Viskoelastické vlastnosti hydrogélov ré6znych
druhov zelatiny

Alica Hrinova

Bakalarska prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2025 Fakulta technologicka







Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologickd
Ustav technologie tuki, tenzidi a kosmetiky

Akademicky rok: 2024/2025

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pijmeni:  Alica Hrinova

Osobni cislo: 122229

Studijni program: ~ B0711A130009 Materialy a technologie

Specializace: Biomaterialy a kosmetika

Forma studia: Kombinovana

Téma prace: Viskoelastické vlastnosti hydrogeld riiznych druhi Zelatiny

Zasady pro vypracovani

Pro mozné vyuZziti hydrogelu Zelatiny v biologickych aplikacich budou pfipraveny zkusebni vzorky hydrogeld Zelatin z riiz-
ného Zivocisného plvodu (jeleni Slachy/vazy, ryba kapr/amur bily, kufeci apod.). Na takto pripravenych hydrogelech budou
posléze zkoumény jejich viskoelastické vlastnosti véetné jejich teplotni zavislosti. V pfipadé dostate¢ného casového pro-
storu bude dalSim cilem bakalafské prace testovani prvnich systémii na kompozitni bazi tvofené matrici vybranych druhi
Zelatiny a magnetickych mikrocastic stran jejich mechanické vlastnosti.

Zésady pro vypracovani:

1. Literdrni reSersi na téma hydrogeli na bdzi Zelatiny

2. Piiprava hydrogeli o rizné koncentraci Zelatiny

3. Stanoveni viskoelastickych vlastnosti zkoumanych vzorkii

4. Piipadné vmichani magnetickych mikro¢astic do hydrogel Zelatiny a stanoveni jejich mechanickych vlastnosti
5.Vyhodnoceni a srovndni ziskanyich vysledki



Forma zpracovani bakalarské prace: tisténa/elektronicka
Jazyk zpracovani: Slovenstina

Seznam doporudené literatury:

1. MOUCKA, R., SEDLACIK, M., PATIKOVA, Z. Fractional viscoelastic models of porcine skin and its gelatin-based surrogates.
Mechanics of Materials, 177 (2023), 104559.

2. PROKOPOVA, A., PAVLACKOVA, J., MOKREJS, P, GAL, R. Collagen Hydrolysate Prepared from Chicken By-Product
as a Functional Polymer in Cosmetic Formulation. Molecules, 26(7) (2021), 2021.

3. CEHN, Y.W,, ZHOU, Y.Y., HU, ZH., LU, WY, LI, Z., GAO, N., LIU, N., LI, [.R., HE, J., GAO, Q., XIE, ZJ., LI, J.C., HE, Y. Gelatin-
-Based Metamaterial Hydrogel Films with High Conformality for Ultra-Soft Tissue Monitoring. Nano-micro Letters, 16(1)
(2024) 34.

Vedouci bakalaiskeé prace: prof. Ing. Michal Sedlacik, Ph.D.
Ustav vyrobniho inZenyrstvi

Oponent bakalaFské prace: doc. Ing. Zdenka Vichova, Ph.D.
Centrum polymernich systém

Datum zaddni bakalafské prace: 17. inora 2025
Termin odevzddani bakalaFské préce:  16. kvétna 2025

LS.

prof. Ing. Roman Cermdk, Ph.D. Ing. Lucie Urbénkovd, Ph.D.
dékan feditel ustavu



PROHLASENI AUTORA BAKALARSKE PRACE

Beru na védomi, Ze

e odevzdanim bakalaiské prace souhlasim se zvetejnénim své prace podle zdkona
¢. 111/1998 Sb., v platném znéni bez ohledu na vysledek obhajoby;

e bakalafska prace bude ulozena v elektronické podob¢ v univerzitnim informac¢nim
systému a bude dostupna k nahlédnuti;

e jedno vyhotoveni bakalarské prace v listinné podobé bude ponechano Univerzité
Tomase Bati ve Zlin€ k ulozeni;

e namoji bakalafskou praci se pln€ vztahuje zakon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském,
o pravech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné neékterych zadkona (autorsky
zakon) ve znéni pozd¢jsich pravnich predpist, zejm. § 35 odst. 3;

e podle § 60 odst. 1 autorského zdkona ma Univerzita TomasSe Bati ve Zlin¢ pravo
na uzavieni licenéni smlouvy o uziti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského
zakona;

e podle § 60 odst. 2 a 3 mohu uzit své dilo — bakalarskou praci — nebo poskytnout
licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem Univerzity Tomase
Bati ve Zling, ktera je opravnéna v takovém piipad¢ ode mne pozadovat pfiméieny
pfispévek na uUhradu nakladid, které byly Univerzitou TomdaSe Bati ve Zliné
na vytvoreni dila vynalozeny (az do jejich skute¢né vyse);

e pokud bylo k vypracovani bakalafské prace vyuzito softwaru poskytnutého
Univerzitou Tomase Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze ke studijnim
a vyzkumnym uceliim (tj. k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky bakalatrské prace
vyuzit ke komerénim ucellim;

e pokud je vystupem bakalaiské prace jakykoliv softwarovy produkt, povazuji se
za soucast prace rovnéz 1 zdrojové kody, popt. soubory, ze kterych se projekt sklada;
neodevzdani této soucasti mize byt divodem k neobhajeni prace.

ProhlaSuji, Ze

e jsem na bakaléafské praci pracoval(a) samostatn¢ a pouzitou literaturu jsem fadné
citoval(a); v pfipadé€ publikace vysledkli budu uveden(a) jako spoluautor;

e odevzdana verze bakalafské prace a verze elektronickd nahrand do IS/STAG jsou
obsahové totoZné.

VEZINE, ANE oovvvviiiiiie e
podpis autora






ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa v teoretickej Casti zameriava na rozdelenie a charakteristiku
hydrogélov a vymedzenie pojmov tykajucich sa reolégie. Dalej obsahuje zakladny popis
Struktury, vlastnosti a zdrojov Zelatiny, ako materialu vhodného pre pripravu hydrogélov.
V praktickej Casti boli merané a hodnotené viskoelastické vlastnosti pripravenych vzoriek
zelatinovych hydrogélov zrdéznych Zivoc¢iSnych zdrojov v zavislosti na teplote
a mechanickom namahani. Cielom bolo vysledky porovnat’ a popisat’ vplyv zistenych

vlastnosti na mozné vyuzitie jednotlivych typov Zelatiny v praxi.

KTlacové slova: hydrogély, Zelatina, viskoelastické vlastnosti, Bloom

ABSTRACT

In the theoretical part, this bachelor's thesis focuses on the classification and characterization
of hydrogels and the definition of terms related to rheology. It also contains a basic
description of the structure, properties and sources of gelatin as a material suitable
for the preparation of hydrogels. In the practical part, the viscoelastic properties of prepared
samples of gelatin hydrogels from different animal sources were measured and evaluated
depending on temperature and mechanical stress. The goal was to compare the results and
describe the impact of the identified properties on the possible use of individual types

of gelatin in practice.

Keywords: hydrogels, gelatin, viscoelastic properties, Bloom
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UvVOD

Hydrogély boli prvykrat predstavené v 60. rokoch 20. storocia ako jednoduché sietované
polyméry, ktoré nachadzali prvé vyuzitie v oblasti kontaktnych SoSoviek. Od tej doby presli
vyraznym vyvojom z pohladu ich vlastnosti a vyuzitia. Moderny vyskum smeruje k tzv.
inteligentnym hydrogélom, ktoré su schopné reagovat’ na vonkajSie podnety, ako je pH,
teplota alebo enzymaticka aktivita, pripadne inak interagovat’ s zivymi tkanivami. Tieto
materidly sa dnes vyuzivaju v oblasti regenerativnej mediciny, riadeného podavania lieciv a
diagnostiky. Vyvoj hydrogélov sa tak postva smerom k viacucelovym systémom
s programovatelnymi vlastnostami. S rasticim poctom aplikacii hydrogélov stipa aj
potreba vyvoja materidlov z udrzatenych a biodegradovatelnych zdrojov. V poslednych
rokoch sa pozornost’ obracia k prirodnym polymérom, ako st chitosan, Zelatina, alginat
alebo celul6za, ktoré su nie len Setrné k zivotnému prostrediu, ale ¢asto vykazuju aj vybornu
biokompatibilitu. Tento trend podporuje snahu o minimalizdciu ekologickej zataze
syntetickych polymérov a sicasné zachovanie funkénych vlastnosti hydrogélov. Pri vyvoji
takychto biomateridlov je kIicové zohladnit’ ich viskoelastické spravanie, reakciu
na mechanické zat'azenie a stabilitu pri roznych teplotach. Tieto vlastnosti urcuju, ako bude
material reagovat’ pri kontakte s biologickym prostredim, napr. pri deformacii alebo

zmendch teploty tela [1,2].



