vlastnosti v reakci na okolni podnéty. Hydrogel se automaticky vrati do nizsiho
ustaleného stavu vnitini energie, jakmile tyto podnéty zmizi. Naptiklad hydrogely citlivé na
teplo jsou typem hydrogelu, ktery vykazuje teplotné¢ indukované zmenSovani nebo
zvétSovani objemu. Termocitlivy hydrogel ve své siti obsahuje jak hydrofilni, tak hydrofobni
funkéni skupiny Vv ur€itém poméru. Pfi nizkych teplotach tvoti hydrofilni skupiny na
polymernim fetézci vodikové vazby s molekulami vody. Interakce polymeru s vodou je
siln€j8$i nez interakce polymer-polymer. Jak se teplota zvySuje, vodikova vazba mezi
polymerem a vodou se postupné oslabuje. U fady polymernich materiala je tako zlomovéa
teplota blizka teploté téla (37 °C), proto maji tyto materidly potencial v oblasti mediciny pro
fizené dodavani 1é¢iv.[19-21]

Hydrogely nereagujici na okolni prostedi jsou pro svoji stabilni strukturu a fyzikalni a
chemickeé vlastnosti za riznych podminek prosttedi vhodné pro nékteré specialni aplikace.
Napiiklad agaroza je vysoce hydrofilni, biologicky odbouratelnd a nenese témér zadny
naboj. Jako hydrogel je ziidka adsorbovana citlivymi biomakromolekulami, proto se ¢asto
pouziva jako podpurna matrice pro imunoelektroforézu, coz je typ laboratorniho testu
pouzivaného k identifikaci urcitych proteinovych molekul produkovanych imunitnim

systémem). [19]

2.3 Struktura hydrogeli

V zavislosti na zptsobu pfipravy, iontovem naboji nebo fyzikalnich vlastnostech, hydrogely
mohou byt rozdéleny do nékolika Kategorii s ohledem na jejich strukturu. Na zakladé
zpusobu pfipravy se muze jednat o hydrogely homopolymerni, kopolymerni,

multipolymerni nebo interpenetrujici polymerni hydrogely. [22]

Homopolymerni hydrogely jsou zesitované sité¢ jednoho typu hydrofilni monomerni

jednotky, zatimco kopolymerni hydrogely vznikaji zesitovanim dvou komonomernich
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jednotek, z nichz alesponi jedna musi byt hydrofilni, aby byly bobtnatelné. Multipolymerni
hydrogely se vyrab&ji ze tii nebo vice komonomert, které spolu reaguji. Interpenetrujici
hydrogely obsahuji dvé rizné polymerni sité, pfiCemz se prvni piipravena sit necha
nabobtnat v roztoku dal$iho monomeru. Ten reaguje a vytvaii druhou prolinajici se sitovou

strukturu.[22]

Na zakladg jejich iontovych naboji mohou byt hydrogely rozdéleny na neutralni, aniontové,
kationtové nebo amfolytické. Na zakladé fyzikalnich strukturnich ryst systému je lze
klasifikovat jako amorfni, semikrystalické, vodikové vazané nebo komplexni struktury. V
amorfnich  hydrogelech jsou makromolekularni fetézce uspofddany ndhodné.
Semikrystalické  hydrogely se  vyznacuji  hustymi  oblastmi  uspotfadanych
makromolekularnich fetézcti, kde vodikové vazby vedou k vytvoteni trojrozmérné struktury.
Strukturalni hodnoceni hydrogelti ovsem ukazuje, ze jen ziidka jsou pozorovany idealni
sité.[22]

Retézce hydrogelu jsou vzajemné spojeny pomoci spojovacich bodi. Jako tyto body mohou
fungovat tieba atomy uhliku, obvykle se vSak jedna o chemické mustky, jako je napiiklad
acetalovy mustek v piipadé zesitovaného poly(vinylalkoholu). Jindy mize byt spojeni
makromolekularnich fetézcti zptisobeno vodikovymi mustky a van der Waalsovymi silami,
jako je tomu v piipadé struktury glykoproteinové sité té¢lesného hlenu. Sitova struktura mtize
zahrnovat také dalsi spojeni, kterA mohou byt bud’ jednoduchymi spletenci trvalé nebo

semipermanentni povahy, nebo uspoiadanymi fetézci tvotficimi krystaly.[22]

2.4 Syntéza hydrogeli

Hydrogely lze ptipravit riznymi zpusoby, napiiklad chemickym sitovanim, fyzikdlnim
sifovanim, sitovanim zptisobeném UV zafenim nebo polymeracnim roubovanim. Rizenou
polymeraci je mozné pripravit hydrogely s riznym slozenim, velikosti, tvarem a

morfologii.[23]

2.4.1 Fyzikalni sitovani

Hlavni vyhoda piipravy fyzikalnich gelti spo¢iva v tom, Ze k jejich zesitovani neni potieba
sitovaci ¢inidlo, ¢imz tedy odpada nutnost jej po zreagovani vymyvat. Hydrogely s fyzikalni
siti je mozné ptipravit napiiklad opakovanym chlazenim a zahfivanim polymerniho roztoku,
pomoci vodikovych vazeb, iontovou interakci nebo agregaci za vyssich teplot. Hydrogely s

fyzikalni siti mivaji ve srovnani s hydrogely s kovalentnimi vazbami kiehéi strukturu,
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nicméné pFitomnost vodikovych vazeb anebo iontovych interakci vede k dostate¢né stabilite
systému.[23-25]

2.4.2 Chemické sitovani

Mezi hlavni zpisoby chemického sitovani se fadi metoda roubovani monomert a pouziti
sitovaciho ¢inidla za G¢elem propojeni dvou fetézct polymeru. Chemické sitovani znamena
vytvafeni kovalentnich vazeb mezi vicero fetézci polymeru a sitovacim ¢inidlem nebo
kratkymi fetézci roubovaného polymeru. Polymerni fetézce Ize propojit se sitovacimi
¢inidly reakci na funk¢nich skupinach (hydroxylovych, karboxylovych a aminovych).
Reakci polymert s vhodnymi bi- nebo polyfunkénimi slou¢eninami obvykle sta¢i spustit

zahtatim na vyssi teplotu, pfipadné piidavkem katalyzatoru.[23-25]

2.4.3 Metoda Schiffovych bazi

Metoda Schiffovych bazi se zaklada na reakci mezi chitosanem obsahujicim aminovou a
aldehydickou funkéni skupinou v DAC. Tato reakce je obecné znazornéna na Obrézku 6.
[25, 26]

R OH - H,O R
jc:o + RNH, =— R>c:: — > “;o:rq—R'
H H  “NHR H
Schiffova baze

Obrézek 6: Schématické znazornéni vzniku Schiffovy baze

Schiffova baze vznikne navazanim dusiku aminové slozky na chiralni uhlik karbonylové
skupiny a naslednou eliminaci vody, ¢imz dojde ke vzniku vazby C=N. Tento typ reakce se
bézné vyskytuje u nékterych biochemickych enzymatickych reakci.[25, 26] Tento zptisob
sitovani nevyzaduje pfili§ narocné podminky reakce a lze jej tedy vyuZit pfi praci s Zivymi
bunkami ¢i jinym materialem citlivym na okolni prostiedi.[25, 27] Tato reakci probiha také
mezi DAC a chitosanem, ¢ehoZ je vyuzivano také v této praci. Schéma této reakce je na
Obrézku 7. Vzniklé hydrogely jsou sitovany kromé Schiffovych bazi také pomoci slabych

interakci, napt. vodikovych mistk.
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Obrézek 7: Znazornéni vzniku Schiffovy béaze u reakce chitosanu a DAC [26]

2.5 Parametry sité

Schopnost hydrogelti zadrZzet vodu je zplsobena ptitomnosti hydrofilnich skupin v
polymernich fetézcich. Mnozstvi navazané vody se pohybuje do n€kolika ndsobku az do
tisicindsobku hmotnosti suchého hydrogelu. V zavislosti na chemické struktufe polymeru,
jeho typu, stupné zesiténi a kompatibility, se 1i§i zptisob samotného bobtnani.[28]

Bobtnani je jednou z vlastnosti hydrogelt, ktera zAvisi na parametrech hydrogelni sité.

wev

1) Procentualni zbobtnani

Procentualni zbobtnani (%) = % X 100 (1)
0

Kde:

m¢ = hmotnost zbobtnalého hydrogelu v ¢ase t, mp = pocatecni hmotnost vypraného a

vysuseného hydrogelu

2) Obsah vody v rovnovazném stavu zbobtnani (equilibrium water content, EWC)

ms—mg

EWC (%) = x 100 (2)

mg
Kde:

EWC = maximalni mnozstvi vody absorbované hydrogelem (%), ms = hmotnost hydrogelu

zbobtnaného za laboratornich podminek, mo = hmotnost vypraného a vysuSeného hydrogelu
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3) Gelova frakce

mo

Gelova frakce (%) = x 100 (3)

Mint

Kde:

Mo = hmotnost vysusené¢ho a vypraného hydrogelu, mint = hmotnost suchého, nevypraného

hydrogelu

Gelova frakce je tedy definovana jako hmotnostni pomér vysuSeného zesit'ovaného

materialu k hmotnostnimu poméru polymeru pied promytim.[30]

