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ABSTRAKT 

Kolagen je přírodní materiál, který je vhodný pro použití např. v medicíně a potravinářství. 

Ačkoliv má poměrně dobré mechanické a chemické vlastnosti, není to pro mnoho medicín-

ských a potravinářských aplikací optimální. Proto se přistupuje ke zlepšení vlastností síťo-

váním, které může být chemické, enzymové nebo fyzikální. Pro lékařství a potravinářství se 

může použít pouze netoxicky zesíťovaný kolagen. Cílem této diplomové práce je ověřit účin-

nost síťování kolagenního gelu kolagen-elastinovým a keratinovým hydrolyzátem, a také 

jejich kombinace s glutaraldehydem. Byly připraveny filmy, u kterých byla stanovována 

teplota smrštění, tahová síla, poměrné prodloužení a botnání. Kolagen-elastinový hydrolyzát 

a keratinový hydrolyzát poskytly vysoké teploty smrštění výsledného materiálu. Kombino-

vané síťování s glutaraldehydem poskytuje filmy o lepších mechanických vlastnostech.  

Klíčová slova: kolagen, želatina, filmy, glutaraldehyd, kolagen-elastinový hydrolyzát, kera-

tinový hydrolyzát

 

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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ÚVOD 

Kolagen se dostal do popředí zájmu při hledání biologicky kompatibilních materiálů s lid-

ským organismem. Jelikož je přirozenou součástí lidského organismu, splňuje požadavky 

pro lékařské a potravinářské účely. Samotný kolagen ale nemusí být dostatečně pevný, 

pružný, odolný vůči teplotě, tlaku nebo prostředí, ve kterém je aplikován, a proto se přistu-

puje k úpravám jeho vlastností, např. síťováním, kdy se používají různé síťující látky nebo 

metody pro získání kolagenního materiálu s ideálními vlastnostmi. Síťování ale s sebou ně-

kdy nese riziko toxicity (síťující látky) nebo negativního vlivu na lidský organismus (fyzi-

kální síťování).  

V současné době se stále hledají nové síťující látky, které by nebyly toxické, a přitom se 

docílilo dobrých mechanických vlastností. Důležité je nejenom jaká látka se použije, ale i 

dávka této látky. Při použití látek přírodního charakteru je pozitivní stránkou netoxicita, ale 

nedosáhne se zase optimálního stupně zesítění, které je nutné pro dosažení dobrých mecha-

nických vlastností. Síťování syntetickými látkami poskytuje substráty s dobrými mechanic-

kými vlastnostmi; negativem je většinou určitá toxicita.   

Při hledání optimální síťující látky se ukázalo, že i množství síťující látky ovlivňuje stupeň 

zesítění a výsledné vlastnosti zesítěného substrátu. 

Velkou práci při hledání netoxických kolagenních materiálů provedli lékaři v humánní me-

dicíně, např. očním lékařství, léčbě ran; dále pak v odvětví obalových materiálů. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 MECHANISMY SÍŤOVÁNÍ BÍLKOVIN 

Síťování proteinů je využíváno zejména ke stabilizaci proteinů, zlepšení mechanických 

vlastností, zvýšení jejich odolnosti vůči vnějším podmínkám a dle aplikace i biokompatibi-

lity s tkáněmi [1]. Síťováním látkami přírodního charakteru lze získat zvýšenou pevnost 

v tahu a odolnost vůči proteolýze. Jenže jejich rekonstituované formy nemají dobré mecha-

nické vlastnosti. Při aplikaci v tkáňovém inženýrství je důležité, aby kolagenní matrice vy-

držela, dokud jej nenahradí kolagen hostitele. Síťovací reakcí vnější látkou se tohoto cíle 

dosáhne [2]. Nahrazení syntetických neodbouratelných produktů je cílem mnoha oborů, jako 

je např. obalové materiály pro potraviny, za příznivou cenu výroby. [3, s. 25] 

1.1 Chemické síťování 

Chemické síťování je přímý způsob zesítění. Zahrnuje to tvorbu kovalentní vazby mezi 

dvěma molekulami proteinu bifunkčními činidly, které obsahují dvě reaktivní koncové sku-

piny. Tyto reaktivní skupiny pak reagují s funkčními skupinami daných molekul. Funkčními 

skupinami mohou být jak primární aminoskupiny, tak sulfhydrylové aminokyselinové 

zbytky, jak je uvedeno v tabulce č.1. Síťující látky jsou vybírány na základě jejich chemické 

reaktivity. Síťující látky jsou vyráběny kombinací dvou nebo více reaktivních skupin, jež 

jsou zakomponovány do jediné molekuly. Slučováním s dalšími vlastnostmi, jako je prostor 

mezi reaktivními konci a rozměry, se nabízí velké množství možných síťujících látek. [1] 

Tabulka č.1 ‒ Síťující látky. [1] 

Funkční cílová skupina Reaktivní skupina 

Karboxyl  Carbodiimid  

Amin  NHS ester, imidoester, hydroxymetyl fosfin 

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

vinyl sulfon 

Aldehyd (karbonyl) Hydrazin  

Jiné skupiny (neselektivní) Diazirin (foto-reaktivní), aryl azid (foto-reaktivní)  

Hydroxyl (nevodný) Isokyanát  

 

Chemické síťující látky jsou dvojího typu: homobifunkční nebo heterobifunkční [1].  
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1.1.1 Homobifunkční síťující látky 

Je složena ze dvou stejných koncových reaktivních skupin na distančních ramenech, jež tvoří 

prostor. Jejich použití obecně bývá v jednom reakčním kroku [1]. Koncové reaktivní skupiny 

jsou obvykle 2 thioly, 2 aminy, 2 alkoholy nebo 2 kyseliny. Vytváří převážně intramoleku-

lární sítě [4].  

1.1.2 Heterobifunkční síťující látky 

Koncové reaktivní skupiny jsou různé. Mohou být využité v jednom nebo i více reakčních 

krocích. Tak je zabráněno vzniku nepožadovaného nebo i vlastního zesítění [1]. Jejich řízení 

je lépe zvládnutelné. Navíc dává možnost vzniku vazby s různými funkčními skupinami [4]. 

Síťující heterobifunkční látky existují ve velkém množství kombinací. Mezi nejčastější kom-

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

[1Chyba! Nenalezen zdroj odkazů.] 

1.1.3 Fotoaktivní síťující látky 

Vazby mezi molekulami se také můžou tvořit síťujícími látkami, jež se aktivují světlem. 

Takovými látkami bývají heterobifunkční benzofenony nebo aryl azidy. Podmínkou je při-

pojení na proteiny prostřednictvím lysinu či cysteinu. Světlo musí mít krátkou vlnovou délku 

(250‒350 nm) a být intenzivní. Výhodou použití tohoto síťujícího činidla je snadná kontrola 

účinnosti na daný protein. Jelikož potřebujeme jen krátké světelné záření, doba působení 

světla bývá řádově v sekundách. Při této metodě ale můžou vzniknout různé produkty s ma-

lými stupni zesítění. Častými komerčně dostupnými látkami je 4-maleimidobenzofenon 

(MPB, obrázek č.1b) a N-5-azido-2-nitrobenzoyloxysukcimid (ANB-NOS, obrázek č.1a). 

[5] 
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(a)                                                                                  (b) 

                       

Obrázek č.1 ‒ Struktura N-5-azido-2-nitrobenzoyloxysukcimid (a) [6] a 4-malei-

midobenzofenonu (b). [7] 

Jelikož thioly patří mezi vysoce reaktivní, můžeme je zavést do molekuly pro snadnější ří-

zení zesítění. Molekula s thiolovou skupinou pak reaguje s ‒NH2 skupinou druhé molekuly 

za prostřednictví heterobifunkční síťující látky. Existuje několik způsobů, jak zavést ‒SH 

skupinu do molekuly: snížením disulfidů v molekule, přeměnu aminu nebo karboxylové ky-

seliny na thiol. Redukce disulfidů se může provádět pomocí dithiothreitolu (DDT), jehož 

přebytek musí být šetrně odebrán, nebo i pomocí tris(2-karboxyethyl)fosfinu (TCEP, obrá-

zek č.2), u něhož nadměrné množství být odebráno nemusí. Při odebírání nadbytku DDT 

mají být podmínky takové, které opět nekonvertují disulfidy na původní formu. Navíc je 

DDT citlivější na vzduchu. TCEP je vůči vnějším podmínkám odolnější. Přeměnu aminu 

může zprostředkovat i sukcinimidyl ethylthioacetát (SATA), jehož acetylová skupina se pak 

odstraní hydroxylaminem v pH 7. Karboxylová skupina konvertuje na thiol působením         

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu s cystaminem a redukcí disulfidu pomocí 

DDT nebo TCEP. [4] 

 

 

Obrázek č.2 ‒ Struktura tris(2-karboxyethyl)fosfinu. [8] 
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1.2 Enzymové síťování 

Připravené materiály pro potravinářství se vyrábí za použití transglutaminázy, tyrozinázy a 

laccázy. Enzymy jsou nejreaktivnější v mírně vodném prostředí. Síťující reakce lze regulo-

vat teplotou a pH. 

1.2.1 Transferázy  

Síťující reakce probíhá za použití transglutaminázy probíhá přes meziprodukt protein-en-

zym-thioester. Jedná se o kovalentní vazbu v aktivním místě enzymu. Aminoskupina jiného 

proteinu se váže na karbonylovou skupinu thioesteru, a tím dojde k uvolnění proteinu z en-

zymu. Oba proteiny se následně spojí peptidovou vazbou. [9] 

Transglutamináza pracuje jako katalyzátor transamidace mezi glutamovými a lysynovými 

zbytky síťovaných proteinů. Nejprve proběhne deaminace glutaminu, vznikne formace pro-

tein-glutamin-thioester, na který pak působí ‒NH2 skupina lysinu jiného proteinu. Je využí-

vána jako spojovadlo masa. Je také snadno dostupný, pracuje v širokém pásmu pH a odolný 

až do 50 °C [9]. Mechanismus jeho reakce je popsaný na obrázku č.3. 

 

 

Obrázek č.3 ‒ Mechanismus reakce transglutaminázy s proteiny. [10] 

 

Počátkem reakce katalyzované peptidázou je kovalentní spojení peptidázy a ‒COOH sku-

piny substrátu. Substrátem bývají použity syntetické proteinové estery. Atak ‒NH2 skupiny 

proteinu na síťovaný protein uvolňuje acyl z enzymu, což vede ke spojení proteinů. [9] 

1.2.2 Oxidoreduktázy  

Běžné oxidoreduktázy nepodporují vznik kovalentního spojení proteinů. Jejich reakce pro-

bíhá s mnoha malými molekulami a makromolekulami. Pokud se kovalentní vazba vytváří, 

je tvořena přes 2 chemické kroky. Jen první krok reakce se substrátem je za pomoci oxidore-

duktázy. Produkty z prvního kroku následně projdou přeměnou za vytvoření kovalentní 

Transglutamináza 
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vazby. Nevýhodou je druhý krok reakce, který již nelze kontrolovat a umožňuje vznik růz-

ných kovalentních vazeb. [9] 

Laccáza ve své struktuře obsahuje 4 měděné atomy. Substrátovou oxidací 4 molekul vytváří 

radikály (odstranění atomu kyslíku za vzniku vody), a ty se poté spojují do kovalentních 

vazeb. Substrátem pro oxidaci jsou tyrosinové skupiny proteinu, ze kterých vznikají fenoxy 

skupiny, jež se následně síťují [9]. Reakce je zobrazena na obrázku č.4. 

 

Obrázek č.4 ‒ Mechanismus reakce laccázy s proteiny. [9] 

V peroxidázách jsou prostetické hemové skupiny, jež přenáší elektrony z aromatických (ty-

rosinových) substrátů. Při oxidaci substrátů dochází k tvorbě vody z peroxidu vodíku. Z ty-

rosinu vznikající fenoxy skupiny se pak spojují zesítěním.  

Lysyl-oxidázy ve vyšších eukaryotních organismech síťují kolagenní a elastinové řetězce 

v extracelulárním matrixu. Pomáhají síťovat proteiny ve fyziologických podmínkách. Ke 

svému působení požadují 2 kofaktory: kovalentní vazbou vázaný kofaktor lysyl-tyrosin-

chinon a měděný ion. První oxidovanou skupinou je ‒NH2 skupina přístupná lysinovým 

zbytkům, kdy vznikají aldehydy. Aldehydy pak reagují na kovalentně vázaný produkt 

Schiffovy báze (‒N=CH‒) nebo aldolové kondenzace, viz. obrázek č.5. [9] 

 

Obrázek č.5 ‒ Mechanismus reakce lysyl-oxidázy s proteiny. [9] 

Laccáza, O2 

 

nebo 

nebo 

 

Lysyl-oxidáza, H2O, O2 

Produkt aldolové kondenzace 

Produkt Schiffovy báze 
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1.3 Fyzikální síťování 

Pokud použijeme fyzikální síťování, nemusíme dosáhnout takových mechanických vlast-

ností, jaké požadujeme. Výhodou je nezavádění potenciálně toxických zbytků látek [12]. 

Mezi fyzikální metody síťování patří dehydrotermální způsob (DHT), UV záření nebo gama 

záření.  

