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ABSTRAKT 

Kolagen je pŚ²rodn² materi§l, kterĨ je vhodnĨ pro pouģit² napŚ. v medic²nŊ a potravin§Śstv². 

Aļkoliv m§ pomŊrnŊ dobr® mechanick® a chemick® vlastnosti, nen² to pro mnoho medic²n-

skĨch a potravin§ŚskĨch aplikac² optim§ln². Proto se pŚistupuje ke zlepġen² vlastnost² s²Šo-

v§n²m, kter® mŢģe bĨt chemick®, enzymov® nebo fyzik§ln². Pro l®kaŚstv² a potravin§Śstv² se 

mŢģe pouģ²t pouze netoxicky zes²ŠovanĨ kolagen. C²lem t®to diplomov® pr§ce je ovŊŚit ¼ļin-

nost s²Šov§n² kolagenn²ho gelu kolagen-elastinovĨm a keratinovĨm hydrolyz§tem, a tak® 

jejich kombinace s glutaraldehydem. Byly pŚipraveny filmy, u kterĨch byla stanovov§na 

teplota smrġtŊn², tahov§ s²la, pomŊrn® prodlouģen² a botn§n². Kolagen-elastinovĨ hydrolyz§t 

a keratinovĨ hydrolyz§t poskytly vysok® teploty smrġtŊn² vĨsledn®ho materi§lu. Kombino-

van® s²Šov§n² s glutaraldehydem poskytuje filmy o lepġ²ch mechanickĨch vlastnostech.  

Kl²ļov§ slova: kolagen, ģelatina, filmy, glutaraldehyd, kolagen-elastinovĨ hydrolyz§t, kera-

tinovĨ hydrolyz§t

 

ABSTRACT 

Collagen is a natural material, which is suitable for use, e. g., in medicine and food industry. 

Though is has quite good mechanical and chemical properties, this is not suitable for many 

medicine and food applications. Therefore, improving of collagen properties with crosslin-

king chemical, enzymatic or physical is necessary. For medicine and food industry only non-

toxic crosslinked collagen can be used. The aim of this thesis is to verify the effectiveness 

of crosslinking of collagen gel with collagen-elastin and keratin hydrolysate, as well as their 

combination with glutaraldehyde. Films were prepared, shrinkage temperature, tensile stren-

gth, elongation at break and swelling tests were conducted. Collagen-elastin and keratin hyd-

rolysate provide high shrinkage temperature of the resulting material. Combined crosslin-

king with glutaraldehyde provides films of better mechanical properties. 

Keywords: collagen, gelatin, films, glutaraldehyde, collagen-elastin hydrolysate, keratin 

hydrolysate 
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ĐVOD 

Kolagen se dostal do popŚed² z§jmu pŚi hled§n² biologicky kompatibiln²ch materi§lŢ s lid-

skĨm organismem. Jelikoģ je pŚirozenou souļ§st² lidsk®ho organismu, splŔuje poģadavky 

pro l®kaŚsk® a potravin§Śsk® ¼ļely. SamotnĨ kolagen ale nemus² bĨt dostateļnŊ pevnĨ, 

pruģnĨ, odolnĨ vŢļi teplotŊ, tlaku nebo prostŚed², ve kter®m je aplikov§n, a proto se pŚistu-

puje k ¼prav§m jeho vlastnost², napŚ. s²Šov§n²m, kdy se pouģ²vaj² rŢzn® s²Šuj²c² l§tky nebo 

metody pro z²sk§n² kolagenn²ho materi§lu s ide§ln²mi vlastnostmi. S²Šov§n² ale s sebou nŊ-

kdy nese riziko toxicity (s²Šuj²c² l§tky) nebo negativn²ho vlivu na lidskĨ organismus (fyzi-

k§ln² s²Šov§n²).  

V souļasn® dobŊ se st§le hledaj² nov® s²Šuj²c² l§tky, kter® by nebyly toxick®, a pŚitom se 

doc²lilo dobrĨch mechanickĨch vlastnost². DŢleģit® je nejenom jak§ l§tka se pouģije, ale i 

d§vka t®to l§tky. PŚi pouģit² l§tek pŚ²rodn²ho charakteru je pozitivn² str§nkou netoxicita, ale 

nedos§hne se zase optim§ln²ho stupnŊ zes²tŊn², kter® je nutn® pro dosaģen² dobrĨch mecha-

nickĨch vlastnost². S²Šov§n² syntetickĨmi l§tkami poskytuje substr§ty s dobrĨmi mechanic-

kĨmi vlastnostmi; negativem je vŊtġinou urļit§ toxicita.   

PŚi hled§n² optim§ln² s²Šuj²c² l§tky se uk§zalo, ģe i mnoģstv² s²Šuj²c² l§tky ovlivŔuje stupeŔ 

zes²tŊn² a vĨsledn® vlastnosti zes²tŊn®ho substr§tu. 

Velkou pr§ci pŚi hled§n² netoxickĨch kolagenn²ch materi§lŢ provedli l®kaŚi v hum§nn² me-

dic²nŊ, napŚ. oļn²m l®kaŚstv², l®ļbŊ ran; d§le pak v odvŊtv² obalovĨch materi§lŢ. 
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I.   TEORETICKĆ ĻĆST 
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1 MECHANISMY SĉşOVĆNĉ BĉLKOVIN 

S²Šov§n² proteinŢ je vyuģ²v§no zejm®na ke stabilizaci proteinŢ, zlepġen² mechanickĨch 

vlastnost², zvĨġen² jejich odolnosti vŢļi vnŊjġ²m podm²nk§m a dle aplikace i biokompatibi-

lity s tk§nŊmi [1]. S²Šov§n²m l§tkami pŚ²rodn²ho charakteru lze z²skat zvĨġenou pevnost 

v tahu a odolnost vŢļi proteolĨze. Jenģe jejich rekonstituovan® formy nemaj² dobr® mecha-

nick® vlastnosti. PŚi aplikaci v tk§Ŕov®m inģenĨrstv² je dŢleģit®, aby kolagenn² matrice vy-

drģela, dokud jej nenahrad² kolagen hostitele. S²Šovac² reakc² vnŊjġ² l§tkou se tohoto c²le 

dos§hne [2]. Nahrazen² syntetickĨch neodbouratelnĨch produktŢ je c²lem mnoha oborŢ, jako 

je napŚ. obalov® materi§ly pro potraviny, za pŚ²znivou cenu vĨroby. [3, s. 25] 

1.1 Chemick® s²Šov§n² 

Chemick® s²Šov§n² je pŚ²mĨ zpŢsob zes²tŊn². Zahrnuje to tvorbu kovalentn² vazby mezi 

dvŊma molekulami proteinu bifunkļn²mi ļinidly, kter® obsahuj² dvŊ reaktivn² koncov® sku-

piny. Tyto reaktivn² skupiny pak reaguj² s funkļn²mi skupinami danĨch molekul. Funkļn²mi 

skupinami mohou bĨt jak prim§rn² aminoskupiny, tak sulfhydrylov® aminokyselinov® 

zbytky, jak je uvedeno v tabulce ļ.1. S²Šuj²c² l§tky jsou vyb²r§ny na z§kladŊ jejich chemick® 

reaktivity. S²Šuj²c² l§tky jsou vyr§bŊny kombinac² dvou nebo v²ce reaktivn²ch skupin, jeģ 

jsou zakomponov§ny do jedin® molekuly. Sluļov§n²m s dalġ²mi vlastnostmi, jako je prostor 

mezi reaktivn²mi konci a rozmŊry, se nab²z² velk® mnoģstv² moģnĨch s²Šuj²c²ch l§tek. [1] 

Tabulka ļ.1 ⱷ S²Šuj²c² l§tky. [1]  

Funkļn² c²lov§ skupina Reaktivn² skupina 

Karboxyl  Carbodiimid  

Amin  NHS ester, imidoester, hydroxymetyl fosfin 

Sulfhydryl  Maleimid, haloacetyl (bromo- nebo jodo-), pyridyldisulfid, 

vinyl sulfon 

Aldehyd (karbonyl) Hydrazin  

Jin® skupiny (neselektivn²) Diazirin (foto-reaktivn²), aryl azid (foto-reaktivn²)  

Hydroxyl (nevodnĨ) Isokyan§t  

 

Chemick® s²Šuj²c² l§tky jsou dvoj²ho typu: homobifunkļn² nebo heterobifunkļn² [1].  
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1.1.1 Homobifunkļn² s²Šuj²c² l§tky 

Je sloģena ze dvou stejnĨch koncovĨch reaktivn²ch skupin na distanļn²ch ramenech, jeģ tvoŚ² 

prostor. Jejich pouģit² obecnŊ bĨv§ v jednom reakļn²m kroku [1]. Koncov® reaktivn² skupiny 

jsou obvykle 2 thioly, 2 aminy, 2 alkoholy nebo 2 kyseliny. Vytv§Ś² pŚev§ģnŊ intramoleku-

l§rn² s²tŊ [4].  

1.1.2 Heterobifunkļn² s²Šuj²c² l§tky 

Koncov® reaktivn² skupiny jsou rŢzn®. Mohou bĨt vyuģit® v jednom nebo i v²ce reakļn²ch 

kroc²ch. Tak je zabr§nŊno vzniku nepoģadovan®ho nebo i vlastn²ho zes²tŊn² [1]. Jejich Ś²zen² 

je l®pe zvl§dnuteln®. Nav²c d§v§ moģnost vzniku vazby s rŢznĨmi funkļn²mi skupinami [4]. 

S²Šuj²c² heterobifunkļn² l§tky existuj² ve velk®m mnoģstv² kombinac². Mezi nejļastŊjġ² kom-

binace patŚ² NHS ester s maleimidem, aryl azidem, haloacetylem nebo diaziridinem. 

[1Chyba! Nenalezen zdroj odkazŢ.] 

1.1.3 Fotoaktivn² s²Šuj²c² l§tky 

Vazby mezi molekulami se tak® mŢģou tvoŚit s²Šuj²c²mi l§tkami, jeģ se aktivuj² svŊtlem. 

TakovĨmi l§tkami bĨvaj² heterobifunkļn² benzofenony nebo aryl azidy. Podm²nkou je pŚi-

pojen² na proteiny prostŚednictv²m lysinu ļi cysteinu. SvŊtlo mus² m²t kr§tkou vlnovou d®lku 

(250 350 nm) a bĨt intenzivn². VĨhodou pouģit² tohoto s²Šuj²c²ho ļinidla je snadn§ kontrola 

¼ļinnosti na danĨ protein. Jelikoģ potŚebujeme jen kr§tk® svŊteln® z§Śen², doba pŢsoben² 

svŊtla bĨv§ Ś§dovŊ v sekund§ch. PŚi t®to metodŊ ale mŢģou vzniknout rŢzn® produkty s ma-

lĨmi stupni zes²tŊn². ĻastĨmi komerļnŊ dostupnĨmi l§tkami je 4-maleimidobenzofenon 

(MPB, obr§zek ļ.1b) a N-5-azido-2-nitrobenzoyloxysukcimid (ANB-NOS, obr§zek ļ.1a). 