2.6 Metody studia hydrogelii

2.6.1 Viskoelastické vlastnosti

Viskoelastické latky se mohou za ur¢itych podminek chovat jako vazké kapaliny, za jinych
podminek jako pruzna télesa. Poté, co je ukonceno jejich namahani, se ¢aste¢né vrati do
puvodniho stavu. Pro viskoelastické materialy existuje ¢asova a teplotni zavislost napéti a
deformace na pouzitém tlaku, ktera ale nemusi byt linearni, jako byva u viskdznich
materiali, nebo konstantni jako u materialt elastickych. [31]

V soucasnosti je k dispozici fada metod pro charakterizaci mechanickych vlastnosti
hydrogelovych konstrukci. ZkouSka tahem neboli extenzometrie je jednou z nejbéznéjsich
metod mechanické charakterizace. Zahrnuje deformaci materialu pfi konstantni rychlosti
prodlouzeni a zaznamenavani sily potfebné k udrZeni této rychlosti prodlouzeni. Sila a
prodlouzeni materialu se pouzivaji k ziskani grafu napéti versus deformace, ze kterého Ize
odvodit ne€kolik mechanickych parametrti, jako je Younglv modul, mez kluzu a mez

pevnosti v tahu. [31]

Dalsi metodou je neomezeny kompresni test, ktery zahrnuje stlaceni hydrogelu mezi dvéma
deskami. Sila potiebna ke stlaceni hydrogelu a velikost deformace se pouziji k odvozeni
grafu napéti versus deformace, ze kterého lze urcit modul v tlaku a pevnost v tlaku. Ke

stanoveni mechanickych vlastnosti hydrogelt 1ze také pouzit omezeny tlakovy test. Lisi se
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od neomezenych kompresnich test v tom, Ze je hydrogel uzavien v komoie, coz zabranuje

bo¢nim deformacim vzork pii jejich stlaovani. [31]

Pro stanoveni viskoelastickych vlastnosti materiali se také vyuziva oscila¢nich testi.
Vzorek se umisti mezi stacionarni ¢ast reometru a horni senzor, ktery pii testech osciluje.
Béhem téchto testll je pozorovana odezva ve formé napéti zpuisobeného mirou deformace
pfi oscilaci rotoru. Sledovanim ¢asové odezvy napéti je pak urcen charakter latky. Je-li mira
deformace ve stejné fazi jako odezva materidlu, jedna se o dokonale pruzna télesa. U
idealnich kapalin je tato odezva posunuta o n/2. Viskoelasticky materidl méa vlastnosti jak
pruzného télesa, tak i kapaliny. Fazovy posun se tedy pohybuje mezi hodnotou 0 a m/2
(Obrézek 8).[32, 33]

Elasticka pevna latka

Mira deformace %Qv-
5 = 0 .

Viskozni kapalina

Mira deformace %

Napéti }\ e — S

' §

Viskoelasticky material

Mira deformace '/\/\/

0<6<

~

v

Obrézek 8: Napétova odezva pro rizné materialy[33]

Chovani viskoelastickych materialti 1ze popsat nasledujicimi rovnicemi:

0 = gpx cos(wxt + ) (8)
€ = gyx cos(wxt) 9
Kde:

6 = napéti, 6o = amplituda napéti, € (t) = pomérna deformace v Case, €0 = pomérna deformace,

t = ¢as, o = kruhova frekvence, 6 = fazovy posun
Meéfenim lze ziskat nasledujici veliciny:

G =2coss (10)

€o
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G =2siné (12)
€o
G'=G +ixG (12)
Kde:

G’ = elasticky modul udavajici schopnost materialu vratit se do ptivodniho stavu
G" = ztratovy modul udavajici schopnost latky k teceni a tlumici vlastnosti materialt

G* = komplexni modul pruznosti

Casovou zavislost napéti béhem harmonického namahani viskoelastickych materiala lze
dale vyjadiit jako:
0=G Xgyxcos(wt) + G’ X gy X cos(wt + g) (13)

Dalsim testem je oscilaéni test s malou amplitudou. Pti tomto testu senzor osciluje s danou
frekvenci, ktera se postupné zvysuje od nejmensi po nejvétsi hodnotu za konstantni
amplitudy deformace. Zaznamenava se zavislost viskoelastickych modulti na frekvenci

oscilace.[32]

_o
tgd = = (14)

Kde:
tgd = ztratovy Uhel, ¢initel vnitiniho tlumeni

Pokud je vysledny ztratovy thel vétsi nez 1 (G~ < G™), lze vzorek oznacit za viskozni s
tendenci k teceni. Pokud vsak je podil modultt mensi nez 1 (G" > G”"), material vykazuje
prevazné elastické vlastnosti, jednd se tedy o tuhou, vysoce strukturovanou latku.

Reologické vlastnosti Ize odvodit z deformace sledovaného vzorku pomoci reometru.[32]

2.6.2 Morfologie

Morfologie hydrogelti popisuje jejich strukturu a povrchové charakteristiky, jako je
pfitomnost porid, jejich tvar a velikost. Zobrazovaci techniky se fadi mezi pfimé metody
strukturni analyzy, kdy pfimo zobrazi u analyzované¢ho vzorku jeho vnitini strukturu.
Rozliseni z&visi na zvolené technice. Patii sem naptiklad opticka mikroskopie, BET analyza

¢i skenovaci elektronova mikroskopie (SEM).[34]
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2.6.3 BET analyza

Model BET se zakladd na kinetickém modelu adsorpéniho procesu. Poprvé byl popsan
Irwingem Langmuirem v roce 1916. V roce 1938 rozsitili Stephen Brunauer, Paul Hugh
Emmett a Edward Tellet tuto teorii do vicevrstvé adsorpéni teorie. Tato metoda je oproti
Langmuirové izotermé realngj$i a zaroven je také zakladem standardniho zptisobu

vyhodnocovani specifického povrchu latek. [34, 35]

Tato metoda je zaloZena na absorpci plynu na povrchu pevného materialu, ktery byl predem
odplynény, a sledovanim absorbovaného mnozstvi plynu za riizného tlaku. V pribéhu ¢asu
je zaznamenavana adsorp¢ni izoterma popisujici zavislost adsorbovaného mnozstvi plynu

na zméné tlaku za konstantni teploty. Jako plyn se nejcastéji pouziva dusik.[35]

Principem BET analyzy je ptedpoklad, ze ptilnuti plynu na povrch uvolni adsorp¢ni teplo.
Kazda nasledujici vrstva molekul plynu, ktera dosedne na vrstvu piedchozi, vyvola interakci
molekula-molekula a uvolni se tak kondenzaéni teplo. Brunauer, Emmett a Teller navrhli

rovnici izotermy, ktera vypada nasledovné:[34]

P __ 1 4 et e (15)

a(po—p) AmaxXC  AmaxXC  Po

Kde:

p = rovnovazny tlak (Pa), po = saturaéni tlak (Pa), a = absorbované mnozstvi molekul za
dané teploty a tlaku (mol/g), amax = absorbované mnozstvi plynu po vytvoieni monovrstvy

(mol/g), ¢ = BET konstanta

2.6.4 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

Elektronova mikroskopie narozdil od mikroskopie optické vyuziva namisto svétla paprsek
urychlenych elektront. Tyto elektrony nesou velké mnozstvi kinetické energie. Ta je
nasledné rozptylena do ruznych forem vznikajicich interakci elektron-vzorek, jako jsou
teplo, elektrony zpétného odrazu s vysokou energii, emise nizkoenergetickych sekundarnich
elektronti, emise svétla nebo rentgenové emise. Vysledny obraz elektronové mikroskopie
zaznamenava meénici se intenzitu téchto signalti v poloze odpovidajici poloze paprsku na
vzorku. Sekundéarni elektrony a zpétné rozptylené elektrony se pro zobrazovéani vzorku
pouzivaji bézn¢. Sekundarni elektrony zobrazuji morfologii a topografii vzorkd, zpétné

rozptylené elektrony ilustruji kontrast ve vicefazovych vzorcich. [36]
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Analyza SEM se fadi mezi "nedestruktivni”, coz znamena, ze pfi rentgenovym zafenim
generované interakcemi elektronti nedochazi ke ztrat¢ objemu vzorku. TudiZz je mozné
analyzovat stejné materialy opakované. ZvétSeni v ramci této metody muze byt az 500
000krat. Pied analyzou jsou vzorky obvykle lyofilizovany, upraveny kryofrakci nebo
fixovany v pryskyfici. V piipadé, ze je vzorek elektricky nevodivy, je nejprve nutné jej
pokovit. [36]

2.6.5 Uvoliovani latek z hydrogelu

Jednou z hlavnich vyhod hydrogelt pouzivanych pii lokalni 1é¢bé koznich onemocnéni je
snadna aplikace a vyraznd minimalizace nezadoucich G¢inku ve srovnani s peroralnim nebo
intravendznim pouzitim. Aplikace terapeutickych sloucenin zaclenénych do hydrogelové
struktury pfimo na kizi také chrani tyto slouceniny proti plisobeni jaternich enzym a first-
pass efektu v jatrech. Pii transdermalnim podani 1é¢ivo zpocatku pronika stratum corneum,
poté hlubsi epidermis, dokud nedosdhne dermis. Po dosazeni dermalni vrstvy muze byt
absorbovan do systémové cirkulace dermalni mikrocirkulaci. Je vSak tfeba poznamenat, ze
lokalni dodévani léCiva zavisi na mnoha faktorech, vCetné vlastnosti kozni bariéry a také

fyzikalné-chemickych vlastnosti zabudované terapeutické slouceniny a jejiho nosice.[37]