1.3.1 UV záření 

UV záření vytváří zesítění volnými radikály na zbytcích aromatických aminokyselin. V dů-

sledku toho je zesítění omezené. V kolagenu se totiž nachází jen určitý počet tyrosinu a 

fenylalaninu, proto je čas potřebný pro maximum příčných vazeb krátký. UV zářením (při 

254 nm) se zvýší teplota smrštění, odolnost vůči degradaci a zatížení (obrázek č.7); nevýho-

dou je, že dochází k denaturaci kolagenu [2]. Avšak UV záření je stále lepší varianta oproti 

gama záření. [13]  

Ze začátku působení dochází ke zvýšení pevnosti v tahu, ale poté strmě klesá. Zhoršení me-

chanických vlastností může nastat díky štěpení intramolekulárních i intermolekulárních vo-

díkových vazeb za uvolnění vody [14]. Výsledný produkt je po ošetření substrátu UV záře-

ním méně rozpustný. [15]  

Rozdíly mezi původní strukturou kolagenu a kolagenem po UV záření je znázorněno na 

obrázku č.6. 

 

Obrázek č.6 ‒ Spektrum FTIR kolagenu (1) a kolagenu po UV záření (2). [15] 
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1.3.2 Dehydrotermální způsob 

Touto metodou se prostřednictvím kondenzační reakce vytváří vazba mezi ‒COOH a ‒NH2 

skupinou [15]. Zvyšuje se teplota smrštění a odolnost vůči tlaku (průběh odolnosti vůči tlaku 

je zobrazen na obrázku č.7), ale přitom dochází k destrukci struktury kolagenu [2]. Tento 

způsob síťování však na zlepšení mechanických vlastností není dostatečný. [13]  

 

 

Obrázek č.7 ‒ Vliv DHT a UV záření na odolnost kolagenu při zatížení v porov-

nání s kolagenem bez fyzikálního ošetření (UNXL). [14] 

 

1.3.3 Gama záření 

Jedná se ionizující záření [13], jež je alternativní způsob sterilizace zdravotnických pro-

středků, kostních štěpů nebo při zpracování potravin. Jelikož se jedná o záření, musela se 

stanovit maximální dávka, jež může být použita, aby nedošlo ke zdravotnickým komplika-

cím [17]. Pro sterilizaci tkáně se využívá od 10 kGy do 35 kGy. Při použití příliš vysokých 

dávek se docílí spíše zhoršení mechanických vlastností a slabé odolnosti vůči proteolýze, 

kvůli snížení hustoty příčných vazeb. Čím větší dávka gama záření byla použita, tím více 

byly zhoršeny požadované vlastnosti. [18] 

Na obrázku č.8 je zobrazený účinek měnící se dávky a doby působení laseru na kolagenní 

strukturu. Při použití 20 J stačil na tvorbu mikropórů krátký čas, zatímco při použití 2 J musel 
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být čas delší. Nejvíce podobné makropóry s kolagenním substrátem bez ošetření měl kola-

genní substrát při aplikování 0,2 J.  [19] 

 

 

Obrázek č.8 ‒ Fotochemicky zesítěný kolagen. [18]  
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2 CHEMICKÉ SÍŤOVÁNÍ KOLAGENU 

Při použití síťovacích látek k tvorbě zesíťované struktury získáme materiál s dobrými me-

chanickými vlastnostmi. Tyto materiály ale mohou být toxické, a proto nemohou být použité 

v medicíně nebo v potravinářství.  

2.1 Kolagen jako biomateriál 

Jakož přirozená složka lidského těla se jeví kolagen jako vynikající biomateriál pro tkáňové 

inženýrství. S nízkou toxicitou a dobře prostudovanými chemickými, strukturálními, fyzi-

kálními a imunologickými vlastnostmi. Snadno izolovatelný a možnost zpracování v růz-

ných formách podle potřeby nahrává jeho častému použití pro tkáňové inženýrství. Nicméně 

jeho schopnost tvořit sloučeninu s dobrými mechanickými vlastnosti není úspěšná, tudíž je 

nutné použít síťující látky k dosáhnutí požadovaných mechanických vlastností [12]. Síla ze-

sítění samotného kolagenu je zvyšována věkem a jeho schopnosti se následně mění tímto 

zesítěním. Stejně tak rozpustnost tohoto kolagenu v mírných podmínkách. [2] Síťování ko-

lagenu je prováděnou metodou již nějakou dobu. V mnoha studiích se použily jako síťova-

dla: glutaraldehyd, formaldehyd, diisokyanáty, karbodiimidy a mnoho dalších. [20, s.132]  

2.2 Netoxické síťující látky 

Látky přírodního nebo syntetického původu, které síťují kolagenní nebo želatinový substrát. 

Výsledný produkt je bez toxických reziduí a lze je tedy využít v medicíně a potravinářství.  

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

Sloučenina 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC), jenž je bifunkční látka, 

je nejrozšířenější ve vodě rozpustný karbodiimid [20]. EDC je známý pro svou netoxicitu a 

biokompatibiilitu, jelikož není začleněn do výsledné struktury, ale je vyloučen ve formě roz-

pustného derivátu močoviny během síťování. Jeho biokompatibilita je uváděna, jak in vitro, 

tak in vivo [21]. Při reakci ‒COOH skupin proteinu s EDC dochází ke vzniku meziproduktu 

o-Acylisourea, jenž je ve vodném prostředí nestabilní a je snadno vytlačen ‒NH2 jiného po-

lypeptidového řetězce [20]. Tato reakce je zobrazena na obrázku č.9. 

EDC zastupuje skupinu síťujících látek s nulovou délkou, protože se nezačleňuje do sítě, ale 

je vyloučen jako močovina. Pouze zprostředkovává kovalentní spojení dvou molekul. [4]  
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Nejlepších výsledků se dosahuje při nízkých hodnotách pH (4,5) a v čistých pufrech, bez 

přítomnosti rušivých látek (např. 4-morfolinoethansulfonová kyselina). Za neutrálních hod-

not pH má reakce nižší účinek, avšak pro dosažení lepší účinnosti můžeme zvýšit obsah 

EDC. [20] 

 

Obrázek č.9 ‒ Mechanismus reakce EDC s karboxylovou skupinou proteinu. [20] 

 

 

Obrázek č.10 ‒ Reakce mezi EDC a želatinou. [21] 

 

Podmínkou pro úspěšné zesítění, je přítomnost požadovaných ‒NH2 skupin a ‒COOH sku-

pin v síťovaném proteinu. [20] 

Může být použit jako síťovací látka mezi proteiny, ke znehybnění makromolekul pro detekci 

a analýzu proteinů, k tvorbě biomolekulárních sond [20] nebo při léčbě defektu břišní stěny 

[2]. Při síťování kolagenových fólií EDC se ale získaly špatné mechanické vlastnosti. [12] 
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Pokud síťujeme v nevodném prostředí, můžeme použít dicyklohexylkarbodiimid (DDC, 

struktura je zobrazena na obrázku č.11). Jeho mechanismus reakce je stejný jako u EDC. 

Jelikož se však jedná o ve vodě nerozpustnou látku, nepoužívá se v běžných laboratorních 

podmínkách, ale v organických syntézách a může být stabilizován v práškové formě. [20] 

 

Obrázek č.11 ‒ Struktura dicyklohexylkarbodiimidu. [20] 

 

2.2.2 N-hydroxysukcimid  

N-hydroxysukcimid (NHS) patří do skupiny amin-reaktivních síťovacích činidel. Aktivní 

estery NHS se syntetizují reakcí karboxylové kyseliny a NHS za přítomnosti karbodiimidu. 

Reakce probíhá za fyziologických pH a dochází k uvolnění NHS, viz. obrázek č.12.  

 

Obrázek č.12 ‒ Mechanismus reakce NHS esteru s primárním aminem proteinu. 

[20] 

 

Jestli jsou estery NHS rozpustné nebo ne, závisí na podmínkách reakce (složení pufru, vlast-

nosti zbytků molekulové struktury). Nesulfonové formy NHS bývají ve vodě nerozpustné, a 

proto musí být před přidáním do vodné reakce rozpuštěny v organickém rozpouštědle, jenž 

se může smísit s vodou. [20] 

Pro studie se získala nová odnož NHS-AA. Ta obsahovala NHS, karbodiimid a kyselinu 

adipovou. Jeho účinnost zesítění byla dokázána zvýšením molekulové hmotnosti. Reakce 

NHS-AA s kolagenem je ukázána na obrázku č.13.  

NHS ester Primární amin Stabilní konjugát NHS 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 23 

 

 

 

Obrázek č.13 ‒ Mechanismus reakce kolagenu s NHS-AA. [22]  

 

Jako alternativa k toxickým látkám na sebe upozornili hlavně jejich biokompatibilitou. [22]  

NHS spolu s EDC vytváří stabilnější meziprodukt než o-Acylisourea a zvyšuje účinek. V ná-

sledujícím obrázku č.14 je použit ve vodě rozpustný sulfo-NHS.  

Sulfo-NHS je komplementární s estery NHS, jen s rozdílem obsahu –SO3H skupiny na              

N-hydroxycyklu. Tato skupiny zvyšuje rozpustnost síťovadel a navíc umožňuje zesítění bu-

něčného povrchu, jelikož nemůže proniknout skrz buněčnou membránu.  

Výhodou je průběh reakce při neutrální hodnotě pH. [20] 
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Obrázek č.14 ‒ Mechanismus reakce sulfo-NHS, EDC a karboxylové kyseliny. 

[20] 

 

2.2.3 Imidoestery 

Imidoester je homobifunkční síťující látka. S ‒NH2 skupinami proteinu vytváří amidovou 

vazbu rychleji při vyšších hodnotách pH (pH≥10). Amidová vazba se vytváří přímo, bez 

meziproduktu. Při pH nižším než 10 může docházet k vedlejším reakcím, což může způsobit 

chybné vyjádření výsledků. Reakce probíhající při pH 8‒9 je na obrázku č.15. [20] 

 

 

Obrázek č.15 ‒ Mechanismus reakce imidoesteru s primární aminoskupinou pro-

teinu. [20] 
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Tato látka může nahradit glutaraldehyd při fixaci tkáně. Mohou pronikat skrze buněčnou 

membránu a síťovat proteiny uvnitř buňky, což umožňuje studium membránové struktury a 

bílkovin. Jestliže se požaduje intramolekulární zesítění, síťující látka je ve větším nadbytku 

(100‒1000×) a koncentrace proteinu je nižší než 1 mg/ml.  

Při vysokých hodnotách pH jsou amidové vazby reverzibilní, proto je v aplikacích nahradily 

stabilnější estery NHS. [20] 

2.2.4 Genipin 

O tuto sloučeninu získanou z extrakce ovoce Gardenie byl zájem už v roce 1998. Tato slou-

čenina je tradičním lékem pro léčení cukrovky, tudíž je v něm velký potenciál pro biokom-

patibilitu zesítěných biomateriálů. [23]  

 

Obrázek č.16 ‒ Mechanismus reakce genipinu s primárními aminy proteinu. [24] 

 

Pokud porovnáme glutaraldehyd a genipin, genipin má výrazně nižší toxicitu, ale srovnatel-

nou schopnost zesítění. Proto je používán pro zesítění želatiny, kolagenu a chitosanu (obrá-

zek č.16). Přesto zůstává obava použití genipinu do živých buněk, jelikož existují také studie, 

kde v malé dávce vyvolává buněčnou smrt. Posléze se zjistilo, že působí různě na různé typy 

buněk. Pro použití v oblasti regenerativní medicíny je nutné zjistit bezpečnou dávku a použití 

genipinu. V provedené studii se ukázal genipin jako toxický pro osteoblasty i chondrocyty. 

Jeho použití v kosterním inženýrství není příznivé. V inženýrství j doporučená dávka geni-

pinu do 0,5 mM. [23] 
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2.2.5 Další přírodní síťující látky  

Proanthocyanidin (obrázek č.17) je přírodní síťující látka získaná z ovoce, zeleniny, semen 

a květin patří do polyfenolické skupiny látek, kategorie kondenzované třísloviny. Urychluje 

změnu rozpustného kolagenu na nerozpustnou formu během vývoje.  

 

Obrázek č.17 ‒ Struktura proanthocyanidinu. [25] 

 

Využívány jsou jako antioxidanty v medicíně i potravinářství. [25] 

Kyselina ferulová, fenolická kyselina získaná z rostlin (obrázek č.18), reaguje s tyrosinem, 

lysinem nebo cysteinem. Působí antioxidačně, antimikrobní, protinádorově a redukuje cho-

lesterol. Pro jeho netoxicitu je ideální při přípravě potravinářských filmů. Při neutrálním pH 

mělo maximální účinek na mechanické vlastnosti. Jelikož se jedná o přírodní látku, můžeme 

ji použít v biomateriálech i potravinách.  

