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ABSTRAKT

Kolagen je piirodni material, ktery je vhodny pro pouziti napt. v medicin€ a potravinarstvi.
Ackoliv ma pomérmn¢ dobré mechanické a chemické vlastnosti, neni to pro mnoho medicin-
skych a potravinafskych aplikaci optimalni. Proto se pfistupuje ke zlepSeni vlastnosti sit'o-
vanim, které mize byt chemické, enzymové nebo fyzikalni. Pro 1€kai'stvi a potravinarstvi se
muZe pouzit pouze netoxicky zesitovany kolagen. Cilem této diplomové prace je ovétit ucin-
nost sitovani kolagenniho gelu kolagen-elastinovym a keratinovym hydrolyzatem, a také
jejich kombinace s glutaraldehydem. Byly piipraveny filmy, u kterych byla stanovovana
teplota smr$téni, tahova sila, pomérné prodlouZeni a botnani. Kolagen-elastinovy hydrolyzat
a keratinovy hydrolyzat poskytly vysoké teploty smrsténi vysledného materialu. Kombino-

vané sitovani s glutaraldehydem poskytuje filmy o lepsich mechanickych vlastnostech.

Kli¢ova slova: kolagen, Zelatina, filmy, glutaraldehyd, kolagen-clastinovy hydrolyzat, kera-

tinovy hydrolyzat

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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UvoD

Kolagen se dostal do popiedi zajmu pii hledani biologicky kompatibilnich materialt s lid-
skym organismem. JelikoZ je pfirozenou soucasti lidského organismu, spliiuje pozadavky
pro lékaiské a potravinaiské ucely. Samotny kolagen ale nemusi byt dostatecné pevny,
pruzny, odolny vici teploté, tlaku nebo prostiedi, ve kterém je aplikovan, a proto se pfistu-
puje Kk Gpravam jeho vlastnosti, napf. sitovanim, kdy se pouzivaji rizné sit'ujici latky nebo
metody pro ziskani kolagenniho materialu s idealnimi vlastnostmi. Sitovani ale s sebou né-
kdy nese riziko toxicity (situjici latky) nebo negativniho vlivu na lidsky organismus (fyzi-
kalni sitovani).

V soucasné dob¢ se stale hledaji nové sit'ujici latky, které by nebyly toxické, a piitom se
docililo dobrych mechanickych vlastnosti. Dilezité je nejenom jaka latka se pouzije, ale 1
davka této latky. Pfi pouziti latek ptirodniho charakteru je pozitivni strankou netoxicita, ale
nedosahne se zase optimalniho stupné zesiténi, které je nutné pro dosazeni dobrych mecha-
nickych vlastnosti. Sitovani syntetickymi latkami poskytuje substraty s dobrymi mechanic-
kymi vlastnostmi; negativem je vétSinou urcita toxicita.

Pti hledani optimalni sit'ujici latky se ukazalo, ze i mnozstvi sit'ujici latky ovliviiuje stupen
zesiténi a vysledné vlastnosti zesiténého substratu.

Velkou préci pii hledani netoxickych kolagennich materialt provedli Iékati v humanni me-

dicing, napf. o€nim lékatstvi, 1écbé ran; dale pak v odvétvi obalovych materiali.
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l. TEORETICKA CAST
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1 MECHANISMY SITOVANI BILKOVIN

Sitovani proteinli je vyuzivano zejména ke stabilizaci proteinti, zlepSeni mechanickych
vlastnosti, zvySeni jejich odolnosti viici vnéjSim podminkam a dle aplikace i biokompatibi-
lity s tkanémi [1]. Sitovanim latkami pfirodniho charakteru lze ziskat zvySenou pevnost
Vv tahu a odolnost vici proteolyze. Jenze jejich rekonstituované formy nemaji dobré mecha-
nické vlastnosti. Pti aplikaci v tkanovém inzenyrstvi je dilezité, aby kolagenni matrice vy-
drzela, dokud jej nenahradi kolagen hostitele. Sitovaci reakci vnéjsi latkou se tohoto cile
dosahne [2]. Nahrazeni syntetickych neodbouratelnych produktt je cilem mnoha obort, jako

je napt. obalové materialy pro potraviny, za pfiznivou cenu vyroby. [3, S. 25]

1.1 Chemické sitovani

Chemické sitovani je pfimy zplsob zesiténi. Zahrnuje to tvorbu kovalentni vazby mezi
dvéma molekulami proteinu bifunk¢énimi €inidly, které obsahuji dvé reaktivni koncové sku-
piny. Tyto reaktivni skupiny pak reaguji s funkénimi skupinami danych molekul. Funk¢énimi
skupinami mohou byt jak primédrni aminoskupiny, tak sulthydrylové aminokyselinové
zbytky, jak je uvedeno v tabulce ¢.1. Sit'ujici latky jsou vybirany na zaklad¢ jejich chemické
reaktivity. Sit'ujici latky jsou vyrabény kombinaci dvou nebo vice reaktivnich skupin, jez
jsou zakomponovany do jediné molekuly. Slu€ovanim s dalSimi vlastnostmi, jako je prostor

mezi reaktivnimi konci a rozméry, se nabizi velké mnozstvi moznych sit'ujicich latek. [1]

Tabulka &.1 — Situjici latky. [1]

Funkeéni cilova skupina Reaktivni skupina

Karboxyl Carbodiimid

Amin NHS ester, imidoester, hydroxymetyl fosfin

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

Aldehyd (karbonyl) Hydrazin

Jiné skupiny (neselektivni) |Diazirin (foto-reaktivni), aryl azid (foto-reaktivni)

Hydroxyl (nevodny) Isokyanat

Chemické sit'ujici latky jsou dvojiho typu: homobifunk¢ni nebo heterobifunkéni [1].
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1.1.1 Homobifunkéni sit'ujici latky

Je slozena ze dvou stejnych koncovych reaktivnich skupin na distan¢nich ramenech, jez tvofi
prostor. Jejich pouziti obecné byva v jednom reak¢énim kroku [1]. Koncové reaktivni skupiny
jsou obvykle 2 thioly, 2 aminy, 2 alkoholy nebo 2 kyseliny. Vytvaii ptfevazn¢ intramoleku-

larni sité [4].
1.1.2 Heterobifunkéni sit’ujici latky

Koncové reaktivni skupiny jsou rizné. Mohou byt vyuzité v jednom nebo i vice reak¢nich
krocich. Tak je zabranéno vzniku nepozadovaného nebo i vlastniho zesiténi [1]. Jejich fizeni
je 1épe zvladnutelné. Navic dava moznost vzniku vazby s riznymi funkénimi skupinami [4].
Sit'ujici heterobifunkéni latky existuji ve velkém mnozstvi kombinaci. Mezi nejcastéjsi kom-
binace patii NHS ester s maleimidem, aryl azidem, haloacetylem nebo diaziridinem.

[LChyba! Nenalezen zdroj odkazii.]

1.1.3 Fotoaktivni sit'ujici latky

Vazby mezi molekulami se také muzou tvofit situjicimi latkami, jez se aktivuji svétlem.
Takovymi latkami byvaji heterobifunkcéni benzofenony nebo aryl azidy. Podminkou je pfi-
pojeni na proteiny prostiednictvim lysinu ¢i cysteinu. Svétlo musi mit kratkou vinovou délku
(250-350 nm) a byt intenzivni. Vyhodou pouziti tohoto sit'ujiciho ¢inidla je snadna kontrola
ucinnosti na dany protein. JelikoZ potiebujeme jen kratké svételné zateni, doba piisobeni
svétla byva fadove v sekundach. Pfi této metode ale miizou vzniknout rizné produkty s ma-
lymi stupni zesiténi. Castymi komeréné dostupnymi latkami je 4-maleimidobenzofenon
(MPB, obrazek ¢.1b) a N-5-azido-2-nitrobenzoyloxysukcimid (ANB-NOS, obrazek ¢.1a).
[5]
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@ (b)

O =N 9

SAGW;
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N=N"=N" /
& 0]
Obrazek ¢.1 — Struktura N-5-azido-2-nitrobenzoyloxysukcimid (a) [6] a 4-malei-

midobenzofenonu (b). [7]

vvvvvv

zeni zesiténi. Molekula s thiolovou skupinou pak reaguje s —NH2 skupinou druhé molekuly
za prostfednictvi heterobifunk¢ni sit'ujici latky. Existuje n€kolik zpiisobi, jak zavést —SH
skupinu do molekuly: snizenim disulfidi v molekule, pfeménu aminu nebo karboxylové ky-
seliny na thiol. Redukce disulfidii se mtze provadét pomoci dithiothreitolu (DDT), jehoz
prebytek musi byt Setrné odebran, nebo i pomoci tris(2-karboxyethyl)fosfinu (TCEP, obra-
zek ¢€.2), u néhoz nadmérné mnozstvi byt odebrano nemusi. Pfi odebirani nadbytku DDT
maji byt podminky takové, které opét nekonvertuji disulfidy na pivodni formu. Navic je
DDT citlivéjsi na vzduchu. TCEP je vici vnéjsim podminkdm odolngjsi. Pfeménu aminu
muze zprostiedkovat i sukcinimidyl ethylthioacetat (SATA), jehoz acetylova skupina se pak
odstrani hydroxylaminem v pH 7. Karboxylova skupina konvertuje na thiol plisobenim
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu s cystaminem a redukci disulfidu pomoci
DDT nebo TCEP. [4]

HO D OH
1)(\/ \/wg

Obrdazek ¢.2 — Struktura tris(2-karboxyethyl)fosfinu. [8]
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1.2 Enzymové sitovani

Ptipravené materidly pro potravinaistvi se vyrabi za pouziti transglutaminazy, tyrozinazy a
laccazy. Enzymy jsou nejreaktivnéj$i v mirn¢ vodném prostiedi. Situjici reakce lze regulo-

vat teplotou a pH.

1.2.1 Transferazy

Situjici reakce probihd za pouziti transglutaminazy probiha pies meziprodukt protein-en-
zym-thioester. Jedna se o kovalentni vazbu v aktivnim misté enzymu. Aminoskupina jiného
proteinu se vaze na karbonylovou skupinu thioesteru, a tim dojde k uvolnéni proteinu z en-

zymu. Oba proteiny se nasledné spoji peptidovou vazbou. [9]

Transglutaminaza pracuje jako katalyzator transamidace mezi glutamovymi a lysynovymi
zbytky sitovanych proteint. Nejprve probéhne deaminace glutaminu, vznikne formace pro-
tein-glutamin-thioester, na ktery pak ptisobi -NH> skupina lysinu jiného proteinu. Je vyuzi-
vana jako spojovadlo masa. Je také snadno dostupny, pracuje v Sirokém pasmu pH a odolny

az do 50 °C [9]. Mechanismus jeho reakce je popsany na obrazku ¢.3.

i H
NH: , Qg M
Transglutaminaza
e o
el wiat] y
M H a Sdd |
o Hog Ao

Obrazek ¢.3 — Mechanismus reakce transglutamindzy s proteiny. [10]

Pocatkem reakce katalyzované peptidazou je kovalentni spojeni peptidazy a —COOH sku-
piny substratu. Substratem byvaji pouzity syntetické proteinové estery. Atak —-NH2 skupiny

proteinu na sitovany protein uvolfiuje acyl z enzymu, coZ vede ke spojeni proteint. [9]

1.2.2 Oxidoreduktazy

Bézné oxidoreduktdzy nepodporuji vznik kovalentniho spojeni proteind. Jejich reakce pro-
bih4 s mnoha malymi molekulami a makromolekulami. Pokud se kovalentni vazba vytvafi,
je tvotena pres 2 chemické kroky. Jen prvni krok reakce se substratem je za pomoci oxidore-

duktdzy. Produkty z prvniho kroku nésledné projdou preménou za vytvofeni kovalentni
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vazby. Nevyhodou je druhy krok reakce, ktery jiz nelze kontrolovat a umoznuje vznik riz-

nych kovalentnich vazeb. [9]

Laccaza ve své struktuie obsahuje 4 médéné atomy. Substratovou oxidaci 4 molekul vytvaii
radikaly (odstranéni atomu kysliku za vzniku vody), a ty se poté spojuji do kovalentnich
vazeb. Substratem pro oxidaci jsou tyrosinové skupiny proteinu, ze kterych vznikaji fenoxy

skupiny, jez se nasledné sit'uji [9]. Reakce je zobrazena na obrazku ¢.4.

Profein 2
| Frolein £ OiH =
Laccaza, O, TV TSI ___JI:. tH [‘ﬁﬁh -'"'I"*- I:'_""{_a_.-
o e L ,:] ”J*:J" “7 nebo J
L = L ) J L |
E;.l 2H0 H-"‘] o - HT’ . Pralein 1

| Pratein 1]
| Pratoin 1 | . Pralein 1|

| nebo R i
[Protein 1] Nt ”'“—w}__,;-'—-m

Obrdazek ¢.4 — Mechanismus reakce laccazy s proteiny. [9]
V peroxidazach jsou prostetické hemové skupiny, jez pienasi elektrony z aromatickych (ty-
rosinovych) substratd. Pii oxidaci substratii dochazi k tvorbé vody z peroxidu vodiku. Z ty-

rosinu vznikajici fenoxy skupiny se pak spojuji zesiténim.

