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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Prahe, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra Farmaceutickej technologie
Skolitel: Mgr. Monika Smékalova, Ph.D.
Konzultant: MUDr. Michael Bartos§
Posluchéa¢: Andrea Vaclavikova
Nazov diplomovej prace: Vyvoj materidlu pre ultrazvukovy mozgovy fantdm na baze
zelatiny

Pre vyber materidlu na vyrobu jednorazového ultrazvukového fantdbmu mozgu
zohravaju dolezitt tlohu viaceré aspekty: charakter materialu, akustické vlastnosti, cena
surovin a ich dostupnost, jednoduchost’ pripravy a uskladnenia, dlhodoba stabilita, atd’.
Zelatina ako hydrogél je vhodnym materialom pre imitéciu biologickych tkaniv, ked’ze
Pudské telo je tvorené prevazne vodou, co je predpoklad podobnych akustickych

a mechanickych vlastnosti. Okrem toho, tento prirodny biopolymeér je I'ahko dostupny za

nizke naklady.

Cielom bolo najst’ taki kombindciu pomerov Zzelatiny, sietovacieho ¢inidla,
plastifikatoru a konzerva¢nych latok, aby v konecnej faze vznikol material pre
ultrazvukovy fantom s optimalnou dobou tuhnutia a podobnymi akustickymi
vlastnost'ami mozgu. TaktieZ bol kladeny doraz na poZiadavky pre teplotnli a mikrobialnu
stabilitu. Pre tento el bolo pripravenych niekol’ko radov 5,0 %, 7,5 % a 10,0 % zZelatiny
s rt6znym pomerom obsahov glutaraldehydu (GTA) a glycerolu, na ktorych bola merana
doba tuhnutia. Po urCeni optimalneho percentudlneho zloZenia Zelatiny a GTA, bol
sledovany vplyv mnoZstva glycerolu na stratu vody po dobu 6 pracovnych dni pri teplote
37 °C. Dalej boli vykonané experimenty na teplotnii stabilitu, pric¢om prva &ast
experimentu sa sustredila na dosah mnozstva glycerolu a GTA na Struktaru Zelatinového
g€lu pri vyssich teplotach. V druhej Casti experimentu bol pri teplote 37 °C po 24
hodinach sledovany najmé vplyv glycerolu na charakter Zelatinovych gélov. Reologicke

hodnotenia potvrdili pozorovania z predoslych experimentov.

Pre vyhovujucu dobu tuhnutia a splnenie poziadaviek na teplotnt, mikrobialnu
stabilitu a reologické vlastnosti je optimalne percentualne zloZenie gélu v pomere: 7,5 %

zelatiny, 0,1 % GTA, 60 % glycerolu a 32,4 % konzervac¢nej vody.



Kombinacia glycerolu s GTA pre ich vzijomné synergické posobenie na pevnost a
termalnu stabilitu gélu je potrebna. Hodnotenie akustickych vlastnosti Zelatinového gélu

bude predmetom skimania d’alSej prace.

KPucové slova: zelatina, sietovanie, fantom



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Technology
Supervisor: Mgr. Monika Smékalova, Ph.D.
Consultant: MUDr. Michael Barto$
Student: Andrea Vaclavikova
Title od thesis: Development of material for gelatin-based ultrasound brain phantom

There are more aspects that have an important role in selection of material for
production of single-use ultrasound brain phantom: kind of material, acoustic property,
price of materials and their accessibility, simplicity in preparation and its storage
requirements, time stability and further. Gelatine as a hydrogel is a proper material for
imitation of biological tissues since human body is mostly formed by water what is a
prerequisite for acoustic and mechanical quality. Besides that, this natural biopolymer

can be available for low costs.

The goal was to find suitable combinations in proportion to gelatine, crosslinker,
plasticiser, and preservatives in order to create material for ultrasound brain phantom with
optimal time of solidification and similar acoustic property of brain in terminal stage. The
emphasis was also put on temperature and microbiological stability requirements. For this
purpose, there were arranged set of samples of 5%, 7,5% and 10% of gelatine with
different proportion of glutaraldehyde (GTA) and glycerol on which time of solidification
was measured. After determination of the optimal percentual composition of gelatine and
GTA, the time of impact on amount of water loss on glycerol was observed for six
working days at temperature of 37 °C. Next the experiments on temperature stability were
conducted where the first part was focused on the effect of amount of glycerol and GTA
on gelatine structure at higher temperatures. In the second part of the experiment there
was mainly monitored impact of glycerol on gelatine gels character at temperature of 37

°C for 24 hours. Rheological evaluation confirmed observations from last experiments.

For a suitable solidification time and fulfilment of temperature requirements,
microbiological stability and rheological qualities is optimal percentual composition of
gel in ratio of: 7,5% gelatine, 0,1% of GTA, 60% of glycerol and 32,4% of canning water.

Combination of glycerol and GTA for mutual benefit in its synergic effect on rigidity and



thermal stability is essential. Evaluation on acoustic properties on gelatine gel is going to

be a subject in next research.

Keywords: gelatin, crosslinking, phantom



1 UVOD A CIEL, PRACE

Fantém pre ultrazvukové zobrazenie sa moze vyuzit’ na rozne Ucely. Napriklad
pri tréningu lekarskych zru¢nosti, v tkanivovom inZinierstve alebo pri vyvoji tradi¢nej, ¢i
pocita¢om riadenej chirurgii.'>* Ugel, pre ktory chceme fantdom pouzit’, tak moze zavazit
pri vybere materialu. NajCastejSie sa pouzivaju hydrogély, ktoré maji oproti lipofilnym
materidlom viacero vyhod. Ich najvdcSou vyhodou je, Ze maju podobné akustické
vlastnosti, ako biologické tkanivé, pretoze rovnako, ako aj 'udské telo, su v prevazujuce;j
miere tvorené vodou. Dal$imi benefitmi byva jednoduchost’ pripravy a uskladnenia,
lahk4 dostupnost’ na trhu a nizke naklady.> Z tychto dévodov byva Eastou volbou aj

zelatina.

Zelatina je prirodny biopolymér ziskany najéastejsie z kozi, kosti a chrupaviek
jato¢nych zvierat. Gél Zelatiny sa vyznacuje izotermnou premenou, kedy pri zahriati nad
teplotou topenia (cca 35 °C) sa premeni na s6l, po ochladeni sa postupne obnovuju viazby
medzi zelatinovymi polymérmi pomocou fyzikalnych interakcii. Ako hydrogél sa
vyznacuje sklonom k I'ahkej mikrobidlnej invazii. Pre vznik teplotne a mechanicky
stabilného materialu je potrebnd pritomnost’ sietovacieho cinidla, ktory ireverzibilne
stabilizuje proteinova Struktiru Zelatiny vznikom kovalentnych vézieb. Pridavok
glycerolu do zmesi Zelatiny jednak optimalne zlepSi akustické vlastnosti, zaroven
plastifikuje proteinové retazce Zelatiny, a tym zabezpec¢i lepSiu pruznost materidlu

podobnt biologickému tkanivu.

Cielom diplomovej prace bolo zistit’ optimalne zloZenie glycerogélu Zelatiny
a sietovacieho ¢inidla v takom pomere, aby vznikol materidl pre ultrazvukovy fantom
mozgu s vyhovujicou dobou tuhnutia (I — 5 min) pri prelievani do mozgovej formy,
a spifial poziadavky na mikrobidlnu a teplotnd stabilitu. Doba tuhnutia gélu bola
hodnotend jednoduchou kvalitativnou metédou pomocou magnetického miesadla
v magnetickej mieSacke. Vplyv glycerolu a GTA na teplotnu stabilitu a Struktaru gélov
bol uréeny z experimentov na stratu vody, skiSok na teplotnu stabilitu vystavenim
vzoriek pri vyssich teplotach, €i na urcity ¢as a pomocou oscilaénych reologickych testov

na rota¢nom reometri.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Fantom

Pojem fantdm predstavuje v medicine model urcitej Casti I'udského tela alebo
organu s réznorodym vyuzitim. Napriklad, pri nazornom vyucovani si u¢ni na fantémoch
precvicuju polohovanie anatomickych Struktur, taktiez koordinaciu oko - ruka. Fantomy
vyrobené najma zo syntetickych materialov sa uplatiiuji pri navrhovani protéz, pripadne
navrhu a testovani robotickych pomoécok alebo chirurgickych systémov, pri analyze

traumatického poranenia, atd’.!

Fantomy urcené pre lekarske zobrazenie moézu byt z r6znych materidlov, ale
musia mat’ §pecifické vlastnosti, ktoré imituju biologické tkanivo. Pouzivaju sa napr. pre
kalibraciu a charakteristiku medicinskych zobrazovacich technik, ¢i uz pre ultrazvukové
alebo optické zobrazenie. TaktieZ nachadzaji vyuzitie v praktickej vyucbe Studentov

mediciny, tkanivovom inZinierstve alebo pri vyskume a vyvoji modernej chirurgie.!*>

2.2 Ultrazvuk

,Ultrazvuk® je vo fyzikdlnom ponimani kazdé akustické vlnenie s frekvenciou
vys$Sou, nez je schopné pocut’ 'udské ucho, tj. 20 kHz. Priemerny rozsah bezného
sonografu pre diagnostiku byva od 2 do 18 MHz, pri¢om vysSie frekvencie prislichaju

mensej vinovej dlzke, ¢o umoziuje lepsiu rozlisiteInost’ miniatur.*

2.2.1 Princip ultrazvukového zobrazenia

Na vytvoreni lekarskeho zobrazenia sa podielaji vysokofrekvencné akustické
impulzy, ktoré sa prenasaju do tkaniva pomocou sondy. Ten okrem prenasania aj prijima
vysokofrekvenény zvuk.” Na rozhrani dvoch prostredi s rozdielnou akustickou
impedanciou dochadza k rozptylu akustickych vin. Spitne rozptylena &ast’ tejto energie,
pohybujica sa v opacnom smere ako Siriaci sa impulz, mdZe byt nasledne prijimana
sondou. Amplitada signalu zavisi od Specifickej Struktiry tkaniva, pricom do€asny signal

zlozky oznaduje priestorovii polohu.®
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2.2.2 Akustické vlastnosti ultrazvukového fantomu

Niektoré fyzikalne vlastnosti maju pre fantomy napodobiiujuce biologické
tkanivo principidlny vyznam. Aby mohli poskytnut’ ultrazvukové (UZ) fantomy o
najrealistickej$i klinicky obraz, tak pri vybere materidlu zohravaju doélezitu ulohu:
rychlost’ zvuku materidlu, koeficient akustického utlmu a koeficient spédtného rozptylu
zvuku, prip. hodnota akustickej impendacie.®’® Priemerna rychlost zvuku v mikkych
tkanivach je 1540 m/s.’

Ak by sa lisila rychlost’ Sirenia zvuku materialu uréeného pre konstrukciu fantomu
so skuto¢nym biologickym tkanivom, tak by dochadzalo k chybnému tvarovaniu lic¢ov
a snimka by uZ geometricky nezodpovedala redlnemu zobrazeniu tkaniva. Odchylky
koeficientov utlmu a spétného rozptylu, ktoré su spolu s rychlost’ou §irenia zvuku zavislé
od frekvencie signalu v tkanive, by poskytli nejednotnti echogenicitu. Okrem toho, zmenu
hodnét akustickych vlastnosti ovplyviluju aj teplotné rozdiely prostredia. NajlepSie sa
zhoduju akustickymi vlastnostami (najma rychlost’ou Sirenia zvuku) so zivymi tkanivami
materialy na vodnej baze, napr. zelatina, agardza, polyvinylalkohol. Preto sa zaroven
zarad’uju medzi najpouzivanejsie fantomové materialy.%”?

Pre zobrazenie v ultrazvuku je potrebny spravny odraz zvuku od materidlu.
Difiizny rozptyl akustickych vin z odlignych subjektov, ma pri UZ tendenciu prirodzene
zhorSovat’® kvalitu zobrazenia v podobe tzv. ,Skvrnit¢tho Sumu.” Pridanim
rozptylovacieho ¢inidla do média dojde k vytvoreniu kontrastu podmieneného odliSnymi
akustickymi impedanciami medzi matricou a rozptylovacom, ktory generuje odraz. Tym
sa toto zrnité zobrazenie znacne zredukuje a vyrazne sa zlepsi rozliSenie a kvalita obrazu
na monitore UZ zariadenia. Velkost cCastic rozptyl'ovacov je v rozsahu jednotiek az
desiatok pum. V praxi st pouzivané napr. Castice grafitu, oxidu kremicitého alebo oxidu

hlinitého, der. celuldzy, prip. sklenené gul'dcky 7011

2.3 Material pre ultrazvukovy fantom

Pre zostrojenie UZ fantomu je znalost’ akustickych vlastnosti materidlu, a zdroven
ich zhoda s makkymi tkanivami zdsadnda. Kvoli autentickej imitacii niektorych vlastnosti

biologického tkaniva je vhodné, aby Struktira materidlu vykazovala aj podobné zloZenie.

