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ABSTRAKT

Cielom tejto prace je overit, akym spoésobom ovplyviiuje kombinacia sietovadiel dialde-
hyd Skrobu a glutaraldehyd, a tiez kolagén-elastinové hydrolyzaty parametre filmu. Sledo-
vanymi parametrami u vytvorenych kolagénovych filmov st teplota zmrStenia, botnacie
skusky, analyza metodou infracervenej spektroskopie s Fouriérovou transformaciou, a ob-
sah susiny. Pri rieSeni tejto prace su pouzité faktorové pokusy a vyuziva sa sekvenéné dav-
kovanie siet'ovadiel do hmoty. Pripravuje sa k vzajomnému porovnaniu tiez kolagénny film
bez sietovadla a film zosietovany len sietovacim ¢inidlom glutaraldehyd. Uskuto¢iiované
su experimenty typu Fs centralnym experimentom, a snahou je nahradit’ sietovacie ¢inid-
lo glutaraldehyd ¢inidlom vhodnym pre potravinarske pouzitie, z dovodu zdravotného rizi-

ka, ktoré toto sietovadlo predstavuje pre I'udsky organizmus.

KTacové slova: kolagén, dialdehyd skrobu, glutaraldehyd, kolagén-elastinové hydrolyzaty,

sietovanie, filmy

ABSTRACT

The aim of this work is to verify, in which way cross linkers (dialdehyde starch and gluta-
raldehyde) and also collagen-elastin hydrolysates affect parameters of film. These follow-
ing parameters were monitored: the shrinkage temperature, the swelling tests and dry basis
content. Moreover the films were analyzed using FTIR spectroscopy. For the solution of
this work factorial attempts and sequential dosing of cross linkers into the substance was
used. Collagen film without any cross linker and a film, in which glutaraldehyde was used
as a cross linker were prepared as referential ones. The experiments of type 3% with central
experiment were realized, where the main goal was to replace the cross linking agent gluta-
raldehyde by other agents suitable for food applications. The reason is the health risk,

which the cross linker glutaraldehyde represents.

Keywords: collagen, dialdehyde starch, glutaraldehyde, collagen-elastin hydrolysates, cross

linking, films
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UvVOD

Kolagén a jeho rozne typy su najvyznamnejSou skupinou proteinov, pretoze predstavuju
hlavné proteinové komponenty vsetkych spojivovych tkaniv, ako st koza, slachy, vizy a
chrupavky. Na kolagén kvoli jeho zivotnej roli v tkanivach sa dlho pozeralo ako na zlozku
majucu potencial ako zaklad pre biomateridly na pouzitie v mnohych oblastiach, predo-
vsetkym tej medicinskej. Z objavenia vel'kej rozmanitosti v Kolagénnych typoch vyplynulo,
ze kolagén hra ovela viac nez len Strukturalnu rolu v tkanivach. Toto lepSie pochopenie
bunkovej a molekularnej biologie kolagénu predstavuje Siroka Skalu novych moznosti pre
biomateridly na baze kolagénu. Genetické inZinierstvo mdze byt’ vyuZité k vytvoreniu bud’
novych kolagénnych materialov alebo pochopeniu d’alsich biologickych faktorov, ktoré by

spolu s kolagénom boli pouzité pri vzniku kompozitnych materialov.

Sietovanie proteinov je jednou z najddlezitejSich krokov pri priprave biomaterialov na
baze kolagénu. Produktom ako su scaffoldy ¢i obalové materidly zabezpecuje zvySené me-
chanické vlastnosti a enzymovu rezistentnost’. Z dostupnych moznosti sietovania, a to bud’
chemickou, fyzikdlnou alebo enzymatickou cestou sa chemické sietovanie javi ako najvse-

strannejsie.

Aldehydy ako formaldehyd a glutaraldehyd su v poslednych rokoch najviac vyuzivanymi
sietovacimi Cinidlami. Z nich stale napouzivanej$im a najviac skimanym sietovacim ¢ini-
dlom je glutaraldehyd. Nevyhodou sietovania chemickou cestou ale ostava vyskyt toxic-
kych zvyskov v biomateridli, ktoré mézu sposobovat’ potencialne riziko v 'udskom orga-
nizme. Nahrada glutaraldehydu inym sietovacim ¢inidlom predstavuje preto rieSeny pro-

blém Vv praktickej Casti diplomovej prace.

V literatire je zmienenych mnozstvo latok, ktoré sa pouZzivaju na sietovanie biomaterialov,
medzi inymi aj kolagén-elastinové hydrolyzaty. Cast’ prace je preto venovana skiimaniu
interakcii medzi hydrolyzatmi tohto typu a kolagénom. Stidium danych sietovacich &ini-
diel ako potencialnej nahrady glutaraldehydu je vykonavané s cielom ziskat' kolagénny

material s najlep$imi vlastnostami pre danu aplikéciu.
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1 SIETOVANIE BIELKOVIN

Sietovanie je proces chemického spojenia dvoch alebo viacerych molekul kovalentnou
viazbou. Modifikacia zahfna pripojenie alebo Stiepenie chemickych skupin, ¢im sa ziska
zmena rozpustnosti alebo inej vlastnosti povodnej molekuly. Pre cely stibor sietovacich a
modifikacnych metdd proteinov a d’alSich biomolekul je v biologickom vyskume ¢asto
pouzivany nazov "biokonjugacia" alebo "biokonjugac¢na" technoldgia. Pretoze Struktira
proteinu uréuje jeho biologickt aktivitu, charakterizacia Struktury proteinov zostava dolezi-
tou oblastou vyskumu. Proteiny su relativne jednoduché molekuly na manipulaciu,
a sietovanie proteinov a metédy chemickej modifikacie sa pouzivaju pre urCenie ulohy
jednotlivych postrannych retazcov aminokyselin na fyzikalne, chemické a biologické
vlastnosti proteinov. Napriek zlozitosti Struktary proteinov, vratane zlozenia s 20 r6znych
aminokyselin, iba maly pocet funkénych skupin proteinov predstavuje ciel’ pre praktické
metody sietovania. V skutocnosti existuju len Styri chemické skupiny, ktoré su dolezité pre

drvivll va¢sinu procesov sietovania a technik chemickej modifikacie:

e Primarne aminy (-NH>): tato skupina existuje na N-konci kazdého polypeptidového
ret'azca a v postrannom ret’azci lyzinu (Lys, K).

e Karboxylova skupina (-COOH): skupina na C-konci kazdého polypeptidového re-
tazca a v postrannych ret'azcoch kyseliny asparagovej (Asp, D) a kyseliny glutdmo-
vej (Glu, E).

e Sulfhydrylové skupiny (SH): skupiny nachadzajice sa v postrannom ret'azci cystei-
nu (Cys, C). Casto v ramci sekundarnej alebo tercidrnej truktary bielkoviny st cys-
teiny Spojené medzi svojimi postrannymi retazcami prostrednictvom disulfidovych
vézieb (-S-S-).

e Aldehydova skupina (-CHO): tieto aldehydové skupiny mézu byt vytvorené oxida-
ciou sacharidickej skupiny v glykoproteinoch.

Sietovanie bielkovin sa pouziva na mnohé ucely, medzi ktoré patri napriklad stabilizacia
terciarnej a kvartérnej Struktary bielkovin na ucely ich analyzy alebo imobilizécia protila-

tok alebo inych bielkovin pre ucely testovania.

1.1 Sposoby siet’ovania

Biomateridly na baze zivoc¢iSnych bielkovin moézu byt’ sietované s ciel'om posilnit’ ich me-

chanické vlastnosti a enzymaticku odolnost’. Princip reakcie sietovania sa opiera 0 modifi-



kaciu amidickych a karboxylovych skupin v ramci molekuly kolagénu, aby vznikla kova-
lentna vizba. Bolo vyvinutych niekol’ko metdd pre sietovanie bielkovin. Tieto polymeri-

za¢né techniky su rozdelené do troch typov: fyzikélne, chemické a enzymatické sietovanie.

1.2 Sietovacie ¢inidla

Sietovacie ¢inidla su bud’ homo- alebo hetero-dvojfunkéné ¢inidla s identickymi alebo
neidentickymi reaktivnymi skupinami, ktoré umoznuji vytvorenie inter ako aj intra mole-
kularne zosietovania. Homo-bifunkéné ¢inidla, Specificky reagujiice S primarnymi amino
skupinami (tj. e-aminoskupiny lyzinu) sa pouzivaju vo velkej miere, pretoze s rozpustné
vo vodnom roztoku a mozu tvorit’ stabilné inter a intra podjednotkové kovalentné vizby.
Glutaraldehyd (GA), zname sietovacie ¢inidlo, byva pouzity v celej rade aplikacii, kde je
dolezité zachovanie $trukturalnej tuhosti proteinu. Homo-dvojfunkéné imidoestery, su ob-
zvlast uzito¢né pri urCovani vzdialenosti medzi spojenymi zvySkami na povrchoch sused-
nych podjednotiek v oligomérnych proteinoch. Medzi imidoestery patria napriklad dimet-
hyl adipimidat (DMA), dimethyl suberimidat (DMS) a dimethyl pimelimidat (DMP). DMA
a DMS sa pouzivali na overenie kvartérnej Struktury mnohych oligomérnych enzymov
(52). Sietovacie ¢inidla st vyberané na zaklade ich chemickej reaktivity (tj. Specificita pre
urcité funkéné skupiny), a inych chemickych vlastnosti, ktoré umoziuju ich pouzitie v roz-

nych aplikaciach, st to konkrétne:

o chemickéd Specifickost, vratane toho, ¢i ¢inidlo ma rovnaké alebo rézne reaktivne
skupiny na kazdom konci (tj. ma homobifunkénu alebo heterobifunként Struktiaru?)

o rozpustnost’ vo vode a permeabilita bunkovej membrany (tj. mozno oc¢akavat’ pre-
niknutie ¢inidla do buniek a/alebo zosietovanie hydrofobnych proteinov v membra-
nach?)

o Spontanne reaktivne alebo foto-reaktivne skupiny (tj. bude reagovat’ ¢inidlo, ako-
nahle je pridané do vzorky, alebo, mézu byt aktivované jeho reakcie v urcitom ca-

se) (13)



2 CHEMICKE SIETOVANIE KOLAGENU

Kolagén je hlavnou bielkovinou spojivovych tkaniv a hlavnou zlozkou pokozky. Kolagén
sa hojne pouziva ako biomaterial pre regeneraciu tkaniv a implantacie (2).

Chemické metody pouzivané na siet'ovanie biomaterialov na baze kolagénu su vSestrannej-
Sie. Pouzivanie aldehydov ako su formaldehyd a GA bolo zna¢ne rozsirené v poslednych
rokoch. GA je najviac pouzivana a Studovana chemicka latka sliiziaca na siet’ovanie bioma-
teridlov na baze kolagénu (17-20). Dalsia trieda chemickych latok pouZzivanych na zvysenie
mechanickej a enzymatickej rezistencie kolagénnych scaffoldov st karbodiimidy (21-24).
Skupina izokyanatov, najma hexamethylén diizokyanaty sa tiez pouZiva na sietovanie ko-
lagénnnych biomaterialov (25,26). Genipin, chemické sietovadlo odvodené z rastlinného
zdroja, vykazuje zaujimavy potencial nahradenia GA vd’aka svojej nizkej toxicite (27, 28).
Avsak vsetky tieto chemické stabilizacné techniky zanechévaju potencidlne toxické zvysky
v biomaterialoch na baze kolagénu (29, 30). Alternativou ku siet'ovaniu kovalentnou véz-
bou je podporovat’ tvorbu id6novych vézieb medzi kolagénovymi molekulami. TO je mozné
dosiahnut’ pouzitim polykationovych molekl, ako je chitozan, ktory vytvara idnové vizby
medzi jeho pocetnymi aminoskupinami a karboxylovymi skupinami kolagénu. Tieto vizby
st dostatocne silné na to, aby stabilizovali Struktiru biomaterialu a vytvarali silni mecha-
nickt pevnost’ (31, 32). Hlavnou vyhodou tejto metddy je priprava biomaterialu v jednom
kroku, kedy sa chitozan miesa s kolagénom pred lyofilizaciou a nie je nutna potreba d’al-

sich vymyvacich krokov, pretoze chitozan nie je toxicky (33).