Lysyl-oxidazy ve vyssich eukaryotnich organismech sit'uji kolagenni a elastinové fetézce
Vv extracelularnim matrixu. Pomaéhaji sitovat proteiny ve fyziologickych podminkach. Ke
svému pusobeni pozaduji 2 kofaktory: kovalentni vazbou vazany kofaktor lysyl-tyrosin-
chinon a médény ion. Prvni oxidovanou skupinou je —NH2 skupina pfistupna lysinovym
zbytklim, kdy vznikaji aldehydy. Aldehydy pak reaguji na kovalentné vazany produkt
Schiffovy baze (—-N=CH-) nebo aldolové kondenzace, viz. obrazek ¢.5. [9]

]
Prajen 2 =

rrIH? r.) FH; Produkt aldolové kondenzace
/J/ Lysyl-oxidaza, H20, O2
S SR
Helz. Nt é ]
-:J_"- | Fralcin 13MNW +HO

Produkt Schiffovy baze

=i

Obrdazek ¢.5 — Mechanismus reakce lysyl-oxidadzy s proteiny. [9]
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1.3 Fyzikalni sitovani

Pokud pouzijeme fyzikalni sitovani, nemusime dosdhnout takovych mechanickych vlast-
nosti, jaké pozadujeme. Vyhodou je nezavadéni potencialné toxickych zbytku latek [12].
Mezi fyzikalni metody sit'ovani patii dehydrotermalni zptisob (DHT), UV zafeni nebo gama

zareni.
1.3.1 UV zareni

UV zéfeni vytvaii zesiténi volnymi radikaly na zbytcich aromatickych aminokyselin. V dii-
sledku toho je zesiténi omezené. V kolagenu se totiz nachazi jen urcity pocet tyrosinu a
fenylalaninu, proto je ¢as potiebny pro maximum pii¢nych vazeb kratky. UV zafenim (pii
254 nm) se zvysi teplota smrsténi, odolnost viuc¢i degradaci a zatizeni (obrazek ¢.7); nevyho-
dou je, Ze dochazi k denaturaci kolagenu [2]. Avsak UV zafeni je stale lepsi varianta oproti

gama zareni. [13]

Ze zacatku ptsobeni dochazi ke zvySeni pevnosti v tahu, ale poté strm¢ klesa. ZhorSeni me-
chanickych vlastnosti mize nastat diky Stépeni intramolekulérnich i intermolekularnich vo-
dikovych vazeb za uvolnéni vody [14]. Vysledny produkt je po oSeteni substratu UV zafe-

nim mén¢ rozpustny. [15]

Rozdily mezi piivodni strukturou kolagenu a kolagenem po UV zafeni je zndzornéno na

obrazku ¢.6.

Transmitance (%)

Vlnova délka (cm™)

Obrazek ¢.6 — Spektrum FTIR kolagenu (1) a kolagenu po UV zdreni (2). [15]
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1.3.2 Dehydrotermalni zpisob

Touto metodou se prostiednictvim kondenzaéni reakce vytvari vazba mezi —-COOH a -NH>
skupinou [15]. Zvysuje se teplota smrsténi a odolnost viici tlaku (prabeh odolnosti vici tlaku
je zobrazen na obrazku ¢.7), ale pfitom dochazi k destrukci struktury kolagenu [2]. Tento

zpusob sitovani vSak na zlepSeni mechanickych vlastnosti neni dostate¢ny. [13]

oo DHT

Tahova sila (mN)

5 -IFD 45 B 5; E::I i; 7O ki3 Blo 85
Teplota (°C)
Obrdazek ¢.7— VIiv DHT a UV zareni na odolnost kolagenu pri zatiZeni v porov-
nani s kolagenem bez fyzikalniho osetreni (UNXL). [14]

1.3.3 Gama zareni

Jedna se ionizujici zafeni [13], jeZ je alternativni zpusob sterilizace zdravotnickych pro-
stiedktl, kostnich $tépti nebo pii zpracovani potravin. Jelikoz se jedna o zareni, musela se
stanovit maximalni davka, jeZ miiZze byt pouZita, aby nedoslo ke zdravotnickym komplika-
cim [17]. Pro sterilizaci tkan¢ se vyuziva od 10 KGy do 35 kGy. Pti pouziti prili§ vysokych
davek se docili spiSe zhorSeni mechanickych vlastnosti a slabé odolnosti vii¢i proteolyze,
kvili snizeni hustoty p¥i¢nych vazeb. Cim vétsi davka gama zafeni byla pouzita, tim vice

byly zhorSeny pozadované vlastnosti. [18]

Na obrazku ¢.8 je zobrazeny uc¢inek ménici se davky a doby piisobeni laseru na kolagenni

strukturu. Pti pouziti 20 J stacil na tvorbu mikropora kratky ¢as, zatimco pii pouziti 2 J musel



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

byt cas delsi. Nejvice podobné makropory s kolagennim substratem bez oSetfeni mél kola-

genni substrat pti aplikovani 0,2 J. [19]

.“{:-‘. AY
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Obrazek ¢.8 — Fotochemicky zesiteny kolagen. [18]
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2 CHEMICKE SITOVANI KOLAGENU

Pti pouziti sitovacich latek k tvorbé zesitované struktury ziskame material s dobrymi me-
chanickymi vlastnostmi. Tyto materialy ale mohou byt toxické, a proto nemohou byt pouzité

Vv mediciné nebo v potravinaistvi.

2.1 Kolagen jako biomaterial

Jakoz ptirozena slozka lidského téla se jevi kolagen jako vynikajici biomaterial pro tkanové
inzenyrstvi. S nizkou toxicitou a dobfe prostudovanymi chemickymi, strukturalnimi, fyzi-
kalnimi a imunologickymi vlastnostmi. Snadno izolovatelny a moznost zpracovani v riz-
nych formach podle potfeby nahrava jeho Castému pouziti pro tkanové inzenyrstvi. Nicméné
jeho schopnost tvofit slou¢eninu s dobrymi mechanickymi vlastnosti neni uspésna, tudiz je
nutné pouzit situjici latky k dosahnuti pozadovanych mechanickych vlastnosti [12]. Sila ze-
siténi samotného kolagenu je zvySovana vékem a jeho schopnosti se nasledn¢ méni timto
zesiténim. Stejné tak rozpustnost tohoto kolagenu v mirnych podminkach. [2] Sitovani ko-
lagenu je provadénou metodou jiz néjakou dobu. V mnoha studiich se pouzily jako sitova-

dla: glutaraldehyd, formaldehyd, diisokyanaty, karbodiimidy a mnoho dalsich. [20, s.132]

2.2 Netoxické sit’ujici latky

Latky ptirodniho nebo syntetického plivodu, které sit'uji kolagenni nebo Zelatinovy substrat.

Vysledny produkt je bez toxickych rezidui a lze je tedy vyuzit v medicin€ a potravinafstvi.

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

Sloucenina 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC), jenz je bifunk¢ni latka,
je nejrozsitengjsi ve vodeé rozpustny karbodiimid [20]. EDC je znamy pro svou netoxicitu a
biokompatibiilitu, jelikoZ neni zaclenén do vysledné struktury, ale je vyloucen ve formé roz-
pustného derivatu mocoviny béhem sit'ovani. Jeho biokompatibilita je uvadéna, jak in vitro,
tak in vivo [21]. Pti reakci —COOH skupin proteinu s EDC dochazi ke vzniku meziproduktu
0-Acylisourea, jenZ je ve vodném prostiedi nestabilni a je snadno vytlacen -NHz> jiné¢ho po-

lypeptidového fetézce [20]. Tato reakce je zobrazena na obrazku ¢.9.

EDC zastupuje skupinu sit'ujicich latek s nulovou délkou, protoze se nezaclenuje do sité, ale

je vyloucen jako mocovina. Pouze zprostiedkovava kovalentni spojeni dvou molekul. [4]
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Nejlepsich vysledkt se dosahuje pii nizkych hodnotach pH (4,5) a v Cistych pufrech, bez

ptitomnosti rusivych latek (napt. 4-morfolinoethansulfonova kyselina). Za neutralnich hod-
not pH ma reakce nizsi Gc€inek, avSak pro dosazeni lepsi ucinnosti miizeme zvysit obsah

EDC. [20]

Karboxylova \I . o-Acylisourea Zesitény produkt Isourea

kyselina EDC
aktivni ester

Obrazek ¢.9 — Mechanismus reakce EDC s karboxylovou skupinou proteinu. [20]

protein
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Obrazek ¢.10 — Reakce mezi EDC a Zelatinou. [21]

Podminkou pro Gspésné zesiténi, je pfitomnost pozadovanych —NH> skupin a -COOH sku-
pin v sitovaném proteinu. [20]
Miize byt pouzit jako sitovaci latka mezi proteiny, ke znehybnéni makromolekul pro detekci

a analyzu proteind, K tvorbé biomolekularnich sond [20] nebo pfi 1é¢bé defektu brisni stény

[2]. P1i sitovani kolagenovych folii EDC se ale ziskaly Spatné mechanické vlastnosti. [12]
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Pokud situjeme v nevodném prostiedi, mizeme pouzit dicyklohexylkarbodiimid (DDC,

struktura je zobrazena na obrazku ¢.11). Jeho mechanismus reakce je stejny jako u EDC.
Jelikoz se vSak jednd o ve vodé nerozpustnou latku, nepouziva se v béznych laboratornich

podminkach, ale v organickych syntézach a muze byt stabilizovan v praskové form¢. [20]

M*E¢

Obrazek ¢.11 — Struktura dicyklohexylkarbodiimidu. [20]

2.2.2 N-hydroxysukcimid

N-hydroxysukcimid (NHS) patii do skupiny amin-reaktivnich sitovacich ¢inidel. Aktivni
estery NHS se syntetizuji reakci karboxylové kyseliny a NHS za pfitomnosti karbodiimidu.

Reakce probiha za fyziologickych pH a dochazi k uvolnéni NHS, viz. obrazek ¢.12.

0
0 }? 0 2
N NH2  pH7-9 N
®/L 0 + ®/ — h + HO
0 0
NHS ester Primarni amin Stabilni konjugat NHS

Obrdazek ¢.12 — Mechanismus reakce NHS esteru s primdarnim aminem proteinu.

[20]

Jestli jsou estery NHS rozpustné nebo ne, zavisi na podminkach reakce (sloZeni pufru, vlast-
nosti zbytkt molekulové struktury). Nesulfonové formy NHS byvaji ve vod¢ nerozpustné, a
proto musi byt pfed pfidanim do vodné reakce rozpustény v organickém rozpoustédle, jenz

se muze smisit s vodou. [20]

Pro studie se ziskala nova odnoz NHS-AA. Ta obsahovala NHS, karbodiimid a kyselinu
adipovou. Jeho tc¢innost zesiténi byla dokazana zvySenim molekulové hmotnosti. Reakce

NHS-AA s kolagenem je uk4zana na obrazku ¢.13.
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Kolagen NHS-AA

Zesitény kolagen

Obrazek ¢.13 — Mechanismus reakce kolagenu s NHS-AA. [22]

Jako alternativa k toxickym latkam na sebe upozornili hlavné jejich biokompatibilitou. [22]

NHS spolu s EDC vytvaii stabilngjsi meziprodukt nez o-Acylisourea a zvySuje G¢inek. V na-
sledujicim obrazku ¢.14 je pouzit ve vodé rozpustny sulfo-NHS.
Sulfo-NHS je komplementarni s estery NHS, jen s rozdilem obsahu —SOzH skupiny na

N-hydroxycyklu. Tato skupiny zvySuje rozpustnost sitovadel a navic umoziuje zesiténi bu-

nééného povrchu, jelikoz nemize proniknout skrz bunéénou membranu.

Vyhodou je prubéh reakce pii neutralni hodnoté pH. [20]
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Karboxylova
. y Primarni amin Stabilni konjugat
kyselina NH
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EDC K min reaktivni Primarmi
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Sulfo-NHS

Obrazek ¢.14 — Mechanismus reakce sulfo-NHS, EDC a karboxylové kyseliny.
[20]

2.2.3 Imidoestery

Imidoester je homobifunkéni situjici latka. S —NHz skupinami proteinu vytvaii amidovou
vazbu rychleji pii vySSich hodnotach pH (pH>10). Amidova vazba se vytvaii ptimo, bez
meziproduktu. Pfi pH niz§im nez 10 mtize dochazet k vedlej$im reakcim, coz mize zpusobit

chybné vyjadieni vysledkt. Reakce probihajici pti pH 8-9 je na obrazku ¢.15. [20]

NH,* NH2+/®
0~ NH2  pHe-g "
+ —> H + CH;0H
Imidoester Priméarni amin Konjugat

Obrazek ¢.15 — Mechanismus reakce imidoesteru s primarni aminoskupinou pro-

teinu. [20]
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Tato latka muze nahradit glutaraldehyd pfi fixaci tkan€. Mohou pronikat skrze bunécnou
membranu a sitovat proteiny uvniti buiiky, coz umoziuje studium membranové struktury a
bilkovin. Jestlize se pozaduje intramolekularni zesiténi, situjici latka je ve vétsim nadbytku

(100-1000x) a koncentrace proteinu je niz8i nez 1 mg/ml.