12



Dolezitt ulohu zohrava pri vybere aj moznost’ rychlej jednoduchej pripravy materialu za

nizke naklady, l'ahké uskladnenie, termélna a mikrobilna stabilita.”-3!0-1!

2.3.1 Hydrofilné materialy napodobiiujice vlastnosti tkaniv

Materialy napodobnujuce tkanivda (TMM), tvorené primarne vodnou fazou, sa
pouzivaju najcastejsie pre vyrobu UZ fantomov, pretoze najlepsie reprodukuju spravanie
biologickych tkaniv z hl'adiska mechanickych, akustickych aj optickych vlastnosti. M6zu
byt’ tvorené prirodnymi alebo syntetickymi polymérmi. Typickym prikladom skupiny je
zelatina, ktord patri vobec k najstarSim materidlom pouzitym pre UZ zobrazenie,
vyznacuje sa jednoduchou pripravou a je cenovo dostupnd. Naopak, nevyhodami
hydrofilnych materidlov st mikrobidlna nestabilita, krehkost’, 'ahka dehydratacia a tym

nespliaju podmienky ani pre dlhodobu stabilitu, na rozdiel od lipofilnych TMM.>73:11

Dalsie priklady hydrofilnych TMM pre ultrazvukové fantomy:

o Agar sa pouziva bezne pre vyrobu UZ fantomov. Zakladnu Struktaru gélu tvori
polysacharid. Podobne ako Zelatina, sa jednoducho pripravuje, je lacny a netoxicky,
navyse je odolny proti pdsobeniu vysokych teplot. Nevyhodou je mikrobidlna

nestabilita, preto sa asom mozu menit’ akustické vlastnosti agaru.'*!3

o Dal§im prikladom st polyuretinové gély, ktoré mozno pouzit’ ako nahrady tkaniv.
Tieto gély maju komplikovant $truktiru a len tazko sa $tandardizuju.'* TaktieZ

niektoré hodnoty zvukovych vlastnosti boli niZsie oproti mikkym tkanivam.'?

o Polyakrylamidové (PAA) gély sa pripravuju polymerizaciou akrylamidového
monoméru. Vyhodou PAA je jeho jednoducha formovatelnost’. Avsak, je potrebné
pri vyrobe stymto materidlom pracovat’ so zvySenou obozretnostou, kvoli
vstupnému produktu akrylamidu. Ten je karcinogénny a neurotoxicky.!>!* Pre
zlepSenie zvukovych vlastnosti gélu sa pridava do PAA fantdmov hovidzi sérovy

albumin alebo vaje¢ny bielok. Koneéné PAA gély su priehladné.!
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Komer¢ne dostupné fantomy z PAA  gélu st vyrdbané spolocnostou Onda
Corporation. Uplatituju sa hlavne pri charakteristike geometrie sondy, frekvencnych
a vykonnych profilov. Vyuzivaji jav, kedy pri zahriati inak priehl'adného
syntetického gélu nad 70 °C dojde k vytvoreniu bielych trojrozmernych 1ézii.

Mbzeme tak za uréity ¢as lepsie sledovat’ rast, zmenu polohy a tvar 1ézif.!?

o Priprava Polyvinylalkoholového gélu sa vyznaCuje najméd Casovou ndrocnost’ou
a prisnymi poziadavkami na dodrzanie teplotnej regulacie. Pri rozpusteni granulatu
treba dodrzat’ 24 hodinovy mraziaci cyklus. Inak je tento synteticky polymér dobre
tvarovatel'ny, ma vysoku tuhost’, nizke naklady a uchovanim pod vodou blizko bodu

mrazu vydrZi aj nickol’ko mesiacov.®!*

2.3.2 Lipofilné materialy napodobiiujuce vlastnosti tkaniv

Medzi TMM sa zacleniuju 1 materialy zaloZené na baze oleja. Obvykle su tvorené
oleofinmi s matricou mineralnych olejov. Ich hlavnou vyhodou je, Ze vykazuju dlhodobu
stabilitu, pretoze nedehydratuju a predchadzajii mikrobialnej kontamindcii. Typickym
prikladom st parafinovo-gélové vosky, ktoré st netoxické a zachovajl si svoju pruznost’
atvar v Sirokom rozmedzi teplotnych hodnét.>*!! Mozu sa pouzit ako TMM pri ndcviku
pomocou ultrasonografie.'

Specifickej§im pripadom su gély kopolyméru (styrén-etylén-butylén-styrén),
zname aj ako SEBS gély. Su termoplastické a nachadzaju vyuzitie v priemysle, lekarstve
1 farmécii. Pre vel'kt zhodu akustickych aj mechanickych vlastnosti so zivymi tkanivami
su idedlnymi kandidatmi pre pouzitie v elastografii. AvSak, je vSeobecne znamym
pravidlom lipofilnych TMM, Ze hodnoty rychlosti zvuku st nizsie oproti biologickym

mikkym tkanivam s vysokym percentom vody.*!!1¢

2.4 Mechanické vlastnosti mozgu

Za posledné roky bol zaznamenany vyznamny posun vo vyvoji bioinZinierskych
materidlov. Napriek tomu je aj v suc¢asnej dobe zlozité napodobnit’ mechanické vlastnosti

niektorych l'udskych tkaniv. Prikladom je mozgové tkanivo, ktoré vykazuje nelinearne
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elastické mechanické vlastnosti a vlastnosti zavislé na rychlostnom spade, napr. zavislost’
tuhosti mozgového tkaniva na rychlosti deformacie. Dévodom je interakcia medzi
cerebrospinalnou tekutinou apevnou matricou tkaniva, vratane viskoelastickych
vlastnosti samotnej pevnej matrice. Preto dochadza k rozlicnym deformaciam mozgu s

klasifikovanym stupfiom rychlosti (rychla, stredna, pomala).":!”

2.4.1 Charakterizacia mechanickych vlastnosti

Mechanické spravanie biologického tkaniva je vysledkom vlastnosti jednotlivych
mikroStruktirnych komponentov, ktoré spoloc¢ne tvoria celok. Vlastnosti tkaniva sa
ur¢ujii pomocou réoznych deformacénych testov (napr. Smyk, jednoosové napitie, tlak,

dvojosova deformacia atd’.) a zloZitych skiiok zat’aZenia (spitné zatazenie).'®

Odozvu na aplikovanu silu a deformaciu mozgového tkaniva za uréity cas
popisuje reologia. Urcuje vztah medzi pdsobiacim napitim na tkanivo a vyslednou
deformadciou, prip. prebichajucim tokom. Napiditie (o) vyjadruje mieru sily pdsobiacu na
plochu v jednotkach Pa. Spolu s deformdciou (c), u ktorej dochadza pésobenim napéitia
k predizeniu latky, sa zakladnymi veli¢inami pre reologické hodnotenie. Charakter
napétia mozno urCit’ podl'a smeru pdsobiacej sily na dany povrch tkaniva. Mechanické
(normélové) napétie (o) sa dosiahne posobenim mechanickej/tlakovej sily, ktora je kolma
na povrch, pricom u S$mykového (tangencidlneho) napitia (7) su pdsobiace sily
rovnobezné s povrchom tkaniva. Deformacia je bezrozmernéd veli¢ina priamo Uimerna

posobiacemu normalovému napétiu. '

2.4.1.1 Viskozita, newtonské a nenewtonské kvapaliny

Medzi zakladné veli¢iny pre meranie toku tekutych a polotuhych latok patri
viskozita (17). Tento parameter uddva mieru odporu proti prudeniu tekutiny pri pésobeni
Smykového napétia. Podla spravania kvapalin, ktoré sa bud riadia pri Smyku
Newtonovym zakonom alebo nie, ich rozdelujeme na newtonské a nenewtonské
kvapaliny.'” Newtonské (idealne) kvapaliny sa vyznacuju priamou imerou deformécie
k pdsobeniu Smykového napdtia. Ich reogram charakterizuje vzdy priamka vychadzajiaca

zo suradnicového pociatku.
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U nenewtonskych (realnych) kvapalin zohrava ddleziti tlohu rychlostny spad
(D). Na rozdiel od newtonskych kvapalin, u tychto systémov viskozita nie je latkovou
konstantou, ale urCuje sa tzv. zdanliva viskozita 5. Ak sa viskozita tekutiny meni
vzhl'adom na aplikovanu rychlost’ Smykového napétia, priCom po ¢ase pri konStantnej
rychlosti dochadza k jej zvySeniu alebo zniZeniu, jedna sa o casovo zavisly tok. Sem
zarad'ujeme tixotropné¢ areopexné sustavy. Tixotropnd sistava sa vyznaluje
reverzibilnou izotermnou premenou gél — sol — gél. S posobiacim namahanim viskozita
klesa, po deformacii nadobudne za urcity Cas bez zmeny teploty také vnutorné
usporiadanie Struktiry, aké mala pred deformaciou. U reopexii sa tiez jedna
o reverzibilnu premenu s tym rozdielom, Ze dochédza ku zvySeniu viskozity po uréitom
case. 1920
Pri ¢asovo nezavislom toku je zavislost medzi Smykovym napitim a Smykovou
rychlostou nelinedrna. Patri sem pseudoplasticky, dilatantny a plasticky tok.
U pseudoplastického toku dochadza so zvySujucim rychlostnym spadom k zniZeniu
zdanlivej viskozity. Ich tokova krivka vychadza zo suradnicového zaciatku. Naopak,
u dilatantného toku kvapaliny zvySuji svoju viskozitu s rasticim Smykovym
namdhanim. Tokova krivka tiez vychddza zo stradnicového zaciatku. Plastické
(binghamské) latky st polotuhé systémy, ktoré za¢nu tiect’ aZ po prekroceni prahového
Smykového napitia, tzv. medze toku (klzu). S rastacim rychlostnym spadom sa znizuje

zdanliva viskozita, pricom tokové krivka zo suradnicového zagiatku nevychadza.'®-°

2.4.1.2 Viskoelasticita, komplexny smykovy modul, fazovy uhol

Viskoelastické latky mozu zahriiovat’ linedrne viskdzne aj elastické spravanie
v roznych pomeroch. KedZe biologické tkaniva st vo vSeobecnosti viskoelastické
materidly, tak na vyhodnotenie charakteristik mozgového tkaniva sa vykondvaju
dynamické (oscilatné) reologické testy.'®!° U tychto testov v linedrnom viskoelastickom
rozsahu sa ziska elasticky modul G' (storage modulus), stratovy modul G" (loss modulus)

a stratovy faktor (loss factor), ktory sa vyjadruje ako:

tgd=G"/G (1)
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Hodnota G' ndm vyjadruje mieru akumulovanej deformacnej energie (vo vzorke)
pri Smykovej sktske, t.j. elasticitu vzorky. Na rozdiel od hodnoty G", ktora charakterizuje
mieru straty energie (mimo vzorky) vynalozenu pri Smykovej skuske, t.j. viskozitu
vzorky.?? Ak hodnota G' bude omnoho vys§ia ako G", tkanivo bude vykazovat spravanie
pevnej latky. Pri zat'azeni sa tkanivo deformuje, po ukonceni deformacnej skusky sa vrati
do povodného stavu, t.j. tkanivo je elastické. V opa¢nom pripade, ak bude vyssia hodnota
G" ako G', je energia pouzita pri deformécii tkaniva rozptylena a tkanivo sa pripodobnuje
skor spravaniu kvapalin, takze sa nevrati do svojho povodného stavu. Pri merani
dynamickych ~ modulov  prebiehaji = skusky vSmyku vo  vymedzenych
rychlostiach, s réznou intenzitou deformacie a pri rozli¢nych teplotach. Z hodnot G' a G"
je mozné vypocitat’ modul pruznosti v Smyku (G), Youngov (modul pruznosti v tahu)
modul (E) a objemovy modul (K). G'a G" st zarovei zlozkami komplexného Smykového
modulu G*, ktory urcuje mieru odolnosti proti namahaniu (celkovi pevnost’ latky). Spolu

s fazovym uhlom su tieto veli¢iny silno zavislé na teplote. Matematicky G', G" a G*

mozno vyjadrit ako:!!%:2!
G'= G*cos (0) o
G" = G*sin (9) o)

¢'=JG?+ 6" )

Fazovy uhol (phase angle) vyjadruje tzv. posun faz medzi napétim vyvijanym na
tkanivo a naslednou deformaciou. Jeho dotyCnica sa nazyva stratovy faktor. Stratovy
faktor tg o definuje pomer medzi viskéznou a elastickou zlozkou materidlu pri
deformacnej skuSke. Ak sa fazovy uhol ¢ alebo stratovy faktor tg 6 rovna hodnote 0
(fazovy uhol zmizne), tkanivo je plne elastické. U cisto viskoznych latok uhol o
zodpoveda 90° (fazovy rozdiel je maximalny); pri¢om (tg 0 = ).