2.1 Sietovadla pouZivané v medicinskych a potravinarskych aplika-

ciach
GA

Najviac pouzivané chemické Cinidlo vyuZzivané pri sietovani kolagénovych tkaniv je GA,
ktory poskytuje materialy s najvys$im stupiiom zosietovania v porovnani s d’al§imi zna-
mymi metodami sietovania, ako je napriklad pouzitie formaldehydu, epoxy zlucenin, cya-
namidu alebo acyl azidovej metddy. Reakcie prebiehajice pocas sietovania bielkovin s GA
boli intenzivne skiumané, ale reakény mechanizmus je vel'mi komplexny a Stale nie je eSte
uplne pochopeny (67). Vodné roztoky GA obsahuji zmes volnych molekul aldehydu

a mono- a dihydratov GA, monomérne a polymérne hemiacetaly (Obr. 1). Z dé6vodu jedno-



duchosti hydratacie a cyklizadcie je koncentracia volnych, monomérnych aldehydov
v koncentrovanych, komerénych roztokoch obycajne nizka. AvSak bolo pozorované, Ze
koncentracia monomérneho GA by mohla vzrast’ procesom destilacie. Navyse sa odhaduje,
ze obsah polymérneho glutaraldehydu v reakénom roztoku je pomerne nizky. GA roztoky
mozu obsahovat’ rozne produkty vyplyvajice z aldolovej kondenzécie pocas skladovania,

a popisané boli tiez cyklické GA oligoméry majuice trioxanovu Strukturu (68).

A) Monomérna forma

H H
H, 0D o HO,| om HO, | o
4 Ha0» _H:O
sz:h — tiH:]; — (CH)s —
HOY i) OH
[-[f %0 [-[/ \0 H[’JXJ!I\QH
volny GA monohydrat dihydrat oyklicky hemiacetal
B) Polymérne hemiacetaly
B o o
’ /Q\q R p—— H
HO H Ho| o7 o
HO &) OH m
dimeér polymer
C) Polyméry alfa a beta nenasytené
]
H, O H, s
H_ 0 H, SO0 4 ? H .
Free GA i Free GA
CH,
|']-H:]:- — (CHa)z (CHahs — G )""_#
fo A ¢ om, trimér
£ 0= H ‘]— =
H O ~
H /'-—\_[I_, ‘FI."}
. 0= .
volny GA P (CHC,
dimér W oH -

Obr. 1 Mozna struktura GA vo vodnych roztokoch (66)

Bolo tiez studované vytvaranie Shiffovych baz (-N=CH-) pocas sietovania kolagénu ziska-
ného z ov¢ich kozi s GA, ich stabilita a reaktivita. VSetky dostupné vol'né amino skupiny
reagovali s aldehydovou skupinou GA, pricom vytvorili Shiffove baze behom piatich mi-
nat od zaciatku reakcie za danych podmienok (0,5 % GA). Predtym, nez boli vytvorené
prie¢ne vizby, boli povodne pritomné hydrolyzovatelné Shiffove baze, ktoré sa stabilizo-
vali d’alsou reakciou s molekulou GA. Zvysenie teploty zmrstenia z 56 °C nesiet'ovaného

kolagénu na 78 °C kolagénu sietované¢ho GA bolo dosiahnuté po 1 hodine. Bolo zistené, Ze



po 24 hodinach siet'ovania priemerne pripadne na jednu reaktivnu amino skupinu tri mole-
kuly GA. Nebolo pozorované ziadne zvySenie pevnosti v tahu materidlov, ¢o méze byt

vysledkom tvorenia vézieb skor v ramci vlakien nez medzi vlaknami (53).
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Obr. 2 Tvorenie Shiffovych baz, ich stabilita a reaktivita pocas sietovania. Vzt'ah
medzi stupiiom zosietovania a poctom vol'nych amino skupin pritomnych
V polypeptidovom ret’azci (53)

GA je bezne pouzivané sietovacie ¢inidlo na vyrobu biomaterialov na baze kolagénu (54-
57). V sietovani moze byt zahrnutych mnoho réznych reakénych ciest ako ukazuje Obr. 2.
Problémy, ktoré nastavaji pri popisovani priebehu sietovania a nelahka charakterizacia
vytvorenych produktov zabranuje kompletnému objasneniu reakéného mechanizmu. Na-
viac, bolo naznacené, ze v dosledku pouzitia roztoku GA technickej Cistoty je obtiazne
porovnavat’ vysledky ziskané roznymi vyskumnymi skupinami (58). VSeobecne sa predpo-
klada, Ze sietovanie kolagénu pomocou GA (Obr. 2) sa odohrava prostrednictvom aldehy-
dickych skupin GA (II) s e-amino skupinami lyzinu alebo hydroxylyzinu (I) (59-61). Tato
reakcia vedie k vytvoreniu prechodnych Shiffovych baz (IIl). Cheung et. al. naznacuju, ze

Shiffové bazy su stabilné za urcitych podmienok sietovania a sietovanie zahiia vytvaranie



GA polymérov v dosledku reakcie aldolovej kondenzacie (57, 61). NavySe, tvorba a-3 ne-
nasytenych prechodnych Shiffovych baz (V) nasledovana adiciou amino skupiny kolagénu
s nenasytenou skupinou vedie k vytvoreniu sietovania (V, VI). Dalej, tvorba sietovania je
mozna reakciou amino skupin s vol'nymi aldehydickymi skupinami alebo vol'nymi aldehy-
dickymi skupinami, ktoré zostavaju po aldolovej kondenzacii (V, VII). Ini tvrdia, Ze Shif-
fove bazy st medziprodukty, ktoré d’alej reagujii pocas sietovania (62-64). Vytvara sa se-
kundarny amin (VIII) a po aldolovej kondenzacii a naslednej reakcii s amino skupinami
kolagénu je mozné vytvaranie alifatickych sietovani (IX). Dalej, po reakcii VIII s d’al3ou
molekulou GA a uzavretim kruhu, moze byt vytvoreny Sest-Clenny dihydropiridin (9, 11).
Oxidacia dihydropiridinového typu priecnych vézieb kyslikom pritomnym v sietovaom
roztoku moéze mat za nasledok tvorbu substituovaného kvartérneho piridinového typu

prieénych vazieb (X) (65).

2.2 Epoxidové zluceniny

Epoxidové zluceniny boli zna¢ne pouzivané v poslednej dekade na stabilizaciu materidlov
na baze kolagénu. VSeobecne su aplikovatelné zmesi bi- a trifunkénych glycidyl éterov na
zéklade glycerolu. NavySe moze byt’ pouzitd Siroké Skala siet'ujucich Cinidiel obsahujucich
multifunkéné epoxidy. Prevazne sa vyskytuje reakcia s amino skupinami hydroxylyzinu,
ako ukazuje Obr. 3 (66). Naviac, epoxidové zluceniny mézu reagovat’ so sekundarnymi
amino skupinami histidinu. Dalej, vyskytuju sa reakcie s karboxylovymi skupinami kyseli-
ny aspartamovej a glutamovej a tym sa zvySuje mnohostrannost’ sietovania. Vo vseobec-
nosti st materialy sietované v zasaditom roztoku (pH > 8,0) obsahujiicom relativne vysoké
koncentracie epoxidovych zlucenin pohybujicich sa medzi 1 az 5 wt%. Bola ziskana nizsia
teplota zmrstenia v porovnani s materialmi sietovanymi GA, ale in-vitro stabilita sietova-

ného materialu bola rovnaka (66).
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Obr. 3 Schématické znazornenie siet'ujucej reakcie epoxidovej zluceniny s ko-

lagénom (66)

2.3 Karbodiimidy

Sietovanie pomocou karbodiimidového ¢inidla je metoda, pri ktorej sa vytvaraju priene
vizby medzi karboxylovou skupinou a amino skupinami, bez toho, aby bolo toto ¢inidlo
samo zaclenené. Na sietovanie kolagénu je ¢asto pouzivany vo vode rozpustny 1-ethyl-3-

(3-dimethyl aminopropyl)karbodiimid (EDC).

2.4 Kyselina sebakova

Pri priprave akéhokol'vek scaffoldu sa za ucelom rychlejsicho procesu vyzaduje, aby sa
zakladna zlozka/polymer nachadzal v rozpustnej forme. Preto v pripade chitosanu a ko-
lagénu, boli pre rozplstanie pouzité oby€ajne kyselina octovad a kyselina mrav¢ia (77).
Zmena protoénov medzi —COOH skupinami kyseliny a voI'nymi —NH, skupinami chitozanu
a kolagénu mohla byt’ dovodom pre rozpustanie v zmienenych kyselinach. Z toho dovodu
sa predpokladalo, Ze ako kyselina octova tak aj kyselina sebakova je schopna dodat’ proto-
ny pre rozpustenie chitozanu alebo kolagénu typu 1. Naviac, podobne ako pri interakcii
chitozanu s tripolyfosfatom sodnym, moze kyselina sebakova reagovat’ s obidvoma prirod-
nymi polymérmi prostrednictvom ionovych interakcii. Kvoli zmienenej protéonovej interak-
cii sa chitozan a kolagén typu I rozptst'aju v pritomnosti sebakovej kyseliny vo vode. Na-
sledujica schéma chemickych reakcii pre lepSie porozumenie znazoriiuje povahu protono-

vej zmeny medzi sebakovou kyselinou s chitozanom a s kolagénom.
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Obr. 5 Mozna reakcia medzi kolagénom a kyselinou sebakovou (79)



Kvoli vyssie zmienenym interakciam, boli obidva prirodné polymery tGplne rozpustené vo

vode v pritomnosti kyseliny sebakovej (78).

2.5 Kolagén-elastinové hydrolyzaty

Protein elastin je hlavnou Struktirnou zlozkou tych tkaniv u stavovcov, ktoré vyzaduju
rychle rozsirenie a kompletné navratenie do pdvodného stavu (naprikad aorta). Je iba ma-
lou sucast'ou d’alsich spojivovych tkaniv (napriklad plic, koze, Sliach a vol'nych spojivo-
vych tkaniv). Aj napriek jeho nizkemu obsahu v pl'icach a kozi, hra nepostradatelnua rolu
v zachovani elasticity a tahovej sily v tychto tkanivach. V stvislosti s abnormalitami
elastinu je spojenych mnozstvo koznych chorob (75). Kolagén a elastin st vynikajice ma-
terialy pre bio-medicinske aplikacie. Elastin je vysoko chemicky stabilnd (nerozpustnd)
Struktirna bielkovina, a preto su pre bio-medicinske aplikacie vhodnejSie elastinové hydro-
lyzaty. Pokial’ je material pre praktické aplikdcie vyrobeny iba na béaze elastinovych hydro-
lyzatov, je vysoko elasticky, ale na druhtl stranu ma horSie mechanické vlastnosti. Vhodnou
cestou pre bio-materialy sa javi kombinacia kolagénu a elastinového hydrolyzatu (83, 84).
Sionkowska A a kol. zmienuju, Ze elastinovy hydrolyzat je dobré sietovadlo pre kolagén

(85).

2.5.1 Priprava ¢istého elastinu

Cistenie je dolezité pri $tadiu vplyvu extracelularneho elastinu vo vlaknitej forme (obsa-
hujuceho jeho prirodzené sietujuce Casti ako (iso)dezmozin) bez v€lenenia artefaktov do
systému zapri¢inen¢ho necistotami. V aplikovanom vyskume, ako je pouzivanie elastinu
V biomateridloch a tkanivovom inZinierstve, mozu byt €isté nedotknuté vlakna pouzité pri
priprave bioscaffoldov a tym docielené vyhnutie sa nechcenym imunologickym reakciam
na kontamindcie a umoznenie Studii odpovedi organizmu na jeden jediny komponent:
elastin. V skuto€nosti moze byt elastin rozpusteny iba po hydrolyze urcitych peptidovych
vézieb. Tato nerozpustnost’ je ¢asto vyuZzivana pri izolacii elastinu z tkaniv. UZ dlho sa ako
zdroj nerozpustného elastinu pouziva hoviddzi a konsky ligamentum nuchae, pretoze velky
percentudlny podiel jeho suSiny tvori elastin. Lansing a kol. izolovali elastin z tejto Casti
pouzitim 0,1M NaOH pri 95 °C po dobu 45 mintat. Rasmussen a kol. pouzili ¢istiacu pro-
ceduru zalozenu na vyuziti autoklavu pri 120 °C po dobu 5 hodin. John a Thomas ziskali

elastin z aorty a pl'icnych tkaniv ovel’a miernejSou procedurou vyuzitim extrakénych kro-



kov s NaCl, organickych rozpustadiel, kolagenazy a trypsinu. Elastin bol tiez izolovany
z dalsich tkaniv ako aorta, pl'ica a koza. Vyhoda ¢istého elastinu je ta, ze moéze byt’ for-
movany do roznych tvarov. Cisty elastin umoZiiuje vytvorenie velmi dobre vymedzenych
scaffoldov, napriklad scaffoldy zlozené z elastinu a kolagénu. Nevyhodu pridavku elastinu
je znizenie celkovej pevnosti a tuhosti scaffoldov. Ur€ity typ kolagénu sa zda byt nevy-
hnutny pre ziskanie stvislého scaffoldu. Vlastnosti scaffoldov moézu byt kontrolované
mnozstvom rozli¢nych parametrov, ako je napriklad pomer kolagénu a elastinu, rozsah
chemického zosietovania a v¢lenenie d’alSich komponent, ako glykozaminoglykany a ras-

tové faktory (72).