Pti vysokych hodnotach pH jsou amidové vazby reverzibilni, proto je v aplikacich nahradily

stabilngjsi estery NHS. [20]

2.2.4 Genipin

O tuto slou¢eninu ziskanou z extrakce ovoce Gardenie byl zajem uz v roce 1998. Tato slou-
¢enina je tradi¢nim Iékem pro 1é¢eni cukrovky, tudiz je v ném velky potencial pro biokom-

patibilitu zesiténych biomateriali. [23]

) M) O
) Oivie

CH,
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O kolagen
(
OH
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Obrazek ¢.16 — Mechanismus reakce genipinu s primdarnimi aminy proteinu. [24]

Pokud porovname glutaraldehyd a genipin, genipin ma vyrazn¢ nizsi toxicitu, ale srovnatel-
nou schopnost zesiténi. Proto je pouzivan pro zesiténi Zelatiny, kolagenu a chitosanu (obra-
zek €.16). Presto ziistava obava pouziti genipinu do Zivych bunék, jelikoz existuji také studie,
kde v malé davce vyvolava bunéénou smrt. Posléze se zjistilo, Ze ptisobi riizné na rizné typy
bunék. Pro pouZiti v oblasti regenerativni mediciny je nutné zjistit bezpe¢nou davku a pouziti
genipinu. V provedené studii se ukazal genipin jako toxicky pro osteoblasty i chondrocyty.
Jeho pouziti v kosternim inzenyrstvi neni pfiznivé. V inZenyrstvi j doporuc¢ena davka geni-

pinu do 0,5 mM. [23]
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2.2.5 Dalsi prirodni sit'ujici latky

Proanthocyanidin (obrazek ¢.17) je pfirodni sit'ujici latka ziskana z ovoce, zeleniny, semen
a kvétin patii do polyfenolické skupiny latek, kategorie kondenzované tfisloviny. Urychluje

zménu rozpustného kolagenu na nerozpustnou formu béhem vyvoje.

Obrazek ¢.17 — Struktura proanthocyanidinu. [25]

Vyuzivany jsou jako antioxidanty v medicing i potravinaistvi. [25]

Kyselina ferulova, fenolicka kyselina ziskana z rostlin (obrazek ¢.18), reaguje s tyrosinem,
lysinem nebo cysteinem. Pasobi antioxida¢né, antimikrobni, protinadorové a redukuje cho-
lesterol. Pro jeho netoxicitu je idedlni pii pfipraveé potravinaiskych filma. Pfi neutrdlnim pH
melo maximalni Gi¢inek na mechanické vlastnosti. JelikoZ se jedna o ptirodni latku, mizeme

Ji pouZit v biomaterialech 1 potravinach.

CH=CHCOOH
S
A —OCH3
OH

Obrazek ¢.18 — Struktura kyseliny ferulové. [26]

Piesto neni dostatek studii pouziti kyseliny ferulové pii sitovani zelatiny. [26]

Ttisloviny jsou polyfenoly rostlin, jenz se pouzivaji jako stahujici, antioxida¢ni, antimi-

-----

ve své struktufe obsahuji OH skupiny.
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9 OH
R o R o OH
R R P
R R OH
HO OH

Obrazek ¢.19 — Struktura trisloviny. [28]

Maximalni mechanické vlastnosti se projevily pii pH 9. Stejn¢ jako kyselina ferulova, jedna

se o piirodni latku, ktera neptisobi toxicky [26]. Rozdily ve struktufe jsou zobrazeny na ob-
razku ¢.20.

Transmitance (%)
i i
—

T T T T T T T T T T T
W0 00 W00 200 2000 1SN0 000 500
Vlnova délka (cm™)

Obrazek ¢.20 — FTIR spektrum kolagenu (Cs) a kolagenu po zesiteni trislovinou
(TCCs). [27]

Zesiténi sacharidy je dal$im moZznym zplsobem sit'ujici reakce. Probiha pifes aldosové
cukry. Aldehydova skupina redukujiciho cukru (glukéza, fruktoza) reaguje s volnou —NH>
skupinou zelatiny, vznika aminoglykosid, jenz mize nadale reagovat s dalsi—-NH> skupinou,

a tim vytvaret zesiténi, viz. obrazek ¢.21. [21]
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Protein
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Obrdazek ¢.21 — Reakce mezi fruktozou a Zelatinou. [21]

2.2.6 Hydrolyzaty

Z tkéni bohatych na elastin Ize ziskat kolagen-elastinovy hydrolyzat (KEH) 3 riznymi zpu-
soby: alkalickou, neutrdlni nebo kyselou hydrolyzou. Kazda z metod poskytuje hydrolyzaty
s odlisnymi vlastnostmi [29]. Elastin jako sloZzka mnoha tkani v organismech, dava piedpo-
klad k pouziti v medicing. Jeho nativni forma je nerozpustna a vynika vysokou pruznosti a
chemickou odolnosti. V tkdnlovém inZenyrstvi se elastin vyuziva napt. na vyrobu scaffoldd,
folii, trubic, nanovladken nebo hydrogelt. Literatura rovnéz uvadi ptipravu vyse uvedenych
kompositnich matric na bazi kolagenu a elastinu s tim, Ze rozpustny elastin sit'uje kolagen
[12]. Kolagen poskytuje pevnost a elastin zase pruznost. Pouziti v poméru 20 : 80 vykazuje
vysokou pevnost v tahu [30]. KEH muze i modifikovat kolagen vazanim riznych chemic-

kych skupin nebo byt pouzit pti pfipravé bilkovinnych potravin. [28]
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Keratin, vyskytujici se v pfirodnich materialech, je nerozpustny v Sirokém spektru rozpous-

tédel. Je také odolny vici proteolyze, diky velkému mnozstvi dimerniho cysteinu. Pokud je
pozadovan rozpustny keratin, je nutné tyto vazby rozbit [32, s. 12]. Toho se docili hydroly-
zou pii pH 9 [33]. Pro opétovné spojeni cysteint disulfidovou vazbou, musi dojit k chemické

modifikaci. Touto modifikaci muze byt oxidace, redukce nebo sulfitolyza. [32]

2.3 Toxickeé sit'ujici latky

v

Toxické sit'ujici latky jsou ucinnéjsi sitovadla nez latky ptirodniho charakteru, ale po jejich
pouziti se ziska toxicky produkt. Cytotoxicita téchto vyslednych produkti je dilezity aspekt

k naslednym aplikacim v 1ékafstvi a potravinafstvi.

2.3.1 Glutaraldehyd

Glutaraldehyd (GA) je jednim z nejpouzivangjsich bifunkénich sitovacich ¢inidel pti pouziti
biomateriali na bazi kolagenu nebo i zelatiny [34]. Je to linearni 5-uhlikaty dialdehyd, ktery
je ¢irou kapalinou slamové barvy, Stiplavy, mastny, rozpustny ve vodé i v organickych roz-
poustédlech. Pouziva se koncentrace od 2 % az 70 % (w/w) [34]. V nasledujicim schématu
je znazornéna jedna z moznych reakci mezi GA a kolagenem (obrazek ¢.22), ktera mize

nastat pii této sitovaci reakci. [34]
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Obrazek ¢.22 — Reakce mezi GA a kolagenem. [35]

Reakce glutaraldehydu s volnymi —NH2 skupinami kolagenu vede ke vzniku skupin
Schiffovy baze (-N=CH-), sekundarnim nebo terciarnim —NH> skupinam nebo pyridinovym

slouceninam spojenymi kovalentnimi vazbami. [21]

Model sit'ovaci reakce je pres aldehydové skupiny GA (II) s g-aminoskupinami lysinovych
nebo hydroxylysinovych zbytkt (I). Touto reakci se vytvoii meziprodukt zvaném Schiffova
baze (III), jenz neni za sitovacich podminek pfili§ stabilni, kde je soucasti i tvorba GA po-
lymert (IV). Schiffova baze je ukazéana jako hlavni meziprodukt, ze kterého vychazi nasle-
dujici reakce sitovani. Jelikoz je ve vodném prostiedi nestabilni, mize dochézet k hydrolyze
a vytvotrené vazby po interakci zbytka aldehydovych skupin v molekule s jinou —NH> sku-
pinou davaji vzniknout produktim obsahujicich iminové (=N-) skupiny jako je napt. u pro-
duktu IV. Aldolovym typem kondenzace se vytvaii stabilni a-f nenasyceny meziprodukt
Schiffovy baze (V) a pokracovanim Michaelovou adici —-NH> skupiny kolagenu s nenasyce-
nou skupinou V se dosahne produktu VI. Dalsim zptisobem zesiténi je reakce mezi —NH>
skupinou s volnymi aldehydovymi skupinami V, kdy vznika produkt VII. Mannichovou re-
akci Schiffovych bazi a GA vede k vytvoreni sekundarniho aminu (VIII). V tomto mezipro-

duktu v disledku mozné aldolové kondenzace za kyselych podminek a reakci —-NH2 skupiny
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kolagenu vznikaji alifatické pficné vazby (IX). Druhou mozZnosti je tvorba substituovanych
kvarternich typt pyridinového zesiténi (X), k némuz se dojde reakei VIII s molekulou GA a
uzavienim kruhu. Tehdy vznikéd dihydropyridin, jehoz néaslednou oxidaci dle pfitomného
kysliku v situjicim roztoku se utvari produkt X. XI pfedstavuje reakci mezi a-3 nenasyce-
nym meziproduktem Schiffovy baze s volnymi —NH> skupinami kolagenu. Z meziproduktu
IIT mtze déle ve vodném prostiedi vzniknout produkt cyklicky aminovy produkt XII. Reakci

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

GA nereaguje jen s —NH> skupinami, ale i s .COOH, amidovymi a dal§imi skupinami pro-
teind. Jeho reakce probihaji rychle za alkalickych i kyselych podminkach [21]. Nejucinnéjsi
je v oblasti neutralniho pH. [35]

Sitovani kolagenu GA vyznamné redukuje biodegradaci pii udrzeni anatomické integrity,
pruznosti a pevnosti. Dal$i vyhodou je rychlost reakce, nizké naklady, dostupnost a vysoka
rozpustnost ve vodném prostiedi, ¢imz molekuly GA reaguji s velkym poctem —NH2 skupin
v proteinech. V porovnani s jinymi sitovadly, jsou vytvoiené zesitované produkty stabilné;si

[21]. Schéma reakce a zelatiny je na obrazku ¢.23.

Jeho nevyhodou je mozné uvoliiovani molekul GA ze zesiténych biomateridlt, coz muze
vést k toxicité. K uvolnéni molekul GA miZe dojit pfi nezreagovani ptitomného mnozstvi
GA ve vzorku nebo v naslednych degradacich kolagenu. U koncentraci vyssi nez 0,05 % je

zjisténa vysoka toxicita. [21]

Protein _

ﬁ_ |Ii:HJ:i

:'?H:J- 'i"": HI'.“:::’ |-.|=|:ND
y M

HH, 5H), H M=
I

_L’EH

CH,1,
Zesiténa Zelatina

Obrazek ¢.23 — Reakce mezi GA a zelatinou. [21]
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2.3.2 Hexamethyldiisokyanat

Rozpustny hexamethyldiisokyanat (HMDIC, obrazek ¢.24) v ptitomnosti povrchové aktiv-
nich latek (PAL) tvoti pficné vazby dvou —NH> skupin skrze mocovinu. Studie naznadily

mens$i toxicitu u¢inki nez GA. [2]

&uﬁ_ﬂmr-f:l::ﬂ

Obrazek ¢.24 — Struktura hexamethyldiisokyandtu. [36]

2.3.3 Polyepoxidy

Polyepoxidy jsou polyfunkéni sit'ovaci ¢inidla [21]. Reakce probiha mezi —~NH> a epoxydic-
kymi skupinami a jejich pribéh se lisi v zavislosti na pH. V kyselém prostiedi se pfeménuje
epoxid na reaktivni produkt a pfi zasaditém pH se méni —NH3> skupina lysinu na nukleofil.
Monofunk¢éni epoxid nevytvaii vazbu mezi proteiny, ale vicefunkéni epoxid jiz pticné vazby

mezi bilkovinami tvofi [37]. Schéma reakce je zobrazené na obrazku ¢.25.