Tkanivo je viskoelastické, ak je uhol (vid Obr. 1) vrozmedzi 0° < § < 90°;
(tgd <1).1921
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Obrazok 1: Viskoelastické vlastnosti, fazovy posun (Timelag), fazovy uhol (Phase angle),

komplexny Smykovy modul G* (Total complex modulus), viskozna os (Viscous axis), viskozna cast

(Viscous portion), elasticka os (Elastic axis), elasticka cast (Elastic portion). 23

2.4.2 Struktira mozgového tkaniva a jeho vlastnosti

Mozog ma variabilnt Strukturu, ktora tvori napr. vonkajsia kora sivej hmoty,
hlboka biela hmota, mozgovy kmen, mozocek, atd’. VzhI'adom na rozli¢né usporiadanie
¢1 orientaciu tkaniv jednotlivych Struktur mozgu sa ocakéva, ze mnoho oblasti bude
vykazovat odli$né vlastnosti a buda sa prevazne vyznacovat’ anizotropiou.'®**

Mozgova koéra tvorend sivou hmotou je zaroven sucastou koncového mozgu
¢loveka. Pod mozgovou korou je biela hmota s vysokym podielom myelinizovanych
nervovych vlakien, nazyvanych aj axony. Tie sliZia ako ,,spojky* medzi sivou hmotou
a ostatnymi ¢astami mozgu. Struktiru mozgového tkaniva v bielej, sivej hmote a myeline
u dospelého ¢loveka tvori vo vel'kej miere najmé voda (do 80 %), v nej st obsiahnuté
lipidy (cca 12 %) a nelipidové zvysky (do 10 %).*

Dnes je uz zndme, Ze sivd hmota podla predchadzajicich $tadii je takmer
izotropna a biela hmota sa bude vyznacovat’ prevazne anizotropiou (vysSou variabilitou
v smerovych oblastiach). Za najviac anizotropnl ¢ast’ mozgu sa predpoklada kaldézne
teleso (corpus callosum), vzhladom na jeho zlozitu $truktiru.'® TaktieZ sa zistilo, Ze siva
hmota je tuhSia (v talame moze predstavovat’ rozdiel v tuhosti oproti bielej hmote az
do 40 %).'"%2* Okrem toho mé4 mozgova kéra len velmi tenka hribku, komplikovant
geometriu skladania a prili§ mikka aj poddajn textaru.?*

Vzt'ah medzi posobiacim napétim a vyslednou deformaciou mozgu je nelinedrny.

Zistilo sa, Ze tkanivo mozgu pri vy$Som rychlostnom spade vyrazne stuhlo oproti

aplikovanému naméhaniu s nizSou rychlost'ou.?*
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Vysledky viacerych experimentalnych testov zrdéznych S§tadii niektorych
mechanickych vlastnosti mozgu sa ¢asto mierne odliSuju. Urcita Glohu méze zohravat’
anizotropia, regionalne rozdiely, druh, pohlavie, heterogenita sivej a bielej hmoty, avsak
pouzita technika testovania, postmortalny cas, teplota a iné okolnosti taktiez mozu
ovplyvnit’ koneéné merania.'®?* V istej §tudii boli pomocou oscilaénych (dynamickych)
testov na 18 zlepenych vzorkach l'udského mozgu post mortem vo frekvenénom rozsahu
0,1 — 6310 Hz namerané¢ hodnoty G' od 2,1+0,9 do 16,8+2,0 kPa a G" od 0,4+0,2 do
18,7+2,3 kPa. Tieto hodnoty zodpovedaju G* od 16,9+2,2 do 18,7+2,3 kPa.?’

2.5 Hydrogély

Hydrofilné gély (hydrogély) st dvoj- alebo viaczlozkové bikoherentné systémy
pozostavajice z polymérnych ret'azcov vytvarajlicich trojrozmerna siet’ (tzv. matrix) vo
vode, ktora vypliia priestory medzi makromolekulami.?®*”*® Typickou vlastnostou
hydrofilnych polymérov je schopnost’ napuciavat’ vo vodnom roztoku, pricom voda méze
tvorit' 10 az 1000-ndsobok vysusenej hydrogélovej hmoty.?® T4to schopnost vyplyva
z pritomnosti hydrofilnych funkénych skupin pripojenych k uhlikovej kostre hlavného
polymérneho retazca, ktoré sa v dosledku navzajom prepletenych zosietovanych
polymérnych retazcov vo vodnej faze nerozpustia. Vdaka vysokému podielu vody
z celkove] hmotnosti gélu maja hydrogély taktiez podobnu elasticitu, ako biologické
tkaniva.?” Okrem vody méZe byt rozptstadlom v hydrogéloch aj zmes vody s niektorymi
alkoholmi (napr. etanol, propylenglykol, glycerol, atd’) v obvyklej koncentracii do 10 %.
Alkoholy vtomto pripade plnia tiez funkciu tzv. zvlh¢ovadiel (humektantov).?®
Hydrofilné¢ polyméry, gélotvorna (pevnd) cast’ hydrogélov, sa vyskytuja spravidla
vovela nizSich koncentraciach ako rozpustadlo. Z hladiska pdévodu moézu byt
prirodného alebo syntetického charakteru. Syntetické gély sa pripravuji tradicne

polymerizaénymi reakciami.?’

Syntéza hydrogélov mdze prebiehat’ viacerymi spdsobmi:

1. Jednostupiiova priprava — zahriiuje polymerizaciu a paralelné zosietovanie

multifunkénych monomérov.
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2. Viacstupiiova priprava — je charakteristickd syntézou polymérov

s reaktivnymi skupinami aich naslednym zosietovanim, prip. reakciou
y

polymérov s vhodnym sietovacim ¢inidlom.?’

Na zaklade molekularnej Struktiry a hmotnosti polymérov, alebo hustoty

zosietovanych vizieb je mozné modifikovat’ niektoré vlastnosti gélu, t.j. biodegradacia

a mechanickd pevnost, ¢i biologické a chemické reakcie na podnety.?’

Niekedy dochadza u gélov k syneréze. Tato nestabilita sa prejavuje vytekanim

rozpustadla na povrch vplyvom kontrakcie matrixu. Casto je prejavom starnutia gélov

vplyvom chemickych zmien v $truktire polymérne;j siete. Dal§im dovodom méze byt

u polymérov nachylnych na hydrolyzu pdsobenie vyssich teplot, interakcia funkénych

skupin polymérov s dvoj- a viacmocnymi kovmi, pritomnost’ nadmerného mnozstva

sietovacieho ¢inidla alebo zvyseny osmoticky tlak rozptstadla v géle.*°

Podla povahy interakcie medzi molekulami gélotvornej latky sa hydogély

rozlisuju na 2 zékladné typy:

1.

Chemicky typ — gélotvorna latka je zosietovana pomocou kovalentnych
(chemickych) vézieb pridanim chemického <¢inidla. Tieto vézby su
ireverzibilné. Zarad'ujeme sem napr. zosietovanie indukované volnymi
radikélmi, pomocou enzymov, Diels-Alderove reakcie, tvorbu Schiffovej bazy,
tvorbu oximov a Michaelove adicie. Oproti fyzikalnym gélom maji vysSiu
stabilitu, vylepSené mechanické vlastnosti, taktieZ umoZiiuji riadenu

degradiciu.’!

Fyzikalny typ — polymérne retazce su spojené intermolekularnymi
reverzibilnymi interakciami, napr. idnové/elektrostatické vézby, vodikové
vazby, hydrofobne/hydrofilné reakcie, krystalizacia, stereokomplexné tvorba,
koordinécia kovov, atd’. Hlavnou vyhodou tychto gélov je, Ze su netoxické kvoli
absencii sietovacich cinidiel a preto sa daju pouZzit’ na terapeutické ucely.
Napriklad, injek¢nou aplikaciou fyzikéalnych gélov do tela sa pri telesne;j teplote
dosiahne postupné uvol'novanie lieCiva, prip. mézu byt tieto hydrogély vyuzité

pre cieleny targeting lie¢iva.®!
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Medzi prirodné polyméry hydrogélov zarad'ujeme proteiny (kolagén, Zelatina)

a polysacharidy (3krob, alginat, agaroza).?’

2.6 Zelatina

Zelatina je prirodny jednovlaknovy polymér ziskany kyslou alebo zisaditou
hydrolyzou, prip. enzymatickou metdédou z kolagénu zvierat. Kolagén je protein, ktory
sa v najvacsom mnozstve prirodzene vyskytuje v koziach, kostiach, §lachach, vizivovom
tkanive a chrupavkach.3>%-* Vdaka unikdtnemu zloZeniu aminokyselin v §truktire
zelatiny, biokompatibilite a atraktivnej biologickej odburatel'nosti, neimunitnym,
nekarcinogénnym vlastnostiam a predovSetkym aj nizkym nakladom, ma rozSirené

vyuzitie v rdznych oblastiach, ako je potravinarstvo, kozmetika, farmécia ¢i medicina.’>%3

2.6.1 Zdroj

Zdroj zktorého sa ziska Zelatina, vyznamne ovplyviiuje najméd fyzikdlne a
chemické vlastnosti kone¢ného produktu.®>-* Obvykle sa extrahuje z kolagénu prasiat a
hovédzieho dobytka, ale aj z hydiny, tiav, ryb a dokonca 1 z niektorych obojzivelnikov
(zaby, mloky).® Zelatiny vyrobené z rozdielnych druhov zvierat sa mozu navzijom
odliSovat’ obsahom aminokyselin, molekulovou hmotnostou a izoelektrickym bodom.*
Podl'a predbeznej tUpravy kolagénu rozozndvame 2 typy zelatiny: Zzelatina typu
A a Zelatina typu B. Zelatina typu A sa ziskava metodou kyslej hydrolyzy. Tato metoda
sa pouziva pre menej kovalentne zosietovany kolagén, najCastejSie z oSipanych.
Izoelektricky bod u Zelatiny typu A je cca od pH 6 do 9. Naopak, zdsaditou hydrolyzou
sa vyrobi Zelatina typu B, pricom priprava je vhodnd ipre kolagény so zlozitejSou
Struktirou. Preto sa vyuZiva najma pri extrakcii Zelatiny z kolagénu hovédzieho dobytka.

Tento typ Zelatiny ma izoelektricky bod pri pH 5.3

2.6.2 Vyroba

Pre vyrobu Zelatiny typu A su Castym zdrojom bravcové (niekedy hovidzie) koze

a kosti. Hoviddzie méso, pripadne kosti z oSipanych st vd¢Sinou urcené pre extrakciu
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zelatiny typu B. Pri beznom postupe extrakcie zelatiny (najmé u osipanych /hovidzieho

dobytka) sa vykonavaju tieto zakladné kroky:*

a) Odmastenie: namacanim narezanych surovin v horucej vode a naslednym
prazenim pri 100 °C na 30 min sa dosiahne redukcia tuku cca o 2 %.

b) Predpriprava: v zavislosti ¢i sa jedna o kyslu hydrolyzu — sa medziprodukty
vlozia do kadi s kyselinou (hasené vapno, kyselina chlorovodikova s obvyklou
koncentraciou 4 %, pricom pH HCl < 1,5) alebo alkalicki hydrolyzu —
namocenim do kadi so zasadou (uhlicitan draselny/sodny, pH Na,COs3 > 7) na
dobu asi 5 dni. Tento postup zabezpec¢i odstranenie takmer vSetkych baktérii
a mineralnych necistot.