2.5.2 Hydrolyzovany elastin

Hydrolyzovany elastin (znamy tiez ako rozpustny elastin alebo elastinové peptidy) je takis-
to pouzivany v biomateridloch. NajCastejSie metdody na pripravu rozpustného elastinu su
uprava s 0,25M kyseliny etandiovej pri teplote 100 °C a 1M KOH v 80% roztoku etanolu
pri 37 °C. Proteolytick¢ enzymy schopné degradacie elastinovych vlakien, zahfiajice
elastazy serinového typu z leukocytov a niekol’ko metallo-elastaz z monocytov tiez vedu
K priprave rozpustného elastinu. Vynimoc¢ne je pouzivany pepsin v 0,5M Kkyseline octovej
pri teplote 37 °C a 0,5M HCl pri 80 °C. VSetky tieto metddy st zaloZené na hydrolyze nie-
kol’kych peptidovych vizieb nerozpustného elastinu (72).

Pripravu kolagénnych scaffoldov na baze kolagénu (respektive Zzelatiny) s pridavkom
elastinu a sietovanych carbodiimidom popisuje tiez Grover a kol. (74). Sledoval sa vplyv
pridavku kolagénu typu I, respektive Zelatiny na jednej strane a elastinu na strane druhej na
vlastnosti scaffoldov (morfoldgia, mechanické vlastnosti, bobtnanie, degradacia, adhézia
na bunky). Scaffoldy zalozené na Zelatine maji nizsiu tuhost’ a rychlejSie degraduju,
V porovnani so scaffoldami na baze kolagénu. Autori zmienuju tiez reakcie samotnej Zela-
tiny ¢i kolagénu s rozpustnym elastinom. Grover a kol. vyvodzuju domnienku, Ze neroz-
pustny elastin (rozdrteny na prasok, vlakna dlhé = 100 p) lepSie reaguje s kolagénom, nez
rozpustny elastin. Naopak, pri reakciach s Zelatinou je vhodnejsie pouzit’ rozpustny elastin

(73). Rovnaky predpoklad interakcii uvadza tiez Byju a kol. (74).



2.6 Dialdehyd Skrobu

V sucasnej dobe vzrastol velky zaujem o vyvijanie materidlov vyrobenych z prirodnych
polysacharidov, ktoré nezatazuju Zivotné prostredie. Skrob ziskany z mnohych druhov
plodin je jednym zo slubnych surovin pre pripravu biodegradabilnich materidlov. Ako
multi-hydroxylovy polymér, obsahuje §krob mnozstvo intermolekulovych a intramolekulo-
vych hydrogénovych vizieb a vyskytuje sa v granulovanej Strukture s priblizne 15-45 %
krystalinity. Dialdehyd $krobu (DAS) je pouzivany ako siet'ovacie ¢inidlo, ktory je vyraba-
ny kontrolovanym oxidativnym rozrusovanim C-2 a C-3 vizieb anhydroglukézovych jed-

notiek povodného Skrobu (80).

Aldehydy ako formaldehyd, GA a glyoxal podporuju inter- a intramolekularne sietovanie
v proteinoch. AvSak kvoli vlastnej toxicite tychto aldehydov je ich pouzitie v zlepSovani
fyzikalnych vlastnosti proteinovych filmov limitované. Naproti tomu DAS vykazal nizku
toxicitu pri pouziti na krysach a to pl'icnou, oralnou aj dermalnou cestou. Gennadios a kol.
informovali, Ze DAS by mohol byt pouzity ako sietovacie ¢inidlo pre polymerizaciu va-
jecného bielka pocas pripravy filmu. V ich §tadii boli filmy z vaje¢ného bielka pripravené
tepelnou metddou s alkalickou tpravou s tym, ze DAS bol pridany po upraveni pH na
11,25 a naslednym zahriatim na teplotu 40 °C po dobu 20 mintt. Ukazalo sa, Ze DAS za-

rw e

ucim sa mnozstvom (81).

Syntéza dialdehydu $krobu

Jiguao a kol. pri syntéze dialdehydu $krobu postupovali tak, ze jodistan sodny (0,7 mol/l)
bol upraveny na pH = 4,0 pouzitim kyseliny sirovej. Nasledne sa pridal zemiakovy Skrob
za energického mechanického mieSania. Molarne pomery medzi jodistanom sodnym a
Skrobom boli postupne 0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 0,9 a 1,1. Reakcia sa urziavala pri teplote 37 °C
po dobu 4 hodin. Vzniknuta riedka kasa bola prefiltrovana a produkt premyty destilovanou
vodou. Za ucelom odstranenia vody bol potom pouzity bezvody etanol. Prasok sa susil pri
teplote 50 °C 8 hodin. Tymto postupom sa ziskali r6zne druhy DAS s odlisnymi obsahmi
aldehydickych skupin (80).

Na Obr. 6 je znazornena schéma pripravy a modifikacie dialdehydu skrobu. Vyuzitie dial-

dehydu skrobu ako sietujuceho Cinidla je rovnako aj v papierenskom priemysle, kde sa



sietovanim celulézovych hydroxylov ziskava vicSia pevnost’ papiera. Mechanizmus takej-

to sietujucej reakcie je znazorneny na Obr. 7.
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Obr. 6 Priprava dialdehydu Skrobu a jeho modifikacia v kationovy produkt
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Obr. 7 Siet'ujuca reakcia dialdehydu skrobu (82)



3 INE SPOSOBY SIETOVANIA KOLAGENU

3.1 Fyzikalne sietovanie

Fyzikalne sietovanie spoc¢iva v oziareni ultrafialovymi la¢mi (UV) alebo pouzitia tepel-
nych zdrojov, ¢im déjde k polymerizacii v kolagéne. UV ziarenie a dehydrothermalna
technika (DHT) vykazuju podobné vysledky pri pouziti za u¢elom siet'ovania kolagénnych
biomaterialov. Obe techniky sposobuju zvysenie pevnosti v t'ahu a fragmentaciu v moleku-
larnej Struktare kolagénu (14). Avsak UV 0zarovanie je viac ¢asovo efektivnejSie v porov-
nani s dehydrothermalnou technikou, pretoze trva len 15 minut, zatial’¢o pri DHT je to 3 az
5 dni. Kolagénnne biomaterialy sietované pomocou UV ziarenia predstavuju tiez vhodnej-
Sie materialy vzhl'adom k zvySeniu enzymatickej rezistencii (15). Okrem toho, UV ozaro-
vanie bolo v poslednej dobe optimalizované za tcelom znizenia fragmentacie kolagénu
pouzitim glukozy v sietovacom procese (16). Avsak, UV ziarenie je ucinné iba pre tenké

a/alebo transparentné biomaterialy, ¢o dovol'uje UV ziareniu prejst’ ich struktarou (17-20).

Ako fyzikalne sietovanie moze byt pouzité gama ziarenie (3, 4). Avsak energia gama zia-
renia moze poskodit’ prirodzenu Strukturu proteinu. V porovnani s UV Ziarenim je UV zia-
renie menej $kodlivé pre protein nez gama ziarenie, ale UV svetlo moze tiez poskodit
Struktaru proteinu (5-7). Chemické sietovanie moze davat’ vysoko zosietovany material vo

vel'mi kratkom case (8).

3.2 Enzymové sietovanie

Enzymové sietovacie Cinidl4, ako je napriklad transglutaminidza, mo6zu byt pouzité pre
zvySenie pevnosti v tahu a enzymatickej rezistencie biomaterialov na baze kolagénu (34-

36).

Hlavnou vyhodou vyuZivania biologickej polymeriza¢nej techniky je to, Ze Ziadne chemic-
ké zvysky alebo vedlajsie produkty nezostavaju v Struktre biomaterialu, a preto sa elimi-
nuje riziko vyvolania cytotoxického Gc¢inku. Tiez moze byt pridany nadbytok biomolekul k
roztoku kolagénu pre vyrobu biomateridlov na baze kolagénu. Tieto biomolekuly, hlavne

elastin a chitozan sa pridavaju s potencialom zvysit' mechanickt pevnost’ (37-43).



4 CHARAKTERIZACIA STUPNA ZOSIETOVANIA
BIELKOVINOVEHO SUBSTRATU

4.1 Bobtnacie testy

Bobtnacie testy sa vykonavaju inkubovanim suchych vzorek v destilovanej vode ¢i v inom
vhodnom prostredi (pufry). Zbobtnalé vzorky s nasledne vytiahnuté, prebytocna voda vy-
susena papierom a zistena hmotnost’ vzorek. Na zaklade rozdielu hmotnosti je vypocitany

bobtnaci pomer ako:
SR = (ms— mg)/ my

kde: ms - hmotnost’ nabobtnalej vzorky, mg - hmotnost suchej vzorky (69)

4.2 Teplota zmrStenia

Kombinovanym vplyvom teploty a vody dochédza k tomu, ze sa usporiadand Struktira ko-
lagénu meni na neusporiadanti. Dochadza k uvolneniu vodikovych mostikov medzi jednot-
livymi retazcami v trojitej zavitnici kolagénu a molekuly kolagénu sa zmrStuju priblizne
na jednu tretinu svojej dizky. Teplota zmritenia je teda makroskopickym prejavom denatu-
racie a poskytuje tak zdkladna predstavu nielen o stupni poskodenia, ale aj napriklad o spo-
sobe ¢inenia (vnesenim prie¢nych vézieb do Struktury kolagénu behom ¢inenia sa zvysi
teplota zmrstenia z 65-70 °C az na 75-80 °C pri triesloCinenych a aZ na 95-105 °C pri
chromoc¢inenych usniach). Starnutim kolagénovych materialov dochadza ku zniZovaniu ich
teplot zmrStenia. Teploty zmrStenia okolo 40 °C vykazuji vel'mi degradované historické
usne (76). Vykonanie skusky stanovuje norma CSN EN ISO 3380 Usne — fyzikalne a me-

chanické skusky — Stanovenie teploty zmrstenia do 100 °C.

4.3 Infracervena spektrometria S Fouriérovou transformaciou

Infracervena spektroskopia patri do skupiny nedestruktivnych analytickych metod, kedy
sktimana vzorka nie je analyzou nijako poskodend, a napriek tomu poskytuje informaciu o
svojom zlozeni. Ziskané hodnoty vibra¢nych energii suvisia s pevnostou chemickych vi-
zieb a tieZ s molekulovou geometriou a hmotnostami jadier, teda s molekulovou $trukt-
urou. Tieto skuto¢nosti predurcuju infracerventi spektroskopiu ako vynikajicu experimen-

talnu techniku, ktora vedla kvantitativnej a kvalitativnej analyzy hra dolezita rolu pri



vyskume molekulovej dynamiky, chemickych vlastnosti molekul, vplyvu prostredia na

Studované molekuly a mnoho inych oblasti (70, 71).

Merané zavislosti

Infracervené spektrum latky predstavuje zavislost’ prepustnosti (transmitancie) T, absor-

bancie A, pripadne reflektancie R na vinote (cm™) & na vlnovej dizke (A, pm).
Takéto spektrum mé z hl'adiska kvalitativnej analyzy latok dve vyznamné vlastnosti:

1. Vo svojich detailoch je charakteristické pre jednotlivé latky natol'ko, ze prakticky
neexistuju dve zlu¢eniny, ktoré by mali uplne zhodné IC-spektrum. Pomocou IC
spektra moZeme definovat’ danu latku pri vyuziti kniznic spektier.