 

Obrázek č.18 ‒ Struktura kyseliny ferulové. [26] 

 

Přesto není dostatek studií použití kyseliny ferulové při síťování želatiny. [26] 

Třísloviny jsou polyfenoly rostlin, jenž se používají jako stahující, antioxidační, antimi-

krobní, antivirové a protizánětlivé terapeutické látky [27]. Na obrázku č.19 je ukázáno, že 

ve své struktuře obsahují OH skupiny. 
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Obrázek č.19 ‒ Struktura třísloviny. [28] 

 

Maximální mechanické vlastnosti se projevily při pH 9. Stejně jako kyselina ferulová, jedná 

se o přírodní látku, která nepůsobí toxicky [26]. Rozdíly ve struktuře jsou zobrazeny na ob-

rázku č.20. 

 

 

Obrázek č.20 ‒ FTIR spektrum kolagenu (Cs) a kolagenu po zesítění tříslovinou 

(TCCs). [27] 

 

Zesítění sacharidy je dalším možným způsobem síťující reakce. Probíhá přes aldosové 

cukry. Aldehydová skupina redukujícího cukru (glukóza, fruktóza) reaguje s volnou ‒NH2 

skupinou želatiny, vzniká aminoglykosid, jenž může nadále reagovat s další‒NH2  skupinou, 

a tím vytvářet zesítění, viz. obrázek č.21. [21]  
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Obrázek č.21 ‒ Reakce mezi fruktózou a želatinou. [21] 

 

2.2.6 Hydrolyzáty  

Z tkání bohatých na elastin lze získat kolagen-elastinový hydrolyzát (KEH) 3 různými způ-

soby: alkalickou, neutrální nebo kyselou hydrolýzou. Každá z metod poskytuje hydrolyzáty 

s odlišnými vlastnostmi [29]. Elastin jako složka mnoha tkání v organismech, dává předpo-

klad k použití v medicíně. Jeho nativní forma je nerozpustná a vyniká vysokou pružností a 

chemickou odolností. V tkáňovém inženýrství se elastin využívá např. na výrobu scaffoldů, 

fólií, trubic, nanovláken nebo hydrogelů. Literatura rovněž uvádí přípravu výše uvedených 

kompositních matric na bázi kolagenu a elastinu s tím, že rozpustný elastin síťuje kolagen 

[12]. Kolagen poskytuje pevnost a elastin zase pružnost. Použití v poměru 20 : 80 vykazuje 

vysokou pevnost v tahu [30]. KEH může i modifikovat kolagen vázáním různých chemic-

kých skupin nebo být použit při přípravě bílkovinných potravin. [28] 
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Keratin, vyskytující se v přírodních materiálech, je nerozpustný v širokém spektru rozpouš-

tědel. Je také odolný vůči proteolýze, díky velkému množství dimerního cysteinu. Pokud je 

požadován rozpustný keratin, je nutné tyto vazby rozbít [32, s. 12]. Toho se docílí hydrolý-

zou při pH 9 [33]. Pro opětovné spojení cysteinů disulfidovou vazbou, musí dojít k chemické 

modifikaci. Touto modifikací může být oxidace, redukce nebo sulfitolýza. [32] 

2.3 Toxické síťující látky 

Toxické síťující látky jsou účinnější síťovadla než látky přírodního charakteru, ale po jejich 

použití se získá toxický produkt. Cytotoxicita těchto výsledných produktů je důležitý aspekt 

k následným aplikacím v lékařství a potravinářství.  

2.3.1 Glutaraldehyd  

Glutaraldehyd (GA) je jedním z nejpoužívanějších bifunkčních síťovacích činidel při použití 

biomateriálů na bázi kolagenu nebo i želatiny [34]. Je to lineární 5-uhlíkatý dialdehyd, který 

je čirou kapalinou slámové barvy, štiplavý, mastný, rozpustný ve vodě i v organických roz-

pouštědlech. Používá se koncentrace od 2 % až 70 % (w/w) [34]. V následujícím schématu 

je znázorněna jedna z možných reakcí mezi GA a kolagenem (obrázek č.22), která může 

nastat při této síťovací reakci. [34]    
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Obrázek č.22 ‒ Reakce mezi GA a kolagenem. [35] 

 

Reakce glutaraldehydu s volnými ‒NH2 skupinami kolagenu vede ke vzniku skupin 

Schiffovy báze (‒N=CH‒), sekundárním nebo terciárním ‒NH2 skupinám nebo pyridinovým 

sloučeninám spojenými kovalentními vazbami. [21] 

Model síťovací reakce je přes aldehydové skupiny GA (II) s ε-aminoskupinami lysinových 

nebo hydroxylysinových zbytků (I). Touto reakcí se vytvoří meziprodukt zvaném Schiffova 

báze (III), jenž není za síťovacích podmínek příliš stabilní, kde je součástí i tvorba GA po-

lymerů (IV). Schiffova báze je ukázána jako hlavní meziprodukt, ze kterého vychází násle-

dující reakce síťování. Jelikož je ve vodném prostředí nestabilní, může docházet k hydrolýze 

a vytvořené vazby po interakci zbytků aldehydových skupin v molekule s jinou ‒NH2 sku-

pinou dávají vzniknout produktům obsahujících iminové (=N‒) skupiny jako je např. u pro-

duktu IV. Aldolovým typem kondenzace se vytváří stabilní α-β nenasycený meziprodukt 

Schiffovy báze (V) a pokračováním Michaelovou adicí ‒NH2 skupiny kolagenu s nenasyce-

nou skupinou V se dosáhne produktu VI. Dalším způsobem zesítění je reakce mezi ‒NH2 

skupinou s volnými aldehydovými skupinami V, kdy vzniká produkt VII. Mannichovou re-

akcí Schiffových bází a GA vede k vytvoření sekundárního aminu (VIII). V tomto mezipro-

duktu v důsledku možné aldolové kondenzace za kyselých podmínek a reakci ‒NH2 skupiny 
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kolagenu vznikají alifatické příčné vazby (IX). Druhou možností je tvorba substituovaných 

kvarterních typů pyridinového zesítění (X), k němuž se dojde reakcí VIII s molekulou GA a 

uzavřením kruhu. Tehdy vzniká dihydropyridin, jehož následnou oxidací dle přítomného 

kyslíku v síťujícím roztoku se utváří produkt X. XI představuje reakci mezi α-β nenasyce-

ným meziproduktem Schiffovy báze s volnými ‒NH2 skupinami kolagenu. Z meziproduktu 

III může dále ve vodném prostředí vzniknout produkt cyklický aminový produkt XII. Reakcí 

XII, GA a vody se získává XIII. [34]  

GA nereaguje jen s ‒NH2 skupinami, ale i s ‒COOH, amidovými a dalšími skupinami pro-

teinů. Jeho reakce probíhají rychle za alkalických i kyselých podmínkách [21]. Nejúčinnější 

je v oblasti neutrálního pH. [35] 

Síťování kolagenu GA významně redukuje biodegradaci při udržení anatomické integrity, 

pružnosti a pevnosti. Další výhodou je rychlost reakce, nízké náklady, dostupnost a vysoká 

rozpustnost ve vodném prostředí, čímž molekuly GA reagují s velkým počtem ‒NH2 skupin 

v proteinech. V porovnání s jinými síťovadly, jsou vytvořené zesíťované produkty stabilnější 

[21]. Schéma reakce a želatiny je na obrázku č.23. 

Jeho nevýhodou je možné uvolňování molekul GA ze zesítěných biomateriálů, což může 

vést k toxicitě. K uvolnění molekul GA může dojít při nezreagování přítomného množství 

GA ve vzorku nebo v následných degradacích kolagenu. U koncentrací vyšší než 0,05 % je 

zjištěna vysoká toxicita. [21] 

  

 

Obrázek č.23 ‒ Reakce mezi GA a želatinou. [21] 

 

   Protein  

GA 

Zesítěná želatina 
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2.3.2 Hexamethyldiisokyanát  

Rozpustný hexamethyldiisokyanát (HMDIC, obrázek č.24) v přítomnosti povrchově aktiv-

ních látek (PAL) tvoří příčné vazby dvou ‒NH2 skupin skrze močovinu. Studie naznačily 

menší toxicitu účinků než GA. [2] 

 

Obrázek č.24 ‒ Struktura hexamethyldiisokyanátu. [36] 

 

2.3.3 Polyepoxidy 

Polyepoxidy jsou polyfunkční síťovací činidla [21]. Reakce probíhá mezi ‒NH2 a epoxydic-

kými skupinami a jejich průběh se liší v závislosti na pH. V kyselém prostředí se přeměňuje 

epoxid na reaktivní produkt a při zásaditém pH se mění ‒NH2 skupina lysinu na nukleofil.  

Monofunkční epoxid nevytváří vazbu mezi proteiny, ale vícefunkční epoxid již příčné vazby 

mezi bílkovinami tvoří [37]. Schéma reakce je zobrazené na obrázku č.25. 

 

 

Obrázek č.25 ‒ Mechanismus reakce mezi epoxidem a proteinem. [38] 

 

Výhodami použití polyepoxidu je reaktivita k širokému spektru funkčních skupin ve vhod-

ných podmínkách, relativně nízká toxicita a volně dostupná v komerční kvalitě. Jejich sta-

bilizační schopnost je však v porovnání s GA nižší. Pro vyrovnání by se muselo použít vy-

soké množství polyepoxidu a dlouhé reakční doby, což je zase neekonomické. [39] 

2.3.4 Formaldehyd  

Formaldehyd je agresivní karbonylové plynné činidlo, jenž kondenzuje aminy skrze Manni-

chovu reakci. Spolu s GA bývá využit ke stabilizaci a skladování tkáně (případně buněk) pro 
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následné aplikace [20]. Snadno se rozpouštějí ve vodě, s níž vytváří methylenový hydrát 

(obrázek č.26). Methylenový hydrát je stejně reaktivní jako formaldehyd a tato molekula 

mezi sebou tvoří polymer. Jeho reakce s proteiny probíhá pomaleji, než jeho průnik tkáněmi, 

viz. obrázek č.27. [40]  

 

Obrázek č.26 ‒ Reakce formaldehydu s vodou. [40] 

 

 

Obrázek č.27 ‒ Reakce methylenového hydrátu s proteinem. [40] 

 

Pozitivní na formaldehydu je síťování suchého kolagenu a plynné síťující látky, a nikoliv 

kapaliny. Lysinové, hydroxylysinové zbytky kolagenu s obsaženým aldehydem reaguje za 

vzniku meziproduktu iminu. Imin vytváří vazbu mezi tyrosinem nebo kyselinou asparago-

vou, glutamovou [2]. Bylo dokázáno, že množství peptidových vazeb se po delším čase zvy-

šuje. Formaldehyd je k proteinu navázán za 24 hodin, viz. obrázek č.28 [40]. Při použití této 

látky je doba absorpce kolagenního materiálu zvyšována, ale jeho pevnost v tahu se snižuje. 

 Formaldehyd Polymer formaldehydu 

Lysin  Methylenový hydrát 

 
Methylenový 
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I když je možno formaldehyd použít ve zdravotnictví, jeho potenciální křehkost a toxická 

residua jej znehodnocuje. [2] 

 

Obrázek č.28 ‒ Reakce mezi formaldehydem a proteinem. [40] 

 

Pro použití jako síťující látky, musíme však použít látku, jejíž hlavní složkou je monomerní 

formaldehyd (případně methylenový hydrát).  

Formalin je zředěná forma formaldehydu o nízké polymeraci s obsahem 37‒40 % formalde-

hydu a 60‒63 % vody. Pokud se jedná o vyšší polymer, jsou distribuovány jako bílý prášek 

paraformaldehyd. [40] 

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

Oxazolidiny se připravují se reakcí aldehydů a hydroxyamino skupin. Jejich bifunkční cha-

rakter umožňuje těmto sloučeninám reakci s proteiny, jež je zobrazeno na obrázku č.29 [41]. 

Tyto heterocyklické sloučeniny se často používají při zpracování kůže v kombinaci s tříslo-

vinami a chromem. [36] 
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Obrázek č.29 ‒ Reakce 4,4-dimethyl-1,3-oxazolidinu s kolagenem. [41] 
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3 CHARAKTERIZACE STUPNĚ ZESÍŤOVÁNÍ BÍLKOVINNÉHO 

SUBSTRÁTU 

3.1 Teplota smrštění 

Důležitým ukazatelem stupně zesítění síťující látkou je teplota smrštění. Pokud je síťující 

látka silná, dochází ke zvýšení teploty smrštění kolagenního substrátu [42, s. 208]. Při zvy-

šování teploty kolagenní struktura denaturuje a přeměňuje se na chaotickou. Ze struktury se 

uvolňují vodíky, to způsobuje rozpad řetězců, a tím dochází k pozorovatelnému smrštění na 

1/3 délky kolagenního materiálu. [42, s. 97]  

3.2 Botnací testy 

Botnací test je gravimetrické stanovení hmotnosti v určitých časových intervalech inkubace 

v daném roztoku [27]. Před samotným stanovením se vzorky kolagenní matrice o daných 

rozměrech nejprve kalibrovali v roztoku PBS (pH 7,2‒7,4) při pokojové teplotě několik ho-

din [43]. Vzorky se poté lehce osušily na filtračním papíru a inkubovali v roztocích s měře-

ním v časových intervalech. Absorpce vody se pak vypočítala odečtením hmotnosti na po-

čátku testu od hmotnosti vzorku v průběhu inkubace ku hmotnosti na počátku inkubace. [27] 

3.3 Infračervená spektroskopie 

Pro zjišťování obsahu látky se mohou použít 3 oblasti infračerveného záření: blízká, střední, 

vzdálená. Pro charakterizaci chemické látky se nejčastěji využívá střední oblast v rozmezí 

4 000‒400 cm-1.  