¢) Extrakcia: naslednym vlozenim do extrak¢nej naddoby a rychlym povarenim
(4 s) v destilovanej vode pri teplote asi 140 °C sa tekuty produkt sterilizuje.

d) Odparovanie: potom kvapalina pretekd potrubim s filtrami, ktoré zabezpecia
oddelenie zvyskov kosti, tkaniv a kozi od tekutej zmesi. Dalej sa prefiltrovana
tekutina presuva do vyparnikov z dovodu jej oddelenia od pevnej zelatiny.

e) Miletie: tuha zelatina sa potom lisuje na tenké platy, ktoré sa nasledne rozomel

na jemny praSok. V tejto faze je mozné pridat’ do zmesi rézne dochucovadla,

sladidl4 a farbiva.®

2.6.3 Struktira

V molekule tohto biopolyméru sa vyskytuje az 18 druhov aminokyselin
usporiadanych do retazcov. Najdominantnej$Simi zliCeninami su glycin, prolin
a hydroxyprolin (vid’ Obr. 2), ktoré tvoria asi 57 % z celkového mnoZstva aminokyselin
v Struktare zelatiny. Okrem jednoduchych a dvojito rozvetvenych retazcov hydrofilného
charakteru, obsahuje aj vel'ké mnoZstvo polypeptidovych refazcov.’®> St to a-retazce
(jeden polymér/jeden retazec), P-retazce (dva kovalentne zosietované a-retazce) a
y-retazce (tri kovalentne zosietované a-retazce) stymito pribliZnymi molarnymi

hmotnostami: 90x10%, 180x10° a 300x10° g/mol.>’
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Obrazok 2: Vzorce najdominantnejsich aminokyselin v Strukture Zelatiny.

Usporiadanie aminokyselin (glycin-X-prolin), vytvéara typicku Struktiru trojitej
Spiraly, pricom X predstavuje najméd tieto aminokyseliny: lyzin, valin, arginin,

a metionin.*’

2.6.4 Fyzikalno-chemické vlastnosti Zelatiny

Amfotérnu povahu Zelatiny predurcuje pritomnost’ kladne aj zaporne nabitych
aminoskupin. Avsak, pri vy$Som pH je molekula biopolyméru nabitd negativne, pri
nizSom pH je nabitd pozitivne. Vd’aka l'ahkej dostupnosti funkénych skupin je mozné

cielene modifikovat vlastnosti Zelatiny.3%333

Pri zelatine typu A sa zistilo, ze obsahuje viac vol'nych karboxylovych skupin.
TaktieZ pri porovnani cicavcej zelatiny medzi hovddzim dobytkom a oSipanymi, mala
Zelatina z oSipanych najdostupnejSie vol'né aminy, vyssi obsah glycinu a prolinu, tym aj
vyssiu pevnost’ gélu.**** Dostupnost’ primarnych aminov zavisi od techniky spracovania,
pevnosti Zelatinového gélu (Bloom) a molekulovej hmotnosti nemodifikovanej Zelatiny.
Dnes je uz zname, ze Zelatina s odliSnou pevnostou gélu od 'ubovol'nych dodavatel'ov
ma rozny obsah lyzinu. Vztah medzi pevnostou Zelatinového gélu v Bloomoch

a obsahom lyzinu je priamo umerny.*®

2.6.4.1 Pevnost’/ hodnota Bloom

Bloomova hodnota urcuje pevnost’ Zelatinového gélu. Charakterizuje sa ako
,»sila, ktora je potrebnd na stlacenie gélu s koncentraciou 6% % w/w pomocou valcového
piesta s priemerom 13 mm do hibky 4 mm, ktory bol skladovany pri teplote 10 °C po&as
16 — 18 hodin.“ * Je dolezitym kritériom, ktoré preduréuje chovanie gélu a vel'mi tzko

stvisi so schopnostou tvorby gélu. Bolo zistené, Ze pevnost gélu zavisi od poradia
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zelatinovej extrakcie. Pri prvej extrakcii vykazuje Zelatina najvysSiu Bloomovu hodnotu
s vysokou gélovacou schopnostou, pricom v neskor$ich stadiach extrakcie je hodnota
znacne nizsia.*%*! Pevnost Zelatinového gélu, je zavisla od molekulovej hmotnosti
a koncentracie Zelatiny a vykazuje suvislost’ aj s viskozitou.*>* V istej $tadii bola
preukdzana priama imera medzi mnozstvom hélixov zelatiny a elastickym modulom.
Cim viac sa zvysila Bloomova hodnota, tym sa zvysil aj elasticky modul.** Komeréné

zelatiny sa bezne vyrabaji v rozsahu od 50 do 300 Bloomov.*?

2.6.4.2 Viskozita a reologia

Viskozitu Zelatinového koloidu vyrazne ovplyviluje teplota a koncentracia
zelatiny. Podl'a Arrheniovho zakona plati, Ze viskozita logaritmicky klesa so zvySujicou
sa teplotou.** Ku stanoveniu viskozity Zelatinového koloidu sa mozu vyuzit kapilarne
viskozimetre meranim casu prietoku zelatinového koloidu danym objemom trubice.
NajpreferovanejSie pre tento ucel st kalibrované Ostwaldove viskozimetre, pri¢om
vysledna hodnota dynamickej viskozity sa vyjadri v jednotkdch mPa-s. Tato hodnota sa

ziska vypo¢itanim pomocou kinematickej viskozity v z rovnice:*?

v=n/p (5)

Viskozita sa stanovuje pri teplote 60 °C pre 6,67 % (w/w) vodnu disperziu

zelatiny. 5!

Zelatina, ako vietky ostatné gély, vykazuje typické nenewtonské spravanie, preto
sa na meranie viskozity vyuzivaju rotaéné reometre. Ked'ze gély s polotuhé sustavy,
vykazuju plasticky tok, pri ktorom s rasticim Smykovym napitim sa ich viskozita zniZuje,
pricom po prekroceni Smykového napdtia (medze klzu) zaCinaji tiect. Gély maji
viskoelastické vlastnosti, pre ich charakterizaciu sa vykonavaji oscilacné (dynamické)
testy, z ktorych sa ziskaju hodnoty elastického a stratového modulu. Ak je hodnota G' >
G", jednd sa o viskoelastické pevné latky a naopak, ak je hodnota G' < G" latky maju
charakter viskoelastickych kvapalin. V pripade gélov pre vyskyt trojrozmerne;j siete plati,

ze elasticka zlozka prevazuje vzdy nad viskoznou zlozkou (G' > G"), inak by sa nejednalo

0 gély. 194547
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2.6.4.3 Rozpustnost’ a tvorba Zelatinového gélu

Zelatina v studenej vode napuéiava, pri zahriati nad teplotou topenia sa meni na
s0l, ktory po ochladeni opat’ prechadza na gél. Tato reverzibilna izotermna premena je
charakteristicka pre tixotropné sustavy. Zelatina sa takmer vobec sa nerozpusta

v alkohole a nepolarnych rozpustadlach, napr. glycerol.*?

Rozpustanie Zelatiny vo vode
nastava pri teplote topenia cca nad 35 °C , kedy dochédza k reverzibilnej premene gélu
na koloidnu disperziu — usporiadané polypeptidové ret'azce trojitej Spiraly sa rozvolnia a
vyclenia na menSie molekuly. Po ukonceni zahrievania sa Zelatinovy koloid ochladzuje —
neusporiadané peptidové retazce sa postupne organizuji do Struktiry trojitej Spirdly,
pomocou fyzikalnych interakcii (i6nové interakcie, vodikové vizby, van der Waalsove
sily a hydrofobne interakcie) medzi aminokyselinami (intermolekularne reakcie najma
medzi argininom a lyzinom, hydrofébne interakcie pomocou alkylovych skupin — valinu,
leucinu a izoleucinu). Teplota, pri ktorej sol tuhne na gél (bod gelécie), je nizsia nez
teplota, pri ktorej gél pri inverznej premene prechadza spét’ na sol (teplota stekutenia).
V priebehu gelacie vznikaju najprv menej pevné vézby, ktoré sa postupne upeviiuju. Na
spatnu premenu gélu na sol a prerusenie pevnejSich vézieb je potrebnd vyssia teplota, ako
pri teplote tuhnutia. Schopnost’ tvorby gélu zavisi predovsetkym od koncentracie zelatiny
ajej molekulovej hmotnosti, taktieZ pomeru medzi a a B-retazcami a od zloZenia
aminokyselin. Pre dosiahnutie mechanicky a teplotne stabilnych hydrogélov je potrebné

néjst vhodnu stratégiu sietovania.?!-3%:43:46

2.7 Sietovanie Zelatiny

Sietovanie zelatiny moZzno dosiahnut metodou: fyzikalnou, enzymatickou alebo

chemickou.

1. Fyzikdlna metéoda — zahtna sietovanie pomocou UV ziarenia, dehydrotermalnou
metodou, €1 y-Ziarenim. AvSak, takto zosietovany hydrogél poskytuje len nizky
stupent zosietovania s nevyhovujucimi mechanickymi vlastnostami a nizkou

rigiditou gélu.**4¢
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2. Enzymatickd metoda — znamym enzymom so schopnostou sietovania je
transglutamindza (TGéaza). TGéaza katalyzuje nukleofilni acylova substiticiu
medzi y-karboxamidovou skupinou glutaminového zvySku a g-aminoskupinou

lyzinového zvysku a tak dochadza k vzniku kovalentnych vizieb.24%46

3. Chemicka metoda — podmienuje vznik kovalentnych vézieb medzi polymérmi
v zelatine (konkrétne medzi zvySkami lyzinu a kyselinou glutdmovou alebo
asparagovou) pridanim chemického ¢inidla do hydrogélu. Medzi bezne pouzivané
sietovacie Cinidla patria: 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid, N-
hydroxysukcinimid alebo GTA.*48

2.7.1 Siet'ovanie Zelatiny glutaraldehydom

Reakciou (vid® Obr. 3) aldehydovej skupiny GTA saminovou skupinou
lyzinu/hydroxylyzinu, ktoré su stcastou Struktary Zzelatiny, dochddza k vytvoreniu
dvojitej vdzby medzi uhlikom a dusikom (C=N). Kone¢ny produkt je znamy ako
Schiffova baza.* GTA vo funkcii siefovacieho ¢inidla ¢inne zabrahuje tepelnej
a enzymatickej degradacii atym stabilizuje kolagénovu Struktiru. So zvySujucou
koncentraciou GTA sa zvySuje, viskozita a retardacny €as, ¢im dochéadza k rychlejSiemu
prechodu s6l — gél. Okrem toho, GTA zvySuje homogénnost’ gélu. Vdaka dobrej
reaktivite, l'ahkej rozpustnosti vo vode a nizkym nékladom je jednym z najrozsirenejSich
sietovacich c¢inidiel vobec. Napriek diskutovanej cytotoxicite sa GTA stale povazuje za

klinicky vhodné chemické &inidlo.*
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Obrazok 3: Sietovacia reakcia aldehydovej skupiny glutaraldehydu s aminovymi skupinami
Zelatiny. !
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2.7.2 Glycerol a jeho uloha v Zelatinovom géle pre UZ fantom

Glycerol je trojsytny alkohol (vid® Obr. 4) snizkou molarnou hmotnost'ou
a viskozitou 1,5 Pa-s pri 20 °C. Vyznacuje sa neobmedzenou miesiteI'nostou s vodou
a etanolom, v organickych kvapalinach je nerozpustny. Viskozita glycerolu sa zniZi
posobenim vysSich tepldt alebo po zriedeni s vodou. Naopak, pridanim elektrolytu do
vodného roztok s glycerolom sa jeho viskozita zvysi.>> M4 dolezitd Gilohu pri modifikacii
vlastnosti produktov s prevazujiicim obsahom proteinov. V zmesi s vodou posobi ako

kosolvent a tieZ zabratiuje agregacii proteinov.
OH
HO OH
glycerol
Obrazok 4: Vzorec glycerolu.