[5] 
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(a)                                                                                  (b) 

                       

Obr§zek ļ.1 ⱷ Struktura N-5-azido-2-nitrobenzoyloxysukcimid (a) [6] a 4-malei-

midobenzofenonu (b). [7]  

Jelikoģ thioly patŚ² mezi vysoce reaktivn², mŢģeme je zav®st do molekuly pro snadnŊjġ² Ś²-

zen² zes²tŊn². Molekula s thiolovou skupinou pak reaguje s NH2 skupinou druh® molekuly 

za prostŚednictv² heterobifunkļn² s²Šuj²c² l§tky. Existuje nŊkolik zpŢsobŢ, jak zav®st SH 

skupinu do molekuly: sn²ģen²m disulfidŢ v molekule, pŚemŊnu aminu nebo karboxylov® ky-

seliny na thiol. Redukce disulfidŢ se mŢģe prov§dŊt pomoc² dithiothreitolu (DDT), jehoģ 

pŚebytek mus² bĨt ġetrnŊ odebr§n, nebo i pomoc² tris(2-karboxyethyl)fosfinu (TCEP, obr§-

zek ļ.2), u nŊhoģ nadmŊrn® mnoģstv² bĨt odebr§no nemus². PŚi odeb²r§n² nadbytku DDT 

maj² bĨt podm²nky takov®, kter® opŊt nekonvertuj² disulfidy na pŢvodn² formu. Nav²c je 

DDT citlivŊjġ² na vzduchu. TCEP je vŢļi vnŊjġ²m podm²nk§m odolnŊjġ². PŚemŊnu aminu 

mŢģe zprostŚedkovat i sukcinimidyl ethylthioacet§t (SATA), jehoģ acetylov§ skupina se pak 

odstran² hydroxylaminem v pH 7. Karboxylov§ skupina konvertuje na thiol pŢsoben²m         

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu s cystaminem a redukc² disulfidu pomoc² 

DDT nebo TCEP. [4] 

 

 

Obr§zek ļ.2 ⱷ Struktura tris(2-karboxyethyl)fosfinu. [8]  
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1.2 Enzymov® s²Šov§n² 

PŚipraven® materi§ly pro potravin§Śstv² se vyr§b² za pouģit² transglutamin§zy, tyrozin§zy a 

lacc§zy. Enzymy jsou nejreaktivnŊjġ² v m²rnŊ vodn®m prostŚed². S²Šuj²c² reakce lze regulo-

vat teplotou a pH. 

1.2.1 Transfer§zy  

S²Šuj²c² reakce prob²h§ za pouģit² transglutamin§zy prob²h§ pŚes meziprodukt protein-en-

zym-thioester. Jedn§ se o kovalentn² vazbu v aktivn²m m²stŊ enzymu. Aminoskupina jin®ho 

proteinu se v§ģe na karbonylovou skupinu thioesteru, a t²m dojde k uvolnŊn² proteinu z en-

zymu. Oba proteiny se n§slednŊ spoj² peptidovou vazbou. [9] 

Transglutamin§za pracuje jako katalyz§tor transamidace mezi glutamovĨmi a lysynovĨmi 

zbytky s²ŠovanĨch proteinŢ. Nejprve probŊhne deaminace glutaminu, vznikne formace pro-

tein-glutamin-thioester, na kterĨ pak pŢsob² NH2 skupina lysinu jin®ho proteinu. Je vyuģ²-

v§na jako spojovadlo masa. Je tak® snadno dostupnĨ, pracuje v ġirok®m p§smu pH a odolnĨ 

aģ do 50 ÁC [9]. Mechanismus jeho reakce je popsanĨ na obr§zku ļ.3. 

 

 

Obr§zek ļ.3 ⱷ Mechanismus reakce transglutamin§zy s proteiny. [10]  

 

Poļ§tkem reakce katalyzovan® peptid§zou je kovalentn² spojen² peptid§zy a COOH sku-

piny substr§tu. Substr§tem bĨvaj² pouģity syntetick® proteinov® estery. Atak NH2 skupiny 

proteinu na s²ŠovanĨ protein uvolŔuje acyl z enzymu, coģ vede ke spojen² proteinŢ. [9] 

1.2.2 Oxidoredukt§zy  

BŊģn® oxidoredukt§zy nepodporuj² vznik kovalentn²ho spojen² proteinŢ. Jejich reakce pro-

b²h§ s mnoha malĨmi molekulami a makromolekulami. Pokud se kovalentn² vazba vytv§Ś², 

je tvoŚena pŚes 2 chemick® kroky. Jen prvn² krok reakce se substr§tem je za pomoci oxidore-

dukt§zy. Produkty z prvn²ho kroku n§slednŊ projdou pŚemŊnou za vytvoŚen² kovalentn² 

Transglutamin§za 



UTB ve Zl²nŊ, Fakulta technologick§ 16 

 

vazby. NevĨhodou je druhĨ krok reakce, kterĨ jiģ nelze kontrolovat a umoģŔuje vznik rŢz-

nĨch kovalentn²ch vazeb. [9] 

Lacc§za ve sv® struktuŚe obsahuje 4 mŊdŊn® atomy. Substr§tovou oxidac² 4 molekul vytv§Ś² 

radik§ly (odstranŊn² atomu kysl²ku za vzniku vody), a ty se pot® spojuj² do kovalentn²ch 

vazeb. Substr§tem pro oxidaci jsou tyrosinov® skupiny proteinu, ze kterĨch vznikaj² fenoxy 

skupiny, jeģ se n§slednŊ s²Šuj² [9]. Reakce je zobrazena na obr§zku ļ.4. 

 

Obr§zek ļ.4 ⱷ Mechanismus reakce lacc§zy s proteiny. [9]  

V peroxid§z§ch jsou prostetick® hemov® skupiny, jeģ pŚen§ġ² elektrony z aromatickĨch (ty-

rosinovĨch) substr§tŢ. PŚi oxidaci substr§tŢ doch§z² k tvorbŊ vody z peroxidu vod²ku. Z ty-

rosinu vznikaj²c² fenoxy skupiny se pak spojuj² zes²tŊn²m.  

Lysyl-oxid§zy ve vyġġ²ch eukaryotn²ch organismech s²Šuj² kolagenn² a elastinov® ŚetŊzce 

v extracelul§rn²m matrixu. Pom§haj² s²Šovat proteiny ve fyziologickĨch podm²nk§ch. Ke 

sv®mu pŢsoben² poģaduj² 2 kofaktory: kovalentn² vazbou v§zanĨ kofaktor lysyl-tyrosin-

chinon a mŊdŊnĨ ion. Prvn² oxidovanou skupinou je NH2 skupina pŚ²stupn§ lysinovĨm 

zbytkŢm, kdy vznikaj² aldehydy. Aldehydy pak reaguj² na kovalentnŊ v§zanĨ produkt 

Schiffovy b§ze ( N=CH ) nebo aldolov® kondenzace, viz. obr§zek ļ.5. [9] 

 

Obr§zek ļ.5 ⱷ Mechanismus reakce lysyl-oxid§zy s proteiny. [9]  

Lacc§za, O2 

 

nebo 
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1.3 Fyzik§ln² s²Šov§n² 

Pokud pouģijeme fyzik§ln² s²Šov§n², nemus²me dos§hnout takovĨch mechanickĨch vlast-

nost², jak® poģadujeme. VĨhodou je nezav§dŊn² potenci§lnŊ toxickĨch zbytkŢ l§tek [12]. 

Mezi fyzik§ln² metody s²Šov§n² patŚ² dehydroterm§ln² zpŢsob (DHT), UV z§Śen² nebo gama 

z§Śen².  

1.3.1 UV z§Śen² 

UV z§Śen² vytv§Ś² zes²tŊn² volnĨmi radik§ly na zbytc²ch aromatickĨch aminokyselin. V dŢ-

sledku toho je zes²tŊn² omezen®. V kolagenu se totiģ nach§z² jen urļitĨ poļet tyrosinu a 

fenylalaninu, proto je ļas potŚebnĨ pro maximum pŚ²ļnĨch vazeb kr§tkĨ. UV z§Śen²m (pŚi 

254 nm) se zvĨġ² teplota smrġtŊn², odolnost vŢļi degradaci a zat²ģen² (obr§zek ļ.7); nevĨho-

dou je, ģe doch§z² k denaturaci kolagenu [2]. Avġak UV z§Śen² je st§le lepġ² varianta oproti 

gama z§Śen². [13]  

Ze zaļ§tku pŢsoben² doch§z² ke zvĨġen² pevnosti v tahu, ale pot® strmŊ kles§. Zhorġen² me-

chanickĨch vlastnost² mŢģe nastat d²ky ġtŊpen² intramolekul§rn²ch i intermolekul§rn²ch vo-

d²kovĨch vazeb za uvolnŊn² vody [14]. VĨslednĨ produkt je po oġetŚen² substr§tu UV z§Śe-

n²m m®nŊ rozpustnĨ. [15]  

Rozd²ly mezi pŢvodn² strukturou kolagenu a kolagenem po UV z§Śen² je zn§zornŊno na 

obr§zku ļ.6. 

 

Obr§zek ļ.6 ⱷ Spektrum FTIR kolagenu (1) a kolagenu po UV z§Śen² (2). [15]  
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1.3.2 Dehydroterm§ln² zpŢsob 

Touto metodou se prostŚednictv²m kondenzaļn² reakce vytv§Ś² vazba mezi COOH a NH2 

skupinou [15]. Zvyġuje se teplota smrġtŊn² a odolnost vŢļi tlaku (prŢbŊh odolnosti vŢļi tlaku 

je zobrazen na obr§zku ļ.7), ale pŚitom doch§z² k destrukci struktury kolagenu [2]. Tento 

zpŢsob s²Šov§n² vġak na zlepġen² mechanickĨch vlastnost² nen² dostateļnĨ. [13]  

 

 

Obr§zek ļ.7 ⱷ Vliv DHT a UV z§Śen² na odolnost kolagenu pŚi zat²ģen² v porov-

n§n² s kolagenem bez fyzik§ln²ho oġetŚen² (UNXL). [14] 

 

1.3.3 Gama z§Śen² 

Jedn§ se ionizuj²c² z§Śen² [13], jeģ je alternativn² zpŢsob sterilizace zdravotnickĨch pro-

stŚedkŢ, kostn²ch ġtŊpŢ nebo pŚi zpracov§n² potravin. Jelikoģ se jedn§ o z§Śen², musela se 

stanovit maxim§ln² d§vka, jeģ mŢģe bĨt pouģita, aby nedoġlo ke zdravotnickĨm komplika-

c²m [17]. Pro sterilizaci tk§nŊ se vyuģ²v§ od 10 kGy do 35 kGy. PŚi pouģit² pŚ²liġ vysokĨch 

d§vek se doc²l² sp²ġe zhorġen² mechanickĨch vlastnost² a slab® odolnosti vŢļi proteolĨze, 

kvŢli sn²ģen² hustoty pŚ²ļnĨch vazeb. Ļ²m vŊtġ² d§vka gama z§Śen² byla pouģita, t²m v²ce 

byly zhorġeny poģadovan® vlastnosti. [18] 

Na obr§zku ļ.8 je zobrazenĨ ¼ļinek mŊn²c² se d§vky a doby pŢsoben² laseru na kolagenn² 

strukturu. PŚi pouģit² 20 J staļil na tvorbu mikrop·rŢ kr§tkĨ ļas, zat²mco pŚi pouģit² 2 J musel 
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bĨt ļas delġ². Nejv²ce podobn® makrop·ry s kolagenn²m substr§tem bez oġetŚen² mŊl kola-

genn² substr§t pŚi aplikov§n² 0,2 J.  [19] 

 

 

Obr§zek ļ.8 ⱷ Fotochemicky zes²tŊnĨ kolagen. [18]  
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2 CHEMICK£ SĉşOVĆNĉ KOLAGENU 

PŚi pouģit² s²Šovac²ch l§tek k tvorbŊ zes²Šovan® struktury z²sk§me materi§l s dobrĨmi me-

chanickĨmi vlastnostmi. Tyto materi§ly ale mohou bĨt toxick®, a proto nemohou bĨt pouģit® 

v medic²nŊ nebo v potravin§Śstv².  