Při působení elektromagnetického záření na látku, dojde k částečné absorpci tohoto záření. 

Absorpce se vyzáří ve formě energie, jež se projeví jako vibrace molekul. Každá absorpce a 

její vlnová délka (a následně vibrace) je charakteristická pro jednotlivé molekuly v dané 

látce. Jako výsledek se získá infračervené spektrum se zobrazením chemických vazeb mezi 

jednotlivými molekulami. Zbývající záření se rozptýlí, odrazí nebo projde měřenou látkou.  

[44] 
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3.4 Stanovení obsahu aminoskupin  

Obsah volných aminoskupin vypovídá o stupni zesítění. Volné ‒NH2 skupiny klesají 

s vyšším stupněm síťování. Jejich množství se stanovuje smícháním kolagenu, 0,5% kyse-

liny 2,4,6-trinitrobenzensulfonové a 4% roztoku NaHCO3. Po 2 hodinové reakci při 40 °C 

se dále přidal 6 M HCl a teplota reakční směsi se zvýšila na 60 °C. Zhruba po 90 minutách 

dojde k rozpuštění kolagenu, vzorek se naředí a proměří na UV-VIS spektrofotometru při 

345 nm. Výsledek se vyjádří jako procento celkového obsahu ‒NH2 skupin. [34] 

3.5 Mechanické vlastnosti 

Mechanické vlastnosti se zjišťují kvůli informacím o chování výsledného produktu a jeho 

odolnosti vůči prostředí, ve kterém je aplikován. Pro posouzení mechanických vlastností se 

využívá postup ke zjištění pevnosti v tahu, kdy se z kolagenního filmu získá vzorek o roz-

měrech 6×10 mm a tloušťce 1 mm. Jeho pevnost se poté vypočítá z poměru maximálního 

zatížení vůči minimálnímu příčnému průřezu vzorkem filmu. [30] 

3.6 Povrchová mikroskopie 

Povrchová mikroskopie slouží jako doplňková metoda ke studiu stupně zesítění. Pro zvětšení 

povrchu se používá skenovací elektronový mikroskop (SEM). Na obrázku č.30 je zobrazen 

kolagen bez ošetření (kontrolní), po fotochemickém síťování (PC, rose Bengal v koncentraci 

9,825 μM a laser 0,2 W po dobu 100 s) a po chemickém síťování (GTA, 0,25%, 2 hodiny). 

Rozdíl mezi kontrolním kolagenem a kolagenem po ošetření byl statisticky významný, ale 

rozdíl mezi fotochemicky a chemicky zesítěným kolagenem nebyl tak očividný. [18] 
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Obrázek č.30 ‒ Kolagen bez ošetření (control), po fotochemickém síťování (PC) a 

chemickém síťování (GTA). [18] 
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4  ZHODNOCENÍ LITERÁRNÍ STUDIE A CÍLE PRÁCE 

I když je kolagen řádně prostudovaný, jeho schopnost interakce se síťovadly není u někte-

rých látek vůbec známá. U látek, které už jsou ověřené k získání dobrých mechanických 

vlastností, se hledá koncentrace, která by znamenala netoxický biomateriál. Mnoho studií se 

navíc při síťování kolagenu zabývá spíše metodou in vivo, než in vitro.  

Poměrně často používaný a relativně prostudovaný glutaraldehyd sice zlepšuje mechanické 

vlastnosti, ale pro medicínské účely neposkytuje požadovanou netoxicitu, a ne vždy se docílí 

správného produktu. Podobnou pozornost má karbodiimid a N-hydroxysukcimid, kde se nej-

častěji používá jejich kombinace.  

Literatura se o mechanismech reakce kolagenu s látkami přírodního charakteru začíná více 

objevovat kvůli potřebě biokompatibilních materiálech zejména v medicíně. Nejedná se jeno 

o čisté látky přírodního charakteru, ale i jejich modifikované formy. Tyto látky ale neposky-

tují takové mechanické vlastnosti, které jsou potřebné, a jejich výroba může být také ekono-

micky náročná.  

Fyzikální síťování je známé především u kolagenu v kůži. Po provedených studiích se pro-

kázaly negativní účinky při dlouhodobém působení a omezené schopnosti síťování, ale po-

zitivní je nepřítomnost chemických látek. Nejvíce se používalo i používá testování účinků 

na kůži v kožedělném a kosmetickém průmyslu.   

Literatura zmiňuje použití rozpustných hydrolyzátů elastinu k síťování kolagenu pro biome-

dicínské aplikace. Síťující účinky keratinového hydrolyzátu nejsou v současné literatuře 

zmiňovány. 

Cílem této práce je připravit filmy z kolagenního gelu s přídavkem kolagen-elastinového a 

keratinového hydrolyzátu, připravit filmy z kolagenního gelu s přídavkem kolagen-elastino-

vého hydrolyzátu a glutaraldehydu a keratinového hydrolyzátu s glutaraldehydem. Dále vy-

hodnotit stupeň zesítění kolagenních filmů dostupnými metodami. Srovnat síťující účinky 

samotných hydrolyzátů a hydrolyzátů v kombinaci s glutaraldehydem a navrhnout optimální 

podmínky síťování. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 MATERIÁLY A METODY 

5.1 Materiál, přístroje, pomůcky a chemikálie  

Jako materiál k zesítění jsem použila kolagenní disperzi, kolagen-elastinový hydrolyzát, ke-

ratinový hydrolyzát a glutaraldehyd. 

Kolagenní gel: Silně viskózní kolagenní gel připravený ze škáry hovězího dobytka. Doda-

vatel: VUP Medical Brno, Č. R. Bílkovinná disperze se skladovala v chladničce při 6±1 °C. 

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

Kolagen-elastinový hydrolyzát: Práškový kolagen-elastinový hydrolyzát (světle žluté 

barvy) vyrobený z hovězích vazovic. Dodavatel: NANJING MSN Chemical Co., Ltd., Jian-

gSu, Č. L. R. Charakteristika: obsah bílkovin 92,5 %, obsah vlhkosti 3,5 %, obsah popelovin 

4,0 %. 

Keratinový hydrolyzát: Práškový keratinový hydrolyzát (krémové barvy) vyrobený z drů-

bežího peří. Dodavatel: CN Lab Nutrition, Asian Group, Shaanxi, Č. L. R. Charakteristika: 

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

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

Pro vyhodnocení zvolených charakteristických vlastností byly použity následující pomůcky 

a chemikálie: mikrometr SOMET (Československo, ČSN 2514), topná deska IKA C‒MAG 

HS 7 (Německo), kádinka, kalibrovaná zkumavka, závažíčko, topná deska SCHOTT 

GERӒTE GMBH (Německo), Satellite FTIR (Mattson, Německo), sušárna MEMMERT 

ULP 400 (Německo), analytické váhy KERN 770 (Německo), destilovaná voda, kádinka, 

plastová pinzeta, filtrační papír, závaží 5 g, dvě plastové desky formátu A4, pinzeta s plo-

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

5.2 Plán experimentů a statistická analýza 

Na principu faktorových pokusů, které umožňují efektivní posouzení mechanických vlast-

ností kolagenního gelu s vybranými síťovadly, jsem pro interakci zvolila 2 technologické 

faktory: faktor A (množství síťovadla) a faktor B (doba zrání). Tyto faktory poskytnou in-

formace o limitech a problematických místech při síťování v minimálním množství experi-

mentů [45]. Statistická analýza se provedla programem Minitab 15. 
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5.3 Metody na hodnocení stupně zesítění 

Pro vyhodnocení stupně zesítění jsem stanovila teplotu smrštění, stupeň zbotnání a změnu 

plochy, sušinu, FTIR a mechanické vlastnosti. 

5.3.1 Stanovení teploty smrštění 

Tělísko z připraveného filmu (o rozměrech 50×6 mm) se závažíčkem se zavěsilo na háček, 

ponořilo do vody a měřila se délka prodloužení po dobu 4 minut bez zahřívání. Po uplynutí 

4 minut se aparatura zahřívá rychlostí 3,3‒4,2 °C/min. Sledovala se teplota počátku smrštění 

tělíska o 0,5‒1 mm své délky. Zkouška pokračuje, dokud se tělísko nepřetrhne, závažíčko 

neutrhne nebo dosažení vysokých teplot (obvykle 80‒90 °C). Stanovuje se dle normy ČSN 

79 38 41, která je analogická normě o stanovení teploty smrštění usní.  

5.3.2 Botnací test 

Vzorek s přesně definovanými rozměry a hmotností (20×20 mm) se inkubovala ve vodní 

lázni po dobu 1 hodiny. V průběhu inkubace se vzorek několikrát změřil a zvážil. Z hodnot 

se následně vypočítal stupeň zbotnání a změna plochy vzorku. 

Stupeň zbotnání (SZ) se vyjádří jako násobek přírůstku hmotnosti vzorku ‒ podle vzorce 

(rovnice č.1): 

𝑆𝑍 =
𝑚𝑁

𝑚𝑠
                                         (1)                                                                                                               

Změna plochy vzorku (ZP) se vypočte podle vzorce (rovnice č.2): 

𝑍𝑃 = (
𝑃𝑁

𝑃𝑆
∗ 100) − 100 [%]         (2)                                                                                          

Kde mN je hmotnost nabotnalého vzorku [g], mS je hmotnost suchého vzorku [g], PN je plo-

cha nabotnalého vzorku [%] a PS je plocha suchého vzorku [%]. 

5.3.3 FTIR 

Zapnul se FTIR spektrometr a na počítači se spustil program Winfirst. Zobrazí se tlačítko 

SCAN. Nastavil se Spectrometer Setup: 3 opakování, rozsah měření 600‒4000 cm-1 a v typu 

IR dat se vybrala absorbance nebo transmitance. Pro nastavení pozadí nebyl v komoře žádný 

vzorek. V ovládacích panelech se nastavil BACKGROUND a stiskl SCAN. Po skončení 

měření se zobrazil spektrum. Do komory se vložil vzorek a v ovládacích panelech se zvolil 

SAMPLES a stiskl SCAN. Po skončení měření se zobrazilo spektrum vzorku.     
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5.3.4 Stanovení mechanických vlastností 

Metodika byla převzata ze zkušebních předpisů podnikových laboratoří koželužen TOMA 

Otrokovice (dr. Vaculík, 1993). Přístroj, jenž byl použit je Instron Mini 55 (Instron, 

Norwood, MA, U. S. A). Ze zkoušených filmů byly vystřiženy tělesa o rozměrech 

140×15 mm, které se pak upnula do čelistí přístroje (vzdálenost čelistí byla 50 mm). Rych-

lost posunu čelistí 50 mm/min. Každé stanovení bylo provedeno 3×. Výsledky jsou prezen-

továny jako aritmetický průměr se směrodatnou odchylkou. 

5.3.5 Stanovení sušiny 

Malý kousek filmu se zvážil, nastříhal na drobné částečky a sušil po dobu nejméně 4 hodin. 

Po této době se opět zvážil a vypočítal obsah sušiny (w) podle vzorce (rovnice č.3): 

𝑤 =
𝑚1

𝑚0
∙ 100 %                                       (3)                                                                                                   

Kde mo je počáteční hmotnost vzorku [g] a m1 je hmotnost vzorku po sušení [g]. 
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6 POSTUP PRÁCE 

V následujícím textu jsou popsány postupy při síťování kolagen-elastinovým hydrolyzátem 

(KEH), kolagen-elastinovým hydrolyzátem s glutaraldehydem (KEH+GA), keratinovým 

hydrolyzátem (KH) a keratinovým hydrolyzátem s glutaraldehydem (KH+GA). 

6.1 Interakce vláknitého kolagenu s kolagen-elastinovým hydrolyzá-

tem 

Dané množství kolagenní hmoty se důkladně zamíchalo se síťovadlem KEH v množství 

podle faktoru A (5‒10‒15 %). Reakční směs se poté nechala zrát v lednici (6±1 °C) po dobu 

dle faktoru B (1, 3 a 5 dnů). Po uplynutí doby zrání se na PMMA destičkách z reakční směsi 

připravily filmy, které se pak sušily ve 3 stupních: 12 minut při 40 °C, zvýšení teploty na 

60 °C (3 °C/min), a následné sušení po dobu 12 minut, zvýšení teploty na 80 °C (2,8 °C/min), 

a následné sušení po dobu 12 minut. Usušené filmy se poté z destiček odstranily a uchová-

valy v PE sáčcích. Filmy byly transparentní a měly světle béžovou barvu. 

6.2 Interakce vláknitého kolagenu s kolagen-elastinovým hydrolyzá-

tem a glutaraldehydem 

Dané množství kolagenní hmoty se důkladně zamíchalo se síťovadlem KEH v množství 

podle faktoru A (3‒6‒9 %). Reakční směs se poté nechala zrát v lednici (6±1 °C) po dobu 

dle faktoru B (1, 2 a 3 dny). Po uplynutí doby zrání se do reakční směsi vmíchalo 0,5 % GA 

a nechalo zrát v lednici dalších 60 minut. Na PMMA destičkách z reakční směsi připravily 

filmy, které se pak sušily ve 3 stupních: 12 minut při 40 °C, zvýšení teploty na 60 °C 

(3 °C/min), a následné sušení po dobu 12 minut, zvýšení teploty na 80 °C (2,8 °C/min), a 

následné sušení po dobu 12 minut. Usušené filmy se poté z destiček odstranily a uchovávaly 

v PE sáčcích. Filmy byly transparentní a měly světle béžovou barvu. 