12

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

I

TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

1. HYDROGELY

1.1 Charakteristika

Hydrogély st polymérne materidly tvorené trojrozmernou sietovanou Struktirou
s charakteristickou vlastnostou naviazat na seba velké mnozstvo vody, ktora modze
dosahovat’ az tisicnasobku suchej hmotnosti materidlu. Zaroven st schopné odolévat’
naslednému rozpusteniu po umiestneni do vodného prostredia. Metddy zosietovania st
rozne, vSeobecne ich mozno rozdelit’ na chemické (permanentné) a fyzikalne (reverzibilné).
Schopnost’ hydrogélov napucat’ je ovplyvnena naviazanymi hydrofilnymi skupinami, ako

hydroxylova, karboxylova, sulfénova a aminova.

Dalgimi vlastnostami je biodegradabilita, biokompatibilita a viskoelasticita. Okrem
toho maju hydrogély schopnost’ reagovat’ na fyzikalne, chemické a biologické podnety
prostredia, v ktorom sa nachadzaji. Svojimi vlastnostami vel'mi dobre napodobiiuju
chovanie zivého tkaniva a st teda vhodné pre pouzitie v r6znych biologickych aplikaciach.
Konkrétne vyuzitie zavisi na pouzitom materialy, ktory moze byt prirodny, synteticky alebo
kombinovany [1,2]. V stcasnosti sa kladie doraz na vyvoj hydrogélov na baze prirodnych
biopolymérov, ktoré st netoxické, podliehaji kontrolovanej degradacii, reaguji na
Specifické stimuly a moézu mat vplyv na fyziologické procesy, ako je produkcia

extracelularnej matrix alebo podpora regeneracie tkaniv [3].
1.2 Delenie podl’a materialu

1.2.1 Syntetické hydrogély

Hydrogély tvorené syntetickymi polymérmi su oproti prirodnym polymérom vyhodnejSie
vtom, ze umoziuju vacSiu kontrolu nad vyslednymi fyzikdlnymi a chemickymi
vlastnostami hydrogélu. Casto majii vyssiu mechanicka pevnost, reprodukovatelnost’ a
nizke vyrobné naklady. Maju vSak na rozdiel od prirodnych polymérov niz§iu schopnost’
interagovat’ s biologickym prostredim. Castymi polymérmi, z ktorych sa tieto hydrogély
pripravuju su polyvinyl alkohol (PVA), polyethylen glykol (PEG), polyethylen oxid (PEO),
polypropylén oxid (PPO) a polyakrylova kyselina (PAA) [4]. PEO, podobne ako PEG
oznacuje skupinu oligomerov alebo polymérov etylenoxidu, rozdielna je v§ak molekularna
hmotnost. Ta dalej ovplyviiuje vlastnosti, ako je napriklad viskozita. PEGy st
biokompatibilné, nevyvolavajii imunitnii reakciu organizmu, preto st Casto vyuZzivané

v biomedicinskych aplikaciach, ako su systémy riadeného uvolfiovania lieciv [5]. PEO a
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PPO spolu moézu tvorit’ blokové kopolymérne Struktury zvané poloxaméry. V poloxaméroch
sa strieda hydrofilny elthylenoxid a hydrofobny propylenoxid. Maju schopnost’ prechadzat
z tekutej formy do gélovej v zavislosti od teploty. Tento proces sa nazyva sol-gel a jeho
priebeh zavisi aj na molekuldrnej hmotnosti a koncentracii polyméru [6]. Vyuzitie
nachadzaju v tkanivovom inZinierstve, ako napli pre 3D tla¢ r6znych Struktir. Tvoria taktiez
micelarne systémy, ktoré je mozno pouzit’ pre transport lie¢iv s nizkou rozpustnostou vo

vode. Vyuzitie vSak nachadzaju aj v kozmetike [7].

1.2.2 Prirodné hydrogély

Medzi prirodné polymérne latky pre pripravu hydrogélov radime polysacharidy rastlinného
povodu, ako celuldza a alginat, alebo zivocisSneho povodu, napriklad kyselina hyalurénova

a chitosan. Dalej su to polypeptidy, ako Zelatina z roznych zdrojov [3].

Alginat - sol’ kyseliny alginovej, je prirodny linedrny polymér (obr. 1) ziskavany z
hnedych rias, ako napriklad Laminara a Ascophyllum, ale taktiez je produkovany baktériami
rodu Azutobacter a Pseudomonas [4,5]. Tento anionicky polysacharid je zloZzeny z dvoch
monomerickych kyselin - kyseliny D-manuronickej (M) a kyseliny L-gulorinickej (QG)
spojenych glykozidickou vdzbou. Pomer tychto dvoch kyselin urcuje vlastnosti vysledného
monoméru [8]. Alginat je nerozpustny v beznych organickych rozpustadlach a v kyselinach
s pH niz§im ako 3. Zosietovanie prebieha najcastejSie vd’aka reakcii s dvojmocnym
kationtom, typicky Ca2+, pretoze je netoxicky. Pre tieto ucely sa pouziva chlorid vipenaty,
uhli¢itan vapenaty a siran vapenaty. Takto vzniknuty hydrogél je tepelne ireverzibilny [9].
Alginat je vyborny pre pouZitie v bioinzinierstve pre tvorbu 3D scaffoldov podporujticich
buneény rast. Dalej st vlakna a hydrogély alginatu vyuZivané pre hojenie jaziev a zraneni,
vratane kostnej regeneracie. Vlastnosti, ako napriklad mechanicka pevnost’ je mozné upravit

kombinaciou s inymi biomaterialmi alebo modifikaciami samotného alginatu [10].

Alginic acid Alginate fiber

Obrazok 1 Chemicka Struktira kyseliny alginovej a alginatové vldkno [11]
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Kyselina hyalurénova (HA), respektive jej sol’ - hyaluronan, je prirodny linearny polymér
(obr. 2), ktory je pritomny v spojivovom tkanive roznych asti l'udského tela, ako hlavna
sucast’ extracelularnej matrix (ECM). Sklada sa z opakujtcich sa disacharidovych jednotiek
N-acetyl-D-glukosaminu a kyseliny D-glukuronovej spojenych B-1,4 a B-1,3 glykozidovou
vizbou. Je to teda glykosaminoglykan (GAG), ktory je zdporne nabity, netvori krystaly, je
viskoelasticky a znac¢ne hydrofilny, so schopnostou naviazat' az tisicnasobok vlastnej
hmotnosti vody. HA v ECM funguje ako scaffold, na ktory sa viazu vicSie GAGy.
Zucastiiuje sa roznych fyziologickych procesov, ako je bunecnd migréacia a proliferacia,
transdukcia signdlov, hojenie ran, embryonalny vyvoj a mnoho d’alSich [12, 13]. HA sa
prirodzene vyskytuje v Sirokom spektre molarnych hmotnosti, ktoré mézu byt’ v rozpiti od
2 x 10° do 107 g/mol, ¢o ovplyviiuje aj jeho d’aldie chemické a fyzikalne vlastnosti. HA
s vy$Sou molarnou hmotnostou je viskoznejSie a degraduje pomalSie, nez HA s nizSou
molarnou hmotnost'ou. Materialy na baze HA s vy$Sou molarnou hmotnost'ou st kohéznejsie
a lepsie lubrikanty [12, 13, 14]. Pre chemické zosietovanie sa pouziva napriklad reakcia
s karbodiimidmi, Michaelova adicia, esterifikdcia a amidéicia. Hyaluronan sa ziskava
z 7ivoc¢iSnych zdrojov, ako st kohutie hrebene alebo pupocné $nury, z etickych dovodov je
vSak preferovanym spdsobom ziskavania fermentacia pomocou baktérii, predovsetkym
Streptococcov. Hydrogély na baze HA maju obzvlast velky potencial pre vyuzitie
v oftalmologii [12].