2.1 Kolagen jako biomateri§l 

Jakoģ pŚirozen§ sloģka lidsk®ho tŊla se jev² kolagen jako vynikaj²c² biomateri§l pro tk§Ŕov® 

inģenĨrstv². S n²zkou toxicitou a dobŚe prostudovanĨmi chemickĨmi, struktur§ln²mi, fyzi-

k§ln²mi a imunologickĨmi vlastnostmi. Snadno izolovatelnĨ a moģnost zpracov§n² v rŢz-

nĨch form§ch podle potŚeby nahr§v§ jeho ļast®mu pouģit² pro tk§Ŕov® inģenĨrstv². Nicm®nŊ 

jeho schopnost tvoŚit slouļeninu s dobrĨmi mechanickĨmi vlastnosti nen² ¼spŊġn§, tud²ģ je 

nutn® pouģ²t s²Šuj²c² l§tky k dos§hnut² poģadovanĨch mechanickĨch vlastnost² [12]. S²la ze-

s²tŊn² samotn®ho kolagenu je zvyġov§na vŊkem a jeho schopnosti se n§slednŊ mŊn² t²mto 

zes²tŊn²m. StejnŊ tak rozpustnost tohoto kolagenu v m²rnĨch podm²nk§ch. [2] S²Šov§n² ko-

lagenu je prov§dŊnou metodou jiģ nŊjakou dobu. V mnoha studi²ch se pouģily jako s²Šova-

dla: glutaraldehyd, formaldehyd, diisokyan§ty, karbodiimidy a mnoho dalġ²ch. [20, s.132]  

2.2 Netoxick® s²Šuj²c² l§tky 

L§tky pŚ²rodn²ho nebo syntetick®ho pŢvodu, kter® s²Šuj² kolagenn² nebo ģelatinovĨ substr§t. 

VĨslednĨ produkt je bez toxickĨch rezidu² a lze je tedy vyuģ²t v medic²nŊ a potravin§Śstv².  

2.2.1 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid  

Slouļenina 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC), jenģ je bifunkļn² l§tka, 

je nejrozġ²ŚenŊjġ² ve vodŊ rozpustnĨ karbodiimid [20]. EDC je zn§mĨ pro svou netoxicitu a 

biokompatibiilitu, jelikoģ nen² zaļlenŊn do vĨsledn® struktury, ale je vylouļen ve formŊ roz-

pustn®ho deriv§tu moļoviny bŊhem s²Šov§n². Jeho biokompatibilita je uv§dŊna, jak in vitro, 

tak in vivo [21]. PŚi reakci COOH skupin proteinu s EDC doch§z² ke vzniku meziproduktu 

o-Acylisourea, jenģ je ve vodn®m prostŚed² nestabiln² a je snadno vytlaļen NH2 jin®ho po-

lypeptidov®ho ŚetŊzce [20]. Tato reakce je zobrazena na obr§zku ļ.9. 

EDC zastupuje skupinu s²Šuj²c²ch l§tek s nulovou d®lkou, protoģe se nezaļleŔuje do s²tŊ, ale 

je vylouļen jako moļovina. Pouze zprostŚedkov§v§ kovalentn² spojen² dvou molekul. [4]  
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Nejlepġ²ch vĨsledkŢ se dosahuje pŚi n²zkĨch hodnot§ch pH (4,5) a v ļistĨch pufrech, bez 

pŚ²tomnosti ruġivĨch l§tek (napŚ. 4-morfolinoethansulfonov§ kyselina). Za neutr§ln²ch hod-

not pH m§ reakce niģġ² ¼ļinek, avġak pro dosaģen² lepġ² ¼ļinnosti mŢģeme zvĨġit obsah 

EDC. [20] 

 

Obr§zek ļ.9 ⱷ Mechanismus reakce EDC s karboxylovou skupinou proteinu. [20]  

 

 

Obr§zek ļ.10 ⱷ Reakce mezi EDC a ģelatinou. [21]  

 

Podm²nkou pro ¼spŊġn® zes²tŊn², je pŚ²tomnost poģadovanĨch NH2 skupin a COOH sku-

pin v s²Šovan®m proteinu. [20] 

MŢģe bĨt pouģit jako s²Šovac² l§tka mezi proteiny, ke znehybnŊn² makromolekul pro detekci 

a analĨzu proteinŢ, k tvorbŊ biomolekul§rn²ch sond [20] nebo pŚi l®ļbŊ defektu bŚiġn² stŊny 

[2]. PŚi s²Šov§n² kolagenovĨch f·li² EDC se ale z²skaly ġpatn® mechanick® vlastnosti. [12] 
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Pokud s²Šujeme v nevodn®m prostŚed², mŢģeme pouģ²t dicyklohexylkarbodiimid (DDC, 

struktura je zobrazena na obr§zku ļ.11). Jeho mechanismus reakce je stejnĨ jako u EDC. 

Jelikoģ se vġak jedn§ o ve vodŊ nerozpustnou l§tku, nepouģ²v§ se v bŊģnĨch laboratorn²ch 

podm²nk§ch, ale v organickĨch synt®z§ch a mŢģe bĨt stabilizov§n v pr§ġkov® formŊ. [20] 

 

Obr§zek ļ.11 ⱷ Struktura dicyklohexylkarbodiimidu. [20]  

 

2.2.2 N-hydroxysukcimid  

N-hydroxysukcimid (NHS) patŚ² do skupiny amin-reaktivn²ch s²Šovac²ch ļinidel. Aktivn² 

estery NHS se syntetizuj² reakc² karboxylov® kyseliny a NHS za pŚ²tomnosti karbodiimidu. 

Reakce prob²h§ za fyziologickĨch pH a doch§z² k uvolnŊn² NHS, viz. obr§zek ļ.12.  

 

Obr§zek ļ.12 ⱷ Mechanismus reakce NHS esteru s prim§rn²m aminem proteinu. 

[20]  

 

Jestli jsou estery NHS rozpustn® nebo ne, z§vis² na podm²nk§ch reakce (sloģen² pufru, vlast-

nosti zbytkŢ molekulov® struktury). Nesulfonov® formy NHS bĨvaj² ve vodŊ nerozpustn®, a 

proto mus² bĨt pŚed pŚid§n²m do vodn® reakce rozpuġtŊny v organick®m rozpouġtŊdle, jenģ 

se mŢģe sm²sit s vodou. [20] 

Pro studie se z²skala nov§ odnoģ NHS-AA. Ta obsahovala NHS, karbodiimid a kyselinu 

adipovou. Jeho ¼ļinnost zes²tŊn² byla dok§z§na zvĨġen²m molekulov® hmotnosti. Reakce 

NHS-AA s kolagenem je uk§z§na na obr§zku ļ.13.  

NHS ester Prim§rn² amin Stabiln² konjug§t NHS 
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Obr§zek ļ.13 ⱷ Mechanismus reakce kolagenu s NHS-AA. [22]  

 

Jako alternativa k toxickĨm l§tk§m na sebe upozornili hlavnŊ jejich biokompatibilitou. [22]  

NHS spolu s EDC vytv§Ś² stabilnŊjġ² meziprodukt neģ o-Acylisourea a zvyġuje ¼ļinek. V n§-

sleduj²c²m obr§zku ļ.14 je pouģit ve vodŊ rozpustnĨ sulfo-NHS.  

Sulfo-NHS je komplement§rn² s estery NHS, jen s rozd²lem obsahu ïSO3H skupiny na              

N-hydroxycyklu. Tato skupiny zvyġuje rozpustnost s²Šovadel a nav²c umoģŔuje zes²tŊn² bu-

nŊļn®ho povrchu, jelikoģ nemŢģe proniknout skrz bunŊļnou membr§nu.  

VĨhodou je prŢbŊh reakce pŚi neutr§ln² hodnotŊ pH. [20] 
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Obr§zek ļ.14 ⱷ Mechanismus reakce sulfo-NHS, EDC a karboxylov® kyseliny. 

[20]  

 

2.2.3 Imidoestery 

Imidoester je homobifunkļn² s²Šuj²c² l§tka. S NH2 skupinami proteinu vytv§Ś² amidovou 

vazbu rychleji pŚi vyġġ²ch hodnot§ch pH (pHÓ10). Amidov§ vazba se vytv§Ś² pŚ²mo, bez 

meziproduktu. PŚi pH niģġ²m neģ 10 mŢģe doch§zet k vedlejġ²m reakc²m, coģ mŢģe zpŢsobit 

chybn® vyj§dŚen² vĨsledkŢ. Reakce prob²haj²c² pŚi pH 8 9 je na obr§zku ļ.15. [20] 

 

 

Obr§zek ļ.15 ⱷ Mechanismus reakce imidoesteru s prim§rn² aminoskupinou pro-

teinu. [20]  
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Tato l§tka mŢģe nahradit glutaraldehyd pŚi fixaci tk§nŊ. Mohou pronikat skrze bunŊļnou 

membr§nu a s²Šovat proteiny uvnitŚ buŔky, coģ umoģŔuje studium membr§nov® struktury a 

b²lkovin. Jestliģe se poģaduje intramolekul§rn² zes²tŊn², s²Šuj²c² l§tka je ve vŊtġ²m nadbytku 

(100 1000Ĭ) a koncentrace proteinu je niģġ² neģ 1 mg/ml.  

PŚi vysokĨch hodnot§ch pH jsou amidov® vazby reverzibiln², proto je v aplikac²ch nahradily 

stabilnŊjġ² estery NHS. [20] 

2.2.4 Genipin 

O tuto slouļeninu z²skanou z extrakce ovoce Gardenie byl z§jem uģ v roce 1998. Tato slou-

ļenina je tradiļn²m l®kem pro l®ļen² cukrovky, tud²ģ je v nŊm velkĨ potenci§l pro biokom-

patibilitu zes²tŊnĨch biomateri§lŢ. [23]  

 

Obr§zek ļ.16 ⱷ Mechanismus reakce genipinu s prim§rn²mi aminy proteinu. [24]  

 

Pokud porovn§me glutaraldehyd a genipin, genipin m§ vĨraznŊ niģġ² toxicitu, ale srovnatel-

nou schopnost zes²tŊn². Proto je pouģ²v§n pro zes²tŊn² ģelatiny, kolagenu a chitosanu (obr§-

zek ļ.16). PŚesto zŢst§v§ obava pouģit² genipinu do ģivĨch bunŊk, jelikoģ existuj² tak® studie, 

kde v mal® d§vce vyvol§v§ bunŊļnou smrt. Posl®ze se zjistilo, ģe pŢsob² rŢznŊ na rŢzn® typy 

bunŊk. Pro pouģit² v oblasti regenerativn² medic²ny je nutn® zjistit bezpeļnou d§vku a pouģit² 

genipinu. V proveden® studii se uk§zal genipin jako toxickĨ pro osteoblasty i chondrocyty. 