6.3 Interakce vláknitého kolagenu s keratinovým hydrolyzátem 

Dané množství kolagenní hmoty se důkladně zamíchalo se síťovadlem KH v množství podle 

faktoru A (3‒7,5‒12 %). Reakční směs se poté nechala zrát v lednici (6±1 °C) po dobu dle 

faktoru B (1, 3 a 5 dnů). Po uplynutí doby zrání se na PMMA destičkách z reakční směsi 

připravily filmy, které se pak sušily ve 3 stupních: 12 minut při 40 °C, zvýšení teploty na 

60 °C (3 °C/min), a následné sušení po dobu 12 minut, zvýšení teploty na 80 °C (2,8 °C/min), 
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a následné sušení po dobu 12 minut. Usušené filmy se poté z destiček odstranily a uchová-

valy v PE sáčcích. Filmy byly transparentní a měly světle béžovou barvu. 

6.4 Interakce vláknitého kolagenu s keratinovým hydrolyzátem a 

glutaraldehydem 

Dané množství kolagenní hmoty se důkladně zamíchalo se síťovadlem KH v množství podle 

faktoru A (2‒5‒8 %). Reakční směs se poté nechala zrát v lednici (6±1 °C) po dobu dle 

faktoru B (1, 2 a 3 dny). Po uplynutí doby zrání se do reakční směsi vmíchalo 0,5 % GA a 

nechalo zrát v lednici dalších 60 minut. Na PMMA destičkách z reakční směsi připravily 

filmy, které se pak sušily ve 3 stupních: 12 minut při 40 °C, zvýšení teploty na 60 °C 

(3 °C/min), a následné sušení po dobu 12 minut, zvýšení teploty na 80 °C (2,8 °C/min), a 

následné sušení po dobu 12 minut. Usušené filmy se poté z destiček odstranily a uchovávaly 

v PE sáčcích. Filmy byly transparentní a měly lehce tmavší béžovou barvu. 
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7 VÝSLEDKY A DISKUZE 

V následujícím textu jsou zobrazeny výsledky zesítění kolagen-elastinovým hydrolyzátem 

(KEH), kolagen-elastinovým hydrolyzátem s glutaraldehydem (KEH+GA), keratinovým 

hydrolyzátem (KH) a keratinovým hydrolyzátem s glutaraldehydem (KH+GA). 

7.1 Síťování vláknitého kolagenu kolagen-elastinovým hydrolyzá-

tem  

Tabulka č.2 ‒ Souhrnné výsledky ukazatelů zesítění kolagenního gelu síťovaného 

KEH. 
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7.1.1 Teplota smrštění 

V tabulce č.3 jsou zobrazené prodloužení/smrštění filmů v podélném a příčném směru.  

Tabulka č.3‒ Prodloužení/smrštění filmů síťovaných KEH v podélném a příčném 

směru. 
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Teplota smrštění (Ts) v podélném směru je popsána regresní rovnicí:  

Ts podélné (°C) = 57,5 - 0,0400 KEH (%) - 0,400 Zrání (dny) 

  (a)                                                                    (b) 

531

57,0

56,5

56,0

55,5

55,0

Zrání (dny)

T
s
 p

o
d
é

ln
é

 (
°
C

)

5

10

15

(%)

KEH

 

5

1

155

Zrání (dny)

KEH (%)

54,8

55,0

56,957,0

55,7

střední hodnota

limitní hodnoty

 

(c) 

15

55

10

56

1,0

57

2,5 5
4,0

5,5

Ts podélné (°C)

KEH (%)

Zrání (dny)

 

Obrázek č.31 ‒ Vliv přídavku KEH a doby zrání na Ts v podélném směru při síťo-

vání KEH. 

Grafické znázornění teploty smrštění v podélném směru (a) ukazuje snížení teploty při mi-

nimálním i maximálním přídavku. Nejvýraznější pokles byl u maximálního přídavku (15 % 

KEH). Nejvyšší teplotou smrštění (b) byla 57,0 °C (5 % KEH po 1 dni zrání), nejnižší tep-

lotou byla 54,8 °C (10 % po 2 dnech zrání). Ve 3D grafu (c) můžeme vidět postupný pokles 

teploty v závislosti na čase. Nejvyšších hodnot teplot smrštění se dosáhlo při 1 dni zrání. 

S delší dobou se teplota smrštění v podélném směru zhoršovala. 
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Teplota smrštění v příčném směru je popsána v rovnici: 

Ts příčné (°C) = 60,3 - 0,0050 KEH (%) - 0,312 Zrání (dny) 
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Obrázek č.32 ‒ Vliv přídavku KEH a doby zrání na Ts v příčném směru při síťo-

vání KEH. 

Na obrázku (a) je zobrazeno snížení teploty smrštění v příčném směru u všech koncentrací.  

Nejnižší přídavek (5 % KEH) má mírný pokles teploty, výrazný pokles teploty byl u nej-

vyššího přídavku (15 % KEH). Kubický graf (b) ukazuje maximální teplotu (60,5 °C) při 

15 % KEH po 1 dni zrání a minimální teplotu (58,3 °C) při 15 % KEH po 5 dnech zrání. Na 

3D grafu (c) je zobrazeno, že nejvyšší teploty smrštění pro všechny přídavky KEH je dosa-

ženo po 1 dni zrání. Poté teplota klesala.  
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7.1.2 Mechanické vlastnosti  

Tahová síla při přetržení (F) je popsána následující regresní rovnicí: 

F (N) = 1,16 - 0,0350 KEH (%) + 0,062 Zrání (dny) 
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Obrázek č.33 ‒ Vliv přídavku KEH a doby zrání na tahovou sílu při síťování 

KEH. 

Na grafu (a) je ukázáno postupné zvyšování tahové síly při přetržení při všech přídavcích 

KEH po delším čase zrání.  Maximální přídavek KEH (15 %) zvyšovala tahovou sílu mírněji 

než minimální přídavek (5 %). Tahová síla na obrázku (b) dosáhla maxima (1,7 N) při 10 % 

KEH po 2 dnech zrání a minima (0,6 N) při 15 % po 1 dni zrání. Ve 3D grafu (c) jsou 

zobrazena vysoké tahové síly po delším čase zrání.  
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Poměrné prodloužení při přetržení (ε) je popsáno rovnicí:  

ε (%) = 139 - 3,67 KEH (%) + 0,04 Zrání (dny) 
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Obrázek č.34 ‒ Vliv přídavku KEH a doby zrání na poměrné prodloužení při síťo-

vání KEH. 

Poměrné prodloužení při přetržení v grafu (a) s dobou zrání při nejnižším přídavku KEH 

(5 %) mírně klesá, při přídavku 15 % KEH mírně stoupá. Kubické zobrazení (b) ukazuje 

jako maximální prodloužení 135,7 % (10 % KEH po 2 dnech zrání) a jako minimální 71,2 % 

(15 % KEH po 1 dni zrání). Ve 3D grafu (c) je ukázáno, že doba zrání pro přídavek 5 % 

KEH zhoršuje poměrné prodloužení při přetržení, ale při přídavku 15 % KEH dochází ke 

zlepšování hodnot poměrného prodloužení.    
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7.1.3 FTIR 

Tabulka č.4 ‒ Odlišnosti charakteristických píků filmů č.1‒7 síťovaných KEH s 

píky filmu bez síťovadla. 
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Obrázek č.35 ‒ FTIR spektrum kolagenního filmu bez síťovadla, KEH a kolagen-

ního filmu síťovaného KEH. 

 

V tabulce č.4 je ukázáno, že charakteristické vibrace pro ‒OH skupiny (3650‒3200 a   

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

piny ‒CH2 a ‒CH3 (1455 cm-1) zmizely, nebo byly slabé, což indikuje, že KEH reagoval s 

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

na reakci kolagenu s KEH. Vibrace amidové III vazby (1204 cm-1) se zvýšila. 

KEH-alkalicky typ,A.Markov a

KEH-alkalicky typ, A. Markov a, Exp. è.1

1000150020002500300035004000

kombinace sietov adiel, DAS + GA, Rentkov a, bez sietov adla

Wav enumbers

%

 

T

r

a

n

s

m

i

t

t

a

n

c

e

 

T
ra

n
sm

it
ac

e 
(%

) 

Vlnová délka (cm-1) 

 

KEH (5 %), 1 den zrání 

 KEH 

Bez síťovadla 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 54 

 

7.1.4 Botnací test 

 

Obrázek č.36‒ Stupeň zbotnání filmů při 26 °C.  

 

Obrázek č.37‒ Stupeň zbotnání filmů při 80 °C. 

Při 26 °C nejvíce zbotnal kolagenní gel bez síťovadla. Jako nejvhodnější síťovadlo se ukázal 

GA. Vhodným síťovadlem je i experiment č.6 (2 % KEH po 1 dni zrání). Experimenty se na 

začátku botnacího testu lišily mezi sebou jen o desetiny stupňů zbotnání. Tento trend pokra-

čoval během celého testu až do konce. Test při 80 °C ukázal největší stupeň zbotnání u ko-

lagenního gelu bez síťovadla. GA společně s experimentem č.3 (15 % KEH po 1 dni zrání) 

měl nejmenší stupeň zbotnání. Na začátku experimentu měly všechny koncentrace téměř 

stejné stupně zbotnání. V průběhu experimentu začaly mezi nimi být větší rozdíly.  
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Obrázek č.38‒ Změna plochy filmů při 26 °C.  

 

Obrázek č.39‒ Změna plochy filmů při 80 °C.  

Při 26 °C se plocha změnila jen u kolagenního filmu bez síťovadla. U žádného z experimentů 

a kolagenního filmu síťovaného GA, nedošlo ke změně plochy.  Nejmenší změna plochy při 

80 °C byla u kolagenního gelu síťovaného GA a kolagenního film bez síťovadla. Experiment 

č.3 (15 % KEH po 1 dni zrání) se ukázal jako nejméně vhodný. Ke zmenšení plochy dochá-

zelo ihned po 1 minutě. Další zmenšení plochy filmů bylo po 16 minutě, a poté byly stabilní. 
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7.2 Síťování vláknitého kolagenu kolagen-elastinovým hydrolyzá-

tem a glutaraldehydem 

Tabulka č.5 ‒ Souhrnné výsledky ukazatelů zesítění kolagenního gelu síťovaného 

KEH a GA. 
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7.2.1 Teplota smrštění 

V tabulce č.6 jsou zobrazené prodloužení/smrštění filmů v podélném a příčném směru. 

Tabulka č.6 ‒ Prodloužení/smrštění filmů síťovaných KEH a GA v podélném a 

příčném směru. 

P
ro

d
lo

u
že

n
í 

(-
)/

sm
rš

tě
n

í 
(+

) 
fi

lm
u

 v
 p

ří
čn

ém
 s

m
ěr

u
 

T
 –

 9
0

 °
C

 

(m
m

) 

0
 

0
 

0
 

0
 

+
0

,7
 

0
 

0
 

T
z 

–
 t

ep
lo

ta
, 
p

ři
 k

te
ré

 s
e
 s

y
st

ém
 z

a
ča

l 
za

h
ří

v
a
t;

 T
s 

–
 t

ep
lo

ta
, 

p
ři

 k
te

ré
 s

e 
fi

lm
 z

a
ča

l 
sm

rš
ť

o
v

a
t;

 T
 –

 t
ep

lo
ta

 u
k

o
n

če
n

í 

sm
rš

ť
o

v
á

n
í 

fi
lm

u
, 
*
*

 f
il

m
 s

e
 p

ři
 z

k
o
u

šc
e 

u
tr

h
l;

 

T
s 

–
 T

 

(m
m

) 

+
2

,0
(T

=
7

2
,0

 °
C

) 

+
7

,0
(T

=
7

0
,0

 °
C

) 

+
1

0
,4

(T
=

7
2

,0
 °

C
) 

+
2

,6
(T

=
7

2
,4

 °
C

) 

+
3

,9
(T

=
6

3
,5

 °
C

) 

+
9

,8
(T

=
7

5
,3

 °
C

) 

+
5

,2
(T

=
6

6
,3

 °
C

) 

T
z 

–
 T

s 

(m
m

) 

0
 

0
 

0
 

-2
,0

 

-2
,0

 

-2
,6

 

-1
,3

 

4
 m

in
 

b
ez

 z
á
-

h
ře

v
u

 p
ři

 

p
o
k

o
jo

v
é 

te
p

lo
tě

 

(m
m

) 

-4
,0

 

0
 

-1
,3

 

-2
,0

 

-1
,3

 

-2
,0

 

-2
,6

 

P
ro

d
lo

u
že

n
í 

(-
)/

sm
rš

tě
n

í 
(+

) 
fi

lm
u

 v
 p

o
d

él
n

ém
 

sm
ěr

u
 

T
 –

 9
0
 °

C
 

(m
m

) 

0
 

0
 

0
 

0
 

0
 

+
0
,7

 

0
 

T
s 

–
 T

 

(m
m

) 

+
1
5
,5

(T
=

7
7
,4

 °
C

) 

+
1
4
,0

 

+
1
6
,9

(T
=

7
4
,4

 °
C

) 

+
1
6
,3

(T
=

7
3
,6

 °
C

) 

+
1
5
,6

(T
=

7
4
,0

 °
C

) 

+
1
6
,3

(T
=

6
6
,3

 °
C

) 

+
1
5
,0

(T
=

7
8
,4

 °
C

) 

T
z 

–
 T

s 

(m
m

) 

0
 

0
 

0
 

0
 

0
 

0
 

-0
,7

 

4
 m

in
 

b
ez

 z
á
-

h
ře

v
u

 p
ři

 

p
o

k
o

jo
v

é 

te
p

lo
tě

 

(m
m

) 

-1
,8

 

0
 

-2
,6

 

-1
,3

 

-1
,3

 

-1
,3

 

-2
,0

 

E
x
p

er
i-

m
en

t 
č.