Obrazek ¢.25 — Mechanismus reakce mezi epoxidem a proteinem. [38]

Vyhodami pouZiti polyepoxidu je reaktivita k Sirokému spektru funkénich skupin ve vhod-
nych podminkéch, relativné nizka toxicita a voln¢ dostupné v komercni kvalité. Jejich sta-
biliza¢ni schopnost je vSak v porovnani s GA niz§i. Pro vyrovnani by se muselo pouzit vy-

soké mnozstvi polyepoxidu a dlouhé reakéni doby, coz je zase neekonomické. [39]

2.3.4 Formaldehyd

Formaldehyd je agresivni karbonylové plynné ¢inidlo, jenz kondenzuje aminy skrze Manni-

chovu reakci. Spolu s GA byva vyuzit ke stabilizaci a skladovani tkané (ptipadné bung¢k) pro
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nasledné aplikace [20]. Snadno se rozpoustéji ve vodé, s niz vytvari methylenovy hydrat
(obrazek ¢.26). Methylenovy hydrat je stejné reaktivni jako formaldehyd a tato molekula
mezi sebou tvoti polymer. Jeho reakce s proteiny probiha pomaleji, neZ jeho prunik tkanémi,

Vviz. obrazek ¢.27. [40]

Formaldehyd Polymer formaldehydu

Obrazek ¢.26 — Reakce formaldehydu s vodou. [40]

Lysin Methylenovy hydrat

D=(|: / x (!:=o
HG — (CHy)4~NH, + HOCH,OH + N Ny
NH |
I Methylenovy
| mustek l
D=(|3 x (i';=o
P~ HEI-l— (CH3)4—”—CH2—T
| + H,0

Obrazek ¢.27 — Reakce methylenového hydratu s proteinem. [40]

Pozitivni na formaldehydu je sitovani suchého kolagenu a plynné sit'ujici latky, a nikoliv
kapaliny. Lysinové, hydroxylysinové zbytky kolagenu s obsazenym aldehydem reaguje za
vzniku meziproduktu iminu. Imin vytvati vazbu mezi tyrosinem nebo Kyselinou asparago-
vou, glutamovou [2]. Bylo dokazano, ze mnozstvi peptidovych vazeb se po del$im Case zvy-
Suje. Formaldehyd je k proteinu navazan za 24 hodin, viz. obrazek ¢.28 [40]. Pii pouziti této

latky je doba absorpce kolagenniho materialu zvySovana, ale jeho pevnost v tahu se snizuje.
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I kdyz je mozno formaldehyd pouzit ve zdravotnictvi, jeho potencialni kiehkost a toxicka

residua jej znehodnocuje. [2]

PROTEIN +H + HCHO —» | PROTEIN —HCHOH

PROTEIN4—HCHOH + H-—T PROTEIN

—» |PROTEIN +—C — PROTEIN| + H,OQ
H
2

Obrdazek ¢.28 — Reakce mezi formaldehydem a proteinem. [40]

Pro pouziti jako sit'ujici latky, musime vSak pouzit latku, jejiz hlavni slozkou je monomerni

formaldehyd (ptipadné methylenovy hydrat).

Formalin je zfedéna forma formaldehydu o nizké polymeraci s obsahem 37—40 % formalde-
hydu a 60-63 % vody. Pokud se jedna o vyssi polymer, jsou distribuovany jako bily prasek
paraformaldehyd. [40]

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

Oxazolidiny se pfipravuji se reakci aldehydi a hydroxyamino skupin. Jejich bifunkéni cha-
rakter umoznuje t€émto slou¢eninam reakci s proteiny, jez je zobrazeno na obrazku ¢.29 [41].
Tyto heterocyklické slouceniny se ¢asto pouzivaji pfi zpracovani ktize v kombinaci s tfislo-

vinami a chromem. [36]
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CHs
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Obrazek ¢.29 — Reakce 4,4-dimethyl-1,3-oxazolidinu s kolagenem. [41]
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3 CHARAKTERIZACE STUPNE ZESITOVANI BILKOVINNEHO

SUBSTRATU

3.1 Teplota smrsténi

Diulezitym ukazatelem stupné zesiténi situjici latkou je teplota smrsténi. Pokud je situjici
latka silna, dochazi ke zvySeni teploty smrsténi kolagenniho substratu [42, s. 208]. Pfi zvy-
Sovani teploty kolagenni struktura denaturuje a premeénuje se na chaotickou. Ze struktury se
uvolnuji vodiky, to zptisobuje rozpad fetézct, a tim dochazi k pozorovatelnému smrsténi na

1/3 délky kolagenniho materialu. [42, s. 97]

3.2 Botnaci testy

Botnaci test je gravimetrické stanoveni hmotnosti v uréitych ¢asovych intervalech inkubace
v daném roztoku [27]. Pfed samotnym stanovenim se vzorky kolagenni matrice o danych
rozmé&rech nejprve kalibrovali v roztoku PBS (pH 7,2-7,4) pii pokojové teploté nékolik ho-
din [43]. Vzorky se poté lehce osusily na filtra¢nim papiru a inkubovali v roztocich s méfe-
nim v ¢asovych intervalech. Absorpce vody se pak vypocitala odectenim hmotnosti na po-

¢atku testu od hmotnosti vzorku v pribéhu inkubace ku hmotnosti na poc¢atku inkubace. [27]

3.3 Infracervena spektroskopie

Pro zjisSt'ovéani obsahu latky se mohou pouzit 3 oblasti infracerveného zateni: blizka, stiedni,
vzdalena. Pro charakterizaci chemické latky se nejcastéji vyuziva stfedni oblast v rozmezi

4 000400 cm™™,

Pt1 plisobeni elektromagnetického zareni na latku, dojde k ¢aste€né absorpci tohoto zafeni.
Absorpce se vyzaii ve forme energie, jez se projevi jako vibrace molekul. Kazda absorpce a
jeji vlnova délka (a nasledné vibrace) je charakteristickd pro jednotlivé molekuly v dané
latce. Jako vysledek se ziska infracervené spektrum se zobrazenim chemickych vazeb mezi

jednotlivymi molekulami. Zbyvajici zafeni se rozptyli, odrazi nebo projde méienou latkou.

[44]
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3.4 Stanoveni obsahu aminoskupin

Obsah volnych aminoskupin vypovida o stupni zesiténi. Volné —NH2 skupiny klesaji
S vys§im stupném sit'ovani. Jejich mnozstvi se stanovuje smichanim kolagenu, 0,5% kyse-
liny 2,4,6-trinitrobenzensulfonové a 4% roztoku NaHCO3. Po 2 hodinové reakci pii 40 °C
se dale pfidal 6 M HCI a teplota reakéni smési se zvysila na 60 °C. Zhruba po 90 minutach
dojde k rozpusténi kolagenu, vzorek se natedi a proméfi na UV-VIS spektrofotometru pii

345 nm. Vysledek se vyjadii jako procento celkového obsahu —NH> skupin. [34]

3.5 Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti se zjistuji kvili informacim o chovani vysledného produktu a jeho
odolnosti vici prostredi, ve kterém je aplikovan. Pro posouzeni mechanickych vlastnosti se
vyuziva postup ke zjisténi pevnosti v tahu, kdy se z kolagenniho filmu ziska vzorek o roz-
meérech 6x10 mm a tloust’ce 1 mm. Jeho pevnost se poté vypocita z poméru maximalniho

zatizeni vu¢i minimalnimu pfi¢cnému prifezu vzorkem filmu. [30]

3.6 Povrchova mikroskopie

Povrchova mikroskopie slouzi jako dopliikova metoda ke studiu stupné zesiténi. Pro zvétSeni
povrchu se pouziva skenovaci elektronovy mikroskop (SEM). Na obrazku ¢.30 je zobrazen
kolagen bez oSetteni (kontrolni), po fotochemickém sitovani (PC, rose Bengal v koncentraci
9,825 uM a laser 0,2 W po dobu 100 s) a po chemickém sitovani (GTA, 0,25%, 2 hodiny).
Rozdil mezi kontrolnim kolagenem a kolagenem po oSetteni byl statisticky vyznamny, ale

rozdil mezi fotochemicky a chemicky zesiténym kolagenem nebyl tak o¢ividny. [18]
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200X

Contral

Obrdzek ¢.30 — Kolagen bez oSetieni (control), po fotochemickém sitovani (PC) a

chemickém sitovani (GTA). [18]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

4 ZHODNOCENI LITERARNI STUDIE A CiLE PRACE

I kdyz je kolagen tadné prostudovany, jeho schopnost interakce se sitovadly neni u nékte-
rych latek viibec znama. U latek, které uz jsou ovéiené k ziskani dobrych mechanickych
vlastnosti, se hleda koncentrace, ktera by znamenala netoxicky biomaterial. Mnoho studii se

navic pii sitovani kolagenu zabyva spise metodou in vivo, nez in vitro.

Pomérmé ¢asto pouzivany a relativné prostudovany glutaraldehyd sice zlepsuje mechanické
vlastnosti, ale pro medicinské ucely neposkytuje pozadovanou netoxicitu, a ne vzdy se docili
spravného produktu. Podobnou pozornost ma karbodiimid a N-hydroxysukcimid, kde se nej-
Castéji pouziva jejich kombinace.

Literatura se 0 mechanismech reakce kolagenu s latkami pfirodniho charakteru za¢ina vice
objevovat kvili pottebé biokompatibilnich materidlech zejména v medicing. Nejedna se jeno
o Cisté latky prirodniho charakteru, ale 1 jejich modifikované formy. Tyto latky ale neposky-
tuji takové mechanické vlastnosti, které jsou pottebné, a jejich vyroba miize byt také ekono-

micky naro¢na.

Fyzikdlni sitovani je zndmé predevsim u kolagenu v kiizi. Po provedenych studiich se pro-
kazaly negativni u¢inky pifi dlouhodobém plisobeni a omezené schopnosti sitovani, ale po-
zitivni je nepiitomnost chemickych latek. Nejvice se pouzivalo i pouziva testovani ucinka

na kuzi v kozedéIném a kosmetickém pramyslu.

Literatura zminiuje pouZiti rozpustnych hydrolyzati elastinu k sitovani kolagenu pro biome-
dicinské aplikace. Sit'ujici ucinky keratinového hydrolyzatu nejsou v soucasné literatufe

zmifovany.

Cilem této prace je ptipravit filmy z kolagenniho gelu s pfidavkem kolagen-elastinového a
keratinového hydrolyzatu, ptipravit filmy z kolagenniho gelu s pfidavkem kolagen-elastino-
vého hydrolyzatu a glutaraldehydu a keratinového hydrolyzatu s glutaraldehydem. Dale vy-
hodnotit stupen zesiténi kolagennich filma dostupnymi metodami. Srovnat sit'ujici G€inky
samotnych hydrolyzati a hydrolyzati v kombinaci s glutaraldehydem a navrhnout optimalni

podminky sitovani.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIALY A METODY

5.1 Material, pristroje, pomiicky a chemikalie

Jako materidl k zesiténi jsem pouzila kolagenni disperzi, kolagen-elastinovy hydrolyzat, ke-

ratinovy hydrolyzat a glutaraldehyd.

Kolagenni gel: Siln¢ viskozni kolagenni gel ptfipraveny ze skary hovéziho dobytka. Doda-
vatel: VUP Medical Brno, C. R. Bilkovinna disperze se skladovala v chladni&ce pii 6+1 °C.
Charakteristika: 7,0 % obsah suSiny, obsah popela 1,0 %.

Kolagen-elastinovy hydrolyzat: Praskovy kolagen-elastinovy hydrolyzat (svétle Zluté
barvy) vyrobeny z hovézich vazovic. Dodavatel: NANJING MSN Chemical Co., Ltd., Jian-
gSu, C. L. R. Charakteristika: obsah bilkovin 92,5 %, obsah vIhkosti 3,5 %, obsah popelovin
4,0 %.

Keratinovy hydrolyzat: Praskovy keratinovy hydrolyzat (krémové barvy) vyrobeny z drii-
beziho pefi. Dodavatel: CN Lab Nutrition, Asian Group, Shaanxi, C. L. R. Charakteristika:
obsah bilkovin 90,5 %, obsah vlhkosti 7,0 %, obsah popelovin 2,5 %.

Glutaraldehyd: 25% ¢iry roztok. Dodavatel: Sigma Aldrich.

Pro vyhodnoceni zvolenych charakteristickych vlastnosti byly pouzity nasledujici pomutcky
a chemikalie: mikrometr SOMET (Ceskoslovensko, CSN 2514), topna deska IKA C-MAG
HS 7 (Némecko), kadinka, kalibrovana zkumavka, zavazi¢ko, topna deska SCHOTT
GERATE GMBH (Némecko), Satellite FTIR (Mattson, Némecko), susarna MEMMERT
ULP 400 (Némecko), analytické vahy KERN 770 (Némecko), destilovana voda, kadinka,
plastova pinzeta, filtra¢ni papir, zavazi 5 g, dvé plastové desky formatu A4, pinzeta s plo-

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

5.2 Plan experimentii a statisticka analyza

Na principu faktorovych pokust, které umoznuji efektivni posouzeni mechanickych vlast-
nosti kolagenniho gelu s vybranymi sitovadly, jsem pro interakci zvolila 2 technologické
faktory: faktor A (mnozstvi sitovadla) a faktor B (doba zrani). Tyto faktory poskytnou in-
formace o limitech a problematickych mistech pfi sitovani v minimalnim mnoZstvi experi-

mentt [45]. Statisticka analyza se provedla programem Minitab 15.
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5.3 Metody na hodnoceni stupné zesiténi

Pro vyhodnoceni stupné zesiténi jsem stanovila teplotu smrsténi, stupei zbotndni a zménu

plochy, susinu, FTIR a mechanické vlastnosti.

5.3.1 Stanoveni teploty smrsténi

Télisko z ptipraveného filmu (o rozmérech 506 mm) se zavazickem se zavésilo na hacek,
ponofilo do vody a méfila se délka prodlouzeni po dobu 4 minut bez zahtivani. Po uplynuti
4 minut se aparatura zahiiva rychlosti 3,3—4,2 °C/min. Sledovala se teplota pocatku smrsténi
téliska o 0,5-1 mm své délky. Zkouska pokracuje, dokud se télisko nepietrhne, zavazicko
neutrhne nebo dosazeni vysokych teplot (obvykle 80-90 °C). Stanovuje se dle normy CSN

79 38 41, ktera je analogickd normé o stanoveni teploty smrsténi usni.