Jeho pouģit² v kostern²m inģenĨrstv² nen² pŚ²zniv®. V inģenĨrstv² j doporuļen§ d§vka geni-

pinu do 0,5 mM. [23] 
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2.2.5 Dalġ² pŚ²rodn² s²Šuj²c² l§tky  

Proanthocyanidin (obr§zek ļ.17) je pŚ²rodn² s²Šuj²c² l§tka z²skan§ z ovoce, zeleniny, semen 

a kvŊtin patŚ² do polyfenolick® skupiny l§tek, kategorie kondenzovan® tŚ²sloviny. Urychluje 

zmŊnu rozpustn®ho kolagenu na nerozpustnou formu bŊhem vĨvoje.  

 

Obr§zek ļ.17 ⱷ Struktura proanthocyanidinu. [25]  

 

Vyuģ²v§ny jsou jako antioxidanty v medic²nŊ i potravin§Śstv². [25] 

Kyselina ferulov§, fenolick§ kyselina z²skan§ z rostlin (obr§zek ļ.18), reaguje s tyrosinem, 

lysinem nebo cysteinem. PŢsob² antioxidaļnŊ, antimikrobn², protin§dorovŊ a redukuje cho-

lesterol. Pro jeho netoxicitu je ide§ln² pŚi pŚ²pravŊ potravin§ŚskĨch filmŢ. PŚi neutr§ln²m pH 

mŊlo maxim§ln² ¼ļinek na mechanick® vlastnosti. Jelikoģ se jedn§ o pŚ²rodn² l§tku, mŢģeme 

ji pouģ²t v biomateri§lech i potravin§ch.  

 

Obr§zek ļ.18 ⱷ Struktura kyseliny ferulov®. [26]  

 

PŚesto nen² dostatek studi² pouģit² kyseliny ferulov® pŚi s²Šov§n² ģelatiny. [26] 

TŚ²sloviny jsou polyfenoly rostlin, jenģ se pouģ²vaj² jako stahuj²c², antioxidaļn², antimi-

krobn², antivirov® a protiz§nŊtliv® terapeutick® l§tky [27]. Na obr§zku ļ.19 je uk§z§no, ģe 

ve sv® struktuŚe obsahuj² OH skupiny. 
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Obr§zek ļ.19 ⱷ Struktura tŚ²sloviny. [28]  

 

Maxim§ln² mechanick® vlastnosti se projevily pŚi pH 9. StejnŊ jako kyselina ferulov§, jedn§ 

se o pŚ²rodn² l§tku, kter§ nepŢsob² toxicky [26]. Rozd²ly ve struktuŚe jsou zobrazeny na ob-

r§zku ļ.20. 

 

 

Obr§zek ļ.20 ⱷ FTIR spektrum kolagenu (Cs) a kolagenu po zes²tŊn² tŚ²slovinou 

(TCCs). [27]  

 

Zes²tŊn² sacharidy je dalġ²m moģnĨm zpŢsobem s²Šuj²c² reakce. Prob²h§ pŚes aldosov® 

cukry. Aldehydov§ skupina redukuj²c²ho cukru (gluk·za, frukt·za) reaguje s volnou NH2 

skupinou ģelatiny, vznik§ aminoglykosid, jenģ mŢģe nad§le reagovat s dalġ²NH2  skupinou, 

a t²m vytv§Śet zes²tŊn², viz. obr§zek ļ.21. [21]  
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Obr§zek ļ.21 ⱷ Reakce mezi frukt·zou a ģelatinou. [21]  

 

2.2.6 Hydrolyz§ty  

Z tk§n² bohatĨch na elastin lze z²skat kolagen-elastinovĨ hydrolyz§t (KEH) 3 rŢznĨmi zpŢ-

soby: alkalickou, neutr§ln² nebo kyselou hydrolĨzou. Kaģd§ z metod poskytuje hydrolyz§ty 

s odliġnĨmi vlastnostmi [29]. Elastin jako sloģka mnoha tk§n² v organismech, d§v§ pŚedpo-

klad k pouģit² v medic²nŊ. Jeho nativn² forma je nerozpustn§ a vynik§ vysokou pruģnost² a 

chemickou odolnost². V tk§Ŕov®m inģenĨrstv² se elastin vyuģ²v§ napŚ. na vĨrobu scaffoldŢ, 

f·li², trubic, nanovl§ken nebo hydrogelŢ. Literatura rovnŊģ uv§d² pŚ²pravu vĨġe uvedenĨch 

kompositn²ch matric na b§zi kolagenu a elastinu s t²m, ģe rozpustnĨ elastin s²Šuje kolagen 

[12]. Kolagen poskytuje pevnost a elastin zase pruģnost. Pouģit² v pomŊru 20 : 80 vykazuje 

vysokou pevnost v tahu [30]. KEH mŢģe i modifikovat kolagen v§z§n²m rŢznĨch chemic-

kĨch skupin nebo bĨt pouģit pŚi pŚ²pravŊ b²lkovinnĨch potravin. [28] 
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Keratin, vyskytuj²c² se v pŚ²rodn²ch materi§lech, je nerozpustnĨ v ġirok®m spektru rozpouġ-

tŊdel. Je tak® odolnĨ vŢļi proteolĨze, d²ky velk®mu mnoģstv² dimern²ho cysteinu. Pokud je 

poģadov§n rozpustnĨ keratin, je nutn® tyto vazby rozb²t [32, s. 12]. Toho se doc²l² hydrolĨ-

zou pŚi pH 9 [33]. Pro opŊtovn® spojen² cysteinŢ disulfidovou vazbou, mus² doj²t k chemick® 

modifikaci. Touto modifikac² mŢģe bĨt oxidace, redukce nebo sulfitolĨza. [32] 

2.3 Toxick® s²Šuj²c² l§tky 

Toxick® s²Šuj²c² l§tky jsou ¼ļinnŊjġ² s²Šovadla neģ l§tky pŚ²rodn²ho charakteru, ale po jejich 

pouģit² se z²sk§ toxickĨ produkt. Cytotoxicita tŊchto vĨslednĨch produktŢ je dŢleģitĨ aspekt 

k n§slednĨm aplikac²m v l®kaŚstv² a potravin§Śstv².  

2.3.1 Glutaraldehyd  

Glutaraldehyd (GA) je jedn²m z nejpouģ²vanŊjġ²ch bifunkļn²ch s²Šovac²ch ļinidel pŚi pouģit² 

biomateri§lŢ na b§zi kolagenu nebo i ģelatiny [34]. Je to line§rn² 5-uhl²katĨ dialdehyd, kterĨ 

je ļirou kapalinou sl§mov® barvy, ġtiplavĨ, mastnĨ, rozpustnĨ ve vodŊ i v organickĨch roz-

pouġtŊdlech. Pouģ²v§ se koncentrace od 2 % aģ 70 % (w/w) [34]. V n§sleduj²c²m sch®matu 

je zn§zornŊna jedna z moģnĨch reakc² mezi GA a kolagenem (obr§zek ļ.22), kter§ mŢģe 

nastat pŚi t®to s²Šovac² reakci. [34]    
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Obr§zek ļ.22 ⱷ Reakce mezi GA a kolagenem. [35]  

 

Reakce glutaraldehydu s volnĨmi NH2 skupinami kolagenu vede ke vzniku skupin 

Schiffovy b§ze (N=CH ), sekund§rn²m nebo terci§rn²m NH2 skupin§m nebo pyridinovĨm 

slouļenin§m spojenĨmi kovalentn²mi vazbami. [21] 

Model s²Šovac² reakce je pŚes aldehydov® skupiny GA (II) s Ů-aminoskupinami lysinovĨch 

nebo hydroxylysinovĨch zbytkŢ (I). Touto reakc² se vytvoŚ² meziprodukt zvan®m Schiffova 

b§ze (III), jenģ nen² za s²Šovac²ch podm²nek pŚ²liġ stabiln², kde je souļ§st² i tvorba GA po-

lymerŢ (IV). Schiffova b§ze je uk§z§na jako hlavn² meziprodukt, ze kter®ho vych§z² n§sle-

duj²c² reakce s²Šov§n². Jelikoģ je ve vodn®m prostŚed² nestabiln², mŢģe doch§zet k hydrolĨze 

a vytvoŚen® vazby po interakci zbytkŢ aldehydovĨch skupin v molekule s jinou NH2 sku-

pinou d§vaj² vzniknout produktŢm obsahuj²c²ch iminov® (=N) skupiny jako je napŚ. u pro-

duktu IV. AldolovĨm typem kondenzace se vytv§Ś² stabiln² Ŭ-ɓ nenasycenĨ meziprodukt 

Schiffovy b§ze (V) a pokraļov§n²m Michaelovou adic² NH2 skupiny kolagenu s nenasyce-

nou skupinou V se dos§hne produktu VI. Dalġ²m zpŢsobem zes²tŊn² je reakce mezi NH2 

skupinou s volnĨmi aldehydovĨmi skupinami V, kdy vznik§ produkt VII. Mannichovou re-

akc² SchiffovĨch b§z² a GA vede k vytvoŚen² sekund§rn²ho aminu (VIII). V tomto mezipro-

duktu v dŢsledku moģn® aldolov® kondenzace za kyselĨch podm²nek a reakci NH2 skupiny 
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kolagenu vznikaj² alifatick® pŚ²ļn® vazby (IX). Druhou moģnost² je tvorba substituovanĨch 

kvartern²ch typŢ pyridinov®ho zes²tŊn² (X), k nŊmuģ se dojde reakc² VIII s molekulou GA a 

uzavŚen²m kruhu. Tehdy vznik§ dihydropyridin, jehoģ n§slednou oxidac² dle pŚ²tomn®ho 

kysl²ku v s²Šuj²c²m roztoku se utv§Ś² produkt X. XI pŚedstavuje reakci mezi Ŭ-ɓ nenasyce-

nĨm meziproduktem Schiffovy b§ze s volnĨmi NH2 skupinami kolagenu. Z meziproduktu 

III mŢģe d§le ve vodn®m prostŚed² vzniknout produkt cyklickĨ aminovĨ produkt XII. Reakc² 

XII, GA a vody se z²sk§v§ XIII. [34]  

GA nereaguje jen s NH2 skupinami, ale i s COOH, amidovĨmi a dalġ²mi skupinami pro-

teinŢ. Jeho reakce prob²haj² rychle za alkalickĨch i kyselĨch podm²nk§ch [21]. Nej¼ļinnŊjġ² 

je v oblasti neutr§ln²ho pH. [35] 

S²Šov§n² kolagenu GA vĨznamnŊ redukuje biodegradaci pŚi udrģen² anatomick® integrity, 

pruģnosti a pevnosti. Dalġ² vĨhodou je rychlost reakce, n²zk® n§klady, dostupnost a vysok§ 

rozpustnost ve vodn®m prostŚed², ļ²mģ molekuly GA reaguj² s velkĨm poļtem NH2 skupin 

v proteinech. V porovn§n² s jinĨmi s²Šovadly, jsou vytvoŚen® zes²Šovan® produkty stabilnŊjġ² 

[21]. Sch®ma reakce a ģelatiny je na obr§zku ļ.23. 