Carboxyl group Hydroxyl group

CH I OH
'0\\\\:\ ./DH . \\ G%'/ONE! l
g s ‘_/0 S o ___,_.——0
HO 1 N HO Ny O -
\‘OH" o “NH - “on - “NH
: //’J'\ " - /’L\ &
or CHy 0° "CH3

Hyaluronic acid Sodium hyaluronate

Obrazok 2 Chemicka Struktara kyseliny hyalurénovej a hyaluronanu sodného [15]

Chitosan je prirodny polymér pripravovany z chitinu, ziskavaného z exoskeletov
¢lankonoZzcov. Deacetylaciou N-acetyl-D-glukosaminu sa nahradzuju niektoré acetylové
skupiny aminovymi (obr. 3) [3]. Uroven deacetylacie priamo stvisi s jeho rozpustnostou,
viskoelasticitou, analgetickou, antibakteridlnou a hemostatickou aktivitou. Okrem toho, Ze
je chitosan biokompatibilny a biodegradovatel'ny, ma aj d’alSie mimoriadne vlastnosti, ako

je podpora vzniku kostného tkaniva zvysenim formacie osteoblastov [16], protikarcinogénne
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a antikoaugulaéné vlastnosti. Medzi dve hlavné metédy sietovania chitosanu radime
sietovanie pomocou iniciatora za vzniku kovalentnych vizieb, napriklad s pouZzitim
ethylenglykolu a UV Ziarenia. Druhy sposob vyuziva zdroje y-Ziarenia pre vznik reakcie,

veducej k zosietovaniu molekul [17].

B cHs | [ 7]
OH o=( OH
/% ° 7 /&/ 7
H ., HO
o] 0
HO o HO 0
NH NH,
o=< OH OH
CH;
L —In L _In
Chitin Chitosan

Obréazok 3 Chemicka Struktara chitinu a chitosanu [18]

1.2.3 Hybridné hydrogély

Kombinovanie polymérov pri vyrobe hydrogélov, respektive biomateridlov vSeobecne,
umoznuje spojit’ vlastnosti ako je biodegradabilita a biokompatibilita prirodnych polymérov
s mechanickou pevnostou a odolnost'ou syntetickych polymérov, ¢im sa zvysi ich potencial

pre pouzitie v biologickych aplikaciach [19].

Z prirodnych polymérov sa v hybridnych hydrogéloch pouzivaja ako hetero-
a homopolysacharidy, tak aj polypeptidy alebo proteiny a lignin. PouZivané st aj variacie
dvoch prirodnych polymérov v hybridnych hydrogéloch na baze polypeptidu a proteinu,
napriklad fibrin a celul6za alebo Zelatina a alginat. V prebiehajucich $tadidch sa objavuju
stale nové kombinacie, avSak ich vysledky je naro¢né kontrolovat’ a replikovat’, vzh'adom

na rozdielne zloZenie v zavislosti od zdroja zvolenej latky.

Zo syntetickych polymérov je Casté pouzitie kyseliny polymliecnej, polyglykolove;,
PEG aPVA [20]. Stavebné jednotky hybridnych hydrogélov st teda morfologicky,
chemicky a funkéne odlisné. Podl'a ich charakteru a vel'kosti mdze hybridizacia prebiehat
na mikroskopickej alebo molekularnej urovni. Finalne vlastnosti hybridnych hydrogélov su

ale opat’ znacne zavislé na zvolenom sposobe zosiet'ovania [21].

1.3 Metody zosiet'ovania

Zosietovanie v hydrogéloch poskytuje stabilitu Struktire siete, vd’aka comu st nerozpustné,

aby sa zachovala ich trojrozmerna Struktira aj vo fyziologickom prostredi. Samotny proces
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zosietovania hra kla¢ovu ulohu pri ovplyviiovani mechanickych vlastnosti hydrogélov.
K vytvoreniu siete sa pouzivaju viaceré metddy, ktorych rozdelenie je zobrazené
v nasledujucom diagrame (obr. 4).

Komplementarne
funkéné skupiny

Interakcia
polymer-polymer

Enzymatické
sietovanie

Sietovanie
vysokoenergetickym

Hydrogél Ziarenim

lonické
interakcie

Fyzikalne e
vz : Krystalizacia
sietovanie
Formacia
stereokomplexov

Obrazok 4 Rozdelenie metod sietovania

1.3.1 Chemické siet’ovanie

Pri chemickom zosietovani dochddza k tvorbe kovalentnych vizieb, ¢o vedie k vzniku
ireverzibilnej siete. Takto zosietované hydrogély zvycajne vykazuji vynikajuce mechanické
vlastnosti, ¢o z nich robi stabilné a odolné materialy [2]. Maja vSak slabu alebo Ziadnu
schopnost’ samoobnovy, pretoZe pokial’ st vdzby v takejto Struktire prerusené, neexistuje
mechanizmus, ktory by ich obnovil bez vonkajSieho zasahu [22]. Chemicky zosietované
gély sa tvoria bud’ reakciami medzi funkénymi skupinami polymérnych retazcov, alebo

fotosenzitivne latky alebo enzymy.

Pri metode polymer-polymer sa vyuzivaju aktivované Specifické reaktivne skupiny
vopred pripravenych polymérnych retazcov, vdaka comu je mozné obmedzit’ alebo uplne

eliminovat’ pouzitie inicidtorov pocas procesu syntézy hydrogélu.
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Dalsou moznostou chemického zosietovania je vyuZitie vysokoenergetického Ziarenia,
pri ktorom na hydrofilnych retazcoch dochadza k vzniku vol'nych radikalov zodpovednych

za naslednu polymeracnu reakciu [2].

Cross-linker

Obréazok 5 Vznik chemickej siete pomocou kovalentnych vézieb [23]

1.3.2 Fyzikalne siet’ovanie

Fyzikélne zosietovana siet, zalozena na nekovalentnych vézbach, je mechanicky slabsia
v porovnani s chemicky zosietovanou, no zarovein ponuka niektoré Specifické vyhody.
Fyzikélne reverzibilné interakcie umoziiuju obnovu a udrZiavanie gélovej siete pricom
zaroven zabezpecuju ich flexibilnt reakciu na zmeny v prostredi, ¢im rozsirujii moznosti ich
aplikacii v roznych oblastiach. Vyhodou tohto typu sietovania je taktiez absencia
inicidtorov, ktoré su obvykle pouzivané pri chemickom sietovani. Tieto ¢inidla m6Zu nielen
narusit’ integritu latok, s ktorymi pride hydrogél do kontaktu (napr. proteiny, bunky), ale
Casto sa jednd aj o toxické zluceniny. Z tohto dovodu je potrebné ich odstranit’ z hydrogélov
pred ich pouZitim. Tento proces mdze navySe ovplyvnit’ vlastnosti vysledného materialu

[22].

Medzi hlavné postupy fyzikalneho sietovania radime elektrostatické interakcie medzi
dvoma alebo viacerymi opacne nabitymi polymérmi za vzniku iontovej vézby. Tato metdda
sa vyuziva aj na pripravu mikrogélov a nanogélov na cielené doruc¢ovanie aktivnych latok a

makromolekul [2].

Dal§im spdsobom pripravy je kryStalizdcia pomocou opakovaného mrazenia a
rozmrazovania. Tato technika sa Casto pouziva pri vyrobe hydrogélov, napriklad z PVA.
Vysledné vlastnosti zavisia od viacerych faktorov, vratane poctu cyklov mrazenia a

rozmrazovania, ako aj od teploty a dizky trvania procesu [24].
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V poslednej dobe je skimany aj proces sietovania pomocou tvorby stereokomplexov.
Pri tejto metdde sa vyuziva rozdielnej stereochémie polymernych retazcov alebo malych
molekul s rovnakym chemickym zlozenim. Podmienkou je pouzitie Specifického poctu
arozmedzia polymérnych retazcov. Tento postup je mozné aplikovat' aj pri tvorbe

prirodnych hydrogélov [2].

M

Functional group

Obrazok 6 Vznik fyzikalnej siete [23]
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2 REOLOGIA HYDROGELOV

Reoldgia je vedny odbor, ktory skuma reakciu materidlov na deformdaciu zapri¢inent
posobenim sily, v zavislosti na Case. Reakcia je odliSna v zavislosti od skupenstva, tokové
vlastnosti maju plynné a kvapalné latky, pevné latky sa obvykle pri aplikovani sily
deformuju. Zakladnymi pojmami pri definovani reologickych vlastnosti st viskozita,

elasticita a viskoelasticita [25].

2.1 Viskozita

Viskozita predstavuje odpor tekutiny voci jej toku (pohybu castic) vznikajuci v dosledku
trenia medzi susednymi vrstvami kvapaliny, ktoré si vo vzajomnom pohybe. S rastiicim
trenim je potrebné vynalozit' vac¢siu silu na zabezpecenie pohybu - $Smyku. Deformacia
tekutiny je charakterizovana hodnotou Smykového napitia. [26]

Smykové napitie moZzeme spocitat’ ako silu F [N], ktora posobi v smere x na plochu S [m?]

a jednotkou je [Pa]. V kvapaline vyvolava posun Castic.
F
T=< (D

Pre vypocet viskozity je d’alej nutna znalost’ rychlosti Smykovej deformacie y [s] medzi
vrstvami kvapaliny, ktora je dand zmenou rychlosti dv podl'a vzdialenosti medzi vrstvami y:

s
V—dy

2
V pripade, Ze je viskozita kvapaliny nezavisla na rychlosti Smykovej deformaécie,
oznacujeme ju ako newtonsku.

Zakladnymi veli¢inami, ktoré charakterizuju viskozitu kvapalin st kinematickd a dynamicka

viskozita.