2. Na druhej strane sa jednotlivé funk¢éné skupiny prejavuju v spektre podobne, a tak
je mozné rozborom infraerveného spektra zistit'’ pritomnost istych funkénych sku-
pin v molekule a tiez vylucit’ vyskyt inych funkénych skupin.

Pre identifikaciu funkénych skupin v molekule st potrebné tabulky vinoctov charakte-

ristickych vibracii. V tabul'kach su pre kazdu funként skupinu na zéklade empiricke;j

skusenosti uvedené intervaly vlnoctov, v ktorych sa danéd funk¢na skupina musi preja-
vit' absorpciou, a d’alej tieZ relativna intenzita prislugného absorpéného pasu. Sirka in-
tervalu vinoctov je zavisla na ovplyvneni vibracie danej funkcnej skupiny zvySkom
molekuly. Niektoré skupiny su charakterizované niekol’kymi absorpénymi pasmi, iné
pasom jedinym. Ak ma byt dana funkcna skupina v molekule preukazana, musia byt
najdené vSetky absorpcné pasy, ktoré ju charakterizuju, a mali by koreSpondovat’ aj in-
tenzity jednotlivych absorp¢nich pasov (v pripade intenzit je nutné reSpektovat’ pomer
intenzit, ich absolutna hodnota je totiz zavisla na zastapeni skupin v molekule). Naopak
Z nepritomnosti pasov v urcitych oblastiach je mozné pritomnost’ niektorych funkénych

skupin alebo vézieb vylucit.

Pri merani na infra¢ervenom spektrometri mézeme kvalitu spektra, a teda tiez informa-
cie, ktoré nam toto spektrum poskytne, velmi vyznamne ovplyvnit’ ako vonkajSimi
podmienkami, za ktorych spektrum meriame, tak aj nastavenymi parametrami pristroja.
Pri nevhodne upravenej vzorke alebo chybne zvolenom nastaveni pristroja moze byt
vysledné spektrum Uplne znehodnotené vyskytom deformovanych pasov a artefaktov

(70, 71).



4.4 Termoanalytické metody

TG (Thermogravimetry), DTG (Differential thermogravimetry), DTA (Differential thermal
analysis) su pouzivanymi metodami na skimanie tepelnej degradacie v statickej vzducho-
vej atmosfére materidlov na baze kolagénu (ako s napriklad materialy z réznych druhov
kolagénu, sucasné vyrabané pergameny a usne, a historické usne) (86). Metddy tepelnej
analyzy (DSC (Differential scanning kalorimetry), TG, DTMA (Dynamic mechanical
thermal analysis) a termomikroskopia st pouzivané iba poslednych 15 rokov v skimani
usni, pergamenu a papiera. Vyvoj analytickych metdd okrem iného zlepSuje proces identi-

fikacie historickych predmetov vyrobenych z kolagénnych materialov (87-93).
DSC

DSC meranie kolagénovych materidlov méze byt vykonavané bud’ na vzduchu alebo vo
vode. Proces denaturacie sa odohrava pri nizSej teplote vo vode nez vo vzduchu. Pomocou
DSC kalorimetra sa zistuje tepelny tok vs. teplota. Pre kazdu vzorku su zaznamenané dve
DSC krivky, a to krivka odpovedajlica denaturacii vo vzduchu (s vodou absorbovanou
vzorkou zo vzduchu) a d’al$ia krivka odpovedajuca denaturacii vo vode. Zahrievanie vzor-
ky je vykonavané v cylindricky tvarovanom platinovom kelimku a a-Al,O3 je pouzity ako

referenény material (86).

4.5 Obsah vol’'nych aminoskupin

Obsah primarnych amino skupin zosietovanych a nezosietovanych vzoriek, vyjadreny ako
pocet voI'nych amino skupin pritomnych na 1000 aminokyselin (n/1000) sa urcuje pouzitim
2,4,6-trinitrobenzénsulfonovej kyseliny (94). K vzorke o hmotnosti 2-4 mg sa pridava po-
stupne 1,0 ml 4% (w/v) roztoku NaHCO3 a 1,0 ml ¢erstvo pripraveného 0,5% (w/v) rozto-
ku 2,4,6-trinitrobenzénsulfonovej kyseliny v destilovanej vode. Po reakcii trvajucej 2 h sa
pridd 3,0 ml 6 M HCI a teplota vzrastie na 60 °C. Rozpustenie vzorky je dosiahnuté
v priebehu 90 minat. Vysledny roztok je zriedeny pomocou 5,0 ml destilovanej vody a je
zmerand absorbancia merana pri 345 nm. Kontrélna vzorka sa pripravuje aplikovanim rov-
nakej procedury s rozdielom, ze HCI sa prida pred pridanim 2,4,6-trinitrobenzénsulfonove;j
kyseliny. Obsah vol'nych aminoskupin je vypocitany pouzitim molarneho absorpéného koe-
ficientu 14.600™" mol.cm™ pre trinitrofenyllyzin (95). Extrakcia hydrolyzovaného roztoku

vzorky pomocou diethyléteru neovplyviiuje meranie absorbancie a preto je vynechavana.



5 CIELE PRACE

K sietovaniu sa bezne pouziva ako sietovacie ¢inidlo glutaraldehyd pre svoje vel'mi dobré
sietovacie vlastnosti. AvSak sa tato chemicka latka zaroven javi ako potencidlne toxicka
pre l'udsky organizmus. Snahou bolo teda nahradenie ¢o najvacsieho mnozstva glutaralde-

hydu inym siet'ovacim ¢inidlom.

Prakticka cast’ diplomovej prace bola rozdelend do troch casti. Cielom prace bolo overit,
akym sposobom ovplyviiuju testované sietovadla parametre filmov a tiez overit’, ¢i docha-

dza k nejakym interakciam medzi kolagénnym gelom a pouzitym hydrolyzatom.

V prvej Casti bol ako sietovadlo pouzity dialdehyd skrobu ziskany od komer¢ného dodava-

tel'a v kombinacii s glutaraldehydom.

V druhej Gasti diplomovej prace bolo cielom porovnat’ sietujuci uéinok komeréného dial-
dehydu skrobu s dialdehydom skrobu pripravenym v laboratornych podmienkach. Dovo-
dom je skuto¢nost, Ze cena komeréne dostupného dialdehydu Skrobu je vysoka, a preto bol
vyskumnou skupinou KART FAI v Zling pripraveny dialdehyd $krobu v laboratérnych

podmienkach za niZSie naklady.

V tretej praktickej Casti diplomovej prace bol pouzity hydrolyzat kolagén-elastinového ty-

pu. Ciel'om bolo overit’, ako hydrolyzat interaguje s kolagénnym gelom.



II. PRAKTICKA CAST



6 MATERIALY A METODY

6.1 Materialy

e hodinové skli¢ko, ocelovy valéek, plastova folia, PMMA dosticky, uzatvaratel'ny

plastovy sacok, pipeta 1 ml, kadicka 5 ml, noznice, pravitko, pinzeta, malé sitko

e predvazky (KERN 440-47), analytické vahy (KERN 770), magnetické mieSadlo
s ohrevom, chladni¢ka (ThompsonCALEX), susiarenn (memmert), aparatura na test
teploty zmritenia (IKA® RCT bassic, aparatira na test bobtnania (IKA® C-MAG
HS7, FTIR spektrometer (FTIR™ rady Genesis, ATl Mattson), hrabkomer
(SOMET), pH meter (MultiCal®), fotoaparat (Cannon)

e destilovana voda, 3% roztok HCI

Kolagénny gel. Kolagénny gel pripraveny zo zams$e hovidzieho dobytka. Dodavatel: VUP
Medical, Brno, C.R. Bielkovinovy gel sa skladoval v chladni¢ke pri 6+1 °C. Charakteristi-
ka: 7,0 % obsah susiny, obsah popola 1,0 %.

Komerény dialdehyd $krobu (DAS-KOM). Dodavatel: Monomer Polymer and Dajac La-
boratories, Inc., PA, U.S.A. Charakteristika: CAS No. 9047-50-1, Mr 118,3 Da, biely

prasok.

Laboratorne pripraveny dialdehyd $krobu (DAS-KOL). Dialdehyd Skrobu pripraveny

z0 zemiakového $krobu anodickou oxidaciou. Dodavatel: KART, FAI ve Zling.

Kolagén-elastinovy hydrolyzdt. Praskovy kolagén-elastinovy hydrolyzat (svetlo Zltej farby)
vyrobeny z hovedzich vdzovic. Dodavatel: NANJING MSN Chemical Co., Ltd., JiangSu,
C.L.R. Charakteristika: obsah bielkovin 92,5 %, obsah vlhkosti 3,5%, obsah popola 4,0 %.

6.2 Metody hodnotenia

Boli pouzité nasledujiuce metody:
a) stanovenie teploty zmrstenia (koZeluzska metoda vo vode)
b) bobtnacie testy vo vode

C) stanovenie suSiny a hrubky filmu

d) FTIR



e) mechnické testy

Stanovenie teploty zmrStenia

Skugka bola robené 2-krat pre kazdy smer (pozdizny a prie¢ny). K sledovaniu teploty zmrs-
tenia bola zostavena aparattra skladajuca sa z topnej dosky, kadicky a skimavky naplnene;j
destilovanou vodou a zavesu pre vzorku. MieSanie kvapaliny v kadicke bolo zaistované

malym miesadlom.

Z filmu bola vystrihnuta vzorka o rozmeroch 50x5 mm. Na obidvoch stranach sa 5 mm od
konca vytvorili prepichnutim otvory pre zavesenie vzorky na haciku a uchytenie zavazicka.
Zostava uchytend do aparatiry na vodnom kupeli o izbovej teplote tak, aby vzorka bola
uplne ponorend v kvapaline, bola ponechanad 4 mintty bez zahrievania. Vodny kupel’ bol
zapnuty na maximalnu teplotu a zahrievalo sa od izbovej teploty rychlostou 3,3-4,2
°C/min. Bolo sledované, ¢i sa vzorka pretahuje a o kol'ko. Potom sa sledovalo, kedy sa
vzorka zacala zmr$tovat. Ako teplota zmrStenia bola zaznamenéavana teplota, pri ktorej sa
vzorka zmrstila o 0,5-1 mm svojej dizky. Skuska bola ukonéena v pripade pretrhnutia
vzorky, pri odtrhnuti zavazitka, alebo pri dosiahnuti teploty 80 °C. Pri vypo¢toch dizky

zmrStenia predstavoval jeden dielik na skiimavke 0,67 mm.

Bobtnacie testy vo vode

Cielom tychto testov bolo ziskat prehl'ad o chovani pripravenych filmov vo vode pri
dvoch vybranych teplotach (26 a 80 °C). Bobtnacie testy prebiehali 1 hodinu a v stanove-

nych Casovych intervaloch sa zistovala hmotnost’ vzorky a zmena jej rozmerov.

Vzorka o rozmeroch 20x20 mm bola zvazena na analytickych vahach. Potom bola vloZena
do vytemperovaného vodného kupela a inkubovana 1 hodinu. V priebehu inkubdacie sa
vzorka 5x vytiahla, polozila na malé sitko a nechala 1 minttu odkvapkat’. Vzorka bola po-

tom zvazend a zmerali sa jej rozmery. Nasledovala d’al$ia inkubécia vzorky.

Stupeii zbobtnania (SZ) bol vyjadrovany ako nasobok prirastku hmotnosti vzorky — podl'a

Vzorca:
SZ = my/ms (nasobok)
kde: my....... hmotnost’ nabobtnalej vzorky (g)

Ms....... hmoznost’ suchej vzorky (g)



Zmena plochy vzorky (ZP) (%) bola pocitana podl'a vzorca:
ZP = (Pn/Ps*100) — 100
kde: Pn...... plocha nabobtnalej vzorky (mm?)

Ps...... plocha suchej vzorky (mm?)

Stanovenie suSiny a hrubky filmu

Obsah susiny vo filme bol stanovovany 1-krat pre dany experiment. Hrubka filmu bola
merand v neposkodenych castiach filmu. Bola merana na piatich miestach a nasledne vypo-

¢itany priemer.