Jeho nevĨhodou je moģn® uvolŔov§n² molekul GA ze zes²tŊnĨch biomateri§lŢ, coģ mŢģe 

v®st k toxicitŊ. K uvolnŊn² molekul GA mŢģe doj²t pŚi nezreagov§n² pŚ²tomn®ho mnoģstv² 

GA ve vzorku nebo v n§slednĨch degradac²ch kolagenu. U koncentrac² vyġġ² neģ 0,05 % je 

zjiġtŊna vysok§ toxicita. [21] 

  

 

Obr§zek ļ.23 ⱷ Reakce mezi GA a ģelatinou. [21] 
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2.3.2 Hexamethyldiisokyan§t  

RozpustnĨ hexamethyldiisokyan§t (HMDIC, obr§zek ļ.24) v pŚ²tomnosti povrchovŊ aktiv-

n²ch l§tek (PAL) tvoŚ² pŚ²ļn® vazby dvou NH2 skupin skrze moļovinu. Studie naznaļily 

menġ² toxicitu ¼ļinkŢ neģ GA. [2] 

 

Obr§zek ļ.24 ⱷ Struktura hexamethyldiisokyan§tu. [36]  

 

2.3.3 Polyepoxidy 

Polyepoxidy jsou polyfunkļn² s²Šovac² ļinidla [21]. Reakce prob²h§ mezi NH2 a epoxydic-

kĨmi skupinami a jejich prŢbŊh se liġ² v z§vislosti na pH. V kysel®m prostŚed² se pŚemŊŔuje 

epoxid na reaktivn² produkt a pŚi z§sadit®m pH se mŊn² NH2 skupina lysinu na nukleofil.  

Monofunkļn² epoxid nevytv§Ś² vazbu mezi proteiny, ale v²cefunkļn² epoxid jiģ pŚ²ļn® vazby 

mezi b²lkovinami tvoŚ² [37]. Sch®ma reakce je zobrazen® na obr§zku ļ.25. 

 

 

Obr§zek ļ.25 ⱷ Mechanismus reakce mezi epoxidem a proteinem. [38]  

 

VĨhodami pouģit² polyepoxidu je reaktivita k ġirok®mu spektru funkļn²ch skupin ve vhod-

nĨch podm²nk§ch, relativnŊ n²zk§ toxicita a volnŊ dostupn§ v komerļn² kvalitŊ. Jejich sta-

bilizaļn² schopnost je vġak v porovn§n² s GA niģġ². Pro vyrovn§n² by se muselo pouģ²t vy-

sok® mnoģstv² polyepoxidu a dlouh® reakļn² doby, coģ je zase neekonomick®. [39] 

2.3.4 Formaldehyd  

Formaldehyd je agresivn² karbonylov® plynn® ļinidlo, jenģ kondenzuje aminy skrze Manni-

chovu reakci. Spolu s GA bĨv§ vyuģit ke stabilizaci a skladov§n² tk§nŊ (pŚ²padnŊ bunŊk) pro 
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n§sledn® aplikace [20]. Snadno se rozpouġtŊj² ve vodŊ, s n²ģ vytv§Ś² methylenovĨ hydr§t 

(obr§zek ļ.26). MethylenovĨ hydr§t je stejnŊ reaktivn² jako formaldehyd a tato molekula 

mezi sebou tvoŚ² polymer. Jeho reakce s proteiny prob²h§ pomaleji, neģ jeho prŢnik tk§nŊmi, 

viz. obr§zek ļ.27. [40]  

 

Obr§zek ļ.26 ⱷ Reakce formaldehydu s vodou. [40]  

 

 

Obr§zek ļ.27 ⱷ Reakce methylenov®ho hydr§tu s proteinem. [40]  

 

Pozitivn² na formaldehydu je s²Šov§n² such®ho kolagenu a plynn® s²Šuj²c² l§tky, a nikoliv 

kapaliny. Lysinov®, hydroxylysinov® zbytky kolagenu s obsaģenĨm aldehydem reaguje za 

vzniku meziproduktu iminu. Imin vytv§Ś² vazbu mezi tyrosinem nebo kyselinou asparago-

vou, glutamovou [2]. Bylo dok§z§no, ģe mnoģstv² peptidovĨch vazeb se po delġ²m ļase zvy-

ġuje. Formaldehyd je k proteinu nav§z§n za 24 hodin, viz. obr§zek ļ.28 [40]. PŚi pouģit² t®to 

l§tky je doba absorpce kolagenn²ho materi§lu zvyġov§na, ale jeho pevnost v tahu se sniģuje. 
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I kdyģ je moģno formaldehyd pouģ²t ve zdravotnictv², jeho potenci§ln² kŚehkost a toxick§ 

residua jej znehodnocuje. [2] 

 

Obr§zek ļ.28 ⱷ Reakce mezi formaldehydem a proteinem. [40]  

 

Pro pouģit² jako s²Šuj²c² l§tky, mus²me vġak pouģ²t l§tku, jej²ģ hlavn² sloģkou je monomern² 

formaldehyd (pŚ²padnŊ methylenovĨ hydr§t).  

Formalin je zŚedŊn§ forma formaldehydu o n²zk® polymeraci s obsahem 37 40 % formalde-

hydu a 6063 % vody. Pokud se jedn§ o vyġġ² polymer, jsou distribuov§ny jako b²lĨ pr§ġek 

paraformaldehyd. [40] 

2.3.5 4,4-dimethyl-1,3-oxazolidin  

Oxazolidiny se pŚipravuj² se reakc² aldehydŢ a hydroxyamino skupin. Jejich bifunkļn² cha-

rakter umoģŔuje tŊmto slouļenin§m reakci s proteiny, jeģ je zobrazeno na obr§zku ļ.29 [41]. 

Tyto heterocyklick® slouļeniny se ļasto pouģ²vaj² pŚi zpracov§n² kŢģe v kombinaci s tŚ²slo-

vinami a chromem. [36] 
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Obr§zek ļ.29 ⱷ Reakce 4,4-dimethyl-1,3-oxazolidinu s kolagenem. [41]  
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3 CHARAKTERIZACE STUPNŉ ZESĉşOVĆNĉ BĉLKOVINN£HO 

SUBSTRĆTU 

3.1 Teplota smrġtŊn² 

DŢleģitĨm ukazatelem stupnŊ zes²tŊn² s²Šuj²c² l§tkou je teplota smrġtŊn². Pokud je s²Šuj²c² 

l§tka siln§, doch§z² ke zvĨġen² teploty smrġtŊn² kolagenn²ho substr§tu [42, s. 208]. PŚi zvy-

ġov§n² teploty kolagenn² struktura denaturuje a pŚemŊŔuje se na chaotickou. Ze struktury se 

uvolŔuj² vod²ky, to zpŢsobuje rozpad ŚetŊzcŢ, a t²m doch§z² k pozorovateln®mu smrġtŊn² na 

1/3 d®lky kolagenn²ho materi§lu. [42, s. 97]  

3.2 Botnac² testy 

Botnac² test je gravimetrick® stanoven² hmotnosti v urļitĨch ļasovĨch intervalech inkubace 

v dan®m roztoku [27]. PŚed samotnĨm stanoven²m se vzorky kolagenn² matrice o danĨch 

rozmŊrech nejprve kalibrovali v roztoku PBS (pH 7,27,4) pŚi pokojov® teplotŊ nŊkolik ho-

din [43]. Vzorky se pot® lehce osuġily na filtraļn²m pap²ru a inkubovali v roztoc²ch s mŊŚe-

n²m v ļasovĨch intervalech. Absorpce vody se pak vypoļ²tala odeļten²m hmotnosti na po-

ļ§tku testu od hmotnosti vzorku v prŢbŊhu inkubace ku hmotnosti na poļ§tku inkubace. [27] 

3.3 Infraļerven§ spektroskopie 

Pro zjiġŠov§n² obsahu l§tky se mohou pouģ²t 3 oblasti infraļerven®ho z§Śen²: bl²zk§, stŚedn², 

vzd§len§. Pro charakterizaci chemick® l§tky se nejļastŊji vyuģ²v§ stŚedn² oblast v rozmez² 

4 000 400 cm-1.  

PŚi pŢsoben² elektromagnetick®ho z§Śen² na l§tku, dojde k ļ§steļn® absorpci tohoto z§Śen². 

Absorpce se vyz§Ś² ve formŊ energie, jeģ se projev² jako vibrace molekul. Kaģd§ absorpce a 

jej² vlnov§ d®lka (a n§slednŊ vibrace) je charakteristick§ pro jednotliv® molekuly v dan® 

l§tce. Jako vĨsledek se z²sk§ infraļerven® spektrum se zobrazen²m chemickĨch vazeb mezi 

jednotlivĨmi molekulami. ZbĨvaj²c² z§Śen² se rozptĨl², odraz² nebo projde mŊŚenou l§tkou.  

[44] 
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3.4 Stanoven² obsahu aminoskupin  

Obsah volnĨch aminoskupin vypov²d§ o stupni zes²tŊn². Voln® NH2 skupiny klesaj² 

s vyġġ²m stupnŊm s²Šov§n². Jejich mnoģstv² se stanovuje sm²ch§n²m kolagenu, 0,5% kyse-

liny 2,4,6-trinitrobenzensulfonov® a 4% roztoku NaHCO3. Po 2 hodinov® reakci pŚi 40 ÁC 

se d§le pŚidal 6 M HCl a teplota reakļn² smŊsi se zvĨġila na 60 ÁC. Zhruba po 90 minut§ch 

dojde k rozpuġtŊn² kolagenu, vzorek se naŚed² a promŊŚ² na UV-VIS spektrofotometru pŚi 

345 nm. VĨsledek se vyj§dŚ² jako procento celkov®ho obsahu NH2 skupin. [34] 

3.5 Mechanick® vlastnosti 

Mechanick® vlastnosti se zjiġŠuj² kvŢli informac²m o chov§n² vĨsledn®ho produktu a jeho 

odolnosti vŢļi prostŚed², ve kter®m je aplikov§n. Pro posouzen² mechanickĨch vlastnost² se 

vyuģ²v§ postup ke zjiġtŊn² pevnosti v tahu, kdy se z kolagenn²ho filmu z²sk§ vzorek o roz-

mŊrech 6Ĭ10 mm a tlouġŠce 1 mm. Jeho pevnost se pot® vypoļ²t§ z pomŊru maxim§ln²ho 

zat²ģen² vŢļi minim§ln²mu pŚ²ļn®mu prŢŚezu vzorkem filmu. [30] 

3.6 Povrchov§ mikroskopie 

Povrchov§ mikroskopie slouģ² jako doplŔkov§ metoda ke studiu stupnŊ zes²tŊn². Pro zvŊtġen² 

povrchu se pouģ²v§ skenovac² elektronovĨ mikroskop (SEM). Na obr§zku ļ.30 je zobrazen 

kolagen bez oġetŚen² (kontroln²), po fotochemick®m s²Šov§n² (PC, rose Bengal v koncentraci 

9,825 ɛM a laser 0,2 W po dobu 100 s) a po chemick®m s²Šov§n² (GTA, 0,25%, 2 hodiny). 