2.1.1 Dynamicka viskozita

Dynamickéd viskozita n [Pas] sa vypocita ako podiel Smykového napitia a rychlosti

Smykovej deformacie.

n=7t/y 3)

Dynamickd viskozita kvapalin zavisi od roznych fyzikalnych podmienok, pricom
najvyraznej$i vplyv ma teplota. So stipajucou teplotou dochédza k jej poklesu. V mense;j

miere ma na dynamicku viskozitu vplyv aj tlak. Tuto zavislost’ vyjadruje nasledujuci vzt'ah:
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n(p) = nee®” 4)

V tomto vzt'ahu je p tlak, n0 dynamicka viskozita pri referen¢nom tlaku, o vyjadruje

koeficient zavislosti na teplote [25, 27].

V pripade polymérnych roztokov je viskozita zavisld aj na molekulovej hmotnosti
daného polyméru, na zdklade jej znalosti mozeme spocitat’ viskozitu pomocou Mark-

Houwinkovej rovnice:
no = kM“ )

Molekulova hmotnost’ je v tomto vztahu vynasobena konstantou k, ktora je Specificka
pre dany polymér aumocnend konStantou a, ktora sa pohybuje medzi 0,5 az 1,7
a charakterizuje flexibilitu materialu. Pri vys$Sich hodnotach sa jednad o polyméry tvoriace

spleteniny, ktoré st tuhSie [28].

2.1.2 Kinematicka viskozita

Okrem dynamickej viskozity vieme stanovit’ aj viskozitu kinematickt v [m? s!], ktora je

definovana ako podiel dynamickej viskozity a hustoty materidlu:
n
== 6
v=1 (6)

Podmienky pre zmenu viskozity st odlisné podla typu kvapaliny. V pripade
newtonovskych kvapalin je viskozita zavisld iba na teplote. Pri nenewtonovskych
kvapalinach rozliSujeme Casovo zavislé a nezavislé. Viskozita ¢asovo zavislych kvapalin
mozZe v Case klesat’, takéto kvapaliny nazyvame thixotropne, alebo stipat’ — ide o rheopatické
kvapaliny. V pripade ¢asovo nezdvislych kvapalin sa viskozita meni v zavislosti na rychlosti
Smykovej deformacie (kvapaliny pseudoplastické, dilatantné), alebo v pripade tzv.

Binghamskych kvapalin po prekonani medze toku [28].

2.1.3 Metody merania viskozity

Meranie viskozity je zdkladny krok pre charakterizaciu reologickych vlastnosti kvapalin.
Znalost’ viskozity je nevyhnutna z hl'adiska vyvoja, spracovania, transportu a hodnotenia
kvality v mnohych odvetviach priemyslu. Pristroje na meranie viskozity vyuZzivaju rozne

fyzikalne principy. Naj€astejSimi typmi st kapilarne, rotacné a oscilaéné viskozimetre.

Kapilarny viskozmeter funguje na principe prudenia kvapaliny cez uzku trubicu

pod vplyvom hydrostatického tlaku, pricom diZka a priemer trubice zabezpeduju laminarny
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prietok. Viskozita sa vypocita z upravenej Poiseuillovej rovnice podl'a mnozstva kvapaliny,

ktoré pretecie kapilarou za urceny cas.

Rotacné viskozimetre funguju na principe merania to¢ivého momentu, ktory vznika
vd’aka rotacii geometrie v kvapaline. Odpor, ktory kladie tekutina voci rotujicej geometrii,
je priamo umerny viskozite. Viskozita sa urCuje na zaklade merania Smykového napétia a
Smykovej rychlosti, pricom vyhodou tychto typov viskozimetrov su konstantné vysledky
a presnost’ aj v pripade merania nenewtonovskych kvapalin. Medzi rotacné viskozimetre

radime pristroje na principe valec-valec, kuzel-doska pripadne doska-doska (obr. 7).

(i)

valec-valec kuzel-doska doska-doska

Obrazok 7 Zékladné typy geometrii rota¢nych viskozimetrov [29]

Oscilacné viskozimetre pomahaju stanovit’ viskozitu kvapaliny prostrednictvom tlmiacej
sily vznikajicej pri kmitavom pohybe geometrie. Tlmenie je sposobené trenim medzi
vrstvami kvapaliny a ich interakciou so stenami nadoby, pri¢om vysledné trenie sposobuje
straty energie. Vysledna viskozita sa stanovi na zaklade merania ¢asu a amplitady kmitov.

Tieto pristroje st vhodné hlavne pre nizkoviskozne kvapaliny [26].

2.2 Elasticita

Elasticita je vlastnost’ materidlu, ktord umoznuje jeho navrat do pdvodného tvaru
po odstraneni sily, ktora zapriCinila deformaciu. Je to vzt'ah medzi pdsobiacim napétim
a ndslednou deformaciou. Vyjadrit’ ju méZzem pomocou Youngovho modulu pre vypocet

elasticity v kompresii alebo tahu:

® 19

(7
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V tejto rovnici rozumieme pod o napétie posobiace na plochu materidlu ae je
deformadcia, ako zmena vysky materialu oproti vyske povodnej:

AH
e=—
Hp

(8)

Deformacia v materidly vSak nastava aj v horizontdlnom smere aje vyjadrovana
Poissonovym vztahom. Je to pomer medzi deformaciou v smere aplikovaného napitia

a napitim v smere k nemu kolmom:
— Wo
V=ar )

Klasickou metddou stanovenia elasticity na makroskopickej tirovni je kompresny test,
pri ktorom sa na vzorku materialu pdsobi kontrolovanou silou a meria sa vznikajlca
deformadcia. Z udajov sa vykresl'uje krivka zavislosti napétie na deformacii, z ktorej sklonu
moZeme uréit Youngov modul. Dal§imi moznostami stanovenia elasticity materialu s

Specialne pristroje - reometre, alebo niektoré mikroskopické metody [30].

2.3 Viskoelasticita

Viskoelasticita je vlastnost materidlov, ktoré vykazuji zaroven viskdzne aj elastické
spravanie. Viskoelastické materidly su teda charakteristické tym, ze pri podrobeni
deformacii sa spravaji ako pevné latky, teda sa vracaju do povodného tvaru. Zaroven, ako
v pripade kvapalnych latok, je charakteristicky aj viskdézny odpor, ktory je zavisli od doby
poOsobenia sily. V pripade hydrogélov tvori elasticka zloZzku pevna siet’ a viskoznu zlozku

kvapalné prostredie.

U viskoelastickych materidlov méZeme sledovat’ niekol’ko zaujimavych fenoménov.
Pokial’ je aplikované napitie konStantné, deformécia sa stupriuje v Case. Tento jav
popisujeme pomocou krip testu. AvSak v pripade, Ze je deformacia materidlu udrziavana
konStantna, napétie generované v dosledku posobenia deformacie sa s asom znizuje. Ide
o takzvanll relaxdciu napétia spdsobent viskdéznou zloZzkou, Materidl sa teda Casom
prisposobuje deformdcii. Okrem tychto javov sa viskoelastické materidly vyznacuju
hysterézou, teda fazovym posunom ku ktorému dochadza po aplikovani cyklického

zatazenia [31].
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2.3.1 Krip

Krip, alebo postupnd deformacia za konsStantného napitia, moze byt popisany v troch
fazach. V primarnej fazy sa po vystaveni napitiu a prvotnej prudkej deformacii krip
spomal’uje, v sekundarnej fazy je konstantny a v tretej fazy opét’ stupa, pricom moéze dojst’
az k naruseniu materidlu. Pokial' je vSak zataz odstranend, vznikd vo viskoelastickych
materidloch napétie elastickej zlozky v opa¢nom smere k pdsobeniu povodnej zataze, vd’aka
c¢omu sa material regeneruje. Do akej miery je materidl schopny regeneracie a pozadovany
Cas na toto zotavenie je znacne rozdielny medzi jednotlivymi druhmi materidlov [32].
V pripade kvapalnych latok je krivka druhej faze linedrna aj po dlhom case, teda miera
deformacie stupa stale konStantne, pretoze prevazuje viskdzna zlozka. V materidloch kde
prevazuje elasticka zlozka sa naopak mdze deformécia zastavit’ na urcitej hodnote bez d’alSej

zmeny [33].