Zelatina pre svoje hygroskopické vlastnosti, l'ahki mikrobidlnu kontaminaciu,
krehkost’” a nizku flexibilitu nie je vhodnd na vyrobu dlhodobo stabilného materialu.
Glycerol, ktory obsahuje polarne hydroxylové skupiny, interaguje s vodou a tak zvySuje

povrchovu hydrataciu proteinu. Hydrofobne retazce proteinu sa vodnému prostrediu
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bréania a vt'ahuju sa do vnutra molekuly, ¢im sa transformuji do vyhodnejsej pozicie (tzv.
klbka)>® — (vid’ Obr. 5). Dochadza k brzdeniu intermolekularnych reakcii a zvy$eniu
vol'ného objemu gélu, ¢o ma za nasledok lepSiu pohyblivost’ polymérnych retazcov

zelatiny.>>>* Glycerol tak vyznamne zlepSuje elasticitu a roztaznost’ gélu.>

Glycerol
g«
a " R
» Unfolded protein - 4 -4

: j o S o
" > + Glycerol > ok

‘ & 3 . . . v 3 .

X X \ Folded protein ate #te

. Water 0 eeemmmmm—meo Rhulenbuwulibe |

Obrizok 5 : Mechanizmus stabilizdcie proteinu glycerolom. >

Je zname, ze pridanim sietovacieho ¢inidla do zelatinového gélu so vznikom
novych vézieb sa posilni pevnost’ polymérnych retazcov. Bolo zistené, ze stiCasna
pritomnost’ glycerolu line4rne znizila stupeni zosietovania gélu. Vyssi obsah glycerolu
zlepsil relativne prediZenie a mechanicku odolnost’ gélu. Na pevnost’ v tahu a Youngov
modul bola preukdzana stvislost’ s obsahom glycerolu, ktord sa ale nevzt'ahovala na

obsah GTA.»

Pri porovnani modifikovaného Zelatinového filmu sietovacim cinidlom
s nemodifikovanym filmom Zelatiny, bola nizsia vlhkost’ pozorovana v prvom pripade.
Vytvorenim kovalentnych vézieb vplyvom sietovadla sa tak prirodzene znizi obsah vody,
¢o vedie k zniZeniu rozpustnosti vo vode. Pritomnost’ glycerolu zniZuje stupeni

zosietovania ¢inidla, ¢im zvysi rozpustnost modifikovanych retazcov.>

Okrem toho, so zvySenym obsahom glycerolu nezdvisle na pritomnosti
sietovacieho ¢inidla, klesala teplota topenia aj tuhnutia Zelatiny.>> Glycerol, ktory zvysi
volny objem v matrici gélu, tak urychli mobilitu Zelatinovych retazcov inhibiciou
intermolekularnych interakcii.>’ To stvisi s fazovym prechodom Zelatiny hélix-nahodné
klbko. Vo vSeobecnosti mozno konStatovat, Ze pevnost’ gélu je spojena viac so
Spirdlovitymi oblastami Zzelatiny (hélix), elasticita naopak s amorfnymi (ndhodné

klbko).s
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Glycerol sa tiez bezne pridava do hydrofilnych UZ fantomov pre upravu
akustickych vlastnosti. Rychlost’ zvuku glycerolu predstavuje viac ako 1900 m/s.
S pouzitim vysSieho obsahu glycerolu sa zvysSuju hodnoty rychlosti zvuku a akusticke;j
impedancie. Zaroven zvySenie hodndt rychlosti zvuku a impedancie méze suvisiet’ aj
s viskozitou pouzitého materidlu pre UZ fantom, kedy pre vzorky s vysSSim
percentualnym obsahom glycerolu a olejom s vysSou viskozitou boli zaznamenané vyssie
hodnoty tychto akustickych vlastnosti, ako s pouzitim menej viskdézneho oleja. Taktiez
pridavok glycerolu do materialu zvySuje akusticky rozptyl, ¢im umoziuje lepSie

rozliSenie obrazu na UZ snimke.’®
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Pouzité suroviny

Cistena voda (FaF UK)

Glycerol 85 % (Mica a Harata s.r.o0., Praha, CR)

Glutaraldehyd (Penta s.r.o0., Chrudim, CR)

Methylparaben

Propylparaben

Zelatina typ A — bravéova, 20 Mesh, Bloom 222 (BK Servis CZ s.r.0., CR)

3.2 Pouzité pristroje

Digitalne vahy KERN 440-35 N (Kern, Balingen, Nemecko), max. 400 g, d =0,01 g
Horkovzdus$na susiareit ULE 400 (Memmert, Nemecko)
Magneticka miesacka s ohrevom Heidolph (Heidolph, Kelheim, Nemecko)

Rota¢ny reometer Kinexus Pro+ (Malvern Instruments, U.K.)

3.3 Priprava vzoriek pre urcenie doby tuhnutia gélu

Boli pripravené vzorky gélov s 5,0 %, 7,5 % a 10,0 % (w/w) Zelatinou o celkovej
hmotnosti 100,0 g. K Zelatine sa pridaval GTA o obsahu 0,00 %, 0,05 %, 0,10 %, 0,15 %
a 0,20 % (w/w). Pre porovnanie zavislosti koncentracie GTA (chemického sietovacieho
¢inidla) a glycerolu (v roli plastifikatora a modifikétora akustickych vlastnosti) na dobu
tuhnutia Zelatinového gélu, tieto vzorky obsahovali tiez 85 % glycerol v mnozstvach:

0g 20g,40 ga 60 gv 100g, ¢ize 17,34 a 51 % w/w.

3.3.1 Postup pripravy Zelatinového gélu

1) Pred samotnou pripravou gélu bola zvazend hmotnost’ prazdnej kadicky.
2) Do kadicky so zndmou hmotnost'ou bolo navdzené predpisané mnozstvo

Zelatiny.

30



3) Nasledne bola do Zelatiny pridana konzervacna voda (Aqua conservans)
v danom mnozstve.

4) Koloid zelatiny bol ponechany vo faze napuciavania 15 min.

5) Potom bol pridany glycerol v predpisanom mnozstve a vzniknutad zmes
bola zahriata do 65 °C na magnetickej mieSacke.

6) Po uplnom rozpusteni zelatiny bola doplnena odparena konzervacna voda.

7) Pri stallom miesani zelatinového solu bol pridany GTA.

3.3.2 Sposob urcenia doby tuhnutia

Po ukonceni ohrevu a doplneni odparenej vody bola pribliznd doba tuhnutia
stanovena tak, ze so6l bol ponechany na magnetickej mieSacke aj s magnetickym
mieSadlom v kadicke pri teplote 65 °C . Pridanim GTA do Zelatinového koloidu bola
nastavend rychlost mieSacky 300 ot/min cca 30 s, pre zabezpeCenie ddkladnej
homogenizacie gélu. Po uplynulom case bola rychlost mieSania znizend na 30
ot/min. Nasledne bol vizualne sledovany rotacny pohyb magnetu v séle a ¢as jeho
obmedzeného pohybu, kedy to narast viskozity koloidu uz neumozioval. Zaciatok
kmitavého pohybu magnetického miesadla v koloide signalizoval predpokladany cas

tuhnutia.

3.4 Priprava vzoriek pre meranie straty vody

Pre zistenie vplyvu mnoZstva glycerolu na stratu vody boli pripravené 4 vzorky
7,5 % Zelatiny s obsahom GTA 0,1 % o celkovej hmotnosti 100 g, ktoré sa lisili obsahom
glycerolu 0 g, 20 g, 40 g a 60 g (podla postupu 3.3.1). Piata vzorka gélu s obsahom 60 g
glycerolu neobsahovala GTA. VSetkych 5 vzoriek (vid Tab. 1) bolo pripravenych
v triplikate, ktoré boli neskor po ochladeni pri izbovej teplote (cca do 25 °C) vlozené do
suSiarne vytemperovanej na teplotu 37 °C. Nasledujtcich 6 pracovnych dni boli kadic¢ky
so vzorkami zvazené na véhach, po zaznamenani danej hmotnosti boli opét’ vloZené do
suSiarne. Vzorky boli d’alej sledované pri teplote 37 °C po dobu 6 tyzdiiov, aby sa overila

mikrobidlna stabilita Zelatinového gélu.
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Tabulka 1: ZlozZenie vzoriek gélu pre meranie straty vody.

Vzorka Zelatina, % | Glutaraldehyd, Glycerol, 85 %, Konzervaé¢na voda,
w/wW % w/w g/100 g % w/w
1. 7,5 0,1 0 92.4
2. 7,5 0,1 20 72,4
3. 7,5 0,1 40 52,4
4. 7,5 0,1 60 32,4
5. 7,5 0,0 60 32,5

3.4.1 Sledovanie teplotnej stability

Boli pripravené 4 vzorky zelatiny podl'a postupu 3.3.1 so zlozenim uvedenym
v Tabulke 2.

Tabulka 2: Zlozenie vzoriek gélu pre dokaz teplotnej stability dosiahnutej vplyvom glycerolu
a GTA.

Vzorka Zelatina, % | Glutaraldehyd, Glycerol, 85 %, Konzervaéna voda,
w/w % w/w g/100 g % w/w
1. 7,5 0,0 0 92.5
2. 7,5 0,0 60 32,5
3. 7,5 0,1 0 92.4
4. 7,5 0,1 60 32,4

Vzorky boli v suSiarni vystavené postupnému zvySovaniu teploty. Pri dosiahnuti
teplot: 37 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C a 70 °C. Boli hodnotené¢ ich

senzorické vlastnosti. Celkom boli vzorky vystavené ohrevu po dobu 2,5 hod.

3.4.2 Sledovanie teplotnej stability gélu v zavislosti na mnoZstve
glycerolu

Bolo pripravenych 5 vzoriek zelatiny podl'a postupu 3.3.1 so zlozenim uvedenym
v Tabul'ke 1.Vzorky boli pocas 24 hodin v suSiarni vystavené teplote 37 °C. Po uplynuti

stanovenej doby boli hodnotené senzorické vlastnosti gélov.
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3.5 Meranie reologickych vlastnosti gélu

Pre charakterizaciu viskoelastickych vlastnosti Zelatinového gélu boli vykonané
oscilacné testy pomocou rotacného reometra Kinexus Pro + od firmy Malvern
s vyhodnotenim v softwari rSpace for Kinexus verzie 1,75. Bola zvolena horna geometria
PU 20 a dolné geometria PL 65.

Meranie viskoelastickych vlastnosti v teste 0017 Evaluating product texture using
oscillatory testing prebiehalo v rozsahu Smykového napidtia 1 — 1000 % pri frekvencii
1 Hz a teplote 37 °C na tenkych platoch Zelatiny (< 1 mm) zo 4 vzoriek gélu (vid’ Tab.
2). Kazda vzorka bola merand trikrat. Z merani boli ziskané hodnoty komplexného
Smykového modulu a fazového uhlu, prip. medze klzu (c') a teploty topenia. Zo zistenych
hodnét bol spraveny priemer.

Pre porovnanie vplyvu sietovacieho Cinidla a glycerolu na teplotnu stabilitu
a pevnost’ gélov boli rovnaké vzorky (vid’ Tab. 2) v teste 0036 Single frequency strain
controlled temperature ramp pri Smykovom namahani 1 % a frekvencii 1 Hz merané
v rozsahu tepl6t od 20 — 50 °C trikrat. Z merani boli ziskané hodnoty gélu komplexného
Smykového modulu, komplexnej $Smykovej viskozity v zavislosti na teplote a teplote
topenia.

Na vzorke 4 (vid’ Tab. 2) pre demonstraciu teplotnej odolnosti boli opét’ vykonané
jedenkrat reologické merania v teste 0036 Single frequency strain controlled temperature
ramp pri teplote 100 °C so ziskanim hodndét komplexného Smykového modulu

a komplexnej Smykovej viskozity.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Hlavnym ciel'om bolo navrhnit’ materidl pre ultrazvukovy fantém mozgu na baze
zelatiny s vyhovujucou teplotnou a mikrobidlnou stabilitou a dostatocne dlhou dobou
tuhnutia pri odlievani do formy bez tvorenia neziaducich elementov — bublin. Pevnost’
a viskozitu gélu ovplyviiuje vo velkej miere koncentracia Zelatiny.?!**>* Pre tento udel

bolo pripravenych niekol'’ko radov 5,0 %, 7,5% a 10,0 % Zzelatiny.

GTA vo funkcii chemického sietovacieho Cinidla plni funkciu nielen tepelného
a mechanického stabilizatora, ale so zvySujucou koncentraciou zvysuje tixotropiu a
urychl'uje prechod sol — gél.>° Pripravenim vzoriek gélu s obsahmi GTA: 0,00 %, 0,05 %,
0,10 %, 0,15 % a 0,20 % a obsahom 85 % glycerolu (0, 20, 40 a 60 g/100g) bola

sledovana zavislost’ na dobu tuhnutia.