Rozd²l mezi kontroln²m kolagenem a kolagenem po oġetŚen² byl statisticky vĨznamnĨ, ale 

rozd²l mezi fotochemicky a chemicky zes²tŊnĨm kolagenem nebyl tak oļividnĨ. [18] 
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Obr§zek ļ.30 ⱷ Kolagen bez oġetŚen² (control), po fotochemick®m s²Šov§n² (PC) a 

chemick®m s²Šov§n² (GTA). [18]  
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4  ZHODNOCENĉ LITERĆRNĉ STUDIE A CĉLE PRĆCE 

I kdyģ je kolagen Ś§dnŊ prostudovanĨ, jeho schopnost interakce se s²Šovadly nen² u nŊkte-

rĨch l§tek vŢbec zn§m§. U l§tek, kter® uģ jsou ovŊŚen® k z²sk§n² dobrĨch mechanickĨch 

vlastnost², se hled§ koncentrace, kter§ by znamenala netoxickĨ biomateri§l. Mnoho studi² se 

nav²c pŚi s²Šov§n² kolagenu zabĨv§ sp²ġe metodou in vivo, neģ in vitro.  

PomŊrnŊ ļasto pouģ²vanĨ a relativnŊ prostudovanĨ glutaraldehyd sice zlepġuje mechanick® 

vlastnosti, ale pro medic²nsk® ¼ļely neposkytuje poģadovanou netoxicitu, a ne vģdy se doc²l² 

spr§vn®ho produktu. Podobnou pozornost m§ karbodiimid a N-hydroxysukcimid, kde se nej-

ļastŊji pouģ²v§ jejich kombinace.  

Literatura se o mechanismech reakce kolagenu s l§tkami pŚ²rodn²ho charakteru zaļ²n§ v²ce 

objevovat kvŢli potŚebŊ biokompatibiln²ch materi§lech zejm®na v medic²nŊ. Nejedn§ se jeno 

o ļist® l§tky pŚ²rodn²ho charakteru, ale i jejich modifikovan® formy. Tyto l§tky ale neposky-

tuj² takov® mechanick® vlastnosti, kter® jsou potŚebn®, a jejich vĨroba mŢģe bĨt tak® ekono-

micky n§roļn§.  

Fyzik§ln² s²Šov§n² je zn§m® pŚedevġ²m u kolagenu v kŢģi. Po provedenĨch studi²ch se pro-

k§zaly negativn² ¼ļinky pŚi dlouhodob®m pŢsoben² a omezen® schopnosti s²Šov§n², ale po-

zitivn² je nepŚ²tomnost chemickĨch l§tek. Nejv²ce se pouģ²valo i pouģ²v§ testov§n² ¼ļinkŢ 

na kŢģi v koģedŊln®m a kosmetick®m prŢmyslu.   

Literatura zmiŔuje pouģit² rozpustnĨch hydrolyz§tŢ elastinu k s²Šov§n² kolagenu pro biome-

dic²nsk® aplikace. S²Šuj²c² ¼ļinky keratinov®ho hydrolyz§tu nejsou v souļasn® literatuŚe 

zmiŔov§ny. 

C²lem t®to pr§ce je pŚipravit filmy z kolagenn²ho gelu s pŚ²davkem kolagen-elastinov®ho a 

keratinov®ho hydrolyz§tu, pŚipravit filmy z kolagenn²ho gelu s pŚ²davkem kolagen-elastino-

v®ho hydrolyz§tu a glutaraldehydu a keratinov®ho hydrolyz§tu s glutaraldehydem. D§le vy-

hodnotit stupeŔ zes²tŊn² kolagenn²ch filmŢ dostupnĨmi metodami. Srovnat s²Šuj²c² ¼ļinky 

samotnĨch hydrolyz§tŢ a hydrolyz§tŢ v kombinaci s glutaraldehydem a navrhnout optim§ln² 

podm²nky s²Šov§n². 
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II.   PRAKTICKĆ ĻĆST 
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5 MATERIĆLY A METODY 

5.1 Materi§l, pŚ²stroje, pomŢcky a chemik§lie  

Jako materi§l k zes²tŊn² jsem pouģila kolagenn² disperzi, kolagen-elastinovĨ hydrolyz§t, ke-

ratinovĨ hydrolyz§t a glutaraldehyd. 

Kolagenn² gel: SilnŊ visk·zn² kolagenn² gel pŚipravenĨ ze ġk§ry hovŊz²ho dobytka. Doda-

vatel: VUP Medical Brno, Ļ. R. B²lkovinn§ disperze se skladovala v chladniļce pŚi 6Ñ1 ÁC. 

Charakteristika: 7,0 % obsah suġiny, obsah popela 1,0 %.  

Kolagen-elastinovĨ hydrolyz§t: Pr§ġkovĨ kolagen-elastinovĨ hydrolyz§t (svŊtle ģlut® 

barvy) vyrobenĨ z hovŊz²ch vazovic. Dodavatel: NANJING MSN Chemical Co., Ltd., Jian-

gSu, Ļ. L. R. Charakteristika: obsah b²lkovin 92,5 %, obsah vlhkosti 3,5 %, obsah popelovin 

4,0 %. 

KeratinovĨ hydrolyz§t: Pr§ġkovĨ keratinovĨ hydrolyz§t (kr®mov® barvy) vyrobenĨ z drŢ-

beģ²ho peŚ². Dodavatel: CN Lab Nutrition, Asian Group, Shaanxi, Ļ. L. R. Charakteristika: 

obsah b²lkovin 90,5 %, obsah vlhkosti 7,0 %, obsah popelovin 2,5 %. 

Glutaraldehyd: 25% ļirĨ roztok. Dodavatel: Sigma Aldrich. 

Pro vyhodnocen² zvolenĨch charakteristickĨch vlastnost² byly pouģity n§sleduj²c² pomŢcky 

a chemik§lie: mikrometr SOMET (Ļeskoslovensko, ĻSN 2514), topn§ deska IKA C MAG 

HS 7 (NŊmecko), k§dinka, kalibrovan§ zkumavka, z§vaģ²ļko, topn§ deska SCHOTT 

GER TE GMBH (NŊmecko), Satellite FTIR (Mattson, NŊmecko), suġ§rna MEMMERT 

ULP 400 (NŊmecko), analytick® v§hy KERN 770 (NŊmecko), destilovan§ voda, k§dinka, 

plastov§ pinzeta, filtraļn² pap²r, z§vaģ² 5 g, dvŊ plastov® desky form§tu A4, pinzeta s plo-

chĨmi hroty, Instron Mini 55 (Instron, Norwood, MA, U. S. A) 

5.2 Pl§n experimentŢ a statistick§ analĨza 

Na principu faktorovĨch pokusŢ, kter® umoģŔuj² efektivn² posouzen² mechanickĨch vlast-

nost² kolagenn²ho gelu s vybranĨmi s²Šovadly, jsem pro interakci zvolila 2 technologick® 

faktory: faktor A (mnoģstv² s²Šovadla) a faktor B (doba zr§n²). Tyto faktory poskytnou in-

formace o limitech a problematickĨch m²stech pŚi s²Šov§n² v minim§ln²m mnoģstv² experi-

mentŢ [45]. Statistick§ analĨza se provedla programem Minitab 15. 
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5.3 Metody na hodnocen² stupnŊ zes²tŊn² 

Pro vyhodnocen² stupnŊ zes²tŊn² jsem stanovila teplotu smrġtŊn², stupeŔ zbotn§n² a zmŊnu 

plochy, suġinu, FTIR a mechanick® vlastnosti. 

5.3.1 Stanoven² teploty smrġtŊn² 

TŊl²sko z pŚipraven®ho filmu (o rozmŊrech 50Ĭ6 mm) se z§vaģ²ļkem se zavŊsilo na h§ļek, 

ponoŚilo do vody a mŊŚila se d®lka prodlouģen² po dobu 4 minut bez zahŚ²v§n². Po uplynut² 

4 minut se aparatura zahŚ²v§ rychlost² 3,3 4,2 ÁC/min. Sledovala se teplota poļ§tku smrġtŊn² 

tŊl²ska o 0,5 1 mm sv® d®lky. Zkouġka pokraļuje, dokud se tŊl²sko nepŚetrhne, z§vaģ²ļko 

neutrhne nebo dosaģen² vysokĨch teplot (obvykle 80 90 ÁC). Stanovuje se dle normy ĻSN 

79 38 41, kter§ je analogick§ normŊ o stanoven² teploty smrġtŊn² usn².  

5.3.2 Botnac² test 

Vzorek s pŚesnŊ definovanĨmi rozmŊry a hmotnost² (20Ĭ20 mm) se inkubovala ve vodn² 

l§zni po dobu 1 hodiny. V prŢbŊhu inkubace se vzorek nŊkolikr§t zmŊŚil a zv§ģil. Z hodnot 

se n§slednŊ vypoļ²tal stupeŔ zbotn§n² a zmŊna plochy vzorku. 

StupeŔ zbotn§n² (SZ) se vyj§dŚ² jako n§sobek pŚ²rŢstku hmotnosti vzorku  podle vzorce 

(rovnice ļ.1): 

Ὓὤ                                          (1)                                                                                                               

ZmŊna plochy vzorku (ZP) se vypoļte podle vzorce (rovnice ļ.2): 

ὤὖ ρzππ ρππ Ϸ          (2)                                                                                          

Kde mN je hmotnost nabotnal®ho vzorku [g], mS je hmotnost such®ho vzorku [g], PN je plo-

cha nabotnal®ho vzorku [%] a PS je plocha such®ho vzorku [%]. 

5.3.3 FTIR  

Zapnul se FTIR spektrometr a na poļ²taļi se spustil program Winfirst. Zobraz² se tlaļ²tko 

SCAN. Nastavil se Spectrometer Setup: 3 opakov§n², rozsah mŊŚen² 600 4000 cm-1 a v typu 

IR dat se vybrala absorbance nebo transmitance. Pro nastaven² pozad² nebyl v komoŚe ģ§dnĨ 

vzorek. V ovl§dac²ch panelech se nastavil BACKGROUND a stiskl SCAN. Po skonļen² 

mŊŚen² se zobrazil spektrum. Do komory se vloģil vzorek a v ovl§dac²ch panelech se zvolil 

SAMPLES a stiskl SCAN. Po skonļen² mŊŚen² se zobrazilo spektrum vzorku.     
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5.3.4 Stanoven² mechanickĨch vlastnost² 

Metodika byla pŚevzata ze zkuġebn²ch pŚedpisŢ podnikovĨch laboratoŚ² koģeluģen TOMA 

Otrokovice (dr. Vacul²k, 1993). PŚ²stroj, jenģ byl pouģit je Instron Mini 55 (Instron, 

Norwood, MA, U. S. A). Ze zkouġenĨch filmŢ byly vystŚiģeny tŊlesa o rozmŊrech 

140Ĭ15 mm, kter® se pak upnula do ļelist² pŚ²stroje (vzd§lenost ļelist² byla 50 mm). Rych-

lost posunu ļelist² 50 mm/min. Kaģd® stanoven² bylo provedeno 3Ĭ. VĨsledky jsou prezen-

tov§ny jako aritmetickĨ prŢmŊr se smŊrodatnou odchylkou. 

5.3.5 Stanoven² suġiny 

MalĨ kousek filmu se zv§ģil, nastŚ²hal na drobn® ļ§steļky a suġil po dobu nejm®nŊ 4 hodin. 