 

B
ez

 s
íť

o
-

v
a
d

la
 

2
 %

 G
A

 

1
 

2
 

3
 

4
 

5
 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 58 

 

Teplota smrštění (Ts) v podélném směru je popsána regresní rovnicí: 

Ts podélné (°C) = 59,8 - 0,492 KEH+GA (%) - 0,575 Zrání (dny) 
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Obrázek č.40 ‒ Vliv přídavku KEH a doby zrání na Ts v podélném směru při síťo-

vání KEH a GA. 

Grafické znázornění teploty smrštění v podélném směru (a) ukazuje snížení teploty při nej-

nižších přídavcích. Při nejvyšším přídavku teplota mírně stoupá. Nejvyšší teplotou smrštění 

(b) byla 59,0 °C (3 % KEH po 1 dni zrání) a nejnižší byla 54,0 °C (6 % KEH po 2 dnech 

zrání). Ve 3D grafu (c) můžeme vidět postupný pokles teploty pro přídavku 3 % KEH v zá-

vislosti na čase. Teplota smrštění v podélném směru se pro přídavek 9 % KEH s delší dobou 

zrání zvyšuje.  
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Teplota smrštění v příčném směru je popsána regresní rovnicí: 

Ts příčné (°C) = 52,5 + 0,417 KEH+GA (%) + 2,25 Zrání (dny) 

    (a)                                                              (b) 
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Obrázek č.41 ‒ Vliv přídavku KEH a doby zrání na Ts v příčném směru při síťo-

vání KEH a GA. 

Na obrázku (a) je zobrazeno výrazné zvýšení teploty smrštění v příčném směru u všech pří-

davcích. Teplota nejnižšího přídavku (3 % KEH) se zvyšuje mírněji než nejvyššího přídavku 

(9 % KEH). Kubický graf (b) ukazuje maximální teplotu (62,2 °C) při 3 % KEH po 3 dnech 

zrání a minimální (55,1 °C) při 3 % KEH po 1dni zrání. Na 3D grafu (c) je zobrazeno, že 

nejvyšší teploty smrštění se dosáhlo po 3 dnech zrání.  
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7.2.2 Mechanické vlastnosti 

Tahová síla při přetržení (F) je popsána regresní rovnicí: 

F (N) = 1,78 - 0,0667 KEH+GA (%) + 0,150 Zrání (dny) 
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Obrázek č.42 ‒ Vliv přídavku KEH a doby zrání na tahovou sílu při síťování KEH 

a GA. 

Na grafu (a) je ukázáno zvýšení tahové síly při přetržení při nejnižším přídavku KEH (3 %). 

Nejvyšší přídavek KEH (9 %) se s delší dobou zrání nezměnila. Tahové síla (b) dosahuje 

maxima (2,2 N) při 3 % KEH po 3 dnech zrání a minima (1,5 N) při 9 % KEH po 1 a 3 dnech 

zrání. Ve 3D grafu (c) je zobrazena vysoká tahová síla při přetržení po delším čase zrání při 

nejnižším přídavku. Krátký čas zrání (1 den) tahovou sílu nezvyšoval. 
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Poměrné prodloužení při přetržení (ε) je popsána regresní rovnicí: 

ε (%) = 143 - 0,333 KEH+GA (%) - 2,60 Zrání (dny) 

                                 (a)                                                               (b) 
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Obrázek č.43 ‒ Vliv přídavku KEH a doby zrání na poměrné prodloužení při síťo-

vání KEH a GA. 

Poměrné prodloužení při přetržení v grafu (a) s dobou zrání při nejnižším přídavku KEH 

(3 %) mírně klesá, při nejvyšším přídavku KEH (9 %) klesá výrazně. Kubické zobrazení (b) 

ukazuje jako maximální prodloužení 138,8 % (9 % KEH po 1 dni zrání) a jako minimální 

129,5 % (9 % po 3 dnech zrání). Ve 3D grafu (c) je ukázáno, že doba zrání pro všechny 

přídavky KEH zhoršuje poměrné prodloužení při přetržení. Největší pokles byl u 9 % KEH.  
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7.2.3 FTIR 

Tabulka č.7 ‒ Odlišnosti charakteristických píků filmů č.1‒5 síťovaných KEH a 

GA s píky filmu bez síťovadla. 
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Obrázek č.44 ‒ FTIR spektrum kolagenního filmu bez síťovadla, KEH, kolagen-

ního filmu síťovaného 0,5 % GA a kolagenního filmu síťovaného KEH a GA. 

 

V tabulce č.7 je ukázáno, že charakteristické vibrace pro ‒OH skupiny (3650‒3200 cm-1) 

vymizely. Amidová I vazba (1635 cm-1), amidová II vazba (1550 cm-1) a alifatická skupina 

‒CH2 a ‒CH3 (1455 cm-1) byla slabá nebo stejná, což indikuje, že KEH reagoval s kolagenem 

částečně nebo vůbec. Vibrace amidové III vazby (1204 cm-1) se zvýšila reakcí KEH s kola-

genem. Obsah ‒NH2 skupin kolagenu zůstal nezměněn (1080 cm-1). 
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7.2.4 Botnací test 

 

Obrázek č.45 ‒ Stupeň zbotnání filmů při 26 °C. 

  

Obrázek č.46 ‒ Stupeň zbotnání filmů při 80 °C. 

Při 26 °C nejvíce zbotnal kolagenní gel bez síťovadla. Nejvhodnější síťovadlo je GA. Vhod-

ným síťovadlem se ukázaly i experiment č.1 (3 % KEH po 1 dni zrání), experiment č.3 (9 % 

KEH po 1 dni zrání) a experiment č.5 (6 % KEH po 2 dnech zrání). Experimenty měly na 

začátku téměř stejné stupně zbotnání. Experimenty se 3 dny zrání měly stejné stupně 

zbotnání, stejně jako experimenty s menší dobou zrání. Test při 80 °C ukázal největší stupeň 

zbotnání u kolagenního gelu bez síťovadla. Nejméně zbotnal kolagenní gel s GA. Po 1 mi-

nutě testu se experimenty lišily jen o pár desetin stupňů zbotnání. Po 16 minutě docházelo 

mezi experimenty k větším rozdílům. 
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Obrázek č.47 ‒ Změna plochy filmů při 26 °C. 

 

Obrázek č.48 ‒ Změna plochy filmů při 80 °C. 

Při 26 °C se plocha změnila jen u kolagenního filmu bez síťovadla. U žádného z experimentů 

a kolagenního filmu síťovaného GA, nedošlo ke změně plochy. Nejmenší změna plochy při 

80 °C byla u kolagenního gelu síťovaného GA. Do 16 minuty patřil mezi nejlepší i kolagenní 

gel bez síťovadla. Experiment č.2 (3 % KEH po 3 dnech zrání) a experiment č.1 (3 % KEH 

po 1 dni zrání) se ukázaly jako nejméně vhodné. V průběhu testu se rozdíly ve změně plochy 

jednotlivých experimentů začaly mírnit a sjednocovat. Po 36 minutě se plochy neměnily a 

byly téměř totožné. 
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7.3 Síťování vláknitého kolagenu keratinovým hydrolyzátem 

Tabulka č.8 ‒ Souhrnné výsledky ukazatelů zesítění kolagenního gelu síťovaného 
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7.3.1 Teplota smrštění 

V tabulce č.9 jsou zobrazené prodloužení/smrštění filmů v podélném a příčném směru. 

Tabulka č.9 ‒ Prodloužení/smrštění filmů síťovaných KH v podélném a příčném 

směru. 
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Teplota smrštění (Ts) v podélném směru je popsána regresní rovnicí: 

Ts podélné (°C) = 57,7 - 0,039 KH (%) - 0,113 Zrání (dny) 
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Obrázek č.49 ‒ Vliv přídavku KH a doby zrání na Ts v podélném směru při síťo-

vání KH. 

Grafické znázornění teploty smrštění v podélném směru (a) ukazuje snížení teploty při mi-

nimálním přídavku. Doba zrání u nejvyššího přídavku (12 % KH) teplotu smrštění nezmě-

nila. Nejvyšší teplotou smrštění (b) byla 58,3 °C (7,5 % KH po 3 dnech zrání), nejnižší byla 

56,5 °C (3 % KH po 5 dnech zrání). Ve 3D grafu (c) můžeme vidět prudký pokles teploty 

v závislosti na čase při přídavku 3 % KH. Nejvyšších hodnot teplot smrštění se dosáhlo po 

3 dnech zrání (7,5 % KH) a při 1 dni zrání (3 % KH).  



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 69 

 

Teplota smrštění v příčném směru je popsána regresní rovnicí: 

Ts příčné (°C) = 63,6 - 0,039 KH (%) - 0,51 Zrání (dny) 

 (a)                                                             (b) 

531

65

64

63

62

61

60

59

58

57

56

Zrání (dny)

T
s
 p
ří
č
n
é

 (
°
C

)

3,0

7,5

12,0

KH (%)

 

5

1

123

Zrání (dny)

KH (%)

56,8

61,2

64,663,6

62,9

střední hodnota

limitní hodnoty

 

(c) 

12

9
58

60

62

6
1,0

64

2,5 3
4,0

5,5

Ts příčné (°C)

KH (%)

Zrání (dny)  

Obrázek č.50 ‒ Vliv přídavku KH a doby zrání na Ts v příčném směru při síťování 

KH. 

Na obrázku (a) je zobrazeno snížení teploty smrštění v příčném směru u všech přídavcích.  

Nejnižší přídavek (3 % KH) má mírný pokles teploty, výrazný pokles teploty byl u nej-

vyššího přídavku (12 % KH). Kubický graf (b) ukazuje maximální teplotu (64,6 °C) při 12 % 

KH po 1 dni zrání a minimální (56,8 °C) při 7,5 % KH po 3 dnech zrání. Na 3D grafu (c) je 

zobrazeno, že nejvyšší teploty smrštění pro všechny přídavky KH je dosaženo po 1 dni zrání. 

Poté teplota smrštění v příčném směru klesala. 
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7.3.2 Mechanické vlastnosti  

Tahová síla při přetržení (F) je popsána regresní rovnicí: 

F (N) = 0,980 - 0,0333 KH (%) + 0,0500 Zrání (dny) 
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Obrázek č.51 ‒ Vliv přídavku KH a doby zrání na tahovou sílu při síťování KH. 

Na grafu (a) je ukázáno výrazné zvýšení tahové síly při přetržení při nejnižším přídavku KH 

(3 %).  Tahová síla se při přídavku 12 % KH nezměnila. Tahová síla (b) dosahuje maxima 

(1,2 N) při 3 % KH po 5 dnech zrání a minima (0,7 N) při 12 % po 1 a 3 dnech zrání. Ve 3D 

grafu (c) je zobrazení zvýšení tahové síly při přetržení po delším čase zrání při 3 % KH. 

Krátký čas zrání (1 den) tahovou sílu nezvyšoval. 
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Poměrné prodloužení při přetržení (ε) je popsána regresní rovnicí: 

ε (%) = 148 - 4,99 KH (%) + 2,45 Zrání (dny) 
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Obrázek č.52 ‒ Vliv přídavku KH a doby zrání na poměrné prodloužení při síťování KH. 

Poměrné prodloužení při přetržení v grafu (a) s dobou zrání při nejnižším přídavku KH (3 %) 

stoupá, při nejvyšším přídavku KH (12 %) mírně klesá. Kubické zobrazení (b) ukazuje jako 

maximální prodloužení 155,6 % (3 % KH po 5 dnech zrání) a jako minimální 95,4 % (12 % 

po 5 dnech zrání). Ve 3D grafu (c) je ukázáno, že doba zrání pro 3 % KH zhoršuje poměrné 

prodloužení při přetržení, ale při přídavku 12 % KH dochází ke zlepšování hodnot poměr-

ného prodloužení.   
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7.3.3 FTIR 

Tabulka č.10 ‒ Odlišnosti charakteristických píků filmů č. 1‒5 síťovaných KH 

s píky filmu bez síťovadla. 
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Obrázek č.53 ‒ FTIR spektrum kolagenního filmu bez síťovadla, KH a kolagen-

ního filmu síťovaného KH. 