Aktivni latky mohou pronikat kiizi dvéma cestami: transepidermalni a transappendagealni.
Prvni se zaméfuje na prichod molekul stratum corneum, které se skladad z mnoha vrstev
velkych, polyedrickych a bezjadernych bunék. Intracelularni penetrace mize probihat cestou
korneocytl, které umoziuji piedev§im transport latek s hydrofilnimi nebo polarnimi
vlastnostmi, nebo mezibunéénymi prostory, které umoziuji difuzi lipofilnich nebo
nepoléarnich latek ptres lipidovou matrici. Druha cesta, transappendagealni, zahrnuje prichod
latek ptes vlasové folikuly a ptes potni Zlazy. Lokalni aplikace tedy mize vést k uvolnéni
lé¢iva do kiZze a do systémového obchu prostiednictvim perkutdnni absorpce vcetné
prichodu topicky aplikovanych molekul na kazi, perkutdnni penetrace, béhem niz se
slouceniny pohybuji z povrchu stratum corneum z ktize do systémové cirkulace a pronikéani

chemickych slouc¢enin kizi diftzi nebo pory.[37]

Uvolnovani aktivnich latek z hydrogelu 1ze sledovat pomoci analyzy rozpoustédla, do
kterého byl hydrogel vlozen. Tuto analyzu lze provést napiiklad pomoci UV-VIS
spektrofotometrie. Spektra ve viditelné (VIS) a ultrafialové (UV) oblasti jsou zptisobena
prechodem elektronti mezi riiznymi elektronovymi stavy molekul. Pokud molekula piijme

takové mnozstvi energie, které odpovida rozdilu mezi z&kladnim a excitovanym stavem,
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piejde elektron z obsazeného orbitalu v zakladnim stavu na néktery neobsazeny orbital.
Potiebnou energii Ize dodat elektromagnetickym zafenim. Princip méfeni je podobny
klasické IR spektroskopii. Zdrojem svétla byvaji obvykle dvé rizné lampy. Prvni deuteriova
vybojka emituje zafeni 0 vinové délce v rozsahu 200-330 nm, zatimco druha produkuje bilé
(viditelné) svétlo v rozsahu 330-700 nm. Svételny paprsek nasledné prochazi vhodnym
monochromatorem a poté je rozpilen na paprsek referen¢ni a métici. MEti se mnozstvi
energie zafeni pohlcené pii prichodu paprsku vzorkem. Nakonec je intenzita obou paprski
porovnavana Vv detektoru. Zmény oproti plynule se ménici vinové délce tvori vysledny
zaznam UV-VIS spektra. Zavislost absorbance na koncentraci a tloust'ce kyvety lze popsat

rovnici odvozenou z Lambertova-Beerova zdkona:
A=excxd (16)
Kde:

A = absorbance, &€ = molarni absorpéni koeficient (dm®/(mol x cm)), ¢ = latkova koncentrace
(mol/dmq), d = délka kyvety (cm).[38]

Priklady bioaktivich latek, které lze také z hydrogeli uvolnit a které jsou pouzivany

v kosmetice jsou shrnuty v dalsi kapitole.
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3 BIOAKTIVNI LATKY V KOSMETICE

3.1 Vitaminy

Vitaminy jsou skupinou heterogennich organickych sloucenin, které jsou soucasti velkého
mnozstvi biochemickych procest uvniti téla. Mnoho kosmetickych znacek do svych
ptipravku vitaminy piidava, aby zlepSily rizné estetické vlastnosti, jako je uprava, béleni a
ochrana pokozky. Aby bylo mozné vitaminy do kosmetickych ptipravki pfidat, mély by byt
ve vysoké Cistoté. K jejimu dosazeni je spiSe nez extrakce z rostlinnych zdroji vyhodné;si
proces fermentace. Hlavni skupinou vitamint pouZzivanych v kosmetice jsou vitamin A a

jeho derivaty, vitamin C, vitamin E, vitamin By, vitamin B3z a vitamin Bs. [3]

V lidském téle vitaminy pusobi jako antioxidanty, tedy lapace volnych radikald. Volné
radikaly jsou Castice, které obsahuji jeden nebo vice neparovych elektrond. Jsou velmi
nestalé, reaktivni a vyhledavaji dalsi elektron, se kterym tvoti novy par. Jejich negativni
uc¢inek na lidsky organismus spociva ve schopnosti vazat se na elektrony télesnych bunék a
tim zapficinit jejich nasledné znic¢eni.[39]

Antioxidanty jsou chemické latky, které napomahaji tvofit mén¢ reaktivni radikaly, pfipadné
vyznamng snizuji pocet volnych radikali. Obé tyto akce G¢inné zpomaluji nebo pIné inhibuji
oxida¢ni reakci. Pisobi 1 proti vzniku civilizacnich onemocnéni. Védecké studie dokazuji,
ze pravidelnym a vyvaZenym piijmem antioxidacnich latek Ize oddalit vznik téchto

onemocnéni, jako jsou nemoci srdce, obéhové soustavy a rakovina.[40]

3.1.1 Vitamin A

Pojem vitamin A zahrnuje retinol, retinal a kyselinu retinovou. Vznik4 z p-karotenu a
nékterych jinych karotenoidl. Karoten se transportuje do jater, kde se metabolizuje na

vitamin A.[41]

Hsc CHS CH3 CH3

\\\\OH

CH,

Obrazek 9: Chemicka struktura vitaminu A
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Vitamin A a jeho derivaty jsou Siroce pouzivana ¢inidla pro upravu stavu pokozky. Mohou
regulovat bunéény rust a diferenciaci v kiizi, normalizovat keratinizaci, redukovat vrasky a
pomahaji udrzovat pokozku hladkou a pruznou. Vyuzivaji se jako prostiedek v boji proti
akné, protoze zrychluji obménu koznich bunék, snizuji sekreci kozniho mazu a zabranuji
ucpavani port. Aktivni formy vitaminu A pouzivané v kosmetice jsou alkohol (retinol),
estery (retinylpalmitat, retinylacetat), a aldehyd (retinal). Pfi aplikaci na kiizi se v§echny tyto
formy pfeméni enzymatickym $tépenim na tretinoin. Tretinoin se vaze na DNA, reguluje

genovou expresi, a tim fidi riizné buné¢né procesy. [3, 41]

Dalsi formou vitaminu A pouzivanou v kosmetice je B-karoten, u¢inné fotoochranné ¢inidlo
pouzivané v kosmetickych produktech. p-karoten je velmi oblibeny ve slune¢ni kosmetice
(opalovaci krémy) nebo samoopalovacich prostiedcich. Zabranuje fotohemolyze pomoci
vychytavani volnych radikali a presmérovanim energie zafeni izomerizaci cis-karotenoidu
do formy trans-karotenoidu. Analyza in vivo Ramanovou spektroskopii ukazala, ze
topikalné aplikovany karotenoid pronikd hluboko do epidermis a zvySuje antioxidaéni
potencial pokozky. Zhruba 15 % prumyslového p-karotenu je produkovano
mikroorganismy, piedev§im houbami Blakeslea trispora a mikrofasami Dunaliella

salina.[3]

3.1.2 VitaminC

Vitamin C, neboli kyselina askorbova, je bezbarva krystalicka, ve vodé rozpustna pevna
latka kyselé chuti bez zapachu. Je to organicka kyselina a jeji soli se nazyvaji askorbaty.
Lidé a nékteré jiné zivocisné druhy si jej nedokazou sami syntetizovat, proto je nutno tento

vitamin piijimat v potraveé. Jeho nedostatek se muze u lidi projevit jako kurdéje.[42]

Obrazek 10: Chemicka struktura vitaminu C
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Dulezitymi funkcemi vitaminu C jsou jeho antioxida¢ni G¢inky a fotoochranné piisobeni
vychytavanim volnych radikalt indukovanych UV zafenim. Ma schopnost mirnit zanéty,
proto jej lze pouzit i na pokozku trpici precitlivélosti na kosmetické vyrobky. Dale je
prumyslové vyuzivan jako latka upravujici pH a konzervant v pletové kosmetice. Vitamin
C hraje diilezitou roli v biosyntéze kolagenu. Vnéjsi aplikace vitaminu C udrzuji optimalni
hladinu kolagenu a posiluji extracelularni matrix, jsou tedy ué¢innymi slozkami proti starnuti
v kosmetice. Vitamin C se bézné€ pouziva ve vyrobcich pro béleni pokozky, a to kvuli jeho

antimelanogennim vlastnostem, tedy schopnosti snizovat mnozstvi melaninu v ktzi. [3]

Na pramyslové Grovni jsou nejcastéj$i dva zpasoby vyroby vitaminu C. Prvnim je
Reichsteiniv proces, kombinovand chemicka a mikrobialni metoda vyroby kyseliny
askorbové z D-glukozy, ktera vyuziva druhy Gluconobacter. Druhym je dvoustupiiova
fermentace s vyuzitim vicera druht Gluconobacter. Nékteré mikrofasy, napiiklad Chlorella
pyrenoidosa, jsou schopny produkovat kyselinu L-askorbovou prostfednictvim
jednostupiiového procesu, zde je ale hlavni nevyhodou nizky vytézek ve srovnani s obvykle
pouzivanymi metodami. Alternativni metodou vyroby jsou geneticky upravené mikroby,

které vyuzivaji levné zdroje uhliku a produkuji vitamin C s vysokym vytézkem.[3, 42]