Po t®to dobŊ se opŊt zv§ģil a vypoļ²tal obsah suġiny (w) podle vzorce (rovnice ļ.3): 

ύ Ͻρππ Ϸ                                       (3)                                                                                                   

Kde mo je poļ§teļn² hmotnost vzorku [g] a m1 je hmotnost vzorku po suġen² [g]. 
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6 POSTUP PRĆCE 

V n§sleduj²c²m textu jsou pops§ny postupy pŚi s²Šov§n² kolagen-elastinovĨm hydrolyz§tem 

(KEH), kolagen-elastinovĨm hydrolyz§tem s glutaraldehydem (KEH+GA), keratinovĨm 

hydrolyz§tem (KH) a keratinovĨm hydrolyz§tem s glutaraldehydem (KH+GA). 

6.1 Interakce vl§knit®ho kolagenu s kolagen-elastinovĨm hydrolyz§-

tem 

Dan® mnoģstv² kolagenn² hmoty se dŢkladnŊ zam²chalo se s²Šovadlem KEH v mnoģstv² 

podle faktoru A (5 10 15 %). Reakļn² smŊs se pot® nechala zr§t v lednici (6Ñ1 ÁC) po dobu 

dle faktoru B (1, 3 a 5 dnŢ). Po uplynut² doby zr§n² se na PMMA destiļk§ch z reakļn² smŊsi 

pŚipravily filmy, kter® se pak suġily ve 3 stupn²ch: 12 minut pŚi 40 ÁC, zvĨġen² teploty na 

60 ÁC (3 ÁC/min), a n§sledn® suġen² po dobu 12 minut, zvĨġen² teploty na 80 ÁC (2,8 ÁC/min), 

a n§sledn® suġen² po dobu 12 minut. Usuġen® filmy se pot® z destiļek odstranily a uchov§-

valy v PE s§ļc²ch. Filmy byly transparentn² a mŊly svŊtle b®ģovou barvu. 

6.2 Interakce vl§knit®ho kolagenu s kolagen-elastinovĨm hydrolyz§-

tem a glutaraldehydem 

Dan® mnoģstv² kolagenn² hmoty se dŢkladnŊ zam²chalo se s²Šovadlem KEH v mnoģstv² 

podle faktoru A (36 9 %). Reakļn² smŊs se pot® nechala zr§t v lednici (6Ñ1 ÁC) po dobu 

dle faktoru B (1, 2 a 3 dny). Po uplynut² doby zr§n² se do reakļn² smŊsi vm²chalo 0,5 % GA 

a nechalo zr§t v lednici dalġ²ch 60 minut. Na PMMA destiļk§ch z reakļn² smŊsi pŚipravily 

filmy, kter® se pak suġily ve 3 stupn²ch: 12 minut pŚi 40 ÁC, zvĨġen² teploty na 60 ÁC 

(3 ÁC/min), a n§sledn® suġen² po dobu 12 minut, zvĨġen² teploty na 80 ÁC (2,8 ÁC/min), a 

n§sledn® suġen² po dobu 12 minut. Usuġen® filmy se pot® z destiļek odstranily a uchov§valy 

v PE s§ļc²ch. Filmy byly transparentn² a mŊly svŊtle b®ģovou barvu. 

6.3 Interakce vl§knit®ho kolagenu s keratinovĨm hydrolyz§tem 

Dan® mnoģstv² kolagenn² hmoty se dŢkladnŊ zam²chalo se s²Šovadlem KH v mnoģstv² podle 

faktoru A (3 7,5 12 %). Reakļn² smŊs se pot® nechala zr§t v lednici (6Ñ1 ÁC) po dobu dle 

faktoru B (1, 3 a 5 dnŢ). Po uplynut² doby zr§n² se na PMMA destiļk§ch z reakļn² smŊsi 

pŚipravily filmy, kter® se pak suġily ve 3 stupn²ch: 12 minut pŚi 40 ÁC, zvĨġen² teploty na 

60 ÁC (3 ÁC/min), a n§sledn® suġen² po dobu 12 minut, zvĨġen² teploty na 80 ÁC (2,8 ÁC/min), 
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a n§sledn® suġen² po dobu 12 minut. Usuġen® filmy se pot® z destiļek odstranily a uchov§-

valy v PE s§ļc²ch. Filmy byly transparentn² a mŊly svŊtle b®ģovou barvu. 

6.4 Interakce vl§knit®ho kolagenu s keratinovĨm hydrolyz§tem a 

glutaraldehydem 

Dan® mnoģstv² kolagenn² hmoty se dŢkladnŊ zam²chalo se s²Šovadlem KH v mnoģstv² podle 

faktoru A (2 5 8 %). Reakļn² smŊs se pot® nechala zr§t v lednici (6Ñ1 ÁC) po dobu dle 

faktoru B (1, 2 a 3 dny). Po uplynut² doby zr§n² se do reakļn² smŊsi vm²chalo 0,5 % GA a 

nechalo zr§t v lednici dalġ²ch 60 minut. Na PMMA destiļk§ch z reakļn² smŊsi pŚipravily 

filmy, kter® se pak suġily ve 3 stupn²ch: 12 minut pŚi 40 ÁC, zvĨġen² teploty na 60 ÁC 

(3 ÁC/min), a n§sledn® suġen² po dobu 12 minut, zvĨġen² teploty na 80 ÁC (2,8 ÁC/min), a 

n§sledn® suġen² po dobu 12 minut. Usuġen® filmy se pot® z destiļek odstranily a uchov§valy 

v PE s§ļc²ch. Filmy byly transparentn² a mŊly lehce tmavġ² b®ģovou barvu. 
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7 VħSLEDKY A DISKUZE 

V n§sleduj²c²m textu jsou zobrazeny vĨsledky zes²tŊn² kolagen-elastinovĨm hydrolyz§tem 

(KEH), kolagen-elastinovĨm hydrolyz§tem s glutaraldehydem (KEH+GA), keratinovĨm 

hydrolyz§tem (KH) a keratinovĨm hydrolyz§tem s glutaraldehydem (KH+GA). 

7.1 S²Šov§n² vl§knit®ho kolagenu kolagen-elastinovĨm hydrolyz§-

tem  

Tabulka ļ.2 ⱷ Souhrnn® vĨsledky ukazatelŢ zes²tŊn² kolagenn²ho gelu s²Šovan®ho 

KEH. 
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7.1.1 Teplota smrġtŊn² 

V tabulce ļ.3 jsou zobrazen® prodlouģen²/smrġtŊn² filmŢ v pod®ln®m a pŚ²ļn®m smŊru.  

Tabulka ļ.3ⱷ Prodlouģen²/smrġtŊn² filmŢ s²ŠovanĨch KEH v pod®ln®m a pŚ²ļn®m 

smŊru. 
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Teplota smrġtŊn² (Ts) v pod®ln®m smŊru je pops§na regresn² rovnic²:  

Ts pod®ln® (ÁC) = 57,5 - 0,0400 KEH (%) - 0,400 Zr§n² (dny) 

  (a)                                                                    (b) 
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Obr§zek ļ.31 ⱷ Vliv pŚ²davku KEH a doby zr§n² na Ts v pod®ln®m smŊru pŚi s²Šo-

v§n² KEH. 

Grafick® zn§zornŊn² teploty smrġtŊn² v pod®ln®m smŊru (a) ukazuje sn²ģen² teploty pŚi mi-

nim§ln²m i maxim§ln²m pŚ²davku. NejvĨraznŊjġ² pokles byl u maxim§ln²ho pŚ²davku (15 % 

KEH). Nejvyġġ² teplotou smrġtŊn² (b) byla 57,0 ÁC (5 % KEH po 1 dni zr§n²), nejniģġ² tep-

lotou byla 54,8 ÁC (10 % po 2 dnech zr§n²). Ve 3D grafu (c) mŢģeme vidŊt postupnĨ pokles 

teploty v z§vislosti na ļase. Nejvyġġ²ch hodnot teplot smrġtŊn² se dos§hlo pŚi 1 dni zr§n². 

S delġ² dobou se teplota smrġtŊn² v pod®ln®m smŊru zhorġovala. 
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Teplota smrġtŊn² v pŚ²ļn®m smŊru je pops§na v rovnici: 

Ts pŚ²ļn® (ÁC) = 60,3 - 0,0050 KEH (%) - 0,312 Zr§n² (dny) 

      (a)                                                                 (b) 
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Obr§zek ļ.32 ⱷ Vliv pŚ²davku KEH a doby zr§n² na Ts v pŚ²ļn®m smŊru pŚi s²Šo-

v§n² KEH. 

Na obr§zku (a) je zobrazeno sn²ģen² teploty smrġtŊn² v pŚ²ļn®m smŊru u vġech koncentrac².  

Nejniģġ² pŚ²davek (5 % KEH) m§ m²rnĨ pokles teploty, vĨraznĨ pokles teploty byl u nej-

vyġġ²ho pŚ²davku (15 % KEH). KubickĨ graf (b) ukazuje maxim§ln² teplotu (60,5 ÁC) pŚi 

15 % KEH po 1 dni zr§n² a minim§ln² teplotu (58,3 ÁC) pŚi 15 % KEH po 5 dnech zr§n². Na 

3D grafu (c) je zobrazeno, ģe nejvyġġ² teploty smrġtŊn² pro vġechny pŚ²davky KEH je dosa-

ģeno po 1 dni zr§n². Pot® teplota klesala.  
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7.1.2 Mechanick® vlastnosti  

Tahov§ s²la pŚi pŚetrģen² (F) je pops§na n§sleduj²c² regresn² rovnic²: 

F (N) = 1,16 - 0,0350 KEH (%) + 0,062 Zr§n² (dny) 

         (a)                                                               (b) 
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Obr§zek ļ.33 ⱷ Vliv pŚ²davku KEH a doby zr§n² na tahovou s²lu pŚi s²Šov§n² 

KEH. 

Na grafu (a) je uk§z§no postupn® zvyġov§n² tahov® s²ly pŚi pŚetrģen² pŚi vġech pŚ²davc²ch 

KEH po delġ²m ļase zr§n².  Maxim§ln² pŚ²davek KEH (15 %) zvyġovala tahovou s²lu m²rnŊji 

neģ minim§ln² pŚ²davek (5 %). Tahov§ s²la na obr§zku (b) dos§hla maxima (1,7 N) pŚi 10 % 

KEH po 2 dnech zr§n² a minima (0,6 N) pŚi 15 % po 1 dni zr§n². Ve 3D grafu (c) jsou 

zobrazena vysok® tahov® s²ly po delġ²m ļase zr§n².  
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PomŊrn® prodlouģen² pŚi pŚetrģen² (Ů) je pops§no rovnic²:  

Ů (%) = 139 - 3,67 KEH (%) + 0,04 Zr§n² (dny) 

    (a)                                                                 (b) 
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Obr§zek ļ.34 ⱷ Vliv pŚ²davku KEH a doby zr§n² na pomŊrn® prodlouģen² pŚi s²Šo-

v§n² KEH. 