Glycerol je nemenej dolezitou zlozkou v géle, ktory plni tlohu plastifikatora
a zvlhcovadla. Glycerol tiez modifikuje akustické vlastnosti (zvySuje atenudciu
a rychlost’ zvuku), preto na vyrobu UZ fantdmu je jeho pouZitie kI'icové. TaktieZ by sa
mal fantom z glycerogélu jednoducho vyberat’ z formy bez narusenia jeho povrchu, Comu
takisto napoméha glycerol vdaka jeho schopnosti zniZovat’ trenie medzi plochami.” Pri
hodnoteni doby tuhnutia vzoriek zelatinovych gélov bola zistena suvislost’ s mnoZstvom
glycerolu na rychlost’ tuhnutia. Z tohto dovodu bola pripravend d’alSia rada glycerogélu
Zelatiny, ktord obsahovala glycerol v mnoZstvach 0 g, 20 g, 40 g a 60 g na celkovl

hmotnost’ gélu 100 g, aby sa zistilo, ¢i ma glycerol vplyv aj na teplotnu stabilitu.

4.1 Doba tuhnutia

Ciel'om bolo zistit' optimalne zloZenie glycerogélu Zelatiny, ktoré bude spiiat
poziadavky na mechanicku a teplotnu stabilitu, pricom Zelatinovy koloid musi idealne
stuhnut’ v intervale 1 — 5 min. Tym sa zabezpeci pohodIné odlievanie zelatinového
koloidu do mozgovej formy. Ak by glycerogél tuhol prili§ skoro, nerovnomernost’
tuhnutia pri odlievani by mohla narusit’ jeho homogenitu a tym skreslit’ akusticky signal.

Ked’ze gelacia je postupny proces, je jednoduchsie tento prechod hodnotit’ kvalitativne,
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napr. ako dobu, za ktort gél stuhne v dostato¢nej miere, Ze po jej nakloneni z nadoby

nevyteka.®

4.1.1 Doby tuhnutia 5 % Zelatinového gélu

Tabul’ka 3: Zlozenie pripravovanych vzoriek 5 % zelatinového gélu s casmi tuhnutia.

Zelatina, % | Glutaraldehyd, % | Glycerol, 85%,
w/w w/w g/100 g

0
20
40
60

0
20 >10
40
60

0
20
40
60

0
20
40
60

0
20
40
60

Cas, min

5,0 0,00

5,0 0,05

5,0 0,10

5,0 0,15

5,0 0,20

— N (W= (N

A
ik

Podl'a Tabul'ky 3, pripravené vzorky 5 % zelatiny mali dobu tuhnutia nad 5 minut
pri obsahu GTA do 0,1 % a glycerolu do 40 % a pri obsahu GTA 0,15 % a maximalne
20 % obsahu glycerolu. Vsetky ostatné vzorky, okrem vzorky s najvySou pouzitou
koncentraciou GTA a glycerolu, vyhovovali z hl'adiska doby tuhnutia. Bol pozorovany
suvis s obsahom glycerolu na rychlost’ tuhnutia Zelatinového koloidu. Kym napr. vzorka
zelatiny s 0,10 % GTA a obsahom glycerolu 60 % stuhla do 4 mintt, vzorka s vy$$im
obsahom GTA 0,15 % a niz§im obsahom glycerolu 0 a 20 %, stuhla az po 6 mintutach.

Podl'a Liu akol. glycerol nezévisle na obsahu sietovacieho ¢inidla znizoval teplotu
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tuhnutia Zelatiny.>® Toto pozorovanie potvrdzuje znaény vplyv glycerolu na dobu tuhnutia

glycerogélu Zelatiny.
4.1.2 Doby tuhnutia 7,5 % Zelatinového gélu

Tabulka 4: Zlozenie pripravovanych vzoriek 7,5 % zZelatinového gélu s casmi tuhnutia.

Zelatina, % Glutaraldehyd, % Glycerol, 85%,
w/w w/w g/100g

0
20
40
60

0
20
40
60

0
20
40
60

0

9
5

>1

7,5 0,100 20 >1
4

1

2

1

Cas, min

7,5 0,000

>10

7,5 0,050

7,5 0,075

40
60
0
20
40 <1
60 <1
0 1
20
40 <1
60

7,5 0,150

7,5 0,200

Podl'a Tabulky 4, u vzoriek 7,5 % zelatiny bol obsah GTA s dobou tuhnutia
koloidu nad 5 minut 0,075 %, s obsahom glycerolu do 40 % a 0,1 %, avSak len do 20 %
glycerolu. Intervalu 1 — 5 mintt vyhovovali vSetky ostatné vzorky do obsahu GTA
0,15 % s mnozstvom glycerolu do 20 %. Dalej mala vyhovujucu dobu tuhnutia aj vzorka
s najvyssim obsahom GTA bez glycerolu. Na rozdiel od 5 % Zelatiny, bol pozorovany

u7,5 % zelatiny rychlej$i ¢as tuhnutia pri nizSom obsahu glycerolu. Gély s vy$Sim
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obsahom GTA od 0,15 %, s glycerolom 40 %, gélovateli uz za dobu < 1 min. Opit’ bol
preukazany suvis mnozstva glycerolu na dobu tuhnutia. Kym napr. vzorka 7,5 % Zelatiny
s obsahom GTA 0,1 % a obsahom glycerolu 60 % stuhla do 1 minuty, vzorka s rovnakym

obsahom Zelatiny s vy$§im obsahom GTA 0,15 % bez glycerolu stuhla az za 2 mintty.

4.1.3 Doby tuhnutia 10 % Zelatinového gélu

Tabulka 5: Zlozenie pripravovanych vzoriek 10 % zZelatinoveho gélu s casmi tuhnutia.

Zelatina, % | Glutaraldehyd, % Glycerol 85%,

wiw wiw g/100 g Cas, min

0
20
40
60

0 >10
20
40
60

0
20 5
40 2
60

0
20 <1
40
60

0
10,0 0,20 20 N/A
40
60

10,0 0,00

10,0 0,05

10,0 0,10

10,0 0,15

Vzorky s 10 % zelatinou vykazovali opit’ dobu tuhnutia nad 10 mintt pri nizSom
obsahu GTA 0,00; 0,05 % a 0,10 %, ale v tomto pripade iba bez pritomnosti glycerolu.
Optimalny interval doby tuhnutia (1 — 5 min) spinali vzorky s 0,1 % GTA a obsahom
glycerolu 20 a 40 %. Na rozdiel od 7,5 % Zelatiny, u 10 % Zelatiny s obsahom GTA
0,10 % a glycerolu 20 % bol pozorovany interval doby tuhnutia skrateny do 5 minut.

Vzorky 10 % Zelatiny s obsahom GTA 0,15 % boli tuhé do 1 minuty pri roznom obsahu
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glycerolu. Pri najvysSom testovanom obsahu GTA nebolo mozné vzorky v pritomnosti
glycerolu pripravit, pretoze ku gélovateniu doslo skor, nez bolo mozné zmes

zhomogenizovat'.

4.1.4 Zhrnutie vysledkov doby tuhnutia

Zo zistenych vysledkov (vid’ Tab. 3, 4, 5) mozno konstatovat, Ze doba gelacie
zavisi na obsahu Zelatiny, GTA, ale aj glycerolu, a s rasticim obsahom tychto zloziek
v zmesi sa doba gelacie znizuje. NizSiu dobu gelacie so zvySenym obsahom zelatiny

pozorovali aj Kokol a kol.*®

Rovnako aj Tian a kol. pozorovali rychlejsi prechod sol — gél
s pouzitim vyssieho percentudlneho obsahu GTA na sietovanie kolagénovych roztokov.*
Avsak vysledky v suvislosti s mnozstvom glycerolu na dobu tuhnutia sa réznia, napr. Liu
akol. pozorovali pokles teploty tuhnutia s pouzitim vysSiecho mnozstva glycerolu

v zelatinovych koloidoch, ktoré boli zosietované TGazou.>

G¢ély s obsahom Zelatiny 5 % boli po stuhnuti pri laboratornej teplote prili§ mikké
a nezachovali si tvar. Vzorky s obsahom Zelatiny 10 % boli naopak prili§ tuhé, preto boli

pre d’alSie testovanie vylucené.

4.2 Strata vody

Ubytok hmotnosti (pri teplote 37 °C) bol sledovany na 5 vzorkach 7,5 % Zelatiny
s obsahom GTA 0,1 % (poslednd vzorka bez GTA) a rdznym mnozstvom glycerolu po

dobu 6 pracovnych dni. Strata vody je vyjadrend v % a znazornend na Obrazku 6.

Vo vsetkych opakovaniach experimentu bola za prvych 24 hodin zaznamenana
najvacsia strata vody u vzorky 1 s najvacSim obsahom vody bez pridaného glycerolu.
Dalsie dni bol tibytok nizsi kvoli odparenému obsahu vody. Od vzoriek 2 — 5 sa so
zvySujucim percentudlnym zastipenim glycerolu mnozstvo odparenej vody znizovalo.
To sthlasi aj s pozorovanim Liu a kol.,” kedy Zelatinové filmy s vy$§im obsahom
glycerolu zadrziavali vyssiu vlhkost.> Glycerol ako trojsytny alkohol viaZe svojimi
hydrofilnymi skupinami molekuly vody a brani jej odparovaniu, ¢im lepSie fixuje tvar
hydrogélu. Piata vzorka bez obsahu GTA sluzila na overenie, ¢i sietovacie Cinidlo

ovplyviiuje bytok hmotnosti gélu.
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Podl'a Obrazku 6 mozno konstatovat, Ze kinetika ubytku vody v porovnani so
vzorkami 4 a 5 s rovnakym obsahom glycerolu bez ohl'adu na obsah GTA je takmer

identicka. So zvysSujucim sa mnozstvom glycerolu bola hmotnostna strata gélu nizsia.

45
40 i
.
35 :
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1 2 3 4 5 6 7
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Obrazok 6: Priebeh odparovania vody z gélu Zelatiny v zavislosti na obsahu 85 % glycerolu 0 —
60 g/100 g pri 37 °C.

Pre vizuélnu predstavu priebehu experimentu st na Obrazkoch 7 a 8 zaznamenané
vzorky pred meranim straty suSenia a po ukonfeni merania. Na Obrazku 8 je moZno
vidiet’ aj zavislost’ ibytku hmotnosti na pomeru vody a glycerolu, a vplyv mnozstva
glycerolu na teplotnu stabilitu. Vzorky 1 snajvy$§im obsahom vody po ukonceni
experimentu boli najviac vysuSené a vzorky 4 s najvys§im obsahom glycerolu a zaroven
najniz§im mnozstvom vody si najlepSie zachovali pdvodny tvar. Glycerol je
hygroskopicky a netekavy, ¢im vys$i obsah glycerolu sa nachadza vo vzorke, tym je
dostupnd mensia plocha povrchu pre odparovanie vody. Preto je z hl'adiska casovej
a tepelne;j stability vyhodnejsi vyssi obsah glycerolu a mensi obsah vody v Zelatinovom

koloide.
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Obrazok 7: Pripravené vzorky glycerogélu Zelatiny pred meranim straty vody.

i RS

Obrazok 8: Vzorky glycerogélu Zelatiny po ukonceni merania straty vody.

Na Obrazkoch 7 a 8 je mozné pozorovat viditeni zmenu sfarbenia vzoriek 1 — 4
po zosietovani GTA, v porovnani so vzorkou 5 bez obsahu GTA. Zosietovanim
zelatinovych polymérov a vznikom kovalentnych vézieb doslo k zmene kryStalinity,
alebo inym zmenam molekulovej Struktiry, o méa za nasledok zmenu optickych

vlastnosti, a to sa vizudlne prejavilo sytej$im sfarbenim — zoZltnutim.®!

4.3 Teplotna stabilita

Bola hodnotend teplotna stabilita na 4 vzorkach v zlozeni podl'a Tabulky 2, po

uvedeny Cas v rozsahu teplot od 37 °C — 70 °C.