3.1.3 Vitamin B3

Vitamin Bg, jinak nazyvany niacin, zahrnuje kyselinu nikotinovou a jeji derivat nikotinamid
(také znamy jako niacinamid). Obg¢ tyto formy se hojné vyskytuji v pfirodé, pficemz kyselina
nikotinova je vice rozsifena v rostlinach a nikotinamid u zvifat. Jako zdroj niacinu mtizou
byt jatra, driibez, libové maso, ofechy a lusténiny. Mléko a listova zelenina jej obsahuji v
menS$im mnozstvi. Patii do skupiny vitamind B, které jsou rozpustné ve vod¢ a v téle se
neukladaji. Niacin je nezbytn¢ dtlezity pro metabolismus bunék. Spolu s riboflavinem a
thiaminem poméha udrZovat zdravy nervovy a travici systém. Ovliviiuje té€lesny rust a podili

se na syntéze hormont.[43]

\ OH

Z
N

Obrazek 11: Chemicka struktura niacinu
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Onemocnéni zpusobené nedostatkem niacinu a tryptofanu se nazyva pellagra. Mezi ptiznaky
pellagry patii dermatdza, demence, priujem a nervové poruchy. Pellagra se ve vyspélych
zemich vyskytuje jen ziidka a je spojovana s pfili§ vysokym pozivanim alkoholu. V jinych

Castech svéta pellagra pietrvava.[43]

Mnohostranné uplatnéni a ucinky niacinamidu z n¢j délaji cennou ingredienci pro rizné
kosmetické produkty: niacinamid pomahd normalizovat nerovnovahu koenzymi
nikotinamidu ve zralé pleti. ZvySuje biosyntézu ceramida a také dalsich lipida ve stratum
corneum, které jsou soucasti kozni bariéry. Staré fibroblasty vyluc¢uji méné kolagenu nez
buniky mladé, proto méa niacinamid, ktery urychluje buné¢ny metabolismus, taktéz vliv na
lepsi syntézu kolagenu. Dalsi vlastnosti niacinamidu zahrnuji urychleni diferenciace
keratinocytt, pomaha piedchazet skodlivym molekularnim a imunologickym udalostem
vyvolanym UV zafenim, snizuje hyperpigmentaci lidské ktze, reguluje mnozstvi kozniho

mazu a piedchazi tak vzniku akné a také chrani pokozku pied photoagingem. [43]

3.2 Rostlinné slozky

Biologicky aktivni latky obsazené v rostlinich se nazyvaji fytochemikalie. Vétsina
fytochemikalii jsou latky s nizkou molekulovou hmotnosti, jinak také nazyvané sekundarni
rostlinné metabolity. Nejsou sice pro pieziti rostliny nezbytné, ale maji mnoho jinych funkci,
napfiklad ochranu pifed parazity nebo bylozravci. Pojem ,polyfenoly” zahrnuje skupinu
latek, které maji vice nez jednu fenolickou hydroxylovou skupinu vdzanou na jeden nebo
vice benzenovych jader. Mezi nejlepsi zdroje fenolickych antioxidantli lze oznadit Caj
(Camellia sinensis), vino (Vitis vinifera), olivy, olejna semena (napf. slune¢nice, sezam),
dub (Quercus robur), borovici (Pinus maritime) nebo skofici (Cinnamomum zeylanicum). V
poslednich desetiletich se mnoho bylin a pfirodnich sloucenin stale vice tési vefejnému
zajmu jako doplnky stravy a alternativni 1éky, v kosmetické oblasti mohou byt vyrobky
obohacené o polyfenoly ucinné v oblasti prevence a terapii predcasného starnuti pleti
vyvolaného oxida¢nim stresem. Prospé$nost polyfenoltl spoc¢iva predevsim v antioxidacni
aktivité, ochranou proti poSkozeni klize ultrafialovym (UV) zéfenim, inhibici dermalnich

proteinaz, antimikrobialni aktivité a antikarcinogennim tG¢inku.[44, 45]
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3.2.1 Rutin

Rutin (3,3',4',5,7-pentahydroxyflavon-3-rhamnoglukosid, Obrazek 11) je flavonoid, znamy
taktéz jako vitamin P, kKtery ma puvod v rostlinné fi8i. Hojn¢ se vyskytuje v zeleniné a ovoci,
jako je cibule, raj¢ata nebo jablka. Rutin je syntetizovan prostfednictvim metabolické drahy
fenylpropanoidu, kterd zahrnuje transformaci aminokyseliny fenylalaninu na 4-kumaroyl-
CoA. Biosynteticka cesta pokracuje fadou enzymatickych modifikaci a nakonec se rutin v

tlustém stfevé pomoci glykosidaz stfevnich bakterii pfeménuje na kvercetin. [46, 47]

OH

HO O
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Obréazek 12: Chemicka struktura rutinu

Rutin ma Sirokou $kalu farmakologickych vlastnosti, napfiklad antioxidaéni aktivitu, ktera
se vyuziva v humanni mediciné a vyzivé. Bézné€ se pouziva jako antimikrobidlni,
antifungalni a antialergické ¢inidlo. Soucasny vyzkum vSak prokazal jeho multispektralni
farmakologické pifinosy pro l1é¢bu riznych chronickych onemocnéni, jako je rakovina,
diabetes a vysoky tlak. Vyskytuje se v l1écich na vysoky cholesterol, jelikoZ snizuje hodnoty
LDL cholesterolu. Rutin dale pfiznivé ovliviiuje kiehkost krevnich kapilar, ¢imz brani jejich

poskozeni, zvySuje pruznost cév a zesiluje ucinek vitaminu C. [46, 47]

3.2.2 Kofein

Kofein (1,3,7-Trimethyl-3,7-dihydro-1H-purin-2,6-dion, Obrazek 13) je jednim z alkaloidd,
ktery lze nalézt v kave, ¢aji a nekterych nealkoholickych napojich. Kofein je dobfe znamy

jako mirny stimulant centralni nervové soustavy. Kofein je metabolizovan na 3 derivaty
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dimethylxanthinid: paraxanthin (urychluje lipolyzu), theobromin (rozsifuje krevni cévy) a
theofylin (uvolnuje hladké svaly pradusek). V mozku kofein dokaze ovlivnit uvolfiovani
neurotransmiteri, jako je acetylcholin, dopamin, noradrenalin, kyselina gama-
aminomaselna a serotonin, coz zlepsSuje naladu, stimuluje organismus, zlepSuje koncentraci

a odstranuje fyzickou tnavu.[48]

Obrézek 13: Chemicka struktura kofeinu

Kofein se stale vice pouziva v kosmetice diky jeho vysoké biologické aktivité a schopnosti
pronikat pfes kozni bariéru. Komeréné dostupné vyrobky bézné obsahuji 3 % kofeinu.
Funguje jako ucinna latka v ptipravcich proti celulitidé, protoze zabranuje nadmérnému
hromadéni tuku v buiikach. Kofein ma silné antioxidacni vlastnosti. Pomaha chranit bunky
pred UV zéfenim a zpomaluje proces fotostarnuti pokozky. Kofein obsazeny v kosmetice
navic zvySuje mikrocirkulaci krve v kiizi a také stimuluje rust vlast, piispiva k detoxikaci
organismu, redukuje otoky a kruhy pod o¢ima. Vsechny tyto vlastnosti délaji z kofeinu
dilezitou biologicky aktivni slouceninu, kterou lze pouzit v rlznych kosmetickych
produktech.[48] Kofein byl proto vybran jako modelova biologicky aktivni latka, jejiz

uvolnovani bylo sledovano také v této praci.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem prace byla pfiprava hydrogelovych filmi na bazi chitosanu zesitovanych DAC
Vv riznych moléarnich pomérech slozek, jinak feceno po ptidani rizného mnozstvi sitovaciho
¢inidla. Byly zkoumény parametry sité¢ hydrogelti (procento bobtnani, procento gelové
frakce), reologické vlastnosti, SEM, testovana proliferace bunék a cytotoxicita a pozorovana

kinetika uvoliiovani biologicky aktivni latky (kofein).
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité materialy

Chitosan (Mw = 50 — 190kD, stupen deacetylace 75-85 %; Sigma Aldrich Co.), a-celul6za
(Sigma Aldrich Co.), jodistan sodny (NalOs) (Penta, Ceska republika), ethylenglykol
(C2He02) (Penta, Ceska republika), kyselina chlorovodikova (HCI) (Penta, Ceska
republika), hydroxylamin hydrochlorid (Penta, Ceska republika), hydroxid sodny (NaOH)
(Penta, Ceska republika). Zkoumané SCN-DAC hydrogely byly nasyceny kofeinem (Sigma
Aldrich Co.).

Na otestovani cytotoxicity byly pouzity bunééné kultury mysSich embryonalnich fibroblastl
(ECACC 93061524, Spojené kralovstvi), které byly kultivovany na Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (Biosera, Francie) obsahujici 10 % fetalniho teleciho séra (BioSera,

Francie) a 100 U/ml Penicillin/Streptomycinu (Biosera, Francie).

Pro promyvani bun¢k byl pouzit fyziologicky roztok (PBS, Invitrogen, USA). Bunky byly
kultivovany na plastiku Techno (TPP, Svycarsko), Zivotaschopnost bungk byla stanovena
pomoci Tetrazolium Kit, pro test proliferace bunék bylo pouzito MTT (Duchefa Biochemie,

Nizozemsko).
5.2 Pristroje a metody

5.2.1 Reologicka méreni

Z ptipravenych zbobtnalych hydrogelovych filmi byla vyseknuta kruhova téliska o
velikosti 15 mm. Ta poté byla v rovnovazném zbobtnalém stavu charakterizovana na
reometru Anton Paar MCR 502 (Anton Paar, Rakousko), ktery byl vybaveném zdrsnénym
hlinikovym platem D-PP15 o priméru 15 mm. Proti prokluzovani télisek pti méfeni byl na
spodni podkladovou desku byl pfipevnén brusny papir. Mé&feni probihalo za za laboratorni
teploty v rozmezi uhlovych mezi 1 a 10 Hz pii konstantni deformaci 1 %. U kazdého poméru

se méteni opakovalo tfikrat.