2.3.2 Relaxacia napitia

Pre popis relaxécie napitia vo viskoelastickych materidloch sa vyuziva Maxwellov model.
Tento model vysvetl'uje jav relaxdcie napidtia na dvoch zlozkéach. Elasticku zlozku

predstavuje Hookeova pruzina (obr. 8), pre ktory plati vypocet:

o = ke (10)
k
ey A VY S

Obréazok 8 Hookeova pruzina [33]

V tejto rovnici je napitie ¢ priamo umerné deformécii & vynasobenej konstantou k, ktora
oznaCuje tuhost' pruZiny. PruZina modeluje okamzité a vratné deformdacie spdosobené

napatim.

Druhou zlozkou je sériovo zapojeny newtonovsky model piestu (obr. 9), popisujtci

viskozne spravanie. Pre newtonov model plati rovnica:

o= né (11)
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n

St

Obrazok 9 Newtonov piest [34]

Konstanta 5 predstavuje viskozitu materidlu a symbol & oznacuje rychlost deformécie.
Ked'Ze ide o sériové zapojenie (obr. 10) analogické k zapojeniu elektrickych obvodov, plati
Ze napétie je rovnaké na oboch prvkoch a celkova deformacia je su¢tom deformacii pruziny

a piestu:
0 =0, =0, (12)

E=¢g té& (13)

Mm—-ﬂ-‘\f\f\i‘ E SRR (7

Obrazok 10 Maxwellov model [34]
Z tychto vzt'ahov d’alej mozno spocitat’ relaxacny Cas:

Tret = N/k (14)

Relaxaény ¢as charakterizuje viskoelastickii odpoved’ daného materidlu na napétie [34].
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3 ZELATINA

Zelatina je prirodny polymér, ktory vznika procesom hydrolytického $tiepenia kolagénnych
vlaken, nachadzajucich sa hlavne v spojivovych tkanivach. Dostupny byva vo forme kapstl,
prasku alebo grantl, ktoré je mozno rozpustit’ vo vode a vytvorit’ tak roztok alebo hydrogél,
v zavislosti na podmienkach. Vyuzitie nachadza v potravinarstve, kozmetike

a medicinskych aplikaciach [35].

3.1 Struktiira a vlastnosti

ZlozZenie zelatiny pozostdva zo zvySkov 18 aminokyselin spojenych peptidovou vizbou.
V zloZeni prevazuju aminokyseliny glycin, prolin a hydroxyprolin. Vznikajuci polypeptid
so Specifickou Struktarou (obr. 11), méze mat’ molekulovii hmotnost’ v Sirokom rozmedzi
15000 — 300 000 g/mol, v zavislosti na zdroji. Molekulovd hmotnost’ a jej distribucia
vyznamne ovplyviiuje viskozitu vysledného gélu. Upravy sii mozné pomocou zmeny

koncentracie, teploty a pH.

0 0 0 0 H

T T g"
—N—a-l—c—N—clﬂ-c—N—IH—c—

H i ‘!“z H [ H H!

H I
A N CHom C e N CH=C —N ‘I»'“z CH, -C"—
H, %=0 0
- W TN

VH 0 l]

. 0

t| ==NH;

NHp

Ala Gly Pro  Arg Gly Glu Hyp Gly Pro

Obrazok 11 Struktira Zelatiny [36]

Zelatina je tvorend charakteristickym usporiadanim troch polypeptidovych retazcov
vinutych v pravoto¢ivom trojitom helixe, stabilizovanom kovalentnymi vdzbami. Dva
z tychto retazcov su takmer identické svojim zlozeni a glycin v nich od 17. aminokyseliny
vzdy obsadzuje tretiu poziciu, za ktorou takmer vZdy nasleduje prolin ajeho analog,
hydroxyprolin. Obsah tychto dvoch aminokyselin, ktoré tvoria vodikové mostiky, je zaroven
ukazovatel'om tepelnej stability Zelatiny. Kazdy zivo¢iSny zdroj ma rozdielny pomer obsahu

aminokyselin, preto su odliSné aj ich body tavenia a tuhnutia.

Pocas spracovania tvori zelatina disperzné castice — koloidy, s vysokym stupiiom
disperzibility. Pri poklese teploty pod kriticku teplotu sa polypeptidové ret’azce usporiadaju

do stabilnych helixov a vytvaraja sietovt Struktaru gélu. Po dosiahnuti fyziologickej teploty
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sa naopak znovu rozpadaju na ndhodne usporiadané retazce a Zelatina sa stava kvapalnou.
Z tohto dovodu byva pri vyuziti Zelatiny v biologickych aplikdciach doplnené prirodzené
fyzikélne sietovanie zelatiny vodikovymi mostikmi aj chemickym sietovanim, ¢im dojde

k zvySeniu stability [35, 37].

3.2 Zdroje kolagénu

Zelatina moze byt pripravend z akéhokol'vek Zivoéisneho materidlu, ktory obsahuje
kolagén. NajcastejSie su to koze, chrupavky, Slachy a kosti cicavcov, ako st oSipané
a hovéddzi dobytok. Dal§imi zdrojmi s ryby, napriklad treska, merluza, tilapia, losos.
Vlastnosti Zelatiny pripravenej spracovanim rybej koze a kosti su odlisné v zavislosti na ich
povode. V pripade Zelatiny zo sladkovodnych ryb je teplota topenia a teplota tvorby gélu
vyssia nez u morskych ryb. Dalej takato Zelatina vykazuje va¢siu pevnost’, ktord moze byt
v niektorych pripadoch zrovnateI'na s pevnost'ou Zelatiny z hoviddzieho dobytka. V mensej

miere sa pre ziskavanie kolagénu pouzivaju aj vedl'ajSie produkty spracovania hydiny.

V poslednych rokoch rastie snaha o vyuZitie aj menej tradi¢nych Zivo¢isnych zdrojov,
ako ¢ervené morské uhorky, kosti aligatorov, ziskanych zo spracovania aligatoriecho mésa
na farméach v USA a Cine. Alternativnym zdrojom su taktiez tavy a niektoré obojzivelniky,

ako zZaby a salamandry [35, 38].

3.3 Priprava Zelatiny

Proces ziskavania Zelatiny z Zivoc¢iSneho materialu ma niekol’ko krokov. Materidl je nutné
zakonzervovat’ pomocou soli alebo hydroxidu vapenatého. Nésledne sa materidl rozdrvi
a odstrania sa zvysky konzervanta a tuku. Odstranuji sa aj neZiadtce bielkoviny, ako st
albuminy a globuliny, ktoré by mohli zniZit’ kvalitu vyslednej Zelatiny. Dal$im krokom je
alkalickd, kysla alebo enzymatickd hydrolyza. V pripade pouzitia kyseliny, napriklad
sirovej, fosforecnej alebo chlorovodikovej, hovorime o vyslednom produkte ako o Zelatine
typu A. V pripade ziskavania alkalickou hydrolyzou, hovorime o Zelatine typu B.
Enzymaticka hydrolyza je pomerne novou metodou, ktord vSak zabezpecuje vicsiu Cistotu
produktu. Pokracuje sa extrakciou Specidlnymi zariadeniami a zavere¢nymi upravami, ktoré

zahfnaju filtraciu, susenie a rozomletie [37].
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3.4 Hodnotenie vlastnosti

Bloomova hodnota charakterizuje pevnost’ zelatinového gélu pomocou stanovenia sily
potrebnej k naruSeniu povrchu Zelatiny o urCenej koncentracii, pripravenej za urcenych
podmienok, ako je teplota adoba zrania. K tomuto ucelu sa pouziva valcovy piest
s definovanymi rozmermi. Tato hodnota teda vyjadruje jeho hmotnost’ v gramoch (g).
Vd'aka znadmej suvislosti medzi koncentraciou (C) a Bloomovou hodnotou mdzeme pri
hodnoteni pevnosti porovnat” posudzovany gél o danej koncentracii s gélom iného typu

zelatiny o znamej Bloomovej hodnote (B), o vyjadruje nasledovna rovnica:

€, x B}"* = ¢, x B,/ (15)

Tato hodnota zavisi na diZke refazcov a ich distribtcii v géle, a teda vyssie hodnoty
Bloomu znamenaju okrem pevnosti aj vyssiu teplotu tavenia a tuhnutia. Zelatiny mozno na
zaklade ich Bloomu klasifikovat’ na vysoko-Bloomové (200-300 g), stredne-Bloomové
(100200 g) anizko-Bloomové (50-100 g). Okrem Bloomovej hodnoty sa pri
charakterizovani kvality zelatiny stanovuje jej viskozita v zavislosti na koncentracii a

teplote, pH roztoku a obsahu vody [39].