FTIR

Skuska bola vykonavana na pristroji ATI Mattson spektrometer FTIR, meranim na pozadi
vzduchu. Bol pouzity detektor Standardny pyroelektricky s tantali¢nanom litnym. K mera-
niu vzorek sa pouzival horizontdlny ATR s drziakom instalovanym do priestoru a prizma-
ticka cela na kvapaliny. Meralo sa pri rozsahu 600-4000 cm™ pri rozligeni pristroja 4.0
s po¢tom skenov 64. Kazdy film bol zmerany 2x, v pozdiZznom a v prie¢nom smere a vy-

sledky boli vyhodnocované v programe WinFirst.

Mechanické testy

Z mechanickych vlastnosti filmov sa stanovovala tahova sila pri pretrhnuti a pomerné
predizenie pri pretrhnuti. Pouzival sa skiigobny stroj Instron Mini 55 (Instron, Norwood,
MA, U.S.A.). Metodika testovania bola prevzata zo skasobnych predpisov podnikovych
laboratorii kozeluzien TOMA Otrokovice (dr. Vaculik, 1993). Z filmov sa vystrihli sku-
Sobné telesa 140x15 mm, ktoré sa upli do Cel'usti stroja (vzdialenost’ ¢el'usti 50 mm). Rych-
lost’ posunu ¢elusti 50 mm/min. Kazdé stanovenie bolo vykonané 3x; vysledky su prezen-

tované ako aritmeticky priemer so smerodatnou odchylkou.

Pomocou rezacky boli vyrezané skiSobné vzorky s rozmermi uvedenymi v prislusnej nor-
me. Vzorky boli vytvrdené v suSiarni a nasledne namocené v kadicke naplnenej vodou.
Potom boli vzorky vloZené medzi dva filtracné papiere, prikryté zdvazim a zat'azkané za-

vazim. Po vytiahnuti bola vzorka ihned’ upnutd medzi cel'uste trhacieho stroja. Skusobné



vzorky boli podrobené skuske tahom a vyhodnotené ich destruk¢né a deformacné vlastnos-

ti.

6.3 Organizacia experimentov

Experimenty sietovania kolagénneho gelu boli typu 3% a 2, s premennymi, ktoré predsta-
vovali mnozstvo daného sietovacieho ¢inidla vztiahnuté na kolagénnu susinu v gele, a do-
bu zrenia kolagénneho gelu. Pripraveny bol vzdy centralny experiment, film bez sietovadla

a film sietovany 2% roztokom GA.



7 SIETOVANIE KOLAGENNEHO GELU KOMBINACIOU
DIALDEHYDU SKROBU A GLUTARALDEHYDU

Pri tychto experimentoch bol pouzity komerény dialdehyd Skrobu (ozna¢enie DAS-KOM).

7.1 Plan experimentov

Experimenty siefovania kolagénneho gelu pomocou DAS-KOM a GA boli typu 32

S centralnym experimentom, s tymito premennymi:
Faktor A: mnozstvo DAS-KOM: 1 — 3 — 5 % (vztiahnuté na kolagénnu susinu v hmote)
Faktor B: mnozstvo GA: 0,4 — 1,0 — 1,6 % (vztiahnuté na kolagénnu suSinu v hmote)

Faktor C: doba 2. stupnia zrenia kolagénneho gelu: 0 — 4 — 8 hod.

Rozpust'anie DAS-KOM

Roztok bol pripraveny vzdy Certsvy, pred zamieSanim do hmoty. Pri dolnom limite bolo
navazené odpovedajice mnozstvo DAS-KOM, pridanych 2,0 ml 3% roztoku HCI a miesa-
né pri 80 °C do rozpustenia. Pri strednom a hornom limite bolo navazené odpovedajlce
mnozstvo DAS-KOM, pridané 3,0 ml 3% roztoku HCI a miesané pri 80 °C do rozpustenia.
Roztok bol potom pridavany rovnomerne ku kolagénnemu gelu aZz po vychladnuti na izbo-

vu teplotu.

Rozpust’anie GA

Roztok bol pripraveny vzdy cerstvy, pred zamieSanim do hmoty. Bolo navaZzené dané
mnozstvo GA, ku ktorému sa pridalo 2,5 ml destilovanej vody. Vzniknuty roztok bol krat-

ko rozmieSany a pridany rovnomerne ku kolagénnemu gelu.

7.2 Priprava filmov

Kolagénny gel bol dokladne uzavrety uchovavany v chladnicke, s gelom sa pracovalo ih-
ned’ po vytiahnuti. Bolo odobranych 50+0,1 g kolagénneho gelu, z ktorého bola vytvarova-
na placka. Podl'a faktoru A (tj. 1, 3 alebo 5 %) k nej bolo pridané mnozstvo DAS-KOM.
Roztok bol rovnomerne rozliaty na placku a 10 mintat dokladne miesany ru¢ne tak, aby sa
roztok rovnomerne dostal do celého obsahu. Gel bol po zamieSani vytvarovany do gul'6¢-

ky, hermeticky uzavreny do PE sacku, ulozeny do chladni¢ky pri 61 °C a ponechany zriet



48 hodin (1. stupen zrenia). Po uplynulom ¢ase bol z gelu opét’ vytvarovana placka a k nej
pridany GA v mnozstve podla faktoru B (tj. 0,4, 1,0 alebo 1,6 %). Roztok bol rovnomerne
rozliaty na placku a 10 minit dokladne mieSany rucne tak, aby sa roztok rovnomerne dostal
do celého obsahu. Gel bola po zamieSani vytvarovany do gul’6¢ky, hermeticky uzavreny do
PE sacku, ulozeny do chladni¢ky pri 61 °C a ponechany zriet’ podl'a faktoru C (tj. 0, 4
alebo 8 hodin). Po uplynulom case bol gel rozprestrety na plastova dosticku, z hornej stra-
ny prikryta PE sackom a vyvalany rovnomerne ocelovym valéekom. Dosticka s filmom
bola potom umiestnena do susiarne pri zapnutom ventilatore a susila sa v troch stupnoch,
12 minut pri kazdej teplote 40, 60 a 80 °C pri rychlosti ohrevu AT = 4 °C/min. Dosticka
s vysuSenym filmom bola vytiahnuta zo suSiarne, odfotena a odlepeny film sa uzavrel do

uzatvaratel'nych PE, pripraveny k jednotlivym sktskam.

Priprava filmu bez siet’ovadla

Kolagénny gel bol dokladne uzavrety uchovavany v chladnicke, s gelom sa pracovalo ih-
ned’ po vytiahnuti. Bolo odobranych 50+0,1 g kolagénneho gelu, z ktorého bola vytvarova-
na placka. Gel bol rozprestrety na plastovi dosticku, z hornej strany prikrytd PE sackom a
vyvalana rovnomerne ocelovym val¢ekom. Dosti¢ka s filmom bola potom umiestnené do
suSiarne pri zapnutom ventilatore a susSila sa v troch stupiioch, 12 minat pri kazdej teplote
40, 60 a 80 °C pri rychlosti ohrevu AT = 4 °C/min. Dosticka s vysuSenym filmom bola
vytiahnuta zo suSiarne, odfotend, a film sa potom odlepeny uzavrel do uzatvaratelnych PE,

pripraveny k jednotlivym skuskam.

Priprava filmu s 2,0 % GA

Kolagénny gel bol dokladne uzavrety uchovavany v chladnicke, s gelom sa pracovalo ih-
ned’ po vytiahnuti. Bolo odobranych 50+0,1 g kolagénneho gelu, z ktorého bola vytvarova-
na placka. Z gelu bola vytvarovana placka a k nej pridany GA v mnozstve podl'a faktoru B
(. 0,4, 1,0 alebo 1,6 %). Roztok bol rovnomerne rozliaty na placku a 10 mintt dokladne
mieSany ru¢ne tak, aby sa roztok rovnomerne dostal do celého obsahu. Gel bol rozprestrety
na plastovl dosticku, z hornej strany prikrytd PE sdckom a vyvalana rovnomerne ocel’o-
vym val¢ekom. Dosticka s filmom bola potom umiestnena do susiarne pri zapnutom venti-
latore a suSila sa v troch stupnioch, 12 mintt pri kazdej teplote 40, 60 a 80 °C pri rychlosti

ohrevu AT = 4 °C/min. Dosticka s vysusenym filmom bola vytiahnuta zo suSiarne, odfote-



na, a film sa potom odlepeny uzavrel do uzatvarateI'nych PE, pripraveny k jednotlivym

skaskam.

7.3 Vysledky a diskusie

Faktor Faktor C: Ts(°C)
A: Faktor doba 2. Obsah
Exp. | mnoZstvo B: stupf_la susiny | .. Hrubka ozdizn rietn
¢. DAS- mnozstvo zrenia (%) filmu (mm) P smer y psmery
KOM GA (%) | kolagénnej
(%) hmoty (h)
Film bez siet'ovadla 88,00 | 0,065+0,005 495 48,0
1 1 0,4 0 95,13 | 0,055+0,005 53,0 51,8
2 1 0,4 8 94,10 | 0,04+0,005 53,8 53,6
3 1 1,6 0 88,40 | 0,035+0,005 54,0 52,3
4 1 1,6 8 89,27 | 0,045+0,005 52,3 52,8
5 5 0,4 0 94,28 | 0,03+0,005 54,1 52,0
6 5 0,4 8 95,47 | 0,06+0,005 56,1 55,0
7 5 1,6 0 94,55 | 0,04+0,005 53,6 54,5
8 5 1,6 8 95,24 | 0,05+0,005 54,8 54,8
9 3 1,0 4 95,56 | 0,05+0,005 54,0 53,0
Films 2,0 % GA 94,80 | 0,05+0,005 52,2 52,1

Tab. 1 Charakterizacia filmov sietovanych komerénym dialdehydom $krobu, filmu bez
sietovadla a filmu s 2,0 % GA

7.3.1 Teploty zmrS$tenia filmov

Teplota zmrStenia a bobtnacie skusky sa stanovovali do 1 tyzdna po ich vyrobeni, avSak po
dvojdiovom odlezani. Teplota zmrStenia filmov bola stanovovana pri vzorkach vystrihnu-
tych v pozdiznom smere (smer vélania filmu) a v prie¢nom smere (kolmo na smer valania

filmu).



PrediZenie (-)/zmr3tenie (+) filmu PrediZenie (-)/zmr3tenie (+) filmu
Exp.& V pozdlZnom smere V prie¢nom smere
p-¢- To T2-Ts Ts-T T-80°C To T,-Ts Ts-T T-80°C
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
+14,0 (T = +8,0 (T =
1 0 0.5 72,5 °C) 0 0 0 79,7 °C) 0
2 0 0 +14,5 0 0 +5,0
+7,5(T=
3 0 0 +18,5 0 0 77.8 °C) 0
4 0 0 +15,0 0 0 +7,0
+145(T=
5 0 0 78,9 °C) 0 0 0 +8,0
6 0 0 +9,5 0 0 +10,5
+9,5 (T=
7 0 0 +13,0 0 0 775 °C) 0
+13,5(T=
8 0 0 76,4 °C) 0 0 0 +8,5
+6,5 (T=
9 0 0 +13,0 0 0 76.4 °C) 0
Film bez i +15,5(T= i +2,0 (T=
sietovadla 18 0 77,4 °C) 0 4.0 0 72,0 °C) 0
Films 2,0 % +7,0 (T=
GA 0 0 +14,0 0 0 0 70,0 °C) 0
Tz — teplota, pri ktorej sa systém zacal zahrievat’
Ts — teplota, pri ktorej sa film zacal zmrstovat
T — teplota ukonc¢enia zmr$tovania filmu
To - 4 min bez zdhrevu pri izbovej teplote

Tab. 2 Zmeny filmov sietovanych DAS-KOM a GA v prieénom a pozdiznom smere pri

Statistické vyhodnotenie

stanoveni Tg

Regresna rovnica pre Ts filmov v pozdiZznom smere m4 tvar:

y = 52,27 +0,4000A +1,146B +0,1844C -0,3125AB +0,01979 AC -0,3047B

+0,04427 ABC
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Obr. 8 Vplyv interakcii sledovanych faktorov na Ts v pozdiznom smere filmov sietova-
nych DAS-KOM+GA
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Obr. 9 Vplyv jednotlivych faktorov na Ts v pozdiznom smere filmov sietovanych DAS-
KOM+GA v kubickom zobrazeni
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Obr. 10 Vplyv mnozstva DAS-KOM a zrenia na Ts v pozdiznom smere filmov
sietovanych DAS-KOM+GA

Z vysledkov vplyvu jednotlivych faktorov na Ts v pozdiznom smere vyplyva, Ze pri mini-
malnom mnozstve GA sa so zvySujicim mnozstvom DAS-KOM vyrazne zvysuje Ts
v pozdiznom smere. Pri maximalnom mnozZstve GA je tento trend rovnaky, aviak menej
vyrazny. Najvia¢si vzrast Ts v pozdiznom smere je vidiet pri maximalnom poéte hodin
zrenia so zvySujucim sa mnozstvom DAS-KOM. Pri 0 hodinovom zreni sa Ts so zvySuju-
com sa pridavkom DAS-KOM zvySuje minimalne. Takisto so zvySujiicim sa pridavkom
GA pri 0 hodinovom zreni sa Ts zvySuje minimalne, avSak pri maximalnom pocte hodin
zrenia dochadza naopak ku vyraznému znizovaniu Ts. NajvysSej teploty Ts je dosiahnuté
pri maximalnom pocte hodin zrenia, maximalnom mnozstve DAS-KOM a minimalnom
mnozstve GA. Najvacsi vplyv na Ts majt faktory mnozstvo DAS-KOM a zrenie. So zvy-
Sujicom sa poctom hodin zrenia so suc¢asnym zvySujucom sa pridavkom DAS-KOM stipa

Ts v pozdiznom smere.