Vzorka 1 bez obsahu glycerolu a GTA bola tekuta uz od 40 °C. V porovnani

s d’als$imi vzorkami vysla podl'a oCakavania ako najmenej teplotne stabilna. Ked'ze sa
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jednéd o fyzikalny gél, retazce zelatinovych polymérov su stabilizované slabymi
fyzikdlnymi interakciami. Zelatina tvori homogénny gél zvy&ajne v koncentracii
1 — 50 % a je l'ahko rozpustna v teplej vode nad 40 °C.%* Ak dbjde k prekroceniu teploty
nad teplotu topenia, dochadza k reverzibilnej premene gélu na s6l,* ¢o sa prejavilo aj

v nasom pripade.

Vzorka 2 s obsahom 60 g glycerolu, bola na rozdiel od vzorky 1 pri teplote 40 °C
maksSia, ale nie tekutd. Stekutend bola od 45 °C. V tomto pripade naSe vysledky
nesuhlasia s pozorovanim Liu a kol., pretoZe u nich doslo k poklesu teploty topenia.>®
Vysvetlenim pozorovaného javu moze byt fakt, ze glycerol ako plastifikator asociuje
s retazcami polyméru a tym zabranuje ich vzajomnej interakcii. Materidl vykazuje vyssiu
flexibilitu a zniZuje rigiditu a bod topenia. Avsak pri vysokych a nizkych koncentracidch
plastifikatoru nastava tzv. antiplasticizing effect, kedy plastifikator interaguje
s polymérnymi retazcami, a gély st naopak pevnejsie a ich teplota topenia sa zvysuje.5

Teplota topenia sa tak zvysilao 5 °C.

U vzorky 3 s obsahom 0,1 % GTA bez glycerolu boli zelatinové gély pri teplote
40 °C taktiez na dotyk aj vizudlne méksie. Toto usporiadanie si vzorka zachovala do
60 °C. Na rozdiel od vzorky 2 tak nedoSlo vobec k jej stekuteniu. Od 65 °C bola
pozorovand susina Zelatinového gélu. GTA je chemické sietovadlo, ktoré stabilizuje
Struktaru Zelatiny vytvorenim kovalentnych véizieb medzi aldehydovou skupinou GTA

a aminovymi skupinami aminokyselin.>

Posledna vzorka obsahovala 60 g glycerolu aj 0,1 % GTA. V experimente obstala
najlepsie z hl'adiska teplotnej stability, pretoze si zachovala pdvodné usporiadanie az do

maximalnej testovanej teploty 70 °C.

4.4 Teplotna stabilita gélu v zavislosti na mnoZstve glycerolu

Vzorky v zloZzeni podla Tabulky 1 boli vloZzené na 24 hodin do suSiarne
vytemperovanej na 37 °C. Po uplynulom ¢ase boli hodnotené tvarové a objemové zmeny

vzoriek v zavislosti na meniaci obsah glycerolu.
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Vzorky 1 a2 boli po jednom dni tekuté. Pre vy$si obsah vody a ziadny/nizky
obsah glycerolu si zelatinové koloidy neudrzali pévodné usporiadanie aj napriek
chemickému zosietovaniu pomocou GTA. Vzorka 5 tiez stekutela, bez obsahu
sietovacieho Cinidla nebola proteinova Struktura dostato¢ne stabilizovand kovalentnymi
viizbami, ktoré by udrzali jej tvar a pevnost.*>*° Pri vzorke 4 sa prejavil vyssi obsah
glycerolu, zelatinovy gél bol pruznejsi viac ako u vzorky 2 a 5. Najviac vyhovovala
teplotnej stabilite vzorka 4 s najvy$§im obsahom glycerolu, ktord obsahovala aj 0,1 %
GTA. Mala zachovany tvar aj potrebnu pruznost. Glycerol je v tomto pripade pre
zachovanie stability gélu nesmierne dolezity, s GTA pdsobi synergicky. Zarovei nie je
mozné pouzit’ pre zvySenie teplotnej stability a pevnosti vyssie mnozstvo GTA, pretoze

doba tuhnutia by bola uz vel'mi nizka.

4.5 Hodnotenie viskoelastickych vlastnosti

Z vysledkov doby tuhnutia, straty vody a hodnotenia teplotnej stability bola
vybrand vzorka pre hodnotenie reologickych vlastnosti v percentudlnom zlozeni: 7,5 %
zelatiny, 0,1 % GTA a 60 % glycerolu. Nevyhodou bola nizka doba tuhnutia (1 min),
preto bola hodnotena i teplotnd stabilita aj na 7,5 % Zelatine s obsahom GTA 0,075 %
a 60 % glycerolu. Z dovodu nedostato¢nej teplotnej stability po stekuteni vzorky uz pri
teplote 40 °C, bolo dalSie testovanie zamerané na vzorku s povodnou koncentraciou

GTA.

Hodnotenie viskoelastickych vlastnosti prebiehalo pri teplote 37 °C na 4 vzorkach
zelatinovych gélov v zloZeni podl'a Tabul'ky 2 pomocou oscila¢nych reologickych testov
na rota¢nom reometri. V teste 0017 Evaluating product texture using oscillatory testing
boli ziskané hodnoty komplexného Smykového modulu, fazového uhlu a medze klzu.
Komplexny Smykovy modul G* udava celkova pevnost (odolnost’) latky proti
$mykovému namahaniu. Cim ma vzorka Zelatiny vys$s§iu hodnotu G*, tym je pevnejsia.
Féazovy uhol 6 udava stupen elasticity, vyssie hodnoty charakterizuji visk6zne vlastnosti.
Medza klzu ¢' nastava len u polotuhych systémov. Urcuje Strukturdlnu pevnost’ a jej
rozsah pri namdhani, vztahuje sa na elasticky modul G'. Ak do6jde k prekroceniu

prahového Smykového napitia, siistava sa ireverzibilne deformuje.
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Na Obrazkoch 9 — 12 s znazornené hodnoty G', G" ad. VSetky vzorky
zelatinovych gélov 1 —4 mali vysSie hodnoty G' ako G". To je znakom, Ze vSetky uvedené
mala vzorka 1 (vid’ Obr. 9, Tab. 6) bez glycerolu a GTA, pricom medza klzu sa nedala
hodnotit. Zaroven mala najvyss$iu hodnotu 6. To znamend, Ze sa najviac priblizuje ku
spravaniu kvapalin od ostatnych vzoriek. Nemoznost’ vyhodnotit’ medzu klzu znaci, ze

vzorka 1 bola pri 37 °C tekuta.

Tabul’ka 6: Hodnoty viskoelastickych parametrov vzoriek glycerogélu zelatiny pri teplote 37 °C.

Vzorka G* (Pa) 0 (®) v* (%) c' (Pa)
1. 0,1391 £0,0059 | 15,44 +1,67 N/A N/A
28 191,1 £ 70,5 11,68 £2,33 208,47 +19,09| 346,0+79,3
3. 52,0+ 0,6 3,62+0,39 |958,16+63,56| 500,2+49,2
4 3081,0 +423,0 0,69+ 0,04 |263,80=+20,09|3120,0+ 189,3

Ela%tic modulus Viscous modulus and Phase angle vs Shear strain
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Obrazok 9: Viskoelastické parametre Zelatinového nezosietovaného gélu bez glycerolu pri 37 °C.

Pri porovnani viskoelastickych vlastnosti vzoriek 2 a 3 (vid’ Obr.10,11; Tab. 6),
ma vzorka 2 (s obsahom glycerolu, bez GTA) vysSiu priemernt hodnotu G* a d nez
vzorka 3. Priemerna hodnota medze klzu je 346 Pa. Podl'a vysledkov z oscilacného

testovania vykazuje vyS$Siu rezistenciu proti namdhaniu. Vzorka 3 (bez glycerolu,
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s obsahom GTA) mala oproti vzorku 2 nizsi 9, teda vykazuje vyssiu tuhost’. Pri vystaveni
vysSiecho namahania doSlo k ireverzibilnej deStrukcii gélu. Oproti vzorke 1 doslo
k zvySeniu G* aj pridanim glycerolu (vzorka 2) aj zosietovanim pomocou GTA

(vzorka 3).

Elastic modulus Viscous modulus and Phase angle vs Shear strain
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Obrazok 10: Viskoelastické parametre zZelatinového nezosietovaného gélu s glycerolom pri
37 °C.
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Obrazok 11: Viskoelastické parametre Zelatinového zosietovaného gélu bez glycerolu pri 37 °C.
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Vzhl'adom k hodnotdm G*, y* a &' je vzorka 2 (s glycerolom) pevnejsia ale
krehkejSia a menej flexibilnd nez vzorka 3 (s GTA). Z reologického hl'adiska vykazovala
najvyssiu celkovu pevnost vzorka 4 (s glycerolom 1 GTA) (vid Obr. 12, Tab. 6)
s priemernou hodnotu G* 3081 Pa, u ktorej bolo potrebné napétie k dosiahnutiu medze
klzu v priemere 3120 Pa. NajnizSia hodnota o v priemere 0,69° napoveda, ze pre vzorku

je charakteristické takmer plne elastické spravanie.

Elas:ic modulus Viscous modulus and Phase angle vs Shear strain
10 LB | TrrTTTT T T TTTTIT TTTTIT T "" 90

1 80

E- 70
- 60

tso _ +G'(Pa)
1, +G"(Pa)

*d (°)

G' (Pa),G" (Pa)

Obrazok 12: Viskoelastické parametre Zelatinového zosietovaného gélu s glycerolom pri 37 °C.

4.5.1 Vplyv teploty na zmenu reologickych vlastnosti

Teplota ma na pevnost’ gélu a jeho vnutornu Strukturu zadsadny vplyv. Pridavok
GTA a glycerolu jednozna¢ne ovplyviuju teplotnl stabilitu Zelatinovych gélov. V teste
0036 Single frequency strain controlled temperature ramp boli na 4 vzorkach Zelatiny
(vid’ Tab. 2) pri teplote 20 °C a 50 °C ziskané a porovnavané hodnoty komplexného

Smykového modulu, komplexnej dynamickej viskozity n*a teploty topenia.

Na Obrazkoch 13 — 16 je znazorneny priebeh G', G" a 6 so zvySujucou sa teplotou.
V Tabul’ke 7 s spriemerované hodnoty G* pri teplote 20 °C a 50 °C a uvedené teploty
topenia. Vo vSetkych pripadoch doslo so zvySenou teplotou k poklesu hodnoty G* (vid’
Obr. 17) a tym teda k zniZzeniu celkovej odolnosti k deformécii. Pri porovnani vzorky 1

a 2, bol rozdiel v poklese priblizne rovnaky a u oboch vzoriek mozno pri zvyseni teploty
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pozorovat’ vyrazny pokles hodnoty G*. Naopak, u zosietovanych vzoriek je viditelné
zlepsenie teplotnej stability. Pri vzorke 3 bola hodnota G* pri 50 °C v priemere 60 Pa (pri
20 °C 3719 Pa) a u vzorky 4 dosahovala 1098 Pa (pri 20 °C 5479 Pa). Najviac prinosnym
pre teplotnu stabilitu je pridavok GTA. Avsak, pridavok glycerolu ma pravdepodobne
synergicky efekt v kombindcii s GTA, pretoze teplotna stabilita sa zvysila, oproti vzorku

3i2.

Na Obrazkoch 13 a 14 doslo k prekrizeniu kriviek G' a G", pricom bod pretnutia
urcuje teplotu topenia. U vzorky 2 bola pozorovana teplota topenia pri vyssej teplote, na
rozdiel od vzorky 1. Liu a kol. pozorovali naopak, zniZenie teploty topenia s pridavkom
glycerolu. Zelatinovy film bol zosietovany TGazou.>> Glycerol pravdepodobne pri
vysokych koncentrdcidch interaguje s polymérnymi retazcami, ¢im obmedzuje ich
pohyb, atym $truktiru stabilizuje. To pozorovali aj Zakaria a kol.®® U vzorky 3 a4
k stekuteniu zelatinovych gélov nedoslo. Fazovy uhol pre vzorky 3 a 4 (vid’ Obr. 15,16)
vykazuju vel'mi nizke hodnoty, ¢o napovedd, Ze si zachovali takmer plne elastické
vlastnosti do teploty 50 °C. Sakai a kol. tiez pozorovali odolnost’ k prechodu gél — sol pri
zvysenej teplote u zosietovaného gélu Zelatiny.®> Z pozorovania v kapitole 4.3 bola
vzorka 3 relativne stabilna do 60 °C a nad 65 °C sa voda odparila, pricom bol pozorovana
suSina Zelatinového gélu. Vzorka 4 bola teplotne odolna az do 70 °C (u vysSich teplot sa
teplotnd stabilita vzorky nehodnotila). Reologické hodnotenie suhlasi s predoSlymi

experimentmi na teplotnu stabilitu v kapitole 4.3.