3.5 Vyuzitie Zelatiny

Vpraxi mé Zelatina mnoho moZnosti vyuZitia, najbeZnejSie sa sfou stretame
v potravinarstve. Tam sluZi ako stabilizator, upravuje textiru, pridava elasticitu a
transparentnost’ a pomaha tvorit’ emulzie. V kozmetike sa zelatinové hydrolyzaty pridavaji
do krémov vd’aka svojej schopnosti viazat’ vodu a obmedzit’ jej transepidermalne straty. Za
ucelom podporenia tvorby kolagén a elastinu pre spomalenie vzniku vrasok exituji aj
pripravky ur¢ené pre konzumaciu. VyuZitie nachadza aj vo farmaceutickom priemysle, kde
sluzi na vyrobu kapsul ako nosi¢ov u€innych latok a vitaminovych doplnkov s cielenym
uvoltiovanim. Zelatina moze byt pouzita na pripravu nanovlaken alebo méze sluzit ako
disperzné médium pre nanocastice rozneho charakteru. V medicine nachadza vyuZitie
v tkanivovom inzinierstve ako materidl pre 3D tla¢, vd’aka svojej biodegradabilite,

adhezivite a schopnosti podporovat’ bune¢nt proliferaciu a obnovu tkaniv [37, 39, 40].
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II PRAKTICKA CAST
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4 CIELE PRACE

Ciel'om bakalarskej prace je analyzovat’ viskoelastické vlastnosti pripravenych Zelatinovych
hydrogélov, kedy ako vstupné suroviny buda vyuzité zelatiny izolované z netradi¢nych
druhov zvierat. V rdmci jedného druhu bude d’alej sledovany vplyv casti tela zvierata, z
ktorého je zelatina izolovana, podobne ako rézne Sarze odliSujuce sa hodnotou Bloom.
Samotné merania budu prebiehat’ roznych podmienkach, konkrétne teplote a mechanickom
namahani. Cielom bude objasnit’ suvislosti medzi pdévodom zelatin a reologickymi
vlastnostami hydrogélov, sohladom na Bloomovu hodnotu. Tieto vlastnosti budi

posudzované z hl'adiska d’al$ej vyuzitelnosti hydrogélov.
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5 MATERIALY A METODY

5.1 Vybrané druhy Zelatiny

Pre testovanie a porovnanie vlastnosti boli vybrané Zelatiny v praskovej forme z r6znych

zivo¢isnych druhov a Casti tela, s odliSnymi hodnotami Bloomu, ako popisuje tabul'ka 1.

Tabulka 1 Pouzité typy Zelatin a ich Bloomové hodnoty

Zivotich Bloom
Amur biely 80— 190
Komer¢nd rybia Zelatina — 120

rybie titdnium

Jelen — slachy 0-100

Jelen — vizy 48 — 92
Kura — kosti (1) 80
Kura — kosti (2) 140
Kura — kosti (3) 180
Kura — kosti (4) 260
Kura — zaludok 80

Z vsetkych typov Zelatiny boli pripravené hydrogély s koncentraciou 20 hm.%. Pre Ucely
konkrétnych testov boli dalej z vybranych druhov Zelatin pripravené aj gély s inymi
koncentraciami, ktoré boli medzi sebou porovnavané, pre ziskanie konkrétnejSich dat.
Povod Zelatiny ovplyviiuje jej chemické zloZenie a tym aj jej vysledné reologické
vlastnosti. Vyznamné odchylky st vSak zjavné aj v pripade zelatiny z konkrétnych Casti

jedného druhu zvierata, ako mozno pozorovat’ napriklad pri Sirokom rozmedzi hodndt

Bloomu Zelatiny z kuracich kosti.

5.2 Metody testovania

Pre stanovenie vlastnosti Zelatinovych hydrogélov bol pouzity modularny rotacny

viskozimeter Anton Paar MCR 502 s Peltierovou tempera¢nou spodnou (P-PTD200/62/TG)
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a vrchnou (H-PTD200) jednotkou. Bola pouzitd geometria doska — doska s priemerom
20 mm so zdrsnenym povrchom pre zamedzenie sklzu vzorky na povrchu geometrie, kedy
meracia medzera bola vzdy nastavena v zavislosti na skutocnej hribke vzorku tak, aby
normalova sila posobiaca na vzorku odpovedala 0,2 N (2,14 — 2,57 mm). Prvym krokom
bolo stanovenie zavislosti elastického a viskdzneho modulu na teplote. Ciel'om bolo stanovit’
vhodné teplotné podmienky pre d’alSie typy merani. Zaroven znalost' spdsobu spravania
hydrogélu pri réznych teplotach pomaha urcit moznosti vyuzitia v praxi. Z nameranych dat
je mozné urcit’ teplotu tavenia gélu, Co byva kl'icové v pripade pouzitia v potravinarstve
a biologickych aplikaciach, kde je dolezité predvidat’ zmenu skupenstva pri fyziologickej
teplote I'udského tela. Samotné meranie prebichalo v oscilaénom rezime za konStantnej
deformdcie 0,5 % a uhlove;j frekvencie 10 rad s ! a teplotnom rozmedzi 5 °C — =35 °C (lisilo

sa podla struktiry hydrogélu) s rychlostou ohrevu/chladenia 1 °C min™'.

Naésledne bolo prevedené meranie zmien vo viskoelastickych moduloch v zavislosti na
pouzitej frekvencii. Tento test sluzi primarne na urcenie stability hydrogélov a sledovania
pripadnych zmien pri rasticej uhlovej frekvencii oscilacie, teda v ¢ase meniacom sa
namdhani. Tu samotné meranie prebiehalo na vytemperovanej vzorke pri 10 °C (hodnota
pouzivana pri stanoveni tuhosti gélu podl'a Bloom), konstantnej deformacii 0,5 % (hodnota
nachadzajucej sa v oblasti linearnej viskoelasticity) a postupne zvySujucej sa uhlovej

frekvencii v intervale 0,1 — 100 rad s™'.

Poslednym krokom bol krip test, teda sledovanie deformécie pri pésobeni konStantného
napitia a schopnost’ materidlu sa zotavit. Metodologie tohoto merania zahffiala opéat’
kon$tantni teplotu 10 °C s okamzitym zatazenim vzorku napédtim 10 Pa po dobu
300 s anaslednym  okamzitym odtazenim (0 Pa) s vyhodnocovanim priebehu
viskoelastickych modulov po dobu 300s. Frekvencia snimanych bodov v urcitych

intervaloch merani (ndbehové okamihy) sa rovnala 0,01 s.
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6 VYSLEDKY

6.1 Teplotna zavislost’

Pre znazornenie teplotnej zévislosti Zelatiny bol pre lepsiu prehl'adnost’ vypracovany
samostatny graf, kde hodnoty vynesené na ose y popisuju elasticky modul (G ") a viskézny
modul (G"") zobrazené v logaritmickej mierke (grafy 1 — 9). Na vSetkych grafoch mozno
pozorovat' hysterézu, teda odliSnost’ teploty tavenia pri zahrievani gélu a opédtovného

tuhnutia pri chladeni.
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Graf 1 Teplotna zavislost’ — amur biely

Ked’Ze amur je sladkovodna ryba, jeho telesna teplota kopiruje teplotu prostredia, v ktorom
Zije, preto nedosahuje tak vysokych hodnét ako suchozemské Zivocichy. Z tohto dovodu
bolo mozné o€akavat’, Ze kolagén v jeho tele a z neho pripraveny Zelatinovy hydrogél bude

mat’ mensiu tepelnt stabilitu a teplotu tavenia oproti kuracim a jelenim vzorkam.

Podobné vysledky boli predpokladané aj u komer¢nej rybej zelatiny, u ktorych nie su
zndme konkrétne typy ryb, z ktorych bola ziskana. Z grafu 2 vyplyva, Ze tato Zelatina ma
niz§i bod tavenia (priese¢nik hornej dvojice sustavy bodov pre G" a G'") aj tuhnutia
(priesecnik spodnej dvojice stustavy bodov pre G" a G™") a jeho elasticky modul sa pohyboval
pri vysSich teplotach v oblasti niz§ich teplot (5 °C — 15 °C). Zmeny v oboch moduloch po
dosiahnuti bodu tavenia boli u komercnej Zelatiny menej konzistentné kvoli vacsiemu
rozmedziu hodnoty Bloomu. Teplotna stabilita tejto zelatiny bola teda celkovo niz$ia, oproti

Zelatiny ziskanej z amura.
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Graf 2 Teplotna zavislost’ — komercna rybia Zelatina

V meranych vzorkach z jelena boli zistené vyznamné rozdiely v tepelnej stabilite medzi

zelatinou s Slachy (graf 3) a vdzu (graf 4). Teplota tavenia bola v pripade vidzu priblizne

o 13 °C vyssia. Z pohl'adu fyziologie modze byt dovodom ich funkcia, ked’ze vizy sluzia pre

spojenie kosti s kostou a stabilizaciu kibov. Struktara kolagénu v nich by teda mala byt

schopné odolat’ via¢sej mechanickej ndmahe, nez v pripade Sliach, ktoré spajaji svaly a kosti.