5.3.2 Botnaci test

Vzorek s ptesné definovanymi rozméry a hmotnosti (20x20 mm) se inkubovala ve vodni
lazni po dobu 1 hodiny. V pribéhu inkubace se vzorek nékolikrat zméfil a zvazil. Z hodnot

se nasledné vypocital stupen zbotnani a zména plochy vzorku.

Stupent zbotnani (SZ) se vyjadii jako nésobek pfirtistku hmotnosti vzorku — podle vzorce

(rovnice ¢.1):

Sz =" (1)

mg

Zména plochy vzorku (ZP) se vypocte podle vzorce (rovnice ¢.2):
Py
7P = (P— * 100) ~100[%] (2
S

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 [%].

533 FTIR

Zapnul se FTIR spektrometr a na pocitaci se spustil program Winfirst. Zobrazi se tlacitko
SCAN. Nastavil se Spectrometer Setup: 3 opakovani, rozsah méfeni 600—4000 cm™ a v typu
IR dat se vybrala absorbance nebo transmitance. Pro nastaveni pozadi nebyl v komote Zadny
vzorek. V ovladacich panelech se nastavil BACKGROUND a stiskl SCAN. Po skonceni
méfeni se zobrazil spektrum. Do komory se vlozil vzorek a v ovladacich panelech se zvolil

SAMPLES a stiskl SCAN. Po skonéeni méfeni se zobrazilo spektrum vzorku.
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5.3.4 Stanoveni mechanickych vlastnosti

Metodika byla prevzata ze zkusebnich predpisti podnikovych laboratofi kozeluzen TOMA
Otrokovice (dr. Vaculik, 1993). Pfistroj, jenz byl pouzit je Instron Mini 55 (Instron,
Norwood, MA, U. S. A). Ze zkouSenych filmu byly vystiizeny télesa o rozmérech
140x15 mm, které se pak upnula do Celisti pfistroje (vzdalenost ¢elisti byla 50 mm). Rych-
lost posunu celisti 50 mm/min. Kazdé¢ stanoveni bylo provedeno 3%. Vysledky jsou prezen-

tovany jako aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou.

5.3.5 Stanoveni susiny

Maly kousek filmu se zvazil, nastfihal na drobné ¢astecky a susil po dobu nejméné 4 hodin.

Po této dob¢ se opét zvazil a vypocital obsah susiny (w) podle vzorce (rovnice ¢.3):
w="2.100% (3)
mo

Kde mo je pocate¢ni hmotnost vzorku [g] a m1 je hmotnost vzorku po suseni [g].
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6 POSTUP PRACE

V nasledujicim textu jsou popsany postupy pii sitovani kolagen-elastinovym hydrolyzatem
(KEH), kolagen-clastinovym hydrolyzatem s glutaraldehydem (KEH+GA), keratinovym
hydrolyzatem (KH) a keratinovym hydrolyzatem s glutaraldehydem (KH+GA).

6.1 Interakce vlaknitého kolagenu s kolagen-elastinovym hydrolyza-

tem

Dané mnozstvi kolagenni hmoty se diikkladné zamichalo se sitovadlem KEH v mnozstvi
podle faktoru A (5—10-15 %). Reakéni smés se poté nechala zrat v lednici (6=1 °C) po dobu
dle faktoru B (1, 3 a 5 dnti). Po uplynuti doby zrani se na PMMA desti¢kach z reakéni smési
ptipravily filmy, které se pak susily ve 3 stupnich: 12 minut pii 40 °C, zvySeni teploty na
60 °C (3 °C/min), a nasledné suseni po dobu 12 minut, zvyseni teploty na 80 °C (2,8 °C/min),
a nasledné suseni po dobu 12 minut. Ususené filmy se poté z desti¢ek odstranily a uchova-

valy v PE saccich. Filmy byly transparentni a mély svétle bézovou barvu.

6.2 Interakce vlaknitého kolagenu s kolagen-elastinovym hydrolyza-

tem a glutaraldehydem

Dané mnozstvi kolagenni hmoty se diikladné zamichalo se sitovadlem KEH v mnozstvi
podle faktoru A (3-6-9 %). Reak¢ni smés se poté nechala zrat v lednici (6+1 °C) po dobu
dle faktoru B (1, 2 a 3 dny). Po uplynuti doby zrani se do reakéni smési vmichalo 0,5 % GA
a nechalo zrat v lednici dalsich 60 minut. Na PMMA desti¢kach z reakéni smési ptipravily
filmy, které se pak suSily ve 3 stupnich: 12 minut pii 40 °C, zvyseni teploty na 60 °C
(3 °C/min), a nasledné suseni po dobu 12 minut, zvyseni teploty na 80 °C (2,8 °C/min), a
nasledné suseni po dobu 12 minut. UsuSené filmy se poté z desti¢ek odstranily a uchovavaly

Vv PE saccich. Filmy byly transparentni a mély svétle bézovou barvu.

6.3 Interakce vlaknitého kolagenu s keratinovym hydrolyzatem

Dané mnozZstvi kolagenni hmoty se diikladné zamichalo se sitovadlem KH v mnoZstvi podle
faktoru A (3—7,5-12 %). Reak¢ni smés se poté nechala zrat v lednici (6£1 °C) po dobu dle
faktoru B (1, 3 a 5 dnii). Po uplynuti doby zrani se na PMMA destickach z reak¢ni smési
pfipravily filmy, které se pak suSily ve 3 stupnich: 12 minut pii 40 °C, zvySeni teploty na
60 °C (3 °C/min), a nasledné suseni po dobu 12 minut, zvyseni teploty na 80 °C (2,8 °C/min),
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a nasledné suseni po dobu 12 minut. Ususené filmy se poté z desticek odstranily a uchova-

valy v PE saccich. Filmy byly transparentni a mély svétle bézovou barvu.

6.4 Interakce vlaknitého kolagenu s keratinovym hydrolyzatem a
glutaraldehydem

Dan¢ mnozstvi kolagenni hmoty se dikladné zamichalo se sitovadlem KH v mnozstvi podle
faktoru A (2-5-8 %). Reakéni smés se poté nechala zrat v lednici (6+1 °C) po dobu dle
faktoru B (1, 2 a 3 dny). Po uplynuti doby zréni se do reak¢éni smési vmichalo 0,5 % GA a
nechalo zrat v lednici dal$ich 60 minut. Na PMMA destickach z reakéni smési ptipravily
filmy, které se pak suSily ve 3 stupnich: 12 minut pii 40 °C, zvySeni teploty na 60 °C
(3 °C/min), a nasledné suseni po dobu 12 minut, zvySeni teploty na 80 °C (2,8 °C/min), a
nasledné suseni po dobu 12 minut. UsuSené filmy se poté z desti¢ek odstranily a uchovavaly

v PE saccich. Filmy byly transparentni a m¢ly lehce tmavsi bézovou barvu.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

V nasledujicim textu jsou zobrazeny vysledky zesiténi kolagen-elastinovym hydrolyzatem
(KEH), kolagen-clastinovym hydrolyzatem s glutaraldehydem (KEH+GA), keratinovym
hydrolyzatem (KH) a keratinovym hydrolyzatem s glutaraldehydem (KH+GA).

7.1 Sitovani vlaknitého kolagenu kolagen-elastinovym hydrolyza-

tem

Tabulka ¢.2 — Souhrnné vysledky ukazatelu zesiténi kolagenniho gelu sitovaného
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Teplota smrsténi (TS) vV podélném sméru je popsana regresni rovnici:

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

(a) (b)
57,0 55,7 55,0
5
@ stfedni hodnota
56,5 4 @ limitni hodnoty
o
1
‘g 56,0 - . @
2 & Zrani (dny) 48]
2 (%)
@ 55,5 P
—m— 10
15
55,0 57,0 56,9
[ ] 1
T T T 5 15
1 3 5 KEH (%)
Zrani (dny)
(c)

57ﬂ

Ts podéIné (°C) o

15
55

10 e (%)

1,0

2,5
4,0

Zrani (dny)

55

Obrazek ¢.31 — Vliv pridavku KEH a doby zrani na Ts v podélném sméru pri sito-

vani KEH.
Grafické znazornéni teploty smrsténi v podélném sméru (a) ukazuje sniZeni teploty pfi mi-
nimalnim i maximalnim ptidavku. Nejvyraznéjsi pokles byl u maximalniho ptidavku (15 %
KEH). Nejvyssi teplotou smrsténi (b) byla 57,0 °C (5 % KEH po 1 dni zrani), nejnizsi tep-
lotou byla 54,8 °C (10 % po 2 dnech zrani). Ve 3D grafu (C) mizeme vidét postupny pokles
teploty v zavislosti na case. Nejvyssich hodnot teplot smrsténi se dosahlo pfi 1 dni zrani.

S delsi dobou se teplota smrsténi v podélném smeéru zhorSovala.
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Teplota smrsténi v pficném sméru je popsana v rovnici:

Ts pFiené (°C) = 60,3 - 0,0050 KEH (%) - 0,312 Zrani (dny)

(a) (b)
60,55 WEH 59,3 58 3
(%) 5
60,0 ;
' RS
~ ® limitni hodnoty
()
& 59,5 —_
2 T .
2 Zrani (dny),
w 59,0
= | |
58,5 -
59,6 60,5
58,0 - . . . ! . -
1 . 13 5 KEH (%)
Zrani (dny)
(©)
60
Ts pFicné (°C)
59 |
15
58
: 0 e (%)
1,0 25
' 40 3
55

Zrani (dny)

Obrazek ¢.32 — Vliv pridavku KEH a doby zrani na Ts v pricném sméru pri sito-
vani KEH.

Na obrazku (@) je zobrazeno sniZeni teploty smrsténi v pficném sméru u vSech koncentraci.
vys$siho ptidavku (15 % KEH). Kubicky graf (b) ukazuje maximalni teplotu (60,5 °C) pii
15 % KEH po 1 dni zrani a minimalni teplotu (58,3 °C) pti 15 % KEH po 5 dnech zrani. Na
3D grafu (c) je zobrazeno, Ze nejvyssi teploty smrsténi pro vSechny piidavky KEH je dosa-

zeno po 1 dni zréni. Poté teplota klesala.
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7.1.2 Mechanické vlastnosti
Tahova sila pfi ptetrzeni (F) je popsana nasledujici regresni rovnici:

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

@ (b)
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L] 12 0,7
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150 KEH
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0,50 - : . . 1
1 3 5 5 15
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(©)

15 |
F (N)

L0 |

15
A 10 ke (%)
1,0 25
' 4,0 o J
Zrani (dny) !

Obrazek ¢.33 — Vliv pridavku KEH a doby zrani na tahovou silu pri sitovani
KEH.
Na grafu (a) je ukazano postupné zvySovani tahové sily pii pietrzeni pii vSech ptidavcich
KEH po del§im ¢ase zrani. Maximalni pidavek KEH (15 %) zvySovala tahovou silu mirnéji
nez minimalni piidavek (5 %). Tahova sila na obrazku (b) dosahla maxima (1,7 N) pii 10 %
KEH po 2 dnech zrani a minima (0,6 N) pii 15 % po 1 dni zrani. Ve 3D grafu (C) jsou

zobrazena vysoké tahové sily po delSim Case zrani.
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Pomérné prodlouzeni pfi pretrzeni (€) je popsano rovnici:

€ (%) = 139 - 3,67 KEH (%) + 0,04 Zrani (dny)

(@) (b)
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Obrdazek ¢.34 — Vliv pridavku KEH a doby zrani na pomérné prodlouzeni pri sito-

vani KEH.
Pomérné prodlouzeni pfti pretrzeni v grafu (a) s dobou zrani pfi nejniz§im piidavku KEH
(5 %) mirng klesa, pii ptidavku 15 % KEH mirn¢ stoupa. Kubické zobrazeni (b) ukazuje
jako maximalni prodlouzeni 135,7 % (10 % KEH po 2 dnech zrani) a jako minimalni 71,2 %
(15 % KEH po 1 dni zrani). Ve 3D grafu (C) je ukazano, Ze doba zrani pro piidavek 5 %
KEH zhorSuje pomérné prodlouzeni pii pfetrZeni, ale pii pfidavku 15 % KEH dochazi ke

zlepsovani hodnot pomérného prodlouzeni.
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713 FTIR
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Tabulka ¢.4 — Odlisnosti charakteristickych piku film

prky filmu bez sitovadla.
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Obrazek ¢.35 — FTIR spektrum kolagenniho filmu bez sitovadla, KEH a kolagen-

niho filmu sitovaného KEH.