5.2.2 SEM analyza

Lyofilizované vzorky SCN/DAC 2% a SCN/DAC 5% byly analyzovany za pomoci
mikroskopu Nova NanoSEM 450 (FEL, Ceska republika) pti 100 000 nasobném pfiblizeni.
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5.2.3 Nasyceni hydrogeli biologicky aktivni latkou a priibéh uvoliiovani

Z filmi SCN/DAC s 2% a 5% koncentraci sitovadla byla vysekana kolecka o priméru 9
mm. Ta byla ponechana bobtnat v roztoku kofeinu o koncentraci 20 mg/ml na tfepacce pii
teploté 40 °C po dobu 2 dni. Po uplynuti stanovené doby byly vzorky z roztoku vyjmuty,
osuSeny a zvazeny, a nasledné ponoteny do 100 ml demineralizované vody a byla sledovana
kinetika uvolnovani za mirné¢ho tfepani pii 37°C. V uréenych ¢asech, tj. po 5 min, 10 min,
15min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h a8 h bylo odebrano vzdy 2,5 ml obsahu. Po kazdém odbéru

byl obsah lahve doplnén na ptivodni objem ptidanim 2,5 ml demineralizované vody.

Vzorky byly poté pifeméfeny na UV-VIS spektrometru Perkin EImer Lambda 1050 (Perkin
Elmer 219 Inc., USA) v rozmezi 200 — 325 nm. Byla sledovéna intenzita absorbance kofeinu
pti 273 nm. Mnozstvi kofeinu bylo stanoveno za pomoci kalibra¢ni kiivky roztoka kofeinu

o0 znamé koncentraci ve vodé.

524 FTIR

Lyofilizovane vzorky vychozich materiala byly analyzovany na FT-IR spektrometru Nicolet
6700 v oblasti 400 — 4000 cm™.

5.2.5 Cytotoxicita

Nejdtive byly vzorky sterilizovany pomoci 70% ethanolu. Jako buné¢na linie byla pouzita
mySsi embryondlni fibroblastova bunécna linie (ECACC 93061524, Anglie), jako kultivaéni
médium bylo pouzito Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Biosera, Francie) formulované
v ATCC, obsahujici 10 % teleciho séra (BioSera, Francie) a 100 U/mi
Penicilin/Streptomycin (Biosera, Francie). Buniky byly inkubovany pti 37 °C v 5% CO2 ve

zvlhéeném vzduchu.

Buiiky byly nasazeny k predinkubaci na 24jamkové desti¢ce (TPP, Svycarsko) v koncentraci
1x10° bunék na ml. Kultivaéni médium bylo néasledné nahrazeno &erstvym a testované
vzorky byly pteneseny K ptredkultivovanym bunk&m. Nésledujici den byla morfologie bunék
pozorovana pomoci inverzniho mikroskopu Olympus s fazovym kontrastem (IX 81) a byl
take proveden test bunééné proliferace za pomoci tetrazoliovych soli (souprava pro
stanoveni proliferace bunék MTT, Duchefa Biochemie, Nizozemi). Absorbance byla métena
pii 570 nm a referenéni vinova délka byla nastavena na 690 nm. Vysledky jsou prezentovany
jako sniZeni Zivotaschopnosti bun¢€k v procentech ve srovnani s bunikami kultivovanymi na

kultivaénim plastiku v médiu bez testovanych materiali.
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5.2.6 Riist bunék v pritomnosti vzorki

Nejdiive byly vzorky sterilizovany z obou stran UV svétlem po dobu 30 minut. K pokusu
byla pouzita mysi embryondlni fibroblastovd bunécna linie (ECACC 93061524, Anglie) a
jako kultivaéni médium Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Biosera, Francie)
formulované v ATCC, obsahujici 10 % teleciho séra (BioSera, Francie) a 100 U/ml
Penicilin/Streptomycin (Biosera, Francie). Bunky byly inkubovany pti 37 °C v 5% CO; ve

zvlhéeném vzduchu.

Buiiky byly nasazeny na testované vzorky na 24jamkové desti¢ce (TPP, Svycarsko).
Koncentrace 1x10° bun&k na ml. Po 72 h (3 dnech) proliferace byly buiiky na vzorcich a
také na plastiku pod nimi pozorovany laserovou skenovaci konfokalni mikroskopii s

pouzitim barviva ActinGreen a Hoechst.

5.3 Priprava DAC, SCN a SCN-DAC hydrogela

5.3.1 Priprava DAC

2,3-dialdehyd celulozy (DAC) byl pfipraven oxidaci a-celulézy jodistanem za pouziti
molarniho poméru reaktanti 1:1,2 (DAC : NalOs). V prvnim kroku byly 2 g celulozy
rozpustény ve 100 ml destilované vody obsahujici 3,3 g NalOa. Poté byla smés michana na
500 ot/min pii laboratorni teploté po dobu 72 h. Pro spravny pribéh reakce bylo nutno
zamezit pristupu svétla. Po uplynuti této doby byla oxidace zastavena piidavkem 2 ml
ethylenglykolu a dikladnym promichanim. Smés byla 5x zcentrifugovana pti 15 000
otackach za minutu po dobu 15 minut, ¢imz doslo k odstranéni nezreagovaného jodistanu.
Po kazdé centrifugaci bylo nutné vzorek redispergovat mechanickym homogenizatorem.
Vzorek byl dale preveden do 200ml banky a solubilizovéan za refluxu pii 80 °C po dobu 2
hodin. Poté probéhla dialyza trvajici 48 hodin, filtrace ptes filtr s propustnosti do 0,8 um a

konec¢na lyofilizace.

OH OH
6
1 4 5 _0 * 0 .
\O 1 NaIO4 *\O R/
HO—y™ 2%y 72h,30°C o7l e
celuléza DAC

Obrézek 14: Schéma ptipravy DAC[16]
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Déle bylo u DAC provedeno stanoveni obsahu -COH skupin pomoci oxima¢ni reakce
s hydroxylamin hydrochloridem, coz je nejbéznéjsi metoda pro stanoveni stupné oxidace
DAC. Pii reakci se aldehydy pfeménuji na oximy a nasledné se pro kazdou oxidovanou
aldehydovou skupinu uvolnuji dvé molekuly kyseliny chlorovodikové. Nastavenim pH
roztoku hydroxylamin hydrochloridu pted reakci a naslednou titraci hydroxidem sodnym

zpét na pocateéni pH lze urcit mnozstvi oxidovanych jednotek.[49]

Nejdiive byla provedena standardizace 0,1M NaOH do 21 odmérné banky (mna = 8 g). Do
100ml odmérné bariky bylo navazeno 0,6303 g dihydratu kyseliny Stavelové ((COOH)2 * 2
H20), ¢imz vznikl roztok o koncentraci ¢(coony2 * 2 H2o = 6,303 g/l, a pak bylo 22,3605 g
chloridu vapenatého (CaClz) rozpousténo v demineralizované vod¢ v barice taktéz o objemu
100 ml.

Pro slepy pokus bylo pouzito 10 ml (COOH)2 * 2 H0, do které byly ptidany 3 kapky
methyloranze. Nasledné byl roztok titrovan 0,1M NaOH, dokud nebyla pozorovana zména
zbarveni z ¢ervené na zlutou. Po této zméné bylo ptidano 10 ml CaCl; a dale titrovano NaOH
az do dalsi barevné zmény. Tento pokus byl zopakovan 3x. Primérna spotieba 0,1M NaOH

k dosaZeni obou barevnych ptechodu byla 10,2 ml.

Pro samotné stanoveni bylo 0,1 g DAC bylo rozpusténo v 30 ml demineralizované vody a
pH bylo upraveno na hodnotu 4. Dale bylo navazeno 5,3750 g hydroxylaminu hydrochloridu
a rozpu$téno ve 250 ml demineralizované vody. Do roztoku DAC bylo ptidano 20 ml
zasobniho roztoku hydroxylaminu hydrochloridu a to poté ponechano reagovat po dobu 24
hodin, po kterych hodnota pH klesla na primérnych 1,81. Pfi testovani roztoku DAC nebyla
sledovana barevna zména, nybrz spotfeba 1M NaOH pro ziskéni roztoku o pH = 4. Na
zacatku pokusu, ktery se také opakoval 3x, bylo primérmé pH vzorku rovno 1,79. Primérna

spotfeba NaOH pro dosazeni pH 4 byla 9,53 ml.

Pro stanoveni aldehydickych skupin byly pouzity nasledujici rovnice:

t = m(cooy)2>'<z H0 (17)
VXFi

Kde:

t = hledany titr, m = navazka (COOH)2 * 2 H.O (mg), V = spotieba odmérného roztoku
0,1M NaOH pti standardizaci (ml), Fi = volumetricky faktor o hodnoté 6,3033 (mg/ml)
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Kde:

V= spotieba odmérného roztoku (ml), V = objem NaOH potiebny pfi titraci DAC (ml), t =
hledany titr z pfedchoziho vypocétu

myc = F XV (19)
Kde:

Muci = hmotnost uvolnéné kyseliny (mg), F = volumetricky faktor, Vi = koeficient

z predchoziho vypoctu

Kde:
Muci = hmotnost uvolnéné kyseliny (mg), Muci = molarni hmotnost kyseliny (36,46 g/mol)
Pouzité volumetrické faktory jsou tabulkové hodnoty.