Regresna rovnica pre Ts filmov v priecnom smere ma tvar:

y = 51,75 - 0,1167 A - 0,000000 B + 0,2271 C + 0,4167 AB + 0,05208 AC - 0,09896 BC -
0,03646 ABC
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Obr. 11 Vplyv interakcii sledovanych faktorov na Ts v prieénom smere filmov sietovanych
DAS-KOM+GA
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Obr. 12 Vplyv jednotlivych faktorov na Ts v priecnom smere filmov sietovanych
DAS-KOM+GA v kubickom zobrazeni
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Obr. 13 Vplyv mnozstva DAS-KOM a zrenia na Ts v prie¢nom smere filmov sie-
tovanych DAS-KOM+GA

Ts v prieCcnom smere sa vyrazne zvysSuje so zvySujucom sa mnozstvom DAS-KOM pri
maximdlnom mnozstve GA. Pri minimalnom mnozstve GA sa takisto zvysuje, ale mene;j
vyrazne. So zvysujucim sa pridavkom DAS-KOM dochédza k vyraznému zvySovaniu Ts
V prie¢nom smere pri minimalnom ako aj pri maximalnom pocte hodin zrenia. Pri maxi-
malnom pocte hodin zrenia sa ale dosahuje vysSich hodnét Ts v prie¢nom smere. S postup-
nym pridavkom GA sa pri maximalnom zreni zniZzuje Ts v priecnom smere a zvySuje sa
naopak pri 0 hodinovom zreni. Tak, ako v pripade Ts v pozdiznom smere, tak aj v pripade
Ts v prie€nom smere je najvyssia hodnota dosiahnutd pri maximalnom pocte hodin zrenia,
maximalnom pridavku DAS-KOM a minimalnom pridavku GA. Takisto na Ts v prie¢nom
smere majui najvacsi vplyv pridavok DAS-KOM a zrenie. Ts rastie so zvySujicim sa mnoz-

stvom DAS-KOM a po¢tom hodin zrenia.

7.3.2 Bobtnacie skusky filmov

Vysledky bobtnacich sktiSok filmov bez sietovadla a filmov €. 1-4 st suhrnne uvedené

Vv nasledujucej tabul’ke.



Test pri 26 °C Test pri 80 °C
Doba Stupern Stuperi

Exp. € inkubacie zbobtnania Igcmher}z;/ ) zbobtnania Igcrﬁen(z; )
(min) (ndsobok) plochy {0 (ndsobok) plochy (v

1 54 5,0 6,2 -10,0

Bez 6 11,5 20,8 11,9 -10,8

sietovadla 16 11,9 20,8 11,3 -47,0

36 10,8 20,8 6,2 - 66,0

60 9,6 20,8 4,8 -475

Pri 80 °C sa film ihned’ zvinul d

o ruli¢ky, od 6 min. inkubacie bol mierne zvlneny, mlie¢ne
sfarbeny,od 16 min. bol takmer rovny, na konci sa rozpadal, pri 26 °

C sa film nemenil

1 2,4 0 2,4 -65,0
6 2,4 0 3,1 - 58,8
16 2,3 0 3,1 -60,0
36 2,4 0 4,1 - 56,0
60 2,3 0 3,2 - 58,8

skruteny, pri 2

Pri 80 °C sa film mierne zvinul,

6 °C sa film nemenil

bol nazltly, potom sa

skrutil, od 16 min. inkubacie bol mierne

1 2,8 0 2,7 -62,5
6 2,9 0 3,9 - 53,3
16 3,1 0 4,3 -49,0
36 3,0 0 4,1 -53,3
60 3,3 0 3,7 -55,0

Pri 80 °C sa film ihned’ zvinul d
zvlneny, mlie¢ne sfarbeny, pri 2

o ruli¢ky, potom bol mierne zvlneny, nazltly, od 16 min. inkubacie bol
6 °C sa film nemenil

1 2,6 0 25 - 58,8
6 2,9 0 2,9 -58,8
3 16 3,0 0 3,0 -58,8
36 31 0 2,9 -62,5
60 3,2 5 3,3 -53,3
Pri 80 °C sa film mierne skrutil, od 36 min. inkubécie bol skruteny, nazltly, pti 26 °C sa film nemenil
1 2,6 0 2,8 - 58,8
6 2,6 0 31 -61,5
4 16 2,7 0 3,2 -61,5
36 31 0 3,5 - 56,0
60 3,0 0 3,5 - 58,8
Pri 80 °C sa film mierne zvlnil, bol nazltly, pri 26 °C sa film nemenil
Tab. 3 Vysledky bobtnacich skusok filmu bez sietovadla a filmov ¢. 1-4
Vysledky bobtnacich skuSok filmu s2,0 % GA a filmov €. 5-9 st suhrnne uvedené

V nasledujucej

tabulke.




Test pri 26 °C Test pri 80 °C
E)é(.p. inlg:)li?cie Stupefl’zbobtnania Zmena Stupeﬁ’zbobtnania Zmena
(min) (nasobok) plochy (%0) (nasobok) plochy (%)
1 2,6 0 2,7 - 65,0
6 2,3 0 3,0 - 56,0
5 16 2,5 0 3,1 - 58,8
36 2,5 0 3,5 - 56,0
60 2,6 0 3,4 - 60,0
Pri 80 °C sa film ihned zmrs$til, potom zostal mierne skrateny, pri 26 °C sa film nemenil
1 2,1 0 2,4 - 36,3
6 2,5 0 3,5 -235
6 16 2,5 0 3,7 -235
36 2,3 0 3,4 -25,0
60 2,3 0 3,4 -37,0

Pri 80 °C sa film ihned’ zvinul do rulicky, bol zvinuty po celu dobu inkubécie, bol sfarbeny do tmavo
Zlta, pri 26 °C sa film mierne zvinul

1 2,3 0 2,4 -55,0
6 2,3 0 2,8 -55,0
7 16 2,4 0 2,9 -55,0
36 2,5 0 3,1 -55,0
60 2,6 0 3,2 -55,0
Pri 80 °C sa film mierne zvlnil, pri 26 °C sa film nemenil
1 2,3 0 2,2 -55,0
6 2,2 0 2,3 -55,0
8 16 2,2 0 2,7 -55,0
36 2,5 0 2,9 -55,0
60 2,6 0 2,5 -55,0
Pri 80 °C sa film ihned’ zvinul, potom zostal mierne skriveny, pri 26 °C sa film nemenil
1 2,5 0 2,6 -52,0
6 2,5 0 2,6 -55,0
9 16 2,3 0 2,8 -52,0
36 2,4 0 2,6 -55,0
60 2,2 0 2,8 -52,0
Pri 80 °C sa film ihned’ zvinul do rulicky, potom zostal zvinuty, pri 26 °C sa film nemeni
1 2,3 0 2,4 -61,5
6 2,5 0 2,7 -61,5
GA 16 2,7 0 29 -61,5
36 2,6 0 3,3 - 58,8
60 2,9 0 3,5 - 58,8

Pri 80 °C sa film ihned” zmrs$til, potom zostal iba mierne zvlneny, pri 26 °C sa film nemenil

Tab. 4 Vysledky bobtnacich skusok filmov ¢. 5-9 a filmu s GA
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Obr. 14 Stupen zbobtnania filmov €. 1-4 pri 26 °C (a porovnanie s filmom bez

sietovadla a filmom s GA)
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Obr. 15 Stupeii zbobtnania filmov ¢. 5 a 6 pri 26 °C (a porovnanie s filmom bez

sietovadla a filmom s GA)
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Obr. 16 Stupen zbobtnania filmov ¢. 1-4 pri 80 °C (a porovnanie s filmom bez

sietovadla a filmom s GA)
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Obr. 17 Stupeii zbobtnania filmov €. 5 a 6 pri 80 °C (a porovnanie s filmom bez

sietovadla a filmom s GA)
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Obr. 18 Zmena plochy vzoriek filmov ¢. 1-4 behom bobtnacich sktsok pri 26 °C
(a porovnanie s filmom bez sietovadla a filmom s GA)
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Obr. 19 Zmena plochy vzoriek filmov €. 5 a 6 behom bobtnacich skusok pri 26 °C

(a porovnanie s filmom bez sietovadla a filmom s GA)
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Obr. 20 Zmena plochy vzoriek filmov ¢. 1-4 behom bobtnacich skasok pri 80 °C

(a porovnanie s filmom bez sietovadla a filmom s GA)
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Obr. 21 Zmena plochy vzoriek filmov ¢. 5 a 6 behom bobtnacich skasok pri 80 °C

(a porovnanie s filmom bez sietovadla a filmom s GA)



Stupent zbobtnania pri 26 °C ma najmensi film s 2,0 % GA. Filmy ¢. 1-9 maji hodnoty
stupna zbobtnania s tymto filmom takmer identické, ¢o znamena, Ze sa od seba liSia mini-
malne. VSetky filmy bobtnali vyrazne menej, nez film bez sietovadla, ktory mé zretel'ne
najvyssi stupen zbobtnania. Pri 80 °C je rovnako vidiet’ najvys$sie bobtnanie filmu bez sie-
tovadla a vyrazne niZzSie bobtnanie filmu s 2,0 % GA. Takmer zhodné nizke hodnoty
stupnia zbobtnania mali filmy €. 3,4, 5 a 7. Filmy €. 1, 2 a 6, ktoré maji najmensi pridavok
GA, maju o nieco vySSie hodnoty stupnia zbobtnania v porovnani s filmom s 2,0 % GA, ale
stale vyrazne nizSie od filmu bez sietovadla. Pri filmoch ¢. 7, 8 a 9, ktoré maju najvyssie
mnozstva obidvoch sietovadiel, je zaznamenané dokonca o niec¢o nizSie bobtnanie nez ma

film s 2,0 % GA.

Zmena plochy (AS) pri 26 °C je pri filme s 2,0 % GA nulova. Pri filme bez sietovadla je
zrejmé, ze AS je niekol’konasobne vyssia. Vsetky filmy, tj. ¢. 1-9 maju idealne nulové hod-
noty AS. Pri teplote 80 °C vykazuje film s 2,0 % GA najnizsie hodnoty AS, najvyssie hod-
noty ma film bez sietovadla. Pri vSetkych filmoch €. 1-9 je vidiet, ze hodnoty AS maju
nizSie nez je tomu pri filme bez sietovadla. Filmy €. 1, 3 a 4 sa vo svojich hodnotach AS
prekryvaja s hodnotami filmu s 2,0 % GA. Este menej svoju plochu zmenili filmy ¢€. 2, 5,

6, 7, 8 a9, z korych najmensie hodnoty AS m4 film €. 6.