V tabulce ¢.4 je ukazano, ze charakteristické vibrace pro —OH skupiny (3650-3200 a

1038 cm?), amidovou | vazbu (1635 cm™), amidovou 1l vazbu (1550 cm™) a alifatické sku-

piny —CH a —CH3 (1455 cm) zmizely, nebo byly slabé, coz indikuje, ze KEH reagoval s

kolagenem. SniZeni nebo vymizeni vazeb mezi CN a NH (1340, 1115 a 1080 cm™) ukazuje

na reakci kolagenu s KEH. Vibrace amidové III vazby (1204 cm™) se zvysila.
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7.1.4 Botnaci test
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Obrazek ¢.36— Stupen zbotnani filmi pri 26 °C.
=4=Dez sitovadla =lll=GA =he=exp.C.1
== eX.C.2 == exp.C€.3 =0=—-exp.C.4
e @XP. C.5 e @XP. €. 6 exp.c.7
14
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10 / ™~

\\

Stupen zbotnani (nasobek)

Doba inkubace (min)

60

Obrazek ¢.37— Stupen zbotnani filmu pri 80 °C.

v

Pti 26 °C nejvice zbotnal kolagenni gel bez sitovadla. Jako nejvhodnéjsi sitovadlo se ukazal

GA. Vhodnym sitovadlem je i experiment ¢.6 (2 % KEH po 1 dni zrani). Experimenty se na

zacatku botnaciho testu liSily mezi sebou jen o desetiny stupiili zbotnani. Tento trend pokra-

¢oval béhem celého testu az do konce. Test pii 80 °C ukazal nejvétsi stupen zbotnani u ko-

lagenniho gelu bez sitovadla. GA spolecné s experimentem ¢€.3 (15 % KEH po 1 dni zrani)

mél nejmensi stupen zbotnani. Na zacatku experimentu mély vSechny koncentrace témef

stejné stupné zbotnani. V prubéhu experimentu zacaly mezi nimi byt vétsi rozdily.
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Obrazek ¢.38— Zmeéna plochy filmii pri 26 °C.
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Obrazek ¢.39— Zmena plochy filmu pri 80 °C.

P11 26 °C se plocha zménila jen u kolagenniho filmu bez sitovadla. U zadného z experimentt

a kolagenniho filmu sitovaného GA, nedoslo ke zméné plochy. Nejmensi zména plochy pii

80 °C byla u kolagenniho gelu sitovaného GA a kolagenniho film bez sitovadla. Experiment

¢.3 (15 % KEH po 1 dni zrani) se ukazal jako nejméné vhodny. Ke zmenSeni plochy docha-

zelo ihned po 1 minuté. Dalsi zmenseni plochy filmut bylo po 16 minutg, a poté byly stabilni.
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7.2.1 Teplota smr
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V tabulce €.6 jsou zobrazené prodlouzeni/smrsténi filmt v podéln

Tabulka ¢.6 — Prodlouzeni/smrstent filmii sitovanych KEH a GA V podélném a

v

pricnem smeru.
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Teplota smrsténi (TS) vV podélném sméru je popsana regresni rovnici:

Ts podélné (°C) = 59,8 - 0,492 KEH+GA (%) - 0,575 Zrani (dny)

(a) (b)
59 3 =%
58 [ sn“'edrjl'hodnota
® limitni hodnoty
o
= 574 KEH+GA
2 (%) -
] 3 2
-§' 5. e g Zrani (dny)
Q2
55
54 - . 59,0 54,5
1 2 3 3 9
Zrani (dny) KEH+GA (%)
(©)
%5 | \v\\
Ts podélné (°C) 57,0 | \
55 |
8
%40 | 6
KEH+GA (%)
1 4

2
Zrani (dny)

Obrazek ¢.40 — Vliv pridavku KEH a doby zrani na Ts v podélném sméru pri sito-

vani KEH a GA.
Grafické zndzornéni teploty smr$téni v podélném sméru (a) ukazuje snizeni teploty pfi nej-
nizsich ptidavcich. Pti nejvyssim pridavku teplota mirné stoupa. Nejvyssi teplotou smrsténi
(b) byla 59,0 °C (3 % KEH po 1 dni zrani) a nejnizsi byla 54,0 °C (6 % KEH po 2 dnech
zrani). Ve 3D grafu (c) mizeme vidét postupny pokles teploty pro ptidavku 3 % KEH v za-

vislosti na ¢ase. Teplota smr$téni v podélném sméru se pro piidavek 9 % KEH s del$i dobou

zrani zvysuje.
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Teplota smrsténi v pticném sméru je popsana regresni rovnici:

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

(@) (b)

63-
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Obrazek ¢.41 — Viiv pridavku KEH a doby zrani na Ts v pricném sméru pri sito-
vani KEH a GA.
Na obrazku () je zobrazeno vyrazné zvyseni teploty smr§téni v pficném sméru u vSech pii-
davcich. Teplota nejnizsiho piidavku (3 % KEH) se zvySuje mirngji nez nejvyssiho piidavku
(9 % KEH). Kubicky graf (b) ukazuje maximalni teplotu (62,2 °C) pti 3 % KEH po 3 dnech
zrani a minimalni (55,1 °C) pti 3 % KEH po 1dni zréni. Na 3D grafu (C) je zobrazeno, Ze

nejvyssi teploty smrsténi se dosahlo po 3 dnech zrani.
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7.2.2 Mechanické vlastnosti

Tahova sila pfi ptetrzeni (F) je popsana regresni rovnici:

F (N) = 1,78 - 0,0667 KEH+GA (%) + 0,150 Zrani (dny)
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Obrdazek ¢.42 — Vliv pridavku KEH a doby zrani na tahovou silu pri sitovani KEH

a GA.

cv v

Nejvyssi ptidavek KEH (9 %) se s delsi dobou zrani nezménila. Tahové sila (b) dosahuje
maxima (2,2 N) pti 3 % KEH po 3 dnech zrani a minima (1,5 N) pii 9 % KEH po 1 a 3 dnech

zrani. Ve 3D grafu (C) je zobrazena vysoka tahova sila pfi pretrzeni po del$im ¢ase zrani pfi

v
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Pomérné prodlouzeni pfi pietrZeni (€) je popsana regresni rovnici:

& (%) = 143 - 0,333 KEH+GA (%) - 2,60 Zréni (dny)

(a) (b)
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Obrazek ¢.43 — Vliv pridavku KEH a doby zrani na pomérné prodlouZeni pri sito-
vani KEH a GA.
Pomémé prodlouzeni pii pretrzeni v grafu (a) s dobou zrani pfi nejnizs§im pridavku KEH

(3 %) mirng klesa, pti nejvyssim piidavku KEH (9 %) klesa vyrazné. Kubické zobrazeni (b)
ukazuje jako maximalni prodlouzeni 138,8 % (9 % KEH po 1 dni zrani) a jako minimalni
129,5 % (9 % po 3 dnech zrani). Ve 3D grafu (C) je ukazano, Ze doba zrani pro vSechny
ptidavky KEH zhorSuje pomérné prodlouZeni pii pretrZzeni. Nejvétsi pokles byl u 9 % KEH.
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723 FTIR
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Tabulka ¢.7 — Odlisnosti charakteristickych p

GA s piky filmu bez sitovadia.
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Obrazek ¢.44 — FTIR spektrum kolagenniho filmu bez sitovadla, KEH, kolagen-

niho filmu sitovaného 0,5 % GA a kolagenniho filmu sitovaného KEH a GA.

V tabulce ¢.7 je ukdzano, 7e charakteristické vibrace pro —OH skupiny (3650-3200 cm™)

vymizely. Amidova I vazba (1635 cm™), amidova II vazba (1550 cm™) a alifatick4 skupina

—CH; a—CHj3 (1455 cm™) byla slaba nebo stejnd, coz indikuje, ze KEH reagoval s kolagenem

astecné nebo viibec. Vibrace amidové 111 vazby (1204 cm™) se zvysila reakci KEH s kola-

genem. Obsah —NH: skupin kolagenu z@istal nezménén (1080 cm™).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

7.2.4 Botnaci test
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Obrdazek ¢.45 — Stupen zbotnani filmii pri 26 °C.
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Obrazek ¢.46 — Stupen zbotnani filmii pri 80 °C.
Pfi 26 °C nejvice zbotnal kolagenni gel bez sitovadla. Nejvhodnéjsi sitovadlo je GA. Vhod-
nym sitovadlem se ukéazaly i1 experiment ¢.1 (3 % KEH po 1 dni zrani), experiment ¢.3 (9 %
KEH po 1 dni zrani) a experiment ¢.5 (6 % KEH po 2 dnech zrani). Experimenty mély na
zacatku téméf stejné stupné zbotnani. Experimenty se 3 dny zrani mély stejné stupné
zbotnani, stejné€ jako experimenty s mensi dobou zrani. Test pfi 80 °C ukazal nejveétsi stupeit
zbotnani u kolagenniho gelu bez sitovadla. Nejméné zbotnal kolagenni gel s GA. Po 1 mi-

nuté testu se experimenty lisily jen o par desetin stupni zbotnani. Po 16 minuté dochazelo

mezi experimenty k vétsim rozdilam.
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Obrazek ¢.41 — Zména plochy filmu pri 26 °C.
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Obrazek ¢.48 — Zmena plochy filmu pri 80 °C.
P11 26 °C se plocha zménila jen u kolagenniho filmu bez sitovadla. U Zadného z experimentii
a kolagenniho filmu sitovaného GA, nedoslo ke zméné plochy. Nejmensi zména plochy pii
80 °C byla u kolagenniho gelu sitovaného GA. Do 16 minuty patiil mezi nejlepsi i kolagenni
gel bez sitovadla. Experiment ¢.2 (3 % KEH po 3 dnech zrani) a experiment ¢.1 (3 % KEH
po 1 dni zrani) se ukazaly jako nejméne vhodné. V prubehu testu se rozdily ve zméné plochy

jednotlivych experimentli zacaly mirnit a sjednocovat. Po 36 minuté se plochy neménily a

byly téméf totozné.
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Teplota smrsténi (TS) vV podélném sméru je popsana regresni rovnici:

Ts podélné (°C) = 57,7 - 0,039 KH (%) - 0,113 Zrani (dny)

(a) (b)
58,5
- 5
58,0 @ stfedni hodnota
%) KH (%) ® limitni hodnoty
D) —e— 30
2 575 -
= 57,51 12,0 -~ -}
2 Zrani (dny)
2
2
57,0 1
57,4 56,6
56,5 "
I 3 : 3 ., 2
Zrani (dny) )
(©)

58,0

Ts podélné (°C) 7

57,0

56,5 9
6 KH (%)

2,5
4,0 55
Zrani (dny) !

Obrazek ¢.49 — Vliv pridavku KH a doby zrani na Ts v podélném sméru pri sito-
vani KH.
Grafické znadzornéni teploty smrsténi v podélném sméru (a) ukazuje sniZeni teploty pii mi-
nimalnim ptidavku. Doba zrani u nejvyssiho ptidavku (12 % KH) teplotu smrsténi nezmé-
nila. Nejvyssi teplotou smrsténi (b) byla 58,3 °C (7,5 % KH po 3 dnech zrani), nejnizsi byla
56,5 °C (3 % KH po 5 dnech zrani). Ve 3D grafu (¢) miuzeme vidét prudky pokles teploty
Vv zavislosti na Case pfi ptidavku 3 % KH. Nejvyssich hodnot teplot smr$téni se dosahlo po

3 dnech zrani (7,5 % KH) a pfi 1 dni zrani (3 % KH).
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Teplota smrsténi v pticném sméru je popsana regresni rovnici:

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

(@) (b)
65+
64- 5
63 ‘\. @ stfedni hodnota
® limitni hodnoty
~ 62
%)
(9
S 61-
g KH (%) Zréni (d o
5 60 _e 30 rani (dny) 6.8
# 501 o o
58
574
= 63,6 64,6
56 : : : 1
1 3 5 3 12
Zrani (dny) KH (%)
(©)
&
_— 62 |
Ts pricné (°C)
60
12
58
9
6 KH(%)

25

4,0

55

Zrani (dny)

Obrazek ¢.50 — Vliv pridavku KH a doby zrani na Ts v pricném sméru pri sitovani

KH.
Na obrazku (a) je zobrazeno sniZeni teploty smrsténi v ptiéném sméru u vSech piidavcich.
vyssiho pridavku (12 % KH). Kubicky graf (b) ukazuje maximalni teplotu (64,6 °C) pii 12 %
KH po 1 dni zrani a minimalni (56,8 °C) pii 7,5 % KH po 3 dnech zrani. Na 3D grafu (C) je
zobrazeno, Ze nejvyssi teploty smrsténi pro vSechny piidavky KH je dosazeno po 1 dni zréni.

Poté teplota smr$téni v pficném sméru klesala.
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7.3.2 Mechanické vlastnosti

Tahova sila pti ptetrzeni (F) je popsana regresni rovnici:
F (N) = 0,980 - 0,0333 KH (%) + 0,0500 Zrani (dny)

@ (b)

1,24

1,14 @ stfedni hodnota
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0,7 . (o8] 71

1 3 5
L 3 12
Zrani (dny) KH (%)
(©)

Fy M0

12

9
¢  KH(%)

2,5
4,0 55
Zrani (dny) !

Obrazek ¢.51 — Vliv pridavku KH a doby zrani na tahovou silu pri sitovani KH.
Na grafu (a) je ukazano vyrazné zvysSeni tahové sily pii pietrzeni pfi nejnizsim piidavku KH
(3 %). Tahova sila se pii pridavku 12 % KH nezménila. Tahova sila (b) dosahuje maxima
(1,2 N) pii 3 % KH po 5 dnech zrani a minima (0,7 N) pii 12 % po 1 a 3 dnech zrani. Ve 3D
grafu (c) je zobrazeni zvyseni tahové sily pii pretrzeni po delSim case zrani pii 3 % KH.