 

V tabulce č.10 je ukázáno, že charakteristické vibrace pro ‒OH skupiny (3650‒3200 a  

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

piny ‒CH2 a ‒CH3 (1455 cm-1) zmizely, nebo byly slabé, což indikuje, že KH reagoval s 

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

na reakci kolagenu s KH. 
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7.3.4 Botnací test 

 

Obrázek č.54 ‒ Stupeň zbotnání filmů při 26 °C. 

 

Obrázek č.55 ‒ Stupeň zbotnání filmů při 80 °C. 

Při 26 °C nejvíce zbotnal kolagenní gel bez síťovadla. Jako nejvhodnější síťovadlo se ukázal 

GA. Vhodným síťovadlem je i experiment č.1 (3 % KH po 1 dni zrání) a experiment č.3 

(12 % KH po 1 dni zrání). Test při 80 °C ukázal největší stupeň zbotnání u kolagenního gelu 

bez síťovadla. GA měl nejmenší stupeň zbotnání. Na začátku testu byly stupně zbotnání u 

všech koncentrací KH téměř totožné. Nejvíce GA přiblížil experiment č.1. 
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Obrázek č.56 ‒ Změna plochy filmů při 26 °C. 

 

Obrázek č.57 ‒ Změna plochy filmů při 80 °C. 

Při 26 °C se plocha změnila jen u kolagenního filmu bez síťovadla. U žádného z experimentů 

a kolagenního filmu síťovaného GA, nedošlo ke změně plochy.  Nejmenší změna plochy při 

80 °C byla u kolagenního gelu síťovaného GA a kolagenního film bez síťovadla. Experiment 

č.3 (12 % KEH po 1 dni zrání) se ukázal jako nejméně vhodný. Už od začátku testu byly 

mezi experimenty rozdíly. Plocha se během experimentu příliš neměnila. 
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7.4 Síťování vláknitého kolagenu keratinovým hydrolyzátem a glu-

taraldehydem 

Tabulka č.11 ‒ Souhrnné výsledky ukazatelů zesítění kolagenního gelu síťovaného 

KH a GA. 

ε 
(%

) 

9
8
,5

 

1
4
6
,0

 

1
5
9
,5

 

1
4
5
,2

 

1
4
4
,8

 

1
2
3
,6

 

1
3
3
,8

 

F
 ‒

 t
a

h
o
v
á
 s

íl
a
 p

ři
 p

ře
tr

že
n

í;
 σ

 ‒
 s

m
ěr

o
d

a
tn

á
 o

d
ch

y
lk

a
 p

ro
 t

a
h

o
v
o
u

 s
íl

u
 p

ři
 p

ře
tr

ž
en

í;
  
  
  
  
  
  
  
 

ε 
‒
 p

o
m

ěr
n

é 
p

ro
d

lo
u

že
n

í 
p

ři
 p

ře
tr

že
n

í 

σ
 

2
1
,3

 

1
3
,3

 

1
2
,4

 

2
0
,8

 

5
,4

 

2
1
,3

 

2
0
,6

 

F
 (

N
) 

0
,5

 

5
,3

 

2
,7

 

2
,7

 

2
,4

 

1
,9

 

2
,1

 

T
s 

p
ří

čn
é 

(°
C

) 

4
8
,0

 

5
2
,1

 

6
1
,4

 

5
3
,4

 

5
7
,9

 

6
1
,4

 

5
9
,2

 

T
s 

p
o
-

d
él

n
é 

(°
C

) 

4
9
,5

 

5
2
,2

 

5
3
,4

 

5
4
,4

 

5
4
,8

 

5
6
,0

 

5
2
,1

 

T
lo

u
šť

k
a
 

fi
lm

u
 (

m
m

) 

0
,0

6
5
±

0
,0

0
5

 

0
,0

5
0
±

0
,0

0
5

 

0
,0

7
0
±

0
,0

0
2

 

0
,0

8
3
±

0
,0

0
2

 

0
,0

5
8
±

0
,0

0
3

 

0
,0

7
0
±

0
,0

0
4

 

0
,0

6
9
±

0
,0

0
1

 

O
b

sa
h

 

su
ši

n
y
 

fi
lm

u
 

(%
) 

8
8
,0

 

9
4
,8

 

9
1
,5

 

9
2
,0

 

9
1
,7

 

9
1
,8

 

9
0
,6

 

F
a
k

to
r 

B
, 
D

o
b

a
 

zr
á
n

í 
k

o
-

la
g
en

n
í 

h
m

o
ty

 

(d
n

y
) 

B
ez

 s
íť

o
v
a
d

la
 

2
 %

 G
A

 

1
 

3
 

1
 

3
 

2
 

F
a

k
to

r 

A
, 

M
n

o
ž-

st
v
í 

K
H

 

(%
) 

2
 

2
 

8
 

8
 

5
 

E
x
p

er
i-

m
en

t 
č.

 

1
 

2
 

3
 

4
 

5
 

 

 

 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 77 

 

7.4.1 Teplota smrštění 

V tabulce č.12 jsou zobrazené prodloužení/smrštění filmů v podélném a příčném směru. 

Tabulka č.12 ‒ Prodloužení/smrštění filmů síťovaných KH a GA v podélném a 

příčném směru. 
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Teplota smrštění (Ts) v podélném směru je popsána regresní rovnicí: 

Ts podélné (°C) = 51,8 + 0,250 KH+GA (%) + 0,550 Zrání (dny) 
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Obrázek č.58 ‒ Vliv přídavku KH a doby zrání na Ts v podélném směru při síťo-

vání KH a GA. 

Grafické znázornění teploty smrštění v podélném směru (a) ukazuje postupné zvyšování 

teploty při minimálním i maximálním přídavku. Nejvyšší teplotou smrštění (b) byla 56,0 °C 

(8 % po 3 dnech zrání), nejnižší byla 53,4 °C (2 % po 1 dni zrání). Ve 3D grafu (c) můžeme 

vidět zvýšení teploty v závislosti na čase. Nejvyšších hodnot teplot smrštění se dosáhlo při 

3 dnech zrání. S delší dobou se teplota smrštění v podélném směru zlepšovala. 
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Teplota smrštění v příčném směru je popsána regresní rovnicí: 

Ts příčné (°C) = 59,0 + 0,375 KH+GA (%) - 1,12 Zrání (dny) 

 (a)                                                             (b) 

321

62

61

60

59

58

57

56

55

54

53

Zrání (dny)

T
s
 p
ří
č
n
é

 (
°
C

)

2

5

8

(%)

KH+GA

3

1

82

Zrání (dny)

KH+GA (%)

59,2

61,4

57,961,4

53,4

střední hodnota

limitní hodnoty

 

(c) 

8

6

55,0

57,5

4

60,0

1

62,5

2 2
3

Ts příčné (°C)

KH+GA (%)

Zrání (dny)
 

Obrázek č.59 ‒ Vliv přídavku KH a doby zrání na Ts v příčném směru při síťování 

KH a GA. 

Na obrázku (a) je zobrazeno výrazné snížení teploty smrštění v příčném směru u nejnižšího 

přídavku (2 % KH). Při nejvyšším přídavku (8 % KH) teplota stoupala. Kubický graf (b) 

ukazuje maximální teplotu (61,4 °C) při 2 % KH po 1 dni zrání, 8 % KH po 3 dnech zrání a 

minimální teplotu (53,4 °C) při 2 % KH po 3 dnech zrání. Na 3D grafu (c) je zobrazeno, že 

vysokých teplot je dosaženo při 2 % KH po 1 dni zrání a při 8 % KH po 3 dnech zrání. 
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7.4.2 Mechanické vlastnosti 

Tahová síla při přetržení (F) je popsána regresní rovnicí: 

F (N) = 3,07 - 0,0917 KH+GA (%) - 0,125 Zrání (dny) 
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Obrázek č.60 ‒ Vliv přídavku KH a doby zrání na tahovou sílu při síťování KH a 

GA. 

Na grafu (a) je ukázáno snížení tahové síly při přetržení pro nejvyšší přídavek KH (8 %). 

Delší doba zrání u nejnižšího přídavku (2 % KH) tahovou sílu nezměnila. Tahová síla (b) 

dosahuje maxima (2,7 N) při 2 % KH po 1 a 3 dnech zrání, a minima (1,9) při 8 % KH po 3 

dnech zrání. Ve 3D grafu (c) jsou zobrazena vysoké tahové síly při přetržení při nízkém 

přídavku KH. 
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Poměrné prodloužení při přetržení (ε) je popsána v regresní rovnici: 

ε (%) = 174 - 3,03 KH+GA (%) - 8,88 Zrání (dny) 
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Obrázek č.61 ‒ Vliv přídavku KH a doby zrání na poměrné prodloužení při síťo-

vání KH a GA. 

Poměrné prodloužení při přetržení v grafu (a) s dobou zrání klesá při všech přídavcích KH. 

U nejvyššího přídavku (8 % KH) klesá více, než u nejnižšího přídavku (2 % KH). Kubické 

zobrazení (b) ukazuje jako maximální prodloužení 159,5 % (2 % KH po 1 dni zrání) a jako 

minimální 123,6 % (8 % KH po 3 dnech zrání). Ve 3D grafu (c) je ukázáno, že doba zrání 

pro přídavek 2 % KH mírně zhoršuje poměrné prodloužení při přetržení, ale při přídavku 

8 % KH dochází ke zhoršení hodnot poměrného prodloužení.    
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7.4.3 FTIR 

Tabulka č.13 ‒ Odlišnosti charakteristických píků filmů č.1‒5 síťovaných KH a 

GA s píky filmu bez síťovadla. 
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Obrázek č.62 ‒ FTIR spektrum kolagenního filmu bez síťovadla, KH, kolagenního 

filmu síťovaného 0,5 % GA a kolagenního filmu síťovaného KH a GA. 

 

V tabulce č.13 je ukázáno, že charakteristické vibrace pro ‒OH skupiny (3650‒3200 cm-1) 

vymizely. Amidová I vazba (1635 cm-1), amidová II vazba (1550 cm-1) a alifatická skupina 

‒CH2 a ‒CH3 (1455 cm-1) byla slabší, což indikuje, že KH reagoval s kolagenem částečně. 

Aminoskupiny kolagenu reagovaly s KH jen u některých experimentů (1115 a 1080 cm-1).  
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7.4.4 Botnací test 

 

Obrázek č.63 ‒ Stupeň zbotnání filmů při 26 °C. 

 

Obrázek č.64 ‒ Stupeň zbotnání filmů při 80 °C. 

Při 26 °C nejvíce zbotnal kolagenní gel bez síťovadla. Jako nejvhodnější síťovadlo se ukázal 

GA. Dalšími vhodnými koncentracemi byl experiment č.1 (2 % KH po 1 dni zrání) a expe-

riment č.2 (2 % KH po 3 dnech zrání). Experimenty se na začátku botnacího testu lišily mezi 

sebou jen o desetiny stupňů zbotnání. Stupně zbotnání u experimentů začaly být rozdílné po 

16 minutě testu. Test při 80 °C ukázal největší stupeň zbotnání u kolagenního gelu bez síťo-

vadla. Na začátku experimentu měly všechny koncentrace téměř stejné stupně zbotnání. Po 

16 minutě začaly mezi nimi být větší rozdíly.   
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Obrázek č.65 ‒ Změna plochy filmů při 26 °C. 

 

Obrázek č.66 ‒ Změna plochy filmů při 80 °C. 

Při 26 °C se plocha změnila jen u kolagenního filmu bez síťovadla. U žádného z experimentů 

a kolagenního filmu síťovaného GA, nedošlo ke změně plochy.  Nejmenší změna plochy při 

80 °C byla u kolagenního gelu síťovaného GA a do 16 minuty i kolagenního filmu bez síťo-

vadla. Experiment č.3 (8 % KH po 1 dni zrání) a experiment č.5 (5 % KH po 2 dnech zrání) 

se ukázal jako nejméně vhodný. 
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8 ZHODNOCENÍ ÚČINKŮ SÍŤOVANÉ SLEDOVANÝMI 

SÍŤOVADLY 

8.1 Účinek síťování vláknitého kolagenu kolagen-elastinovým hyd-

rolyzátem 

Teplota smrštění v podélném směru byla nejvyšší (57 °C) u použití 5 % KEH s 1 dnem zrání 

a nejnižší (54,8 °C) u 10 % KEH po 3 dnech zrání. Teplota smrštění v příčném směru měla 

nejvyšší (60,5 °C) hodnotu při 15 % KEH po 1 dni zrání. Nejmenší teplota (58,3 °C) byla 

při 15 % KEH o 5 dnech zrání. Teploty smrštění klesaly v závislosti na čase.  

Tahová síla při přetržení se zvyšovala po delší době zrání (3 a 5 dnů). Nejvyšší tahová síla 

(1,7 N) byla při 10 % KEH po 3 dnech zrání a nejnižší (0,6 N) při 15 % KEH po 1 dni zrání. 