Dosazenim do vzorci bylo zjisténo, ze koncentrace -COH skupin ve vzorku byla rovna 9,35
mmol/g. Pfi 100% oxidaci by byla rovna 12,49 mmol/g, z ¢ehoz se da odvodit, Ze stupen
oxidace DAC je roven 74,8 %.

5.3.2 Priprava SCN

Zatimco chitin je nerozpustna latka, deacetylovany chitosan lze rozpustit pouze v kyselém
prostedi. To ovSem neni vhodné pro piipravu biomateriald, u jejichZ pouziti se predpoklada
neutralni/fyziologické pH. Pro piipravu biomaterialti bylo nutno chitosan upravit tak, aby
byl rozpustny ve fyziologickém prostiedi s pH + 7,4. Toho bylo dosaZeno Easte¢nou
acetylaci chitosanu a tedy syntézou SCN (z anglického Soluble ChitosaN), se stupném
deacetylace 50 % a ktery tedy obsahuje strukturni jednotky chitinu a chitosanu v poméru
1:1.[50]

K 2,2 g chitosanu bylo v uzaviené Erlenmeyerové barice o objemu 250 ml pfidano 70 ml
10% kyseliny octové. Smés byla rozpousténa nejdiive po dobu 2 hodin pfi teploté t = 75 °C
na 600 ot/min, poté dalsi 2 hodiny pfi laboratorni teploté¢ a 300 ot/min. Nasledné bylo
pomalym nakapanim ptidano 50 ml etanolu a 0,519 ml anhydridu kyseliny octové, ¢imz se
predeslo vzniku sraZeniny. Za nepfistupu svétla byla tato smés ponechana reagovat po dobu

18 hodin pfi laboratorni teploté a 300 ot/min. Po uplynuti stanovené doby bylo pfidano
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takové mnozstvi 5M NaOH, aby vysledné pH vzorku bylo rovno 8,5. Pii pfidavani NaOH
bylo nutné dbat na to, aby nedochazelo ke gelaci, ¢emuz se dalo piedejit pomalym
ptrikapavanim hydroxidu. V piipadé vzniku gelu totiz dochazi k obaleni sondy pH metru
gelem a ke zkresleni hodnot pH. Naméfené hodnoty byly poté piekontrolovany jesté pH

papirkem.

Produkt byl dialyzovén v destilované vod¢, ktera byla po celou dobu procesu priubézné
vyménovana. Po 72 hodinach byla pomoci kyseliny chlorovodikové (HCI) provedena Uprava
pH na hodnotu 6,5, ¢imz doslo k rozpadu gelovych ¢astic a tim K projasnéni vzorku. Po
dalsich 72 hodinach byla dialyza ukoncena, vzorek pieveden do 800ml kadinky a nasledné
bylo provedeno odstranéni prebytecné kapaliny v rotacni vakuové odparce pii teploté t = 50
°C, ¢imz doslo ke zmensSeni objemu vzorku z 600 na zhruba 200 ml. Pfi jesté vétsim snizeni
objemu by doSlo ke zbyte¢nym ztrdtdm materidlu zpiisobenym obtiznym vyjmutim vysoce
visk6zniho roztoku z destila¢ni banky. Opét bylo ovéfeno, ze pH vzorku ziistiva na hodnoté
6,5. Vzorek byl nasledné centrifugovan pti 10 000 otackach po dobu 10 minut a poté

ptefiltrovan pies filtrani papir. Nasledné byl roztok lyofilizovan.

5.3.3 Priprava SCN/DAC hydrogela

Bylo ptipraveno osm 20ml stiikac¢ek naplnénych destilovanou vodou o objemu 15 ml. Do
prvnich ¢étyf stiikacek bylo ptidano 200 mg lyofilizovaného SCN a smés byla ponechana
rozpoustét za stalého tfepani po dobu 24 hodin pfi teploté 45 °C. Do zbylych stiikacek bylo
navazeno takové mnozstvi DAC, aby molarni pomér SCN:DAC ¢inil 2; 5; 10 a 20 %
(Tabulka 2), a taktéZ rozpousténo na tfepacce. Po Uplném rozpusténi obsahu byl obsah
stiikacky s SCN a s DAC smichan pomoci misiciho néstavce, pieveden do teflonovych
forem a ponechan schnout v susarné pii teploté 37 °, ¢imz vznikly SCN/DAC filmy o

pfipravené pomoci riznych molarnich pomé&ra slozek.
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Tabulka 2: Znaceni a slozeni vzorku SCN/DAC

Mw SCN Mw DAC
Znaceni SCN (mg) DAC (n %) | DAC (mg)
(g/mol) (g/mol)
SCN/DAC 2% 200 182,18 2 3,52 160,12
SCN/DAC_5% 200 182,18 5 8,99 160,12
SCN/DAC_10% 200 182,18 10 17,97 160,12
SCN/DAC_20% 200 182,18 20 35,94 160,12

Po vysuseni tak vznikly 4 vzorky, ale SCN/DAC _10% byl piili§ kiehky a pfi manipulaci
praskal, zatimco vzorek SCN/DAC_20% se béhem suseni svrastil, a tudiz nevznikl film. U
téchto vzorkd proto bylo provedeno pouze stanoveni parametrt sité a nékteré biologické
testy u kterych nebyl tvar materialu rozhodujici. Naopak filmy SCN/DAC s 2% a 5% DAC
vykazovaly vlastnosti vhodné k dalsim pokustim a proto na nich byla provedena Uplna sada
testd, tj. byly u téchto hydrogell zkoumény parametry sité, zméfeny viskoelastické
vlastnosti, provedena SEM analyza a poté také testy kinetiky uvoliiovani navazané latky a

test cytotoxicity.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 FT-IR analyza

Vzorky DAC, chitosanu a SCN a byly charakterizovany pomoci infraéervené spektroskopie
(FT-IR) na spektrometru Nicolet 6700.
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Obrazek 15: IR spektrum DAC

Na IR spektru DAC (Obréazek 15) Ize vidét vibraéni pasy hemiacetali pii 870 cm™ (-C-O-C-
vazba) a pas pti 1737 cm™ (-C=0 karbonylova skupina), které dokladaji piitomnost -COH

skupin a GspéSnou modifikaci celulozy.

Transmitance (%)

Obrazek 16: IR spektrum chitosanu
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Na Obrazku 16 je IR spektrum zdrojového chitosanu. Pas kolem 3422 cm™ Ize piifadit k
vibracim vazeb mezi O-H a N-H. Absorpéni pik pti 1599 cm™ odpovida slozené vazebné
vibraci amidovych skupin. Signal pti 1654 cm™ lIze ptisoudit zbytkovému acetylu. Pasy v

rozsahu 896 cm™ az 1157 cm™ patii k vibracim p-1,4 glykosidové vazby uvnitf chitosanu.
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Obrézek 17: IR spektrum SCN

V IR spektru SCN na Obrazku 17 1ze vidét pfitomnost jak amidovych skupin (signal v oblasti
1654 cm™) tak vazeb mezi O-H a N-H (3422 cm™). Oproti chitosanu je zde viak vyssi
intenzita past amidickych skupin pfi 1654 a 1565 cm™. Z tohoto Ize odvodit vy$si mnozstvi
N-acetylovanych skupin v SCN a Ze je v molekule mén¢ zastoupena -NH2 skupina, pficemz

oboji je v souladu se zvySenym stupném acetylace.

6.2 Stanoveni parametri sité

Z jednotlivych nevypranych filmu pfipravenych v riznych molarnich pomérech SCN:DAC
byla ptipravena teliska s primérem 15 mm. Nejdiive byla zaznamendna jejich vaha
v suchém stavu. Pote byla tato téliska ponechana louhovat v demineralizované vodé po dobu
jednoho tydne, aby u nich doslo k Uplnému nabobtnani. Nasledné byla zjisténa vaha télisek
VvV rovnovazném zbobtnalém stavu. Vzorky byly nasledné lyofilizovany a tim zjisténa
hmotnost v suchém stavu. Za pouziti vzorcu z kapitoly 2.5 byly vypocitany hodnoty
zbobtnani (o kolik procent zvétsily svou hmotnost lyofilizované gely v demineralizované

vod¢), EWC (procentualni vyjadieni rovnovdzného mnozstvi vody absorbované
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hydrogelem) a gelové frakce (procento hmotnosti hydrogelu, které zngj lze vyprat

rozpoustédlem). Vysledné hodnoty jsou zapsany v Tabulce 3.