U gélu z nich bola oblast’ skupenského prechodu este nizsia ako u Zelatin z ryb. Vyznamnym

faktorom je aj rozmedzie Bloomu 0 — 100.
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Graf 3 Teplotna zavislost’ — jelenie §lachy
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Graf 4 Teplotna zavislost’ — jelenie vizy

V pripade Zelatin z kuracich kosti (grafy 5,6,7) boli o¢akavané podobné tepelné vlastnosti,
s tendenciou zvySovania bodov topenia a tuhnutia spolu s rasticou hodnotou Bloomu. Druha
vzorka zelatiny s hodnotou Bloomu 140 vSak tento trend nepotvrdila a teploty skupenského
prechodu boli o nieco mensSie, aj ked’ vel'mi podobné (bod tavenia 32,9 °C a 33 °C ) ako
pri zelatine s Bloomom 80. Napriek tomu teplotné¢ rozmedzie skupenskych prechodov
(rozdiel medzi teplotou topenia a tuhnutia) stupal s rasticim Bloomom, ¢ize pevnost'ou

sietovania gélu.
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Graf 5 Teplotna zavislost’ — kuracie kosti (1)
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Graf 6 Teplotna zavislost’ — kuracie kosti (2)
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Graf 7 Teplotna zavislost’ — kuracie kosti (3)

Pri testovani Zelatiny z kuracich kosti s najvy$Sou hodnotou Bloomu a Zelatiny z kuracich

zaludkov (graf 8, 9) bol tepelny rozsah testu prili§ maly a hodnoty elastického a visk6zneho

modulu sa nepretli ani pri vysokych teplotach nad 35°C. Znamena to, Ze pri zahrievani

do takychto teplot sice tuhost’ gélu klesala, ale nie dostato¢ne pre zmenu skupenstva. Tieto

zelatiny teda vykazuju vyborné tepelné vlastnosti, aj ked” Bloomova hodnota v pripade

zelatiny z kuracich Zalidkov tomu na prvy pohlad nenapovedd. Dovodom lepsej tepelnej

stability je odlisna fyziologicka funkcia a teda aj chemicka Struktira kolagénu. Obecne hra

hlavnll rolu v tomto aspekte prolin a hydroxyprolin stabilizujici alfahelix vodikovymi
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vizbami s alkoholovou skupinou. Vyssiu odolnost’ voci tepelnej denaturacii zabezpecuju aj
vysSie moralne hmotnosti [41]. Na zloZenie ma okrem pdvodu (Zivocisny druh, Cast’ tela)
vplyv aj metoda extrakcie, ktord ovplyvnuje podiely jednotlivych aminokyselin v ziskane;j

Yelatine [42].
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Graf 8 Teplotna zavislost’ — kuracie kosti (4)
1000000
100000 0000y
00’883:::.... °G -Tt
[ [ J
10000 00,20, 0G”-T7
©200000006¢g, o o
: @888888003(.39 ®e °G"-T|
O 1000 05 @05 ®y  0G7-Ty
~ o. e°0
: O5 @ O, o
&) 05% ©
0.0 _0 e
100 0~%4 O
0088 [ ]
8889
10
1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Teplota [°C]

Graf 9 Teplotna zavislost’ — kuraci Zaladok

Stthrnné porovnanie bodov tavenia a tuhnutia vSetkych testovanych zelatin obsahuje
tabulka 2.0becne je mozné tvrdit’, Ze s rasticou hodnotou Bloomu stupa teplota topenia
gélu, pricom vynimku predstavuje Zelatina z kuracich zalidkov. Na zaklade vysledkov boli

z d’alSieho testovania vyradené najmenej teplotne stabilné gély, pripravené z zelatiny z ryb,
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jelenich sliach a taktiez kuracich kosti (1) s najmensou hodnotou Bloomu 80. Tie boli
vyradené, vzhl'adom na malé rozdiely v zistenych hodnotdch oproti zelatine rovnakého

povodu s Bloomom 140, nebolo teda nevyhnutné prevadzat d’alSie merania na oboch

vzorkéch.
Tabul'ka 2 Body tavenia a tuhnutia zelatin
Zelatina Bod tavenia [°C] Bod tuhnutia [°C]
Amur 30,7 24,9
Komerc¢na rybia zelatina 27,4 22,8
Jelenie sl'achy 19,7 15,6
Jelenie vizy 33 27,6
Kuracie kosti (1) 33 28,9
Kuracie kosti (2) 32,9 28,6
Kuracie kosti (3) 34,6 29,7
Kuracie kosti (4) 35+ -
Kuraci zalidok 40 + -

Pre ur€enie vyznamnosti koncentracie Zelatiny na tepelnych vlastnostiach vytvoreného gélu
boli z Zelatiny z jelenich vdzov pripravené esSte 4 d’alSie vzorky s koncentraciou 5 hm.%,

10 hm.%, 15 hm.% a 25 hm.%. V tabulke 3 st porovnané s povodnym 20 hm.% gélom.

Zavislost’ sa ukéazala ako takmer linedrna a nevykazuje nejaké vyznamné odchylky.

Tabul'ka 3 Teplotné vlastnosti Zelatin z jelenich vdzov s r6znou koncentraciou

Koncentracia [hm.%]

Bod tavenia [°C]

Bod tuhnutia [°C]

5 29,8 20,8
10 30,9 23,9
15 32 25,8
20 33 27,6
25 36 30,7
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Pre zlepSenie teplotnych vlastnosti vyslednych hydrogélov by bolo mozné pridat’ latky,
umoziujuce chemické sietovanie, ako napriklad glutaraldehyd, epoxidy alebo kyselina
alginova, s ktorou moéze Zzelatina tvorit’ peptidové vézby. Tato metdoda uz sa vyuziva
v potravinarstve, kozmetike aj farmacii, pretoze je netoxicka [43]. Dalej je sietovanie mozne
pridanim kyseliny akrylovej ajej derivatov. VysS§i bod tavenia je ziaduci hlavne
v tkanivovom inZzinierstve a priprave roznych implantatov, ktoré musia odolavat’ telesnej
teplote, kde by rybia zelatina bez modifikacie bola nevhodna. Avsak v pripade injekéného
vstrekovania hydrogélu je nizsi bod tavenia nevyhnutny. V kozmetickom priemysle, kde sa
vyuziva za ucelom zlepSenia hydraticie znizenim transepidermalnej straty vody a tym aj
zmiernenie intenzity vrasok, zalezi vyber typu Zelatiny na celkovej formulacii kozmetického
pripravku a poZadovanych senzorickych vlastnostiach. Pouzit sa moéze v gélovych
a krémovych formulaciach, kde je potrebné pouzit’ Zelatinu s vy$Sou tepelnou odolnostou
pre udrzanie konzistencie. V oboch pripadoch by vsak nemal byt bod tavenia vyssi ako

telesna teplota, pre komfortnt aplikaciu [44, 45].