Tabul’ka 7: Hodnoty viskoelastickych parametrov vzoriek glycerogélu Zelatiny pri teplote
20 a 50 °C.

Vzorka G* (Pa); pri 20 °C | G* (Pa); pri 50 °C Tt (°C)
1. 4531,3 £ 804,8 0,2975 + 0,0220 36,2 +0,2
22 7455,4 +250,5 0,8537 +0,0374 44,5 +0,5
3. 3719 + 546,0 60,24 + 16,56 N/A
4 5478,7 £132,7 1098,00 + 89,69 N/A

46



EIas4tic modulus Viscous modulus and Phase angle Vs Temperature
10 "'I"'I"I""I"'I"I"'I"-go

- G' (Pa)
- G" (Pa)
+5 (%)

G' (Pa),G" (Pa)
(o)

T(°C)

Obrazok 13: Viskoelastické parametre Zelatinového nezosietovaného gélu bez glycerolu
v rozsahu teplot 20 — 50 °C.
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Obrazok 14: Viskoelastické parametre Zelatinového nezosietovaného gélu s glycerolom rozsahu
teplot 20— 50 °C.
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Elastic modulus Viscous modulus and Phase angle Vs Temperature
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Obrazok 15: Viskoelastické parametre zZelatinového zosietovaného gélu bez glycerolu rozsahu
teplot 20— 50 °C.
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Obrazok 16: Viskoelastické parametre zZelatinového zosietovaného gélu s glycerolom v rozsahu
teplot 20— 50 °C.
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Komplexny Smykovy modul G*
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Obrazok 17: Porovnanie komplexného smykového modulu vzoriek pri teplote 20 °C a 50 °C.

Na Obrazkoch 18 — 21 je zndzorneny priebeh G* an* v rozsahu teplot 20 a 50 °C.
V Tabul’ke 8 su hodnoty n* pri teplote 20 °C a 50 °C. Viskozita, ktord udava odpor proti
pradeniu pri $mykovom namadhani,'® so zvy$enou teplotou logaritmicky klesa.*>* Vo
vSetkych vzorkach (vid® Obr. 22) dosSlo pri vysSej teplote k zniZeniu hodnoty n* —
vykazovali niZ§i odpor proti prudeniu. S pridanim GTA bola priemernd hodnota n*
u vzorky 3 pri 50 °C 6,15 Pa-s (pri 20 °C 592,0 Pa-s). Rovnako aj Tian a kol. pozorovali
pri sietovani kolagénovych roztokov so zvysujucim obsahom GTA stupanie hodnoty
viskozity a oddialenie medze toku.’® Pri kombinacii GTA a glycerolu u vzorky 4 sa pri
teplote 50 °C priemernd hodnota n* zvysila na 174,7 Pa's (pri 20 °C 872,0 Pa-s).
Kombinacia GTA a glycerolu v zelatinovom koloide sa ukazala ako najprinosnejsSia pre
teplotnu stabilitu.

Tabul’ka 8: Hodnoty komplexnej dynamickej viskozity vzoriek glycerogélu Zelatiny pri teplote
20 a 50 °C.

Vzorka n* (Pa.s); pri 20 °C | n* (Pa.s); pri 50 °C
1. 719,7 +£183,6 0,097 + 0,004
2. 1186,0 + 39,8 0,1290 + 0,0059
3. 592,0+123,9 6,15+1,70
4 872,0 £21,2 174,7 £ 16,3
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Obrazok 18: Priebeh komplexného Smykového modulu a komplexnej dynamickej viskozity
Zelatinového nezosietovaného gélu bez glycerolu v rozsahu teplot 20 — 50 °C.

10°

G* {Pa)

Complex modulus and Complex viscosity vs Test time

* G* (Pa)
*n*(Pa.s)

(s ed) .l

T(°C)

Obrazok 19: Priebeh komplexného Smykového modulu a komplexnej dynamickej viskozity
zelatinového nezosietovaného gélu s glycerolom v rozsahu teplot 20 — 50 °C.
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Obrazok 20: Priebeh komplexného Smykového modulu a komplexnej dynamickej viskozity
zelatinového zosietovaného gélu bez glycerolu v rozsahu teplot 20 — 50 °C.
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Obrazok 21: Priebeh komplexného Smykového modulu a komplexnej dynamickej viskozity
zelatinového zosietovaného gélu s glycerolom v rozsahu v rozsahu teplot 20 — 50 °C.
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Obrazok 22: Porovnanie komplexnej dynamickej viskozity vzoriek pri teplote 20 °C a 50 °C.

4.5.2 Dokaz teplotnej stability

Na vybranej vzorke (4) 7,5 % zelatiny, s obsahom GTA 0,1 % a glycerolu 60 %
boli vteste 0036 Single frequency strain controlled temperature ramp ziskané
a porovnané hodnoty (vid Tab. 9) (vid Obr. 25) komplexného $Smykového modulu
a komplexnej dynamickej viskozity v rozsahu teplot 20 — 100 °C. Udaje sluzili pre
overenie teplotnej stability vybranej vzorky glycerogélu zelatiny do 100 °C. Priebeh

kriviek viskoelastickych parametrov je zndzorneny na Obr. 23, 24.

Tabulka 9: Hodnoty komplexného smykového modulu a komplexnej smykovej dynamickej
viskozity pri teplote 20 °C, 50 °C a 100 °C.

G* (Pa); pri 20 °C G* (Pa); pri 50 °C G* (Pa); pri 100 °C
7709,5 1750,3 849,2
n* (Pa.s); pri20°C | n* (Pa.s); pri 50 °C [n* (Pa. s); pri 100 °C
1227,0 280,4 135,2
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Obrazok 23: Viskoelastické parametre zZelatinového zosietovaného gélu s glycerolom v rozsahu
teplot 20 — 100 °C.
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Obrazok 24: Priebeh komplexného Smykového modulu a komplexnej dynamickej viskozity
zelatinového zosietovaného gélu s glycerolom v rozsahu teplét 20 — 100 °C.

Podl'a ofakéavania, hodnoty G* a n*so zvySujicou teplotou klesali. Na Obrazku
23 nedoslo k pretnutiu G'a G", nebola zistena teplota topenia. Hodnota & sa takmer vobec
nemenila a po celt dobu merania vykazovala nizke hodnoty. Bola overena teplotna

stabilita vzorky 4 do 100 °C.
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5 ZAVER

Cielom prace bolo pripravit’ materidl pre UZ fantdbm mozgu na bédze Zelatiny,
ktory bude spinat dostatoénti teplotni a mikrobidlnu stabilitu s optimalnou dobou
tuhnutia. Taktiez by mal mat’ podobné senzorické a akustické vlastnosti (v budicnosti je
potrebné gély podrobit’ d’alSiemu skimaniu), ako mozog a pri nalievani zelatinového
glycerogélu do formy a po stuhnuti by sa mal l'ahko vyberat. Pre splnenie tychto
poziadaviek bola merana doba tuhnutia a strata vody, pozorovana teplotna stabilita a boli

hodnotené reologické vlastnosti glycerogélu zelatiny.

Pre uréenie doby tuhnutia boli pripravené vzorky gélov s 5,0 %, 7,5 % a 10,0 %
(w/w) Zelatinou s roznym obsahom GTA a glycerolu, aby sa zistilo ide4lne percentualne
zloZenie. Podla senzorickych vlastnosti a uspokojivej doby tuhnutia (1 — 5 min) bola

urc¢ena ako najlepsie vyhovujuca poziadavkam, 7,5 % Zelatina s obsahom GTA 0,1 %.

Bol zisteny priaznivy vplyv glycerolu na stratu vody, ktory si vd’aka svojim
hygroskopickym vlastnostiam najlepSie zachoval povodny tvar glycerogélu zelatiny pri
jeho obsahu 60 %. Okrem toho bolo zistené, ze kinetika tbytku vody nie je zavisla na
obsahu GTA, pretoZe v porovnani s jeho obsahom vo vzorke a bez, bola strata vody
takmer identickd. Vybrana vzorka 7,5 % Zelatiny s 0,1 % GTA a obsahom glycerolu

60 % vyhovela tiez skiiske na mikrobidlnu stabilitu.

Pri skuske na teplotnt stabilitu bol v prvej ¢asti skimany najmé vplyv glycerolu
a GTA na Struktiru Zelatinovych gélov pri zvySenej teplote od 37 °C do 70 °C.
NajoptiméalnejSie vysla vzorka, ktord obsahovala glycerol aj GTA, a zachovala si povodné
usporiadanie (nestekutila, ani nezméikla) do 70 °C najlepSie. Druha Cast’ experimentu sa
sustred’'ovala viac na ulohu glycerolu v zmesi Zelatiny. Vzorka s najvys$S§im obsahom
glycerolu (60 %) sa osvedcila najviac, pretoze po 24 hodinach si najlepSie zachovala
pruznost, tvar a na rozdiel od vzoriek s niz§im obsahom glycerolu zostala v pevnom

stave.

Boli hodnotené aj reologické vlastnosti gélov pri teplote 37 °C v zavislosti na
pritomnost GTA aglycerolu. Najvy$siu celkovi pevnost vykazovala vzorka

zelatinového gélu s obsahom glycerolu 1 GTA. Zaroven, hodnota fdzového uhlu vzorky
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so spominanym percentudlnym zlozenim bola niz§ia ako 1°, zachovala si takmer plne

elastické vlastnosti po celti dobu merania.

Pri hodnoteni viskoelastickych vlastnosti gélov v zavislosti na pritomnost GTA
a glycerolu, bola porovnana pevnost aj viskozita gélov pri teplote 20 a 50 °C.
Z vysledkov vyplyva, ze pri sa¢asnom obsahu glycerolu i GTA klesol komplexny
Smykovy modul aj komplexnd dynamicka viskozita pri zvySenej teplote 50 °C najmene;.
Na vzorke glycerogélu v percentudlnom zlozeni zelatiny 7,5 %; GTA 0,1 % a glycerolu
60 % sa fazovy uhol takmer vobec nemenil a dosahoval nizke hodnoty po celu dobu

merania. Okrem toho nebola zistena teplota topenia ani pri 100 °C.

Zaverom mozno konstatovat, ze bolo zistené optimalne zlozenie Zelatinového
gélu z hl'adiska teplotnej a mikrobidlnej stability, reologickych vysledkov a rychlosti
tuhnutia. Z vysledkov vyplyva, Ze v zlozeni gélu je potrebny obsah GTA aj glycerolu pre
ich synergické vzajomné podsobenie, ktoré komplexne vylepSuje vSetky hodnotené
vlastnosti gélu. NavySe, bol pozorovany v géle pri najvysSom obsahu glycerolu aj
antiplasticizing effect, vd’aka ktorému sa zvysila rigidita a teplota topenia, a tym prediZila
teplotnd aj dlhodoba stabilita. Vyssi obsah GTA pre eSte lepSiu stabilitu nie je mozné

pouzit’, pretoze doba gelacie by bola vel'mi nizka.
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6 POUZITE SKRATKY

Znacky velicin

Veli¢ina Jednotka Vyznam
vE (%) Smykova frekvencia
) °) fazovy uhol
€ - deformécia
n (Pa‘s) dynamicka viskozita
komplexna dynamicka
% .
n (Pa:s) viskozita
c (Pa) napétie (normalové)
o' (Pa) medza klzu (toku)
T (Pa) napétie (tangencialne)
D (s rychlostny spad
modul pruznosti v tahu
E (Pa) (Youngov)
G (Pa) modul pruznosti v Smyku
G' (Pa) elasticky modul
G" (Pa) stratovy modul
G* (Pa) komplexny Smykovy
modul
K (Pa) objemovy modul
tg & - stratovy faktor
Ti (°O) teplota topenia
\ (Pa) kinematicka viskozita
Dalsie skratky
GTA  glutaraldehyd
PAA  polyakrylamid
SEBS  kopolymér (styrén-etylén-butylén-styrén)
TGéaza transglutaminaza
TMM  materidly napodobniujuce tkaniva (7issue-mimicking materials)
Uz ultrazvuk
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