Krátký čas zrání tahovou sílu nezvyšoval. Poměrné prodloužení při přetržení dosáhlo ma-

xima (135,7 %) při 10 % KEH po 3 dnech zrání, minima (71,2 %) dosáhlo při 15 % KEH po 

1 dni zrání. Při nejnižší koncentraci (5 % KEH) s časem prodloužení klesalo a při nejvyšší 

koncentraci (15 % KEH) stoupalo.  

FTIR spektrum ukázalo tvorbu vazeb mezi KEH a kolagenem při všech přídavcích KEH. 

Také došlo k vytvoření amidové vazby u přídavku 10 % KEH po 3 dnech. 

 Botnací test při 26 °C ukázal z hlediska stupně zbotnání jako nejvhodnější z experimentů 

2 % KEH po 1 dni zrání a jako nejméně vhodný 15 % KEH po 1 dni zrání. Při 80 °C měl 

nejmenší stupeň zbotnání 15 % KEH po 1 dni zrání. U změny plochy se při 26 °C nic ne-

změnilo, u 80 °C se nejvíce změnil experiment s 15 % KEH po 1 dni zrání. 

8.2 Účinek síťování vláknitého kolagenu kolagen-elastinovým hyd-

rolyzátem a glutaraldehydem 

Teplota smrštění v podélném směru byla nejvyšší (59,0 °C) u použití 3 % KEH s 1 dnem 

zrání a nejnižší (54,0 °C) u 6 % KEH po 2 dnech zrání. Teplota smrštění v příčném směru 

měla nejvyšší (62,2 °C) hodnotu při 3 % KEH po 3 dnech zrání. Nejmenší teplota (55,1 °C) 

byla při 3 % KEH po 1 dni zrání. Teploty smrštění v příčném směru stoupaly v závislosti na 

čase.  

Tahová síla při přetržení se zvyšovala po delší době zrání (3 dny) pro 3 % KEH. Nejvyšší 

tahová síla (2,2 N) byla při 3 % KEH po 3 dnech zrání a nejnižší (1,5 N) při 9 % KEH po 1 
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a 3 dnech zrání. Poměrné prodloužení při přetržení dosáhlo maxima (138,8 %) při 9 % KEH 

po 1 dni zrání a minima (129,5 %) při 9 % KEH po 3 dnech zrání. Poměrné prodloužení 

klesalo v závislosti na čase. 

FTIR spektrum ukázalo tvorbu vazeb mezi KEH a kolagenem částečně nebo vůbec. Ami-

dová vazba se vytvořila jen u některých přídavcích (3 % KEH). 

Botnací test při 26 °C ukázal z hlediska stupně zbotnání jako nejvhodnější z experimentů 3, 

9 % KEH po 1 dni zrání a 6 % KEH po 2 dnech zrání. Jako nejméně vhodný se ukázal 9 % 

KEH po 3 dnech zrání. Při 80 °C měl nejmenší stupeň zbotnání 3 % KEH po 3 dnech zrání. 

U změny plochy se při 26 °C nic nezměnilo, u 80 °C se nejvíce změnil experiment s 3 % 

KEH po 1 a 3 dnech zrání. 

8.3 Účinek síťování vláknitého kolagenu keratinovým hydrolyzá-

tem 

Teplota smrštění v podélném směru byla nejvyšší (58,3 °C) u použití 7,5 % KH se 3 dny 

zrání a nejnižší (56,5 °C) u 3 % KH po 5 dnech zrání. Teplota smrštění v příčném směru 

měla nejvyšší (64,6 °C) hodnotu při 12 % KH po 1 dni zrání. Nejmenší teplota (56,8 °C) 

byla při 7,5 % KH po 3 dnech zrání. Teploty smrštění klesaly v závislosti na čase.  

Tahová síla při přetržení se zvyšovala po delší době zrání (3 a 5 dnů). Nejvyšší tahová síla 

(1,2 N) byla při 3 % KH po 5 dnech zrání a nejnižší (0,7 N) při 12 % KH po 1 a 5 dnech 

zrání. Krátký čas zrání u 3 % KH tahovou sílu nezvyšoval. Poměrné prodloužení při přetr-

žení dosáhlo maxima (155,6 %) při 3 % KH po 5 dnech zrání, minima (95,4 %) dosáhlo při 

12 % KH po 5 dnech zrání. Při nejnižším přídavku (3 % KH) s časem prodloužení stoupalo, 

a při nejvyšším přídavku (12 % KH) klesalo.  

FTIR spektrum ukázalo tvorbu vazeb mezi KH a kolagenem při všech přídavcích KH.  

Botnací test při 26 °C ukázal z hlediska stupně zbotnání jako nejvhodnější z experimentů 

3 % KH a 12 % KH po 1 dni zrání. Jako nejméně vhodný se ukázal 12 % KH po 5 dnech 

zrání. Při 80 °C měl nejmenší stupeň zbotnání 3 % KH po 1 dni zrání. U změny plochy se 

při 26 °C nic nezměnilo, u 80 °C se nejvíce změnil experiment s 12 % KH po 1 dni zrání. 
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8.4 Účinek síťování vláknitého kolagenu keratinovým hydrolyzá-

tem a glutaraldehydem 

Teplota smrštění v podélném směru byla nejvyšší (56,0 °C) u použití 2 % KH se 3 dny zrání 

a nejnižší (52,1 °C) u 5 % KH po 2 dnech zrání. Teplota smrštění v příčném směru měla 

nejvyšší hodnotu (61,4 °C) při 2 % KH s 1 dnem zrání a 8 % KH po 3 dnech zrání. Nejmenší 

teplota (53,4 %) byla při 2 % KH po 3 dnech zrání.  

Tahová síla při přetržení se snižovala po delší době zrání pro 8 % KH. Nejvyšší tahová síla 

(2,7 N) byla při 2 % KH po 1 a 3 dnech zrání, a nejnižší (1,9 N) při 8 % KH po 3 dnech 

zrání. Poměrné prodloužení při přetržení dosáhlo maxima (159,5 %) při 2 % KH po 1 dni 

zrání a minima (123,4 %) při 8 % KH po 3 dnech zrání. Poměrné prodloužení klesalo v 

závislosti na čase. 

FTIR spektrum ukázalo tvorbu vazeb mezi KH a kolagenem. Amidová vazba se vytvořila 

částečně.  

Botnací test při 26 °C ukázal z hlediska stupně zbotnání jako nejvhodnější z experimentů 

2 % KH po 1 a 3 dnech zrání. Jako nejméně vhodný se ukázal 8 % KH po 1 dni zrání. Při 80 

°C měl nejmenší stupeň zbotnání 2 % KH po 3 dnech zrání. U změny plochy se při 26 °C 

nic nezměnilo, u 80 °C se nejvíce změnil experiment s 8 % KH po 1 dni zrání a s 5 % KH 

po 2 dnech zrání. 
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ZÁVĚR 

Kolagen sám o sobě nemá vlastnosti, které jsou pro jeho aplikaci v potravinářství a lékařství 

požadované. Má nízké teploty smrštění, slabé mechanické vlastnosti a vysokou botnavost. 

Jako nejefektivnější způsob zlepšení těchto vlastností je síťování, které může být fyzikální 

(dehydrotermální způsob, gama záření, UV záření), enzymové (transglutamináza, laccáza) 

nebo chemické (glutaraldehyd, tříslovina). V každé z uvedených metod se za určitých pod-

mínek daří získat kolagenní substrát, jež je odolný vůči prostředí a má dostatečné vlastnosti 

k aplikaci. Negativní stránkou bývá určitá míra toxicity, proto se stále stanovují limity, při 

kterých je kolagen netoxický. 

Cílem této práce bylo ověřit účinky kolagenního gelu síťovaného kolagen-elastinovým a 

keratinovým hydrolyzátem. Obě látky jsou přírodního charakteru, takže výhodou je jejich 

biokompatibilita s tkáněmi. Za tímto účelem byly připraveny filmy, které obsahovaly zvy-

šující se přídavky kolagen-elastinového nebo keratinového hydrolyzátu, a také jejich kom-

binace s glutaraldehydem, který byl konstantní (0,5 %).  U těchto jednotlivých filmů se pak 

stanovovaly charakteristické vlastnosti, jako je např. teplota smrštění, botnání a mechanické 

vlastnosti. Výsledky těchto měření jsou uvedené v následujícím textu. 

Kolagen-elastinový hydrolyzát (KEH) poskytl při přídavku 5 % KEH (1 den zrání) filmy s 

vyššími teplotami smrštění o 7 °C oproti filmu bez síťovadla. Při použití příliš vysokých 

koncentrací KEH (15 %) a delší době zrání (5 dnů), došlo ke zvýšení teplot smrštění jen o 

5 °C. Pokud požadujeme materiál o lepších mechanických vlastnostech, je lepší přídavek 

KEH a dobu zrání zvýšit. Film s nejlepšími mechanickými vlastnostmi byl při 10 % KEH se 

3 dny zrání (trojnásobné zvýšení tahové síly a prodloužení o 37 %). Při botnacím testu se 

ukázalo jako nejlepší použití 2 % KEH s 1 dnem zrání (test při 26 °C) a 15 % KEH po 1 dni 

zrání (test při 80 °C), kdy byly stupně zbotnání filmů v rozmezí 2‒4. Co se týče změny 

plochy, jako nejvíce odolný okolní teplotě (80 °C) byl film s 5 % KEH a 1 dnem zrání.   

Kolagen-elastinový hydrolyzát ve spojení s gluataraldehydem měl v závislosti na koncen-

traci KEH odlišný vliv na vlastnosti kolagenního filmu. Při nejnižším přídavku KEH (3 %) 

s dobou zrání 1 dne, se teplota smrštění síťovaného filmu oproti filmu bez síťovadla zvýšila 

o 9 °C. U přídavku 6 % KEH se teplota smrštění filmu zvýšila jen o 4 °C. Nejmenší přídavek 

KEH (3 %) měl zároveň výsledný film s nejlepší tahovou silou (čtyřnásobné zvýšení). Ale 

poměrné prodloužení dosáhlo maxima (nárůst o 40 %) při přídavku 9 % KEH a krátké době 

zrání (1 den). S delší dobou zrání se prodloužení zhoršovalo. Ve vodní lázni (26 °C) nejméně 
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zbotnaly filmy s přídavkem 3, 9 % KEH po 1 dni zrání a 6 % KEH po 2 dnech zrání (stupně 

zbotnání byly v rozmezí 2‒4 násobku). Při 80 °C nejméně zbotnal 3 % KEH po 3 dnech 

zrání (2‒4,5 násobek). Nejvíce tepelně odolný vůči změně plochy (80 °C) byl film s 9 % 

KEH a 1 dnem zrání. 

Keratinový hydrolyzát (KH) poskytl při použití přídavku 7,5 % KH filmy se zvýšenými tep-

lotami smrštění o 8 °C vůči filmu bez síťovadla. Nižší přídavek KH (3%) zvýšil teplotu 

smrštění o 7 °C. Po delší době zrání teploty smrštění klesaly, proto byl ideální jen 1 nebo 3 

dny zrání. Z hlediska mechanických vlastností byly nejlepší hodnoty (dvojnásobná tahová 

síla a prodloužení o 57 %) při přídavku 3 % KH. Tahová síla i poměrné prodloužení se u 

přídavku 3 % KH s dobou zrání zlepšovalo, ale u vyšší koncentrace (12 %) se prodloužení 

zhoršilo. Při botnacím testu se nejlépe projevil přídavek 3 % KH po 1 dni zrání (test při 26 

a 80 °C), jehož stupeň zbotnání byl v rozmezí 2‒5 násobku. Plochu nejméně změnil film se 

3 % KH po 5 dnech zrání (při 80 °C). 

Keratinový hydrolyzát s glutaraldehydem měl na vlastnosti kolagenního filmu dobrý vliv. 

Teplota smrštění těchto filmů se vůči filmu bez síťovadla zvýšila o 6 °C při přídavku 8 % 

KH a po delší době zrání (3 dny). O 2 °C se teplota smrštění zvýšila při přídavku 5 % KH a 

dobou zrání 2 dny. Toto spojení KH a glutaraldehydu poskytlo nejlepší mechanické vlast-

nosti ze všech použitých kombinací síťovadel. U přídavku 2 % KH se tahová síla zlepšila 

pětinásobně a poměrné prodloužení o 60 %. Poměrné prodloužení se pak s dobou zrání zhor-

šovalo. Ve vodní lázni při 26 a 80 °C nejméně zbotnal film se 2 % KH po 3 dnech zrání 

(zbotnání v rozmezí 2‒5 násobku). U změny plochy (při 80 °C) byl nejlepší film s 2 % KH 

po 1 dni zrání.    

Oba hydrolyzáty, kolagen-elastinový i keratinový, prokázaly síťující účinky. Nejlepší tep-

lotu smrštění v podélném a příčném směru měl kolagen-elastinový hydrolyzát v kombinaci 

s glutaraldehydem a keratinový hydrolyzát. Z mechanických vlastností byla tahová síla při 

přetržení nejvyšší při kombinaci obou hydrolyzátů s glutaraldehydem. Co se týče poměrného 

prodloužení při přetržení, nejvyšších hodnot se dosáhlo u přídavku keratinového hydroly-

zátu. 

Interakce hydrolyzátů a kolagenního gelu si jistě zaslouží další studium, neboť výsledné ma-

trice mohou najít uplatnění např. humánní medicíně. 
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