Tabulka 3: Vypocitané pramérné hodnoty parametru sité

Gelova
Zbobtnani | EWC
Vzorek (%] %] frakce
0 0
[%0]

SCN/DAC_2% | 1361 +42 | 93 %1 75+2

SCN/DAC_ 5% | 75769 | 88+1 84+3

SCN/DAC_10% | 446+75 | 813 85+1

SCN/DAC_20% | 296 £ 6 750 86+1

Ze ziskanych hodnot Ize vy¢ist, ze SCN/DAC_2% je schopno na sebe navazat nejvétsi objem
kapaliny, pro demineralizovanou vodu to ¢inilo skoro ¢trnactinasobek jeho suché vahy. Se
zvySujicim se mnozstvim sitovadla procentudlni zbobtnani vyrazné klesalo, u 20%
zastoupeni DAC hydrogel zvysil svou vahu pouze trojnasobné. Graficky je zavislost
zbobtnani na mnozstvi sitovadla vykreslena v Obrazku 18. Stejné tak s vétsim mnozstvim
DAC v hydrogelu klesalo procento EWC (Obrazek 19), naopak se zvySoval podil gelové
frakce (Obréazek 20). To je zptusobeno hustéjsi siti hydrogelu, ktera se stava uspoiadanéjsi,
vice se tak projevuje vliv slabych interakci mezi polymernimi fetézci, coz omezuje pranik a
molekul rozpoustédla do matrice. Zména sit'ovych parametrt tak neni linearni, ale dochazi

prudké zméné obzvlasté mezi 2 a 5 % DAC, které byly dale testovany pomoci reometru.
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Obrézek 18: Rovnovazné zbobtnani v zavislosti na mnozstvi DAC
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Obrazek 19: EWC (%) v zavislosti na mnozstvi DAC
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Obrézek 20: Gelova frakce (%) v zavislosti na mnozstvi DAC

6.3 Viskoelastické vlastnosti

Vzorky SCN/DAC 2% a SCN/DAC 5% byly analyzovany za pomoci reometru pii
frekvenci 1 az 10 Hz za konstantni deformace 1 %. Na Obrézku 21 a Obrazku 22 je
znazornéna zavislost dynamického a ztrdtového modulu na Uhlové frekvenci. Naméfené

hodnoty jsou uvedeny v Tabulkach 4 a 5.

Tabulka 4: Namétené hodnoty dynamického modulu

SCN/DAC_2% SCN/DAC_5%
frekvence ® . 3

[1/s] G’ [Pa] chyba [Pa] G” [Pa] chyba [Pa]
1 1055 374 1985 242
1,58 1052 372 1968 271
2,51 1055 375 1955 294
3,98 1055 374 1950 317
6,31 1063 377 1970 327
10 1063 377 1970 341
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Obrazek 21: Zavislost dynamického modulu na uhlové frekvenci

Z naméfenych hodnot Ize vy¢ist, ze vyssi elasticky modul G” je u vzorku s 5% zastoupenim
sitovadla, ktery ma tim padem vyssi hustotu sité. Mezni hodnoty dynamického modulu G’
se U SCN/DAC hydrogelt pohybuji v zavislosti na frekvenci od 1052 + 372 Pa (vzorek
SCN/DAC_2% pii frekvenci 1,58 s) az po 1985 + 242 Pa (SCN/DAC_5% pii frekvenci 1

s1). U vzorki ptitom nedochazi ke statisticky vyznamné zméné G’ v zavislosti na frekvenci.

Stejny jev lze pozorovat u ztrdtového modulu G™~ (Obrazek 22), kde se mezni hodnoty
pohybuji v zavislosti na frekvenci od 36 + 16 Pa (vzorek SCN/DAC_2% pii frekvenci 2,51
s1) az po (203 + 28) Pa (SCN/DAC_5% pfi frekvenci 1 s). Hodnoty ztratového modulu
jsou tedy piiblizné o fad niz$i, nez tomu bylo u elastického modulu. Veskeré ¢iselné hodnoty

pro oba vzorky a vSechny frekvence jsou zapsany v tabulce 5.

Vysledky naméfené na vzorcich SCN/DAC hydrogelt tedy odpovidaji oéekavani, Ze
hodnoty pro dynamicky modul G™ a ztratovy modul G budou vyssi u toho hydrogelu, ktery
obsahuje vétsi mnozstvi sitovadla (vzorek SCN/DAC_5%) protoze hustéjsi sit’ bude

vykazovat vyssi elasticitu nez sit’ fidsi, kterd bude mit naopak visk6znéjsi charakter.
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Tabulka 5: Naméfené hodnoty ztratového modulu G™*

SCN/DAC 2% SCN/DAC 5%
frekvence o » »
G [Pa] chyba [Pa] G [Pa] chyba [Pa]
[1/s]
1 50 17 203 28
1,58 44 17 167 37
2,51 36 16 151 35
3,98 40 15 142 36
6,31 38 15 138 34
10 38 15 133 34
¢ T
o S I T
P
100 J_
© —8—SCN/DAC_2%
SCN/DAC_5%
10
0 2 4 6 8 10

frekvence w [1/s]

Obrazek 22: Zavislost ztratového modulu na thlové frekvenci

Na Obrazku 23 1ze vidét zavislost tlumiciho (dumping) faktoru na thlové frekvenci. Tlumici
faktor je vypocitan jakozto pomér mezi ztratovym (G™") a dynamickym (G") modulem.
Udav4, jaka je mira tlumeni mechanickych vibraci materidlem. Hodnoty tlumiciho faktoru
se zde pohybuji v rozmezi od 0,035 + 0,002 u vzorku SCN/DAC_2% pti frekvenci 2,51 s
az po 0,102 + 0,004 pro vzorek SCN/DAC_5% pti frekvenci 1 s, Jelikoz jsou obé hodnoty
vyrazné nizsi nez 1, 1ze konstatovat, ze u obou vzorkt vyrazné pievlada elasticky charakter

nad viskoznim. VSechny hodnoty tlumiciho faktoru je mozno najit v Tabulce 6.
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Tabulka 6: Dopocitané hodnoty damping faktoru (tlumici faktor)

SCN/DAC_2% SCN/DAC_5%
frekvence ® | pramér tand primér tand
chyba [-] chyba [-]
[1/5] [-] [-]

1 0,048 0,003 0,102 0,004
1,58 0,042 0,004 0,084 0,008
2,51 0,035 0,008 0,076 0,006
3,98 0,038 0,002 0,071 0,007
6,31 0,036 0,002 0,069 0,006

10 0,035 0,002 0,066 0,006
T
0.100 %
_ \I
. 0.080 NI
2 | T .
3 1 1
5 0.060 <
K —8— SCN/DAC_2%
E 0.040 E\% 5 s SCN/DAC_5%
=
0.020
0.000
0 5 10

frekvence w [1/s]

Obrazek 23: Zavislost damping faktoru na ahlové frekvenci

Zavislost komplexniho modulu G* na uhlové frekvenci ilustruje Obrazek 24. Komplexni
modul je vypoditan jako ¢tverec odmocniny souctu ztratového a dynamického modulu. Lze
pozorovat, Ze vysledky jsou podobné vysledkim ziskanym pro elasticky modul G, ktery je
zobrazeny na Obrazku 21. Rozsah hodnot komplexniho modulu G* se pohybuje v rozmezi
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od 1054 *+ 373 Pa (SCN/DAC 2% pii frekvenci 1,58 s?) az po 1995 + 242 Pa
(SCN/DAC_5% pti frekvenci 1 s, jak popisuje Tabulka 7.

Tabulka 7: Dopocitané hodnoty komplexniho modulu

SCN/DAC_2% SCN/DAC_5%
frekvence ® | prumér G* pramér G*

[1/s] [Pa] chyba [Pa] (Pl chyba [Pa]

1 1055 374 1995 242
1,58 1054 373 1970 275
2,51 1055 374 1963 296
3,98 1058 375 1958 320
6,31 1063 377 1970 327

10 1066 380 1978 343

10000

—8—SCN/DAC_2%
SCN/DAC_5%

Komplexni modul G* [Pa]
=
o
o
o
—0— H
—0— H

0 2 4 6 8 10

frekvence w [1/s]

Obrazek 24: Zavislost komplexniho modulu na uhlové frekvenci

Reologickym métenim bylo zjisténo, ze vzorek s 5% obsahem DAC, tudiz vice zesitény, je
elasti¢téjsi nez hydrogel, ktery DAC obsahuje pouze 2 % a ma také vyssi tlumici faktor.
Ridsi sit’ u 2% vzorku zpUsobuje, Ze tento hydrogel ma viskoznéjsi vlastnosti. Vlastnosti
obou vzorkil oviem dovoluji pohodlnou manipulaci a materialy a ty jsou pfitom dostate¢né

flexibilni, aby se dokazaly pfizptsobit nerovnému povrchu téla.
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6.4 SEM analyza

Obréazek 25: Mikrofotografie 2% a 5% vzorku potizené pomoci SEM pti zvétseni
100 000x

Vyprané vzorky SCN/DAC 2% a SCN/DAC_5% filmt byly lyofilizovany a nasledné byly
pofizeny snimky jejich povrchu pomoci SEM. Na snimcich (Obrazek 25) lze vidét, ze obé
procentualni zastoupeni sitovadla vytvaii hladky povrch bez jakychkoliv vystouplych
utvarti, mimo péra ziejmé zpusobenych Unikem plyni a vodnich par béhem procesu

lyofilizace. Nelze tedy pozorovat zadny rozdil mezi riznymi poméry pouzitého sitovadla.
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6.5 Nasyceni hydrogelii biologicky aktivni latkou a pribéh uvoliiovani

Nejdiive byla na UV-VIS spektrometru Perkin ElImer Lambda 1050 (Perkin Elmer 219
Inc., USA) naméfena pfi vinové délce 273 nm kalibra¢ni kiivka pro roztok kofeinu pti

riznych koncentracich a z ni zji$téna rovnice piimky (Obrazek 26).