PomŊrn® prodlouģen² pŚi pŚetrģen² v grafu (a) s dobou zr§n² pŚi nejniģġ²m pŚ²davku KEH 

(5 %) m²rnŊ kles§, pŚi pŚ²davku 15 % KEH m²rnŊ stoup§. Kubick® zobrazen² (b) ukazuje 

jako maxim§ln² prodlouģen² 135,7 % (10 % KEH po 2 dnech zr§n²) a jako minim§ln² 71,2 % 

(15 % KEH po 1 dni zr§n²). Ve 3D grafu (c) je uk§z§no, ģe doba zr§n² pro pŚ²davek 5 % 

KEH zhorġuje pomŊrn® prodlouģen² pŚi pŚetrģen², ale pŚi pŚ²davku 15 % KEH doch§z² ke 

zlepġov§n² hodnot pomŊrn®ho prodlouģen².    
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7.1.3 FTIR  

Tabulka ļ.4 ⱷ Odliġnosti charakteristickĨch p²kŢ filmŢ ļ.1ⱷ7 s²ŠovanĨch KEH s 

p²ky filmu bez s²Šovadla. 
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Obr§zek ļ.35 ⱷ FTIR spektrum kolagenn²ho filmu bez s²Šovadla, KEH a kolagen-

n²ho filmu s²Šovan®ho KEH. 

 

V tabulce ļ.4 je uk§z§no, ģe charakteristick® vibrace pro OH skupiny (3650 3200 a   

1038 cm-1), amidovou I vazbu (1635 cm-1), amidovou II vazbu (1550 cm-1) a alifatick® sku-

piny CH2 a CH3 (1455 cm-1) zmizely, nebo byly slab®, coģ indikuje, ģe KEH reagoval s 

kolagenem. Sn²ģen² nebo vymizen² vazeb mezi CN a NH (1340, 1115 a 1080 cm-1) ukazuje 

na reakci kolagenu s KEH. Vibrace amidov® III vazby (1204 cm-1) se zvĨġila. 
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7.1.4 Botnac² test 

 

Obr§zek ļ.36ⱷ StupeŔ zbotn§n² filmŢ pŚi 26 ÁC.  

 

Obr§zek ļ.37ⱷ StupeŔ zbotn§n² filmŢ pŚi 80 ÁC. 

PŚi 26 ÁC nejv²ce zbotnal kolagenn² gel bez s²Šovadla. Jako nejvhodnŊjġ² s²Šovadlo se uk§zal 

GA. VhodnĨm s²Šovadlem je i experiment ļ.6 (2 % KEH po 1 dni zr§n²). Experimenty se na 

zaļ§tku botnac²ho testu liġily mezi sebou jen o desetiny stupŔŢ zbotn§n². Tento trend pokra-

ļoval bŊhem cel®ho testu aģ do konce. Test pŚi 80 ÁC uk§zal nejvŊtġ² stupeŔ zbotn§n² u ko-

lagenn²ho gelu bez s²Šovadla. GA spoleļnŊ s experimentem ļ.3 (15 % KEH po 1 dni zr§n²) 

mŊl nejmenġ² stupeŔ zbotn§n². Na zaļ§tku experimentu mŊly vġechny koncentrace t®mŊŚ 

stejn® stupnŊ zbotn§n². V prŢbŊhu experimentu zaļaly mezi nimi bĨt vŊtġ² rozd²ly.  
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Obr§zek ļ.38ⱷ ZmŊna plochy filmŢ pŚi 26 ÁC.  

 

Obr§zek ļ.39ⱷ ZmŊna plochy filmŢ pŚi 80 ÁC.  

PŚi 26 ÁC se plocha zmŊnila jen u kolagenn²ho filmu bez s²Šovadla. U ģ§dn®ho z experimentŢ 

a kolagenn²ho filmu s²Šovan®ho GA, nedoġlo ke zmŊnŊ plochy.  Nejmenġ² zmŊna plochy pŚi 

80 ÁC byla u kolagenn²ho gelu s²Šovan®ho GA a kolagenn²ho film bez s²Šovadla. Experiment 

ļ.3 (15 % KEH po 1 dni zr§n²) se uk§zal jako nejm®nŊ vhodnĨ. Ke zmenġen² plochy doch§-

zelo ihned po 1 minutŊ. Dalġ² zmenġen² plochy filmŢ bylo po 16 minutŊ, a pot® byly stabiln². 

0

5

10

15

20

25

1 6 16 36 60

½
Ƴ
Š
ƴ
ŀ
 
Ǉ
ƭ
ƻ
Ŏ
Ƙ
ȅ
 
ό
҈
ύ

Doba inkubace (min)

ōŜȊ ǎƝǙƻǾŀŘƭŀGA ŜȄǇΦőΦм ŜȄǇΦőΦн ŜȄǇΦőΦо

ŜȄǇΦőΦп ŜȄǇΦőΦр ŜȄǇΦőΦс ŜȄǇΦőΦт

-90

-80

-70

-60

-50

-40

-30

-20

-10

0

1 6 16 36 60

½
Ƴ
Š
ƴ
ŀ
 
Ǉ
ƭ
ƻ
Ŏ
Ƙ
ȅ
 
ό
҈
ύ

Doba inkubace (min)

ōŜȊ ǎƝǙƻǾŀŘƭŀGA ŜȄǇΦőΦм ŜȄǇΦőΦн ŜȄǇΦőΦо

ŜȄǇΦőΦп ŜȄǇΦőΦр ŜȄǇΦőΦс ŜȄǇΦőΦт



UTB ve Zl²nŊ, Fakulta technologick§ 56 

 

7.2 S²Šov§n² vl§knit®ho kolagenu kolagen-elastinovĨm hydrolyz§-

tem a glutaraldehydem 

Tabulka ļ.5 ⱷ Souhrnn® vĨsledky ukazatelŢ zes²tŊn² kolagenn²ho gelu s²Šovan®ho 

KEH a GA. 
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7.2.1 Teplota smrġtŊn² 

V tabulce ļ.6 jsou zobrazen® prodlouģen²/smrġtŊn² filmŢ v pod®ln®m a pŚ²ļn®m smŊru. 

Tabulka ļ.6 ⱷ Prodlouģen²/smrġtŊn² filmŢ s²ŠovanĨch KEH a GA v pod®ln®m a 

pŚ²ļn®m smŊru. 
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Teplota smrġtŊn² (Ts) v pod®ln®m smŊru je pops§na regresn² rovnic²: 

Ts pod®ln® (ÁC) = 59,8 - 0,492 KEH+GA (%) - 0,575 Zr§n² (dny) 
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Obr§zek ļ.40 ⱷ Vliv pŚ²davku KEH a doby zr§n² na Ts v pod®ln®m smŊru pŚi s²Šo-

v§n² KEH a GA. 

Grafick® zn§zornŊn² teploty smrġtŊn² v pod®ln®m smŊru (a) ukazuje sn²ģen² teploty pŚi nej-

niģġ²ch pŚ²davc²ch. PŚi nejvyġġ²m pŚ²davku teplota m²rnŊ stoup§. Nejvyġġ² teplotou smrġtŊn² 

(b) byla 59,0 ÁC (3 % KEH po 1 dni zr§n²) a nejniģġ² byla 54,0 ÁC (6 % KEH po 2 dnech 

zr§n²). Ve 3D grafu (c) mŢģeme vidŊt postupnĨ pokles teploty pro pŚ²davku 3 % KEH v z§-

vislosti na ļase. Teplota smrġtŊn² v pod®ln®m smŊru se pro pŚ²davek 9 % KEH s delġ² dobou 

zr§n² zvyġuje.  
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Teplota smrġtŊn² v pŚ²ļn®m smŊru je pops§na regresn² rovnic²: 

Ts pŚ²ļn® (ÁC) = 52,5 + 0,417 KEH+GA (%) + 2,25 Zr§n² (dny) 

    (a)                                                              (b) 
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Obr§zek ļ.41 ⱷ Vliv pŚ²davku KEH a doby zr§n² na Ts v pŚ²ļn®m smŊru pŚi s²Šo-

v§n² KEH a GA. 

Na obr§zku (a) je zobrazeno vĨrazn® zvĨġen² teploty smrġtŊn² v pŚ²ļn®m smŊru u vġech pŚ²-

davc²ch. Teplota nejniģġ²ho pŚ²davku (3 % KEH) se zvyġuje m²rnŊji neģ nejvyġġ²ho pŚ²davku 

(9 % KEH). KubickĨ graf (b) ukazuje maxim§ln² teplotu (62,2 ÁC) pŚi 3 % KEH po 3 dnech 

zr§n² a minim§ln² (55,1 ÁC) pŚi 3 % KEH po 1dni zr§n². Na 3D grafu (c) je zobrazeno, ģe 

nejvyġġ² teploty smrġtŊn² se dos§hlo po 3 dnech zr§n².  
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7.2.2 Mechanick® vlastnosti 

Tahov§ s²la pŚi pŚetrģen² (F) je pops§na regresn² rovnic²: 

F (N) = 1,78 - 0,0667 KEH+GA (%) + 0,150 Zr§n² (dny) 

    (a)                                                             (b) 
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Obr§zek ļ.42 ⱷ Vliv pŚ²davku KEH a doby zr§n² na tahovou s²lu pŚi s²Šov§n² KEH 

a GA. 

Na grafu (a) je uk§z§no zvĨġen² tahov® s²ly pŚi pŚetrģen² pŚi nejniģġ²m pŚ²davku KEH (3 %). 

Nejvyġġ² pŚ²davek KEH (9 %) se s delġ² dobou zr§n² nezmŊnila. Tahov® s²la (b) dosahuje 

maxima (2,2 N) pŚi 3 % KEH po 3 dnech zr§n² a minima (1,5 N) pŚi 9 % KEH po 1 a 3 dnech 

zr§n². Ve 3D grafu (c) je zobrazena vysok§ tahov§ s²la pŚi pŚetrģen² po delġ²m ļase zr§n² pŚi 

nejniģġ²m pŚ²davku. Kr§tkĨ ļas zr§n² (1 den) tahovou s²lu nezvyġoval. 
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PomŊrn® prodlouģen² pŚi pŚetrģen² (Ů) je pops§na regresn² rovnic²: 

Ů (%) = 143 - 0,333 KEH+GA (%) - 2,60 Zr§n² (dny) 

                                 (a)                                                               (b) 

321

140

138

136

134

132

130

Zr§n² (dny)

P
ro

d
lo

u
ģ
e

n
² 
(%

)

3

6

9

(%)

KEH+GA

 

3

1

93

Zr§n² (dny)

KEH+ GA (%)

137,0

129,5

138,8136,7

135,6

stŚedn² hodnota

limitn² hodnoty

 

(c) 

 

Obr§zek ļ.43 ⱷ Vliv pŚ²davku KEH a doby zr§n² na pomŊrn® prodlouģen² pŚi s²Šo-

v§n² KEH a GA. 

PomŊrn® prodlouģen² pŚi pŚetrģen² v grafu (a) s dobou zr§n² pŚi nejniģġ²m pŚ²davku KEH 

(3 %) m²rnŊ kles§, pŚi nejvyġġ²m pŚ²davku KEH (9 %) kles§ vĨraznŊ. Kubick® zobrazen² (b) 

ukazuje jako maxim§ln² prodlouģen² 138,8 % (9 % KEH po 1 dni zr§n²) a jako minim§ln² 

129,5 % (9 % po 3 dnech zr§n²). Ve 3D grafu (c) je uk§z§no, ģe doba zr§n² pro vġechny 

pŚ²davky KEH zhorġuje pomŊrn® prodlouģen² pŚi pŚetrģen². NejvŊtġ² pokles byl u 9 % KEH.  


















































