Kratky ¢as zrani (1 den) tahovou silu nezvySoval.
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Pomérné prodlouzeni pfi pietrZeni (€) je popsana regresni rovnici:

€ (%) =148 - 4,99 KH (%) + 2,45 Zrani (dny)

() (b)
160 A —_155 6 [95,4 ]
5
150 |
140 4 @ stfedni hodnota
;@ KH (%) @ limitni hodnoty
= 3,0
: S
>N
é 120 4 120 Zrani (dny)
(=]
& 110 .
100 |
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90 - T T T 1
1 3 5 3 12
Zrani (dny) KH (%)
(c)
160 w
o
140 \
rodlouzeni (%)
120 |
12
100 | 9
KH (%)

2 3
Zrani (dny)

Obrazek ¢.52 — Vliv pridavku KH a doby zrani na pomérné prodlouzeni pri sitovani KH.

stoupa, pii nejvyssim piidavku KH (12 %) mirné klesa. Kubické zobrazeni (b) ukazuje jako
maximalni prodlouzeni 155,6 % (3 % KH po 5 dnech zrani) a jako minimalni 95,4 % (12 %
po 5 dnech zrani). Ve 3D grafu (C) je ukdzano, Ze doba zrani pro 3 % KH zhorSuje pomérné
prodlouzeni pfi pretrzeni, ale pfi ptidavku 12 % KH dochézi ke zlepSovani hodnot pomér-

ného prodlouZzeni.
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Tabulka ¢.10 — Odlisnosti charakteristickych pikii film

S piky filmu bez sitovadla.
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Obrazek ¢.53 — FTIR spektrum kolagenniho filmu bez sitovadla, KH a kolagen-

niho filmu sitovaného KH.

V tabulce ¢.10 je ukazano, Ze charakteristické vibrace pro —OH skupiny (3650-3200 a
1038 cm?), amidovou | vazbu (1635 cm™), amidovou 1l vazbu (1550 cm™) a alifatické sku-
piny —CHz a —CH3 (1455 cm™) zmizely, nebo byly slabé, coz indikuje, ze KH reagoval s

kolagenem. SniZeni nebo vymizeni vazeb mezi CN a NH (1340, 1115 a 1080 cm™) ukazuje
na reakci kolagenu s KH.
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7.3.4 Botnaci test
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Obrdazek ¢.54 — Stupen zbotnani filmii pri 26 °C.

14
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Obrazek ¢.55 — Stupen zbotnani filmii pri 80 °C.

P11 26 °C nejvice zbotnal kolagenni gel bez sitovadla. Jako nejvhodné;si sitovadlo se ukazal

GA. Vhodnym sitovadlem je i experiment ¢.1 (3 % KH po 1 dni zrani) a experiment ¢.3

(12 % KH po 1 dni zrani). Test pii 80 °C ukazal nejvétsi stupen zbotnani u kolagenniho gelu

bez sitovadla. GA mé&l nejmensi stupent zbotnani. Na zacatku testu byly stupné zbotnani u

vSech koncentraci KH témé&f totozné. Nejvice GA pfiblizil experiment ¢.1.
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Obrdazek ¢.56 — Zména plochy filmu pri 26 °C.
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Obrazek ¢.57 — Zmena plochy filmu pri 80 °C.
P11 26 °C se plocha zménila jen u kolagenniho filmu bez sitovadla. U Zadného z experimentii
a kolagenniho filmu sitovaného GA, nedoslo ke zméné plochy. Nejmensi zména plochy pii
80 °C byla u kolagenniho gelu sitovaného GA a kolagenniho film bez sitovadla. Experiment
¢.3 (12 % KEH po 1 dni zrani) se ukézal jako nejméné vhodny. Uz od zacatku testu byly

mezi experimenty rozdily. Plocha se béhem experimentu pfili§ neménila.
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Tabulka ¢.11 — Souhrnné vysledky ukazatelii zesiteni kolagenniho gelu sitovaného

KH a GA.
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Teplota smrsténi (TS) vV podélném sméru je popsana regresni rovnici:

Ts podélné (°C) = 51,8 + 0,250 KH+GA (%) + 0,550 Zrani (dny)

56
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2
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Obrazek ¢.58 — Viiv pridavku KH a doby zrani na Ts v podélném smeru pri sito-

vani KH a GA.

Grafické znazornéni teploty smrsténi v podélném sméru (a) ukazuje postupné zvySovani

teploty pfi minimalnim i maximalnim pfidavku. Nejvyssi teplotou smrsténi (b) byla 56,0 °C

(8 % po 3 dnech zrani), nejnizsi byla 53,4 °C (2 % po 1 dni zrani). Ve 3D grafu (c) miZeme

vidét zvyseni teploty v zévislosti na case. Nejvyssich hodnot teplot smrsténi se dosdhlo pti

3 dnech zrani. S delsi dobou se teplota smrSténi v podélném sméru zlepSovala.
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Teplota smrsténi v pticném sméru je popsana regresni rovnici:

Ts p¥icné (°C) = 59,0 + 0,375 KH+GA (%) - 1,12 Zrani (dny)
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62
3
61
60 @ stfedni hodnota
@ limitni hodnoty
ok
)
@ 58+ -
2 574 Zrani (dny) =5
ﬁ 564
55+
54+
61,4 57,9
53- T T T 1
1 2 3 2 3
Zrani (dny) KH+GA (%)

(©)

62,5 W
600 |
Ts pricné (°C)
575
8
550 |
6
KH+GA (%)

2
Zrani (dny)

Obrdazek ¢.59 — Vliv pridavku KH a doby zrani na Ts v pricném sméru pri sitovani
KH a GA.

v

ptidavku (2 % KH). Pfi nejvyssim ptidavku (8 % KH) teplota stoupala. Kubicky graf (b)
ukazuje maximalni teplotu (61,4 °C) pii 2 % KH po 1 dni zrani, 8 % KH po 3 dnech zrani a
minimalni teplotu (53,4 °C) pii 2 % KH po 3 dnech zrani. Na 3D grafu (C) je zobrazeno, ze
vysokych teplot je dosazeno pii 2 % KH po 1 dni zrani a pti 8 % KH po 3 dnech zréani.
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7.4.2 Mechanické vlastnosti

Tahova sila pti ptetrzeni (F) je popsana regresni rovnici:

F (N) = 3,07 - 0,0917 KH+GA (%) - 0,125 Zrani (dny)
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Obrazek ¢.60 — Viiv pridavku KH a doby zrani na tahovou silu pri sitovani KH a
GA.

Na grafu (a) je ukazano snizZeni tahové sily pfi pietrzeni pro nejvyssi pridavek KH (8 %).
dosahuje maxima (2,7 N) pfi 2 % KH po 1 a 3 dnech zrani, a minima (1,9) pti 8 % KH po 3
dnech zréni. Ve 3D grafu (C) jsou zobrazena vysoké tahové sily pfi pfetrzeni pii nizkém
pfidavku KH.
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Pomérné prodlouzeni pfi pietrZeni (€) je popsana v regresni rovnici:

£ (%) = 174 - 3,03 KH+GA (%) - 8,88 Zrani (dny)
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Obrazek ¢.61 — Viiv pridavku KH a doby zrani na pomeérné prodlouzeni pri sito-

vani KH a GA.

Pomérné prodlouzeni pii pretrzeni v grafu (a) s dobou zrani klesa pti vSech ptidavcich KH.

U nejvyssiho piidavku (8 % KH) klesa vice, nez u nejnizsiho ptidavku (2 % KH). Kubické

zobrazeni (b) ukazuje jako maximalni prodlouzeni 159,5 % (2 % KH po 1 dni zrani) a jako

minimalni 123,6 % (8 % KH po 3 dnech zrani). Ve 3D grafu (C) je ukdzano, ze doba zrani

pro piidavek 2 % KH mirné zhorSuje pomérné prodlouZeni pii pretrZeni, ale pfi ptidavku

8 % KH dochazi ke zhorSeni hodnot pomérného prodlouzeni.
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743 FTIR
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Tabulka ¢.13 — Odlisnosti charakteristickych pikii film

GA s piky filmu bez sitovadla.
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Obrdazek ¢.62 — FTIR spektrum kolagenniho filmu bez sitovadla, KH, kolagenniho

filmu sitovaného 0,5 % GA a kolagenniho filmu sitovaného KH a GA.

V tabulce &.13 je ukdzéano, 7e charakteristické vibrace pro —OH skupiny (3650-3200 cm™)

vymizely. Amidova I vazba (1635 cm™), amidova II vazba (1550 cm™) a alifatick4 skupina

—CHz a —CHj3 (1455 cm™) byla slabsi, coz indikuje, ze KH reagoval s kolagenem &aste¢né.

Aminoskupiny kolagenu reagovaly s KH jen u n&kterych experimenti (1115 a 1080 cm™).
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7.4.4 Botnaci test

14
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Obrdazek ¢.63 — Stupen zbotnani filmii pri 26 °C.
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Obrazek ¢.64 — Stupen zbotnani filmii pri 80 °C.

Pti 26 °C nejvice zbotnal kolagenni gel bez sitovadla. Jako nejvhodnéjsi sitovadlo se ukazal

GA. Dalsimi vhodnymi koncentracemi byl experiment ¢.1 (2 % KH po 1 dni zrani) a expe-

riment ¢.2 (2 % KH po 3 dnech zrani). Experimenty se na zacatku botnaciho testu lisily mezi

sebou jen o desetiny stupiili zbotndni. Stupné zbotnéni u experimentii zacaly byt rozdilné po

16 minuté testu. Test pti 80 °C ukézal nejvetsi stupen zbotnani u kolagenniho gelu bez sit'o-

vadla. Na zacatku experimentu mély vSechny koncentrace témét stejné stupné zbotnani. Po

16 minuté zacaly mezi nimi byt vétsi rozdily.
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Obrdazek ¢.65 — Zména plochy filmu pri 26 °C.
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Obrazek ¢.66 — Zmena plochy filmu pri 80 °C.
P11 26 °C se plocha zménila jen u kolagenniho filmu bez sitovadla. U Zadného z experimentii
a kolagenniho filmu sitovaného GA, nedoslo ke zméné plochy. Nejmensi zména plochy pii
80 °C byla u kolagenniho gelu sitovaného GA a do 16 minuty i kolagenniho filmu bez sit'o-
vadla. Experiment ¢.3 (8 % KH po 1 dni zrani) a experiment ¢.5 (5 % KH po 2 dnech zrani)

se ukazal jako nejméné vhodny.
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8 ZHODNOCENI UCINKU SITOVANE SLEDOVANYMI
SITOVADLY

8.1 Utinek sitovani vlaknitého kolagenu kolagen-elastinovym hyd-

rolyzatem

Teplota smrsténi v podélném sméru byla nejvyssi (57 °C) u pouziti 5 % KEH s 1 dnem zrani
nejvyssi (60,5 °C) hodnotu pii 15 % KEH po 1 dni zrani. Nejmensi teplota (58,3 °C) byla

pii 15 % KEH o 5 dnech zrani. Teploty smrsténi klesaly v zavislosti na Case.

Tahova sila pfi pretrzeni se zvySovala po delsi dob¢ zrani (3 a 5 dnit). Nejvyssi tahova sila
(1,7 N) byla pii 10 % KEH po 3 dnech zrani a nejnizsi (0,6 N) pii 15 % KEH po 1 dni zrani.
Kratky €as zrani tahovou silu nezvySoval. Pomérné prodlouzeni pii pfetrzeni dosahlo ma-
xima (135,7 %) pii 10 % KEH po 3 dnech zrani, minima (71,2 %) dosahlo pii 15 % KEH po
1 dni zrani. Pti nejnizsi koncentraci (5 % KEH) s ¢asem prodlouzeni klesalo a pfi nejvyssi

koncentraci (15 % KEH) stoupalo.

FTIR spektrum ukazalo tvorbu vazeb mezi KEH a kolagenem pfi vSech piidavcich KEH.

Také doslo k vytvofeni amidové vazby u piidavku 10 % KEH po 3 dnech.

Botnaci test pii 26 °C ukézal z hlediska stupné zbotnani jako nejvhodné;si z experimentt
2 % KEH po 1 dni zrani a jako nejméné vhodny 15 % KEH po 1 dni zrani. Pti 80 °C mél
nejmensi stupen zbotnani 15 % KEH po 1 dni zrani. U zmény plochy se pii 26 °C nic ne-

zmeénilo, u 80 °C se nejvice zménil experiment s 15 % KEH po 1 dni zrani.

8.2 Utinek sit'ovani vlaknitého kolagenu kolagen-elastinovym hyd-
rolyzatem a glutaraldehydem

Teplota smrsténi v podélném sméru byla nejvyssi (59,0 °C) u pouziti 3 % KEH s 1 dnem

meéla nejvyssi (62,2 °C) hodnotu pii 3 % KEH po 3 dnech zrani. Nejmensi teplota (55,1 °C)
byla pti 3 % KEH po 1 dni zrani. Teploty smrsténi v pti¢ném sméru stoupaly v zavislosti na
Case.

Tahova sila pfi pretrzeni se zvySovala po delsi dobé zrani (3 dny) pro 3 % KEH. Nejvyssi
tahova sila (2,2 N) byla pfi 3 % KEH po 3 dnech zrani a nejnizsi (1,5 N) pii 9 % KEH po 1
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a 3 dnech zrani. Pomérné prodlouzeni pfi ptetrzeni dosahlo maxima (138,8 %) pii 9 % KEH
po 1 dni zrani a minima (129,5 %) pii 9 % KEH po 3 dnech zrani. Pomérné prodlouzeni

klesalo v zavislosti na ¢ase.