Tabulka 8: Hodnoty kalibra¢ni kiivky kofeinu

¢ (mg/ml) Absorbance
0,05 2,5545
0,01 0,5148
0,005 0,2659
0,001 0,0546

y =50.96x + 0.0066

25 RZ = 1
2
I 1.5
1
0.5
0

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
¢ (mg/ml)

Obrazek 26: Kalibra¢ni kiivka kofeinu

Z 2% a 5% filmu SCN/DAC byla vysekana koleCka o priméru 9 mm. Ta byla ponechana
louhovat v roztoku kofeinu o koncentraci 20 mg/ml na tfepacéce pii teploté 40 °C po dobu 2
dni. Po uplynuti stanovené doby byla kolecka z roztoku vyjmuta, osusena a nasledné byla
osusena kolecka vhozena do lahve obsahujici 100 ml demineralizované vody a ponechana

na tiepacce. Z této lahve byly odebrany 2,5 ml obsahu po 5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 1
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h,2h,4h, 6 ha8h. Pokazdém odbéru byl obsah lahve doplnén na ptivodni objem ptidanim

2,5 ml demineralizované vody.

Vzorky byly poté méfeny na UV-VIS spektrometru Perkin Elmer Lambda 1050 (Perkin
Elmer 219 Inc., USA) v rozsahu 200-325 nm. Ze ziskanych dat absorbance, rovnice
kalibraéni pfimky a zfed'ovaciho koeficientu byl stanoven pribéh kumulativniho

uvolnovani latky z hydrogelu (Obr. 27)
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Obrézek 27: Procento uvolfiovani aktivni latky v ¢ase

Z grafu (Obrazek 27) 1ze vycist, ze absorbovana aktivni latka (kofein) se u obou vzork
uvolnila velice rychle, a to v fadu ne¢kolika minut. Nejsou zietelné viditelné chyby métent,
jelikoz se pohybovaly v setindch procent. U 2% SCN/DAC do$lo uz po 5 minutach
K uvolnéni 82 % a po 1 hodin¢ 91 % navazané latky. U vzorku s 5 % DAC bylo uvoliiovani
zpocatku mirné rychlejsi, po 5 minutach bylo uvolnéno 85 % celkového mnozstvi
absorbovaného kofeinu a k uplnému uvolnéni doslo uz po 2 hodinach. SCN/DAC_2%
vykazoval 100% uvolnéni az po 8 hodinach, nicméné procento uvolnéného kofeinu ve

méfenych vzorcich se po uplynuti 2 hodin zvySovalo pouze o necelé 2 %.

Aktivni latka se z hydrogelt uvoliiovala rychle pravdépodobné z diivodu jejich tenkosti (<1
mm), tudiz vétsina latky zistavala adsorbovana pouze na jeho povrchu ¢i v jeho blizkosti.
Tento jev probéhl rychleji u SCN/DAC_5%, jelikoz jeho hustéjsi sit’ brzdila difuzi kofeinu

z gelu.
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Pozorovany jev lze u biomateriali ur¢enych pro topikalni aplikace povazovat za zadouci.
Vyrobci komeréné dostupnych pletovych masek vétsinou doporucuji dobu aplikace 15 az
30 minut. Navic pfi aplikaci na neposkozenou kizi bude rychlost uréujicim krokem spise

nez uvolnéni latky z hydrogelu jeji prichodnost pfes kozni bariéru.

6.6 Cytotoxicita

Nejdiive byly vzorky sterilizovany pomoci 70% ethanolu. Nasledné byla jejich cytotoxicita

testovana na mysi embryonalni fibroblastové bunééné linie. Vysledky jsou na Obrazku 28.
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Obrézek 28: Cytotoxicita filmi SCN-DAC s riznymi koncentracemi DAC (2 %; 5 %; 10
%; 20 %) v ptimém kontaktu s NIH/3T3 burikami. Pferusovana ¢ara zvyraziuje hranici
Zivotaschopnosti.

Jak lze vy¢ist z Obrazku 28, i kdyz bunééna zivotaschopnost se zvysujici se koncentraci
DAC ponékud klesala, zadny ze vzorku nevykazuje dle normy 1SO 10993-5 cytotoxicitu,

jelikoZ zivotaschopnost bunék byla vzdy vyssi nez 70 %.
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6.7 Bunécna proliferace

Kromé cytotoxicity byl sledovan také vliv ptitomnosti SCN/DAC hydrogel na bunécnou
proliferaci, Obrazek 29 — 31.

Obrazek 30: SCN/DAC_2%, vlevo: rist bunék piimo na filmu, vpravo: rust bunék
V pfitomnosti filmu



Obrézek 31: SCN/DAC_5%

Po dvou dnech inkubace byla obarvena jaderna DNA a rovnéz také vlakna bun&tného
cytoskeletu. Néasledn¢ byly potizeny fotografie pomoci laserové skenovaci konfokalni

mikroskopie.

V porovnani s referenci, tedy bunkami kultivovanymi na tkafiovém plastiku bez vzork,
bylo bunék na povrchu vzorku SCN_2% vyrazné méné a vytvarely shluky, ale na plastiku v
pritomnosti vzorku byl rist bunék srovnatelny s referenci. Buniky na vzorku SCN_ 5% mély
tendence rist o néco vice nez u SCN_2%, ale opét se shlukovaly a nevykazovaly klasickou
morfologii. Naopak v pfitomnosti vzorku pak rostly srovnatelné s referenci. Limitovany rist
bunék na povrchu vzorkl a naopak Zadny pozorovatelny vliv pfitomnosti materiali na rist
bun¢k na tkanovém plastiku mize byt vyhodou pii ptipravé obvazovych materiald a

prostiedki pro hojeni ran, kde je zarGstani obvazu do rany krajné nezadouci.



ZAVER
V ramci diplomoveé prace byly piipraveny ¢tyii SCN/DAC hydrogelové filmy v riznych
molarnich pomérech. Cilem bylo zjistit, jaky ma mnozstvi sitovadla vliv na chovani a

vlastnosti hydrogelu a jestli je takovyto hydrogel vhodny pro pouziti v kosmetickém ¢i

biomedicinském odvétvi.

Byly pripraveny hydrogelove filmy s 2%, 5%, 10% a 20% zastoupenim DAC. I ptes vznik
filmu byl 10% SCN/DAC pfili§ tvrdy a kiehky a u 20% SCN/DAC doslo ke smrsténi,
v dusledku ¢ehoz nebylo mozné tyto dva materialy experimentalné zkoumat mimo urceni

sitovych parametrti a cytotoxicity.

Vysledky studia parametri sité potvrzuji, ze mnozstvi pouzitého sitovadla ma na vlastnosti
hydrogelu zésadni vliv. Nejvétsi zbobtnani a EWC vykazoval vzorek SCN/DAC_2%.
Gelova frakce byla nejvyssi u SCN/DAC_20%. Rozdilné parametry sité¢ hydrogelt byly
zietelné take v jejich viskoelastickych vlastnostech. Dynamicky (G”) i ztratovy modul (G™")
byly nejvyssi u hydrogelu pfipraveného s vétSim méfenym mnozstvim sitovadla
(SCN/DAC_5%). Hustsi sit’ vedla k vyssi elasticité, zatimco fidsi sit’ se chovala viskozngji.
Komplexni modul G* byl hodné podobny dynamickému modulu, coz znamena, Zze pruznost

hydrogelt zavisi na mnoZstvi sitovadla.

Pfi porovnani mikrofotografii potizenych pomoci SEM nevykazovaly vzorky hydrogelt
s 2%, 5% DAC zadné rozdily v porozité, obé koncentrace vedly k hladkému povrchu bez
vyraznéjSich morfologickych utvart, byly na nich viditelné pouze prohlubeniny vzniklé

zfejmé odparovanim plynti a vodnich par béhem lyofilizace.

Prubéh uvolnovani biologicky aktivni latky (kofein) z hydrogeld byl pro ob&é koncentrace
podobny a rozdily mezi materidly pouze minimalni. Rychlost uvoliiovani byla v obou
ptipadech velmi vysoka. Jiz béhem prvnich 10 minut doslo k uvolnéni vice nez 80 % kofeinu
a po osmi hodindch doslo k uplnému uvolnéni navazaného kofeinu. Vysoka pocate¢ni
rychlost uvoliiovani pozorovanid u obou materialti je vhodna pro nékteré kosmetické

ptipravky, jako jsou napiiklad pletové masky.

Ve zkouskach cytotoxicity byly testované vzorky vsech 4 koncentraci DAC, jelikoz pro né
nebylo nutno mit formu filma. Cytotoxicita byla stanovovana podle normy 1SO EN 10993.
Ve vSech ptipadech se hydrogely jevily jako netoxické, jsou tedy vhodné i pro kosmetické

aplikace.



Zavérem lze konstatovat, Ze syntéza SCN/DAC hydrogelt je mozna, vysledné produkty
nejsou cytotoxické a velmi rychle uvoliiuji absorbovanou aktivni latku, coz je ¢ini vhodnymi

kandidaty pro vyuziti v kosmetice.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BET adsorp¢ni izoterma (Brauer, Emett, Teller)

CMCS karboxymethylchitosan

DAC dialdehyd celulozy

DCC dikarboxyceluldza

EWC obsah vody pfi rovnovazném stavu zbobtnani

FT-IR infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Mw sttedni molekulova hmotnost

MTT thiazolova sul (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid)
SCN soluble chitosan, chitosan rozpustny ve fyziologickém roztoku
SEM fadkova elektronova mikroskopie

TEM transmisni elektronova mikroskopie

TEWL transepidermalni ztrata vody
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