6.2 Frekvenc¢na zavislost’

Vsetky merania frekvencnej zavislosti G° a G’ sa nachadzali v oblasti linedrnej
viskoelasticity, o znamena, ze v danom rozsahu deformécii pri konstantnej frekvencii su
zmeny v oboch moduloch vSetkych vzoriek Zelatiny konStantné a zaroveil vznikajlca
odozva materialu je imernd pdsobiacej deformacii. Pod odozvou sa v tomto pripade rozumie
napdtie. Teplota vSetkych vzoriek pri merani bola 10 °C. Vysledky vSetkych merani Zelatin
s koncentraciou 20 hm.% suhrnne zobrazuje graf 10. Na ose y st opit’ vynesené hodnoty G~
a G, zatial' ¢o na ose x sa nachadzaju hodnoty uhlovej frekvencie. Pre prehl'adnost’ st
v legende grafu uvedené Ciselné oznacenia jednotlivych Zelatin, ktorych vysvetlivky sa
nachddzaju v tabul’ke 4. Ciel'om bolo sledovat’ spravanie hydrogélov pri vystaveni postupne
rastiicim frekvenciam deformdcie. Ked'Ze v hydrogély boli merané pri teplote, v ktorej sa
nachadzaju v pevnom skupenstve, prevlada elastickd zlozka oproti viskdznej a neboli
ocCakavané vyrazné zmeny v jej hodnotach (dokaz fyzikalneho sietovania vzoriek).
S rastlicou frekvenciou vSak moZzno predvidat’ mierny rast viskozneho modulu. Dominantné
hodnoty G’, takmer nezavislé na w a sti¢asne nizsie, avSak rastice hodnoty G st typickou

charakteristikou stabilnych hydrogélov.
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Graf 10 Frekvencna zéavislost’
Tabul’ka 4 Oznacenie Zelatin v grafe frekvencnej zavislosti
Ciselné oznadenie Typ Zelatiny Bloom
1 Kuracie zaludky 80
2 Jelenie vizy 92
3 Kuracie kosti 140
4 Kuracie kosti 260

Pocas merania neboli zaznamenané vyrazné odchylky, rast vSetkych hodnét bol konstantny
az po uhlovi frekvenciu 100 rad s™. Vizualne je mozné opit priamo sledovat’ zavislost
hodnoty Bloomu na elasticite, a teda aj mechanickej stabilite gélu. U elastickych modulov
sa objavil taktiez mierny rast, najmenSie zmeny vykazovala Zelatina z kuracich kosti

cvwe

zaludkov, ktory v predoSlom teste preukdzal najvysSiu tepelnu stabilitu. AvSak elasticka
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zlozka tohto hydrogélu dosiahla pri vyssich frekvenciach takmer rovnaké hodnoty, ako
hydrogél z zelatiny jelenich vdzov s vy$§im Bloomom. Tato vzorka bola preto zvolena
pre d’alSie testovanie frekvencnej zavislosti viskoelastickych vlastnosti pri vyssich teplotach

20 °C, 30 °C a 40 °C (graf 11).
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Graf 11 Frekvencna zavislost’ Zelatiny z kuracich Zaludkov pri teplotach 10 °C — 40 °C

Na grafe mozZno sledovat’ vyraznej$i rast G*” v Zelatine so stiipajicou uhlovou frekvenciou
pri teplote 40 °C. Narast je zna¢ny aj v elastickom module po prvotnom poklese pri uhlove;j
rychlosti 8 — 20 rad s—1, kde dosiahla az nulovej hodnoty. Tento jav je sposobeny tym, Ze sa
zelatina pohybovala v tepelnej oblasti blizkej bodu tavenia a pri posobiacej deformacii
zrejme dosSlo k zrateniu vnutornej Struktury. PreSla do kvapalného stavu a nasledujtci rast
pripomina spravanie koncentrovaného roztoku. Rastlice G" teda znamena len zdanlivé
zvySenie elasticity, pretoze retazce nedokazu dostato¢né rychlo reagovat’ v ase medzi

oscilaciami.
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6.3 Krip test

V tomto teste bolo na vSetky vzorky posobené konstantné napétie 10 Pa po dobu 300 sektind.
Sledované boli zmeny v deformacnych odozvach hydrogélov. Grafy 12—-15 zobrazuju
priebeh testu vratane fazy, v ktorej bol zdroj napétia odstraneny. Porovnavané boli Zelatiny
z kuracich kosti (140 — 260 Bloom) a zaludku, pretoze v predoslych meraniach prejavili

najlepsie vlastnosti.
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Graf 12 Krip test hydrogélu zelatiny z kuracich kosti, 140 Bloom
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Graf 13 Krip test hydrogélu zelatiny z kuracich kosti, 180 Bloom
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U prvych dvoch testovanych vzoriek hydrogélov s Bloomom 140 a 180 je po aplikacii

napitia zjavnd krivka, ktorda v Case mierne rastla. Takéto spravanie je typické

pre viskoelastické materialy, kedy reakcia na posobiace napitie je postupnd s miernym

casovym oneskorenim. Deformacia rastla az do momentu odstranenia zdroja napitia, kedy

doslo k relaxacii. V oboch hydrogéloch doslo k uplnej obnove, teda hodnoty deformaécie

klesli na pociatocnu uroven. V pripade zelatiny s najvys§im Bloomom graf z pociatku

pripomina spravanie idedlne elastického telesa, kedy reakcia elastickej zlozky na napitia je
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okamzita a po celi dobu trvania krip testu sa drzi na jednej urovni. Dosiahla taktiez vyssich
hodnét deformacie ako predoslé hydrogély, teda je mozné pozorovat’ trend rasticej
deformacie umerne s Bloomovou hodnotou. Vo faze relaxacie nedoslo k uplnej obnove,
hydrogél prestal reagovat’ elasticky a zacal sa spravat’ viskozne. Nasledkom je vznik
trvalého poskodenia Struktary vplyvom prili§ vysokej tuhosti hydrogélu. Takato vlastnost’
napoveda o nevhodnosti daného hydrogélu pre pouzitie v biologickych aplikaciach, kde
maju napodobiiovat’ mikké tkanivéa, napriklad v pripade trvalych transplantatov. Je to
z dovodu, ze takéto materialy vyzaduji naopak niz$i elasticky modul, zabezpecujuci
dostatocni poddajnost, ale zaroven vys$Siu huzevnatost umoznujicu deformaciu bez
poskodenia tvaru [44]. Vyssi elasticky modul ale moze byt vyhodny pri priprave scaffoldov,
teda podpornych konStrukcii pre rast buneénych Struktiar, kde tuhost materidlu tvori
prostredie podporujice diferencidciu mezenchymalnych kmenovych buniek na osteoblasty
[46]. V pripade Zelatiny z kuracieho zaludku je viditeIné opit’ viskoelastické spravanie
s plynulou deforméciou a postupnou relaxaciou po odstraneni napétia. Tato vzorka dosiahla
najvysSie hodnoty deformdcie a zéroven najmensiu ,,recovery®, teda nedoslo k obnove
povodného tvaru. Podoba spravania tejto vzorky s Bloomom 80 a chovanim hydrogélu
s najvyssou hodnotou Bloomu naznacuje, ze Bloom nie je univerzalnym parametrom pre
odvodzovanie vyslednych vlastnosti Zelatinového hydrogélu. KIa¢ovym faktorom

ovplyviiujiicim viskoelasticitu je chemické zloZenie a Struktira kolagénu.
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ZAVER

Testy viskoelastickych vlastnosti Zelatinovych hydrogélov poukézali na niektoré podstatné
javy, ako napriklad nizka tepelna stabilita rybej zelatiny a zelatiny z jelenich sliach, ktoré
boli z d’al§ich testov vyradené. Preukazana bola priama korelacia medzi bodom tavenia
a Bloomovou hodnotou. Vynimku tvoril hydrogél Zelatiny z kuracich zalidkov s hodnotou
Bloomu 80, ktory sa blizil k bodu tavenia az pri 40 °C. Sledovanie frekvenc¢nej zavislosti
poukazalo na dobru stabilitu vSetkych zvySnych hydrogélov aj pri uhlovej rychlosti
100 rad s™!. Hydrogél z kuracich zalidkov bol merany pri rdznych teplotach, kedy k poklesu
elastického modulu doslo prave az pri teplote blizkej bodu tavenia a uhlovej rychlosti 10
rad s . Krip test odhalil velkd tuhost hydrogélu pripraveného z Zelatiny kuracich kosti,
Bloom 260. Désledkom je vSak neschopnost’ hydrogélu navratit’ sa do povodného stavu po
odstraneni napétia. Podobné, spravanie vykazoval aj hydrogél z kuracich zaludkov (Bloom
80), ktory ale zaroven dosiahol najvyssej deforméacie pri posobeni rovnakého napdtia. Tento
jav sa vymykal z trendu, kedy miera deformécie stipala s hodnotou Bloomu. Hydrogély
z kuracich kosti, Bloom 140 a 180 dosiahli menSej deformacie a Uplnej regeneracie.
Z uvedenych vysledkov je zjavné, Ze hodnota Bloomu popisujica pevnost’ zelatinovych
gélov nie je najvyznamnej$im faktorom pre odvodenie stability. Pri mechanickom namahani
nebola velkost’ tejto hodnoty tak podstatna, ako povod Zelatiny, respektive jej zloZenie.
V texte bol d’alej popisovany vplyv zistenych vlastnosti jednotlivych typov hydrogélov,
predovsetkym bodu tavenia a schopnosti regeneracie po vzniku deformacie, na ich mozné

praktické vyuzitie v roznych aplikaciach.
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