FTIR spektrum ukazalo tvorbu vazeb mezi KEH a kolagenem ¢aste¢né nebo vitbec. Ami-

dova vazba se vytvofila jen u nékterych ptidavcich (3 % KEH).

Botnaci test pii 26 °C ukazal z hlediska stupné zbotnani jako nejvhodnéjsi z experimenti 3,
9 % KEH po 1 dni zrani a 6 % KEH po 2 dnech zrani. Jako nejméné vhodny se ukazal 9 %
KEH po 3 dnech zrani. Pti 80 °C mél nejmensi stupen zbotnani 3 % KEH po 3 dnech zrani.
U zmény plochy se pii 26 °C nic nezménilo, u 80 °C se nejvice zménil experiment s 3 %

KEH po 1 a 3 dnech zrani.

8.3 Utinek sit’ovani vlaknitého kolagenu keratinovym hydrolyza-
tem

Teplota smr$téni v podélném sméru byla nejvyssi (58,3 °C) u pouziti 7,5 % KH se 3 dny

méla nejvyssi (64,6 °C) hodnotu pii 12 % KH po 1 dni zrani. Nejmensi teplota (56,8 °C)
byla pii 7,5 % KH po 3 dnech zrani. Teploty smrsténi klesaly v zavislosti na Case.

Tahova sila pti pretrzeni se zvySovala po delsi dob¢ zrani (3 a 5 dntt). Nejvyssi tahova sila
(1,2 N) byla pfi 3 % KH po 5 dnech zrani a nejnizsi (0,7 N) pti 12 % KH po 1 a 5 dnech
zrani. Kratky ¢as zrani u 3 % KH tahovou silu nezvySoval. Pomérné prodlouZeni pfi ptetr-
zeni dosahlo maxima (155,6 %) pti 3 % KH po 5 dnech zrani, minima (95,4 %) dosahlo pii
a pti nejvyssim ptidavku (12 % KH) klesalo.

FTIR spektrum ukazalo tvorbu vazeb mezi KH a kolagenem pfi v§ech pfidavcich KH.

Botnaci test pii 26 °C ukazal z hlediska stupné zbotnani jako nejvhodnéjsi z experimenti
3% KH a 12 % KH po 1 dni zrani. Jako nejméné vhodny se ukazal 12 % KH po 5 dnech
zrani. Pti 80 °C mél nejmensi stupeni zbotnani 3 % KH po 1 dni zrani. U zmény plochy se

pfi 26 °C nic nezménilo, u 80 °C se nejvice zménil experiment s 12 % KH po 1 dni zrani.
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8.4 Utinek sitovani vlaknitého kolagenu keratinovym hydrolyza-

tem a glutaraldehydem

Teplota smrsténi v podélném sméru byla nejvyssi (56,0 °C) u pouziti 2 % KH se 3 dny zrani
a nejnizsi (52,1 °C) u 5 % KH po 2 dnech zrani. Teplota smrsténi v pficném sméru méla
nejvyssi hodnotu (61,4 °C) pii 2 % KH s 1 dnem zrani a 8 % KH po 3 dnech zrani. Nejmensi
teplota (53,4 %) byla pti 2 % KH po 3 dnech zrani.

Tahova sila pii pietrzeni se snizovala po delsi dob¢ zrani pro 8 % KH. Nejvyssi tahova sila
(2,7 N) byla pti 2 % KH po 1 a 3 dnech zrani, a nejnizsi (1,9 N) pti 8 % KH po 3 dnech
zrani. Pomérné prodlouZeni pii ptetrzeni dosahlo maxima (159,5 %) pii 2 % KH po 1 dni
zrani a minima (123,4 %) pii 8 % KH po 3 dnech zrani. Pomérné prodlouzeni klesalo v

zavislosti na Case.

FTIR spektrum ukazalo tvorbu vazeb mezi KH a kolagenem. Amidova vazba se vytvofiila
Castecné.

Botnaci test pti 26 °C ukézal z hlediska stupn& zbotnani jako nejvhodnéjsi z experimentt
2 % KH po 1 a 3 dnech zrani. Jako nejméné vhodny se ukazal 8 % KH po 1 dni zrani. Pti 80
°C m¢l nejmensi stupen zbotnani 2 % KH po 3 dnech zrani. U zmény plochy se pii 26 °C
nic nezmeénilo, u 80 °C se nejvice zménil experiment s 8 % KH po 1 dni zrani a s 5 % KH

po 2 dnech zrani.
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ZAVER

Kolagen sam o sob& nema vlastnosti, které jsou pro jeho aplikaci v potravinafstvi a lékaistvi
pozadované. Ma nizké teploty smrsténi, slabé mechanické vlastnosti a vysokou botnavost.
Jako nejefektivnéjsi zptsob zlepSeni téchto vlastnosti je sitovani, které mize byt fyzikalni
(dehydrotermalni zptisob, gama zafeni, UV zafeni), enzymové (transglutaminaza, laccaza)
nebo chemické (glutaraldehyd, tfislovina). V kazdé z uvedenych metod se za urcitych pod-
minek dafi ziskat kolagenni substrat, jez je odolny vii¢i prostfedi a ma dostatecné vlastnosti
k aplikaci. Negativni strankou byva urcitd mira toxicity, proto se stale stanovuji limity, pfi

kterych je kolagen netoxicky.

Cilem této prace bylo ovérit ucinky kolagenniho gelu sitovaného kolagen-elastinovym a
keratinovym hydrolyzatem. Obé¢ latky jsou ptirodniho charakteru, takZze vyhodou je jejich
biokompatibilita s tkainémi. Za timto ucelem byly piipraveny filmy, které obsahovaly zvy-
Sujici se pridavky kolagen-elastinového nebo keratinového hydrolyzatu, a také jejich kom-
binace s glutaraldehydem, ktery byl konstantni (0,5 %). U téchto jednotlivych filmi se pak
stanovovaly charakteristické vlastnosti, jako je napf. teplota smrsténi, botnani a mechanické

vlastnosti. Vysledky téchto méfeni jsou uvedené v nasledujicim textu.

Kolagen-elastinovy hydrolyzat (KEH) poskytl pii piidavku 5 % KEH (1 den zrani) filmy s
vysSimi teplotami smrsténi 0 7 °C oproti filmu bez sitovadla. Pti pouZiti ptili§ vysokych
koncentraci KEH (15 %) a del$i dob€ zrani (5 dnii), doslo ke zvySeni teplot smrsténi jen o
5 °C. Pokud pozadujeme material o lepSich mechanickych vlastnostech, je lepsi ptidavek
KEH a dobu zrani zvysit. Film s nejlep$imi mechanickymi vlastnostmi byl pii 10 % KEH se
3 dny zrani (trojndsobné zvyseni tahové sily a prodlouZeni o 37 %). Pti botnacim testu se
ukazalo jako nejlepsi pouziti 2 % KEH s 1 dnem zrani (test pii 26 °C) a 15 % KEH po 1 dni
zrani (test pfi 80 °C), kdy byly stupné zbotnani filmi v rozmezi 2—4. Co se ty¢e zmény
plochy, jako nejvice odolny okolni teploté (80 °C) byl film s 5 % KEH a 1 dnem zrani.

Kolagen-clastinovy hydrolyzat ve spojeni s gluataraldehydem mél v zavislosti na koncen-
s dobou zrani 1 dne, se teplota smrsténi sitovaného filmu oproti filmu bez sitovadla zvysila
09 °C. U pridavku 6 % KEH se teplota smrsténi filmu zvysila jen 0 4 °C. Nejmensi piidavek
KEH (3 %) mél zaroven vysledny film s nejlepsi tahovou silou (¢tyfnasobné zvySeni). Ale
pomérné prodlouzeni dosédhlo maxima (nartst o 40 %) pti pridavku 9 % KEH a kratké dobé

zrani (1 den). S delsi dobou zrani se prodlouzeni zhorSovalo. Ve vodni 14zni (26 °C) nejméné
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zbotnaly filmy s pfidavkem 3, 9 % KEH po 1 dni zrani a 6 % KEH po 2 dnech zrani (stupné
zbotnani byly v rozmezi 2—4 néasobku). Pti 80 °C nejméné zbotnal 3 % KEH po 3 dnech
zrani (24,5 nasobek). Nejvice tepelné odolny viici zméné plochy (80 °C) byl film s 9 %

KEH a 1 dnem zrani.

Keratinovy hydrolyzat (KH) poskytl pii pouziti ptidavku 7,5 % KH filmy se zvySenymi tep-
lotami smr$téni 0 8 °C vucéi filmu bez sitovadla. Nizsi ptidavek KH (3%) zvysil teplotu
smr$téni 0 7 °C. Po delsi dob¢ zrani teploty smrsténi klesaly, proto byl idealni jen 1 nebo 3
dny zrani. Z hlediska mechanickych vlastnosti byly nejlepsi hodnoty (dvojnasobna tahova
sila a prodlouZeni o 57 %) pfi ptidavku 3 % KH. Tahov4 sila i pomérné prodlouzeni se u
ptidavku 3 % KH s dobou zrani zlepSovalo, ale u vyssi koncentrace (12 %) se prodlouzeni
zhorsilo. Pti botnacim testu se nejlépe projevil ptidavek 3 % KH po 1 dni zrani (test pii 26
a 80 °C), jehoz stupen zbotnani byl v rozmezi 2—5 nasobku. Plochu nejméné zménil film se

3 % KH po 5 dnech zrani (pti 80 °C).

Keratinovy hydrolyzat s glutaraldehydem mél na vlastnosti kolagenniho filmu dobry vliv.
Teplota smrsténi téchto filmu se viici filmu bez sitovadla zvysila o 6 °C pfti pridavku 8 %
KH a po delsi dobé¢ zrani (3 dny). O 2 °C se teplota smrsténi zvysila pii pridavku 5 % KH a
dobou zrani 2 dny. Toto spojeni KH a glutaraldehydu poskytlo nejlepsi mechanické vlast-
nosti ze vSech pouzitych kombinaci sitovadel. U ptidavku 2 % KH se tahova sila zlepsila
pétinasobné a pomérné prodlouzeni o 60 %. Pomérné prodlouzeni se pak s dobou zrani zhor-
Sovalo. Ve vodni 14zni pti 26 a 80 °C nejméné zbotnal film se 2 % KH po 3 dnech zrani
(zbotnani v rozmezi 2—5 nasobku). U zmény plochy (pfi 80 °C) byl nejlepsi film s 2 % KH

po 1 dni zréni.

Oba hydrolyzaty, kolagen-clastinovy i keratinovy, prokazaly situjici ucinky. Nejlepsi tep-
lotu smrsténi v podélném a pricném sméru mél kolagen-elastinovy hydrolyzat v kombinaci
s glutaraldehydem a keratinovy hydrolyzat. Z mechanickych vlastnosti byla tahova sila pfi
prodlouzeni pfi pietrzeni, nejvyssich hodnot se dosdhlo u ptidavku keratinového hydroly-

zatu.

Interakce hydrolyzata a kolagenniho gelu si jisté zaslouzi dalsi studium, nebot’ vysledné ma-

trice mohou najit uplatnéni napt. humanni mediciné.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
ANB-NOS N-5-azido-2-nitrobenzoyloxysukcimid

—COOH Karboxylova skupina

Cs Kolagen

CSN Ceska technicka norma

DDC Dicyklohexylkarbodiimid

DDT Dithiothreitolu

DHT Dehydrotermalni zptisob

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

€ Pomérné prodlouzeni pii pfetrzeni

F Tahova sila pii pretrzeni

FTIR Fourierova transformace infracervené spektroskopie

GA, GTA  Glutaraldehyd
Gy Gray, jednotka absorbované davky zareni
HCI Kyselina chlorovodikova

HMDIC Hexamethyldiisokyanat

KEH Kolagen-elastinovy hydrolyzat
KH Keratinovy hydrolyzat

MPB 4-maleimidobenzofenon

mn Hmotnost nabotnalé¢ho vzorku
ms Hmotnost suchého vzorku

NaHCOs Hydrogenuhli¢itan sodny
—NH> Aminoskupina
NHS N-hydroxysukcimid

NHS-AA  N-hydroxysukcimid, karbodiimid a kys. adipova
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PAL
PBS
PC
PMMA
Pn

Ps
SATA
SEM

—SH

—SOsH

SZ

TCCs
TCEP
Ts

Tz
UNXL
uv
UV-VIS

ZP

Povrchové aktivni latka

Fosfatovy pufr

Fotochemické sitovani
Polymethylmethakrylat

Plocha nabotnalého vzorku

Plocha suchého vzorku

sukcinimidyl ethylthioacetat

Skenovaci elektronovy mikroskop
Thiolova skupina

Smérodatna odchylka pro tahovou silu pfi pfetrzeni
Sulfonovéa skupina

Stupen zbotnani

Teplota ukonceni smrstovani filmu
Kolagen sitovany tfislovinou
Tris(2-karboxyethyl)fosfinu

Teplota smrsténi

Teplota, pii které se systém zacal zahiivat
Kolagen bez oSetfeni

Ultrafialové zareni

Ultrafialové zateni ve viditelné oblasti

Zména plochy
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