Z vysledkov bobtnacich skusok vyplyva, Ze najlepSie vlastnosti, a sice najmensi stupen
zbobtnania pri najmensej zmene plochy je zaznamenané pri filmoch €. 8 (5 % DAS, 1,6 %
GA a doba 2. stupna zrenia 8 hodin) a film ¢. 9 (5 % DAS, 1,0 % GA a doba 2. stupiia zre-
nia 4 hodiny). Avsak film ¢. 6, ktory ma hodnoty stupfia zbobtnania podobné filmu s 2,0 %
GA, ma zo vsetkych filmov najmensie hodnoty AS, a to vyrazne nizSie aj V porovnani
s filmom s 2,0 % GA. Zaroven ma tento film najvacsie hodnoty teploty zmrstenia, a to ako

v pozdiznom (T = 56,1 °C), tak v prie¢nom smere (T = 55,0 °C).
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Obr. 22 IC spektrum filmu &. 8, glutaraldehydu, filmu bez sietovadla a komeréné-
ho dialdehydu Skrobu

Z porovnania infracervenych spektier jednotlivych filmov so spektrom filmu bez sietova-
dla je vidiet,, Ze spektra st podobné a vyskytuju sa v nich vSetky charakteristické absorpcéné
pasy. Nebol zaznamenany zadny novovzniknuty pik, avsak doslo k vymiznutiu piku alebo
ku vyraznému zniZeniu intenzity piku pri 2940 a 2849 cm™ (vibracie —CHy—a —CHa— sku-
pin) pri takmer vSetkych filmoch oproti filmu bez sietovadla. Pri charakteristickych pasoch
dochadza k zmene intenzity, a to vo vicsine pripadoch ku znizeniu. Vsetky filmy mali tiez
zniZenu intenzitu alebo doslo k posunu piku jedine pri 3358 cm™ (~CO-NH- amidova I

vizba).

Vsetky odlisnosti v spektrach, ktoré maju filmy sietované kombinaciou DAS-KOM a GA

vzdy v porovnani so spektrom nezosietovaného filmu st zhrnuté v tabul’ke 5.



Funkéna | VInocet Filmy ¢&.
skupina (cm™) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
-CO-NH-
funkéna A i ons - e
skupina 3358 . IllZSlfi posun posun piku posun ) IllZSlfi ) anSl_a ) IllZSlfi posun . IllZSlfi
Sy intenzita piku piku intenzita | intenzita | intenzita piku intenzita
(amidova I
vizba)
vibracie A - - , . . A - A . .
nizsia nizsia nizsia rovnaka zZmiznutie nizsia nizsia nizsia zZmiznutie
-CH,- 2940 . . . . . . . - , . . . . . . ,
skupiny intenzita | intenzita | intenzita | intenzita piku intenzita | intenzita | intenzita piku
vibracie , A . . s . . . . . . - . .
rovnaka nizsia zmiznutie nizsia zZmiznutie | zmiznutie | zmiznutie nizsia zmiznutie
-CHs- 2849 . - . : . . . . ] . . : .
skupiny intenzita | intenzita piku intenzita piku piku piku intenzita piku
-CO-NH-
funk¢na - A - v o oy o . o
. vySSia nizsia vysSSia vySSia nizsia nizsia nizsia rovnaka nizsia
skupina 1555 - - - - - - . : . - . . . - . - . -
L intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
(amidova |
vizba)
skupina 1454 rovnaka nizsia rovnaka rovnaka nizsia nizsia nizsia rovnaka nizs§ia
-N=C=0- intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
skupina 1241 vyssia rovnaka rovnaka vyssia niz§ia niz§ia niz§ia rovnaka niz§ia
=C-0-C intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
primarna
funk¢éna 1037 rovnakd | rovnaka rovnaka vyssia niz8ia niz8ia niz8ia rovnaka niz8ia
skupina R- intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
OH

Tab. 5 Odlisnosti charakteristickych pikov filmov sietovanych kombinaciou DAS-KOM a

GA v porovnani s filmom bez sietovadla

7.4 Zhodnotenie vysledkov

Z danych deviatich experimentov, na ktorych boli vykonané jednotlivé skusky, sa ako naj-

lepsie z hl'adiska bobtnania javia film s 5 % DAS-KOM, 1,6 % GA a 8 h zrenia, a film s 3

% DAS-KOM, 1,0 % GA a4 h zrenia, ktoré maji nizky stupen zbobtnania so zaroven niz-
kou zmenou plochy. Avsak film s 5 % DAS-KOM, 0,4 % GA a 8 h zrenia ma hodnoty

zmeny plochy dokonca vyrazne niz$ie nez film s 2,0 % GA. Tento film ma zaroven naj-

vyssie dosiahnuté hodnoty teploty zmrtenia a to ako v pozdiznom tak aj v prie¢nom sme-

re. Najvacsi vplyv na teplotu zmrstenia ma pridavok DAS-KOM a pocet hodin zrenia so

suCasnym minimalnym pridavkom GA. Tento fakt potvrdzuje spominany film €. 6, ktory

obsahuje najvyssie mnozstvo DAS-KOM, najniz§ie mnozstvo GA a bol ponechany zriet

najdlhSiu dobu. Ako ukézali infraervené spektra, doslo pri vSetkych filmoch pouzitim

komeréného dialdehydu skrobu k interakciam s kolagénnym gelom.




8 SIETOVANIE KOLAGENNEHO GELU POMOCOU
LABORATORNE PRIPRAVENEHO DIALDEHYDU SKROBU A
KOMERCNEHO DIALDEHYDU SKROBU

Pri tychto experimentoch bol pouzity laboratdrne pripraveny dialdehyd Skrobu (oznacenie

DAS-KOL) a komerény dialdehyd Skrobu (oznac¢enie DAS-KOM).

8.1 Plan experimentov

Experimenty sietovania kolagénneho gelu pomocou DAS-KOL boli typu 22, s centralnym

experimentom, s tymito premennymi:

Faktor A: mnozstvo DAS-KOL, respektive DAS-KOM: 2 — 3,5 — 5 % (vztiahnuté na ko-

lagénnu susinu v hmote)

Faktor B: doba zrenia kolagénneho gelu: 1 — 2 — 3 dni

8.2 Priprava filmov

Kolagénny gel bola dokladne uzavrety uchovavany v chladnicke, s gelom sa pracovalo ih-
ned’ po vytiahnuti. Bolo odobranych 50+0,1 g kolagénneho gelu, z ktorého bola vytvarova-
na placka. Podl'a faktoru A (tj. 2, 3, alebo 5 %) k nej bolo pridané mnoZstvo DAS-KOL.
Roztok bol rovnomerne rozliaty na placku a 10 minit dokladne mieSany rucne tak, aby sa
roztok rovnomerne dostal do celého obsahu. Gel bol po zamieSani vytvarovany do gul’'6¢-
ky, hermeticky uzavreny do PE sacku, uloZeny do chladni¢ky pri 61 °C a ponechany zriet
podla faktoru B (tj. 1, 2 alebo 3 dni). Po uplynulom c¢ase bol gel rozprestrety na plastova
dosticku, z hornej strany prikryty PE sackom a vyvalany rovnomerne ocelovym val¢ekom.
Dosticka s filmom bola potom umiestnend do suSiarne pri zapnutom ventilatore a susila sa
Vv troch stuptioch, 12 minut pri kazdej teplote 40, 60 a 80 °C pri rychlosti ohrevu AT = 4
°C/min. Dosticka s vysuSenym filmom bola vytiahnut4 zo susiarne, odfotend, a film sa po-

tom odlepeny uzavrel do uzatvaratel'nych PE, pripraveny k jednotlivym skuskam.



8.3 Vysledky a diskusie

Faktor A: Faktor B: doba Ts(°C)
. Obsah
Exp. mnozstvo zrenia » Hrubka
susin ir el
¢. DAS-KOL kolagénnej Y filmu (mm) pozdizny | priecny F (N) ¢ (%) £ (%)
. (%) smer smer

(%) hmoty (dni)
Film bez siet'ovadla 88,00 | 0,065+0,005 49,5 48,0 0,5 21,3 98,5
1 2 1 89,69 | 0,054+0,005 53,0 53,1 1,9 32,2 155,3
2 2 3 91,91 | 0,043+0,005 54,4 55,3 2,3 16,7 150,1
3 5 1 90,94 | 0,055+0,005 54,0 56,5 2,7 21,9 143,0
4 5 3 90,61 | 0,066+0,005 54,6 59,0 2,9 28,6 131,9
5 3,5 2 85,45 | 0,050+0,005 54,3 54,1 2,3 15,9 121,9
Films 2,0 % GA 94,80 | 0,050+0,005 52,2 52,1 53 13,3 146,0

F - trzné zataZenie po denaturacii — pozdi, o - variaény koeficient, € - pretiahnutie

Tab. 6 Charakterizacia filmov sietovanych pripravenym dialdehydom $krobu, filmu bez
sietovadla a filmu s 2,0 % GA

Faktor A: Faktor B: doba Ts(°C)
. Obsah

Exp. mnozstvo zrenia » Hribka F(N) %) (%)
susin iz jed 6 (Y0 € (N

& | DAS-KOM | kolagénnej o )y filmu (mm) | PezdiZny | priecny

0
(%) hmoty (dni) smer smer

Film bez siet'ovadla 88,0 | 0,065+0,005 49,5 48,0 0,5 21,3 98,5
1 2 1 89,0 51,6 51,2 2,6 13,2 147,2
2 2 3 88,2 51,8 51,5 2,6 27,3 144,1
3 5 1 90,9 | 0,070+0,005 51,7 52,2 2,6 24,7 124,6
4 5 3 91,0 53,6 53,0 1,9 19,0 112,3
5 3,5 2 90,7 52,4 52,0 2,7 11,8 127,8
Films 2,0 % GA 94,8 0,05+0,005 52,2 52,1 5,3 13,3 146,0

F - trzné zataZenie po denaturacii — pozdiZ, 6 - variaény koeficient, € - pretiahnutie

Tab. 7 Charakterizacia filmov sietovanych komerénym dialdehydom $krobu, filmu bez
sietovadla a filmu s 2,0 % GA




8.3.1 Teploty zmrStenia filmov

Teplota zmrStenia a bobtnacie skusky sa stanovovali po 9-12 dnoch odlezania. Teplota

zmrStenia filmov bola stanovovana pri vzorkach vystrihnutych v pozdlznom smere (smer

valania filmu) a v prieénom smere (kolmo na smer valania filmu).

Predizenie (-)/zmrstenie (+) filmu v pozdiinom smere Predizenie (-)/zmrstenie (+) filmu v prie¢nom smere
Exp. ¢. To (mm) Tz-Ts Ts-T T-80°C To (mm) Tz-Ts Ts-T T-80°C
0 (mm) (mm) (mm) 0 (mm) (mm) (mm)
Film bez Y o (o o
sietovadla +2,0 +2,5 +15,5 (T=°C) 0 +2,0 (pri 39,6 °C)
+2,7(T=
1 0 0 +6,7 0 0 0 59.9 5C) 0
+2,7
2 0 0 +6,0 0 0 0 (T=71,5 0
OC)
0 0 +6,7 0 0 0 +2,3 0
0 0 +7,7 0 0 0 +1,0 0
0 0 +8,7 0 0 0 +2,0 0
Films 2,0
% GA 0 0 +14,0 0 0 0 +7,0 0
Tz — teplota, pri ktorej sa systém zacal zahrievat’; Ts — teplota, pri ktorej sa film zacal zmr§tovat’; T — teplota ukon&enia zmr§t'ovania filmu; Ty -
4 min bez zahrevu pri pokojovej teplote; ** film sa pri skuske roztrhol

Tab. 8 Zmeny filmov sietovanych pripravenym dialdehydom $krobu v prie¢nom a pozdiz-

nom smere pri stanoveni Ts

PrediZenie (-)/zmritenie (+) filmu v pozdiinom smere PrediZenie (-)/zmr§tenie (+) filmu v prie¢nom smere
Exp. & Tz-Ts Ts-T T-80°C Tz-Ts | Ts-T | T-80°C
oo™ | mm) (mm) (mm) To (mm) m) | (mm) | (mm)
Film bez 20
- -1,8 0 +15,5 (T=77,4 °C) 0 -4,0 0 (T=72,0 0
sietovadla °C)
+2,0
1 -0,6 0 +17,4 -2,0 0 (T=59,0 -1,3
oc)
+6,0
2 -0,6 0 +16,7 -1,3 0 (T=57,0 0
OC)
+7,4
3 -0,6 0 +12,7 -1,3 0 (T=62,0 0
oc)
-0,6 0 +17,4 -1,3 +8,0
-0,6 0 +16,7 (T=65,0 °C) 0 -1,3 +10,0
i +7,0
Films 2,0 -
% GAA 0 0 +14,0 0 0 0 (TO—YO,O 0
9]
Tz — teplota, pri ktorej sa systém zacal zahrievat’; Ts — teplota, pri ktorej sa film zadal zmr§tovat’; T — teplota ukoncenia zmr$tovania filmu; To -
4 min bez zahrevu pri pokojovej teplote

Tab. 9 Zmeny filmov sietovanych komerénym dialdehydom $krobu v prie¢nom a pozdiz-

nom smere pri stanoveni Ts




Statistické vyhodnotenie
Regresna rovnica pre Ts filmov v pozdlznom smere ma tvar:

y =51,37 + 0,4667 A + 0,9667 B - 0,1333 AB

DAS-KOL (%) * zrenie (dni) zrenie

54,8 {dni)
—— 1

546 L . 2

544 @-—-momTTTTTT - Z

54,2
54,0

53,8

Ts - pozdizny smer

53,6

2,0 3,5 50
DAS-KOL (%)

Obr. 23 Vplyv interakcii sledovanych faktorov na Ts v pozdiznom smere filmov
sietovanych DAS-KOL
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Obr. 24 Vplyv jednotlivych faktorov na Ts v pozdiZznom smere filmov sietova-
nych DAS-KOL v kubickom zobrazeni
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Obr. 25 Vplyv mnozstva DAS-KOL a zrenia na Ts v pozdiznom smere filmov
sietovanych DAS-KOL

Vysledky vplyvu faktorov na Ts v pozdiZznom smere ukazujt, Ze vy$§ich hodnét Ts je dosi-
ahnutych pri maximalej dobe zrenia, so zvySujucim sa pridavkom DAS-KOL sa ale Ts d’a-
lej zvySuje len mierne. Pri minimalnej dobe zrenia su hodnoty Ts niz$ie, avSak so zvySuju-
cim sa mnozstvom DAS-KOL sa Ts vyrazne zvysuje. Najvyssia hodnota Ts v pozdiznom
smere je zaznamenana pri maximalnom pridavku DAS-KOL a zaroven najvyssej dobe zre-
nia. So zavislosti mnozstva DAS-KOL a pocte dni zrenia ale vyplyva, ze pri uréitom
mnozstve DAS-KOL, s cielom ziskania vysokych Ts v pozdiznom smere sta&i d’alej len

predlZzovat’ dobu zrenia.



Regresna rovnica pre Ts filmov v priecnom smere ma tvar:

y=49,83 + 1,083 A + 1,000 B + 0,05000 AB

DAS-KOL (%) * zrenie (dni) zZrenie
59 {dni)
— 1
= . 2
£ 58 —+- 3
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Obr. 26 Vplyv interakcii sledovanych faktorov na Ts v prie¢nom smere filmov
sietovanych DAS-KOL
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Obr. 27 Vplyv jednotlivych faktorov na Ts v priecnom smere filmov sietovanych
DAS-KOL v kubickom zobrazeni
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Obr. 28 Vplyv mnozstva DAS-KOL a zrenia na Ts Vv prie¢nom smere filmov sie-
tovanych DAS-KOL

Pri vplyve jednotlivych faktorov na Ts v priecnom smere je vidiet, Ze pri maximalnej aj
minimalnej dobe zrenia sa s postupnym pridavkom DAS-KOL identicky vyrazne zvySuje
Ts v priecnom smere. Celkovo vysSie hodnoty Ts st ale dosiahnuté za maximalniho poctu
dni zrenia. Tak, ako v pripade Ts v pozdiznom smere, tak aj v pripade Ts v prie¢nom smere
je najvyssia hodnota Ts zaznamenana pri najvy$Som pridavku DAS-KOL a najdlhSej dobe
zrenia. Na rozdiel od Ts v pozdiznom smere je ale so zavislosti vplyvu mnozstva DAS-
KOL a zrenia vidiet’, Ze vysokych hodnét Ts v priecnom smere sa dosahuje so zvySujicim

sa pridavkom DAS-KOL so zarovei predlZzujicou sa dobou zrenia.

8.3.2 Bobtnacie testy filmov

Vysledky bobtnacich skusok filmov bez sietovadla, filmu s 2,0 % GA a filmov ¢. 1-5 su

suhrnne uvedené v nasledujucej tabul'ke.



Test pri 26 °C Test pri 80 °C
Exp. ¢ Doba inkubacie zbit)l?r)]grl]ia Zmena zbigiﬁzlrllia Zmena
(min) (nasobok) plochy (%) (nasobok) plochy (%)
1 54 50 6,2 -10,0
Bez 6 11,5 20,8 11,9 -10,8
sietovadla 16 11,9 20,8 11,3 -47,0
36 10,8 20,8 6,2 - 66,0
60 9,6 20,8 4,8 -47,5
Pri 80 °C sa film ihned’ zvinul do ruli¢ky, od 6 min. inkubacie bol mierne zvlneny, mlie¢ne sfarbeny,od 16
min. bol takmer rovny, na konci sa rozpadal, pri 26 °C sa film nemenil
1 3,6 0 3,2 -61,5
6 3,6 0 3,3 - 58,8
1 16 3,0 0 3,9 - 56,0
36 2,7 0 4,0 -52,0
60 2,6 0 4,1 -49,0
Pri 80 °C sa film ihned’ zvinul do rulicky, pri 26 °C sa film tiez zvinul do rulicky
1 2,2 0 2,2 -39,0
6 2,4 0 2,8 -41,0
2 16 2,5 0 3,3 -47,8
36 2,6 0 4,1 -45,3
60 2,6 0 4,3 -475
Pri 80 °C sa film ihned’ zvinul do rulicky, pri 26 °C sa film tiez zvinul do rulicky
1 1,7 0 2,5 -43,0
6 1,9 0 2,7 - 38,3
3 16 17 0 3,1 -415
36 17 0 3,2 -43,0
60 2,2 0 3,0 -415
Pri 80 °C sa film ihned’ zvinul do ruli¢ky, pri 26 °C bol film stoceny
1 2,0 0 2,6 -37,0
6 2,0 0 2,7 -39,0
4 16 1,9 0 2,9 -40,0
36 2,2 0 3,0 - 38,3
60 2,1 0 3,3 - 38,3
Pri 80 °C sa film ihned’ zvinul do ruli¢ky, pri 26 °C bol film stoeny
1 2,3 0 2,9 -50,5
6 2,3 0 2,9 -50,5
5 16 2,2 0 3,0 -50,5
36 2,6 0 3,5 - 56,5
60 2,6 0 3,5 -55,0
Pri 80 °C sa film ihned’ zvinul do rulicky, pri 26 °C sa film tiez zvinul do rulicky
1 2,3 0 2,4 -61,5
6 2,5 0 2,7 -61,5
GA 16 2,7 0 2,9 -61,5
36 2,6 0 3,3 - 58,8
60 2,9 0 3,5 - 58,8

Pri 80 °C sa film ihned’ zmrstil, potom zostal iba mierne zvineny, pri 26 °C sa film nemenil

Tab. 10 Vysledky bobtnacich skusok filmov €. 1-5 sietovanych pripravenym dialdehydom

Skrobu, filmu bez sietovadla a filmu s GA




Test pri 26 °C Test pri 80 °C
Doba Stupen Stupen
Exp. € inkubacie zbothr:ania IZrEenil/ zbobtrr:ania Zmenzc;)l/plochy
(min) (ndsobok) plochy (%) (ndsobok) (%)
1 2,3 0 2,6 -58,8
6 2,4 0 3,3 -56,0
1 16 2,5 0 3,5 -56,0
36 2,6 2,5 3,6 -58,0
60 2,7 2,5 4,0 -53,3
Pro 26 °C je film rovny a plava na hladine. Pri 80 °C sa film ihned zmr$ti a skriiti sa, plava na hladine

1 2,8 2,5 2,8 -62,5
6 2,8 2,5 34 -60,0
2 16 2,6 2,5 3,9 -60,0
36 2,8 2,5 3,9 -60,0
60 2,7 2,5 50 -50,5

Pri 26 °C je film rovny plava na hladine. Pri 80 °C sa film ihned zmrsti a skruti sa, plava na hladine
1 2,3 0 2,6 -62,5
6 2,9 0 3,0 -62,5
3 16 2,5 0 2,9 -62,5
36 2,1 0 3,2 -62,5
60 2,2 0 4,8 -53,3

Pri 26 °C je film rovny plava na hladine. Pri 80 °C sa film ihned zmrsti a skruti sa, plava na hladine
1 2,4 0 2,7 -65,0
6 2,4 0 3,0 -62,5
4 16 2,2 0 3,3 -60,0
36 2,2 0 3,6 -60,0
60 2,3 0 4,6 -53,2

Pri 26 °C je film rovny plava na hladine. Pri 80 °C sa film ihned zmrs$ti a skruti sa, plava na hladine
1 2,1 0 2,5 -61,5
6 2,3 0 3,0 -58,8
5 16 2,4 0 3,1 -62,5
36 2,5 0 3,8 -58,8
60 2,6 0 3,9 -58,8

Pri 26 °C je film rovny plava na hladine. Pri 80 °C bol od 6 min. inkubécie mierne skrateny a plaval

Tab. 11 Vysledky bobtnacich skiisok filmov €. 1-5 sietovanych komerénym dialdehydom

Skrobu
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Obr. 29 Stupen zbobtnania filmov €. 1-5 pri 26 °C (a porovnanie s filmom bez

sietovadla a filmom s GA)
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Obr. 30 Stupen zbobtnania filmov ¢. 1-5 pri 80 °C (a porovnanie s filmom bez

sietovadla a filmom s GA)
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Obr. 31 Zmena plochy vzoriek filmov €. 1-5 behom bobtnacich skiisok pri 26 °C

(a porovnanie s filmom bez sietovadla a filmom s GA)
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Obr. 32 Zmena plochy vzoriek filmov ¢. 1-5 behom bobtnacich skusok pri 80 °C

(a porovnanie s filmom bez sietovadla a filmom s GA)



Najvyssie hodnoty stupiia zbobtnania pri 26 °C dosahuje film bez sietovadla. Vyrazne niz-
Sie hodnoty ma film s 2,0 % GA rovnako ako vsetky filmy ¢. 1-5. Pri filme €. 1 je vidiet
mierne vySSie hodnoty stupiia zbobtnania nez je to pri filme s 2,0 % GA. Avsak filmy €. 2-
5 bobtnaju dokonca o nie¢o menej nez film s 2,0 % GA. Pri teplote 80 °C ma takisto film
bez sietovadla najvysSie hodnoty stupiia zbobtnania a film s 2,0 % GA bobtnad vyrazne
menej. Filmy €. 3-5 vykazuji hodnoty takmer identické s filmom s 2,0 % GA. Pri filmoch
¢. 1, a 2 je zaznamenané o nie¢o vySSie bobtnanie v porovnani s filmom s2,0 % GA a

ostatnymi filmami.

Zmena plochy je pri 26 °C nulova pri filme s 2,0 % GA ako aj vSetkych filmoch €. 1-5. Je
vidiet, ze film bez sietovadla bobtna niekol’konasobne viac. Pri teplote 80 °C je AS naj-
vécsia pri filme bez sietovadla. O nieco nizSie hodnoty vykazuje film s 2,0 % GA. Pri
vSetkych filmoch ¢. 1-5 je zrejmé, ze dosahuji nizSie hodnoty AS v porovnani s filmom
52,0 % GA. Ich zmena plochy klesa so zvySujlicim sa mnozstvom DAS a zvySujiicou sa

dobou zrenia, a teda najmensiu AS ma film ¢. 4.

Vysledky bobtnacich skuSok ukazuju, Ze najnizSie hodnoty stupfia zbobtnania a zmeny
plochy maju film €. 4 (5 % DAS a doba zrenia 3 dni) a film €. 3 (5 % DAS a doba zrenia 1
dent). Tieto filmy dosahuju zaroven najvysSie teploty zmrStenia, a to najmé v prie€nom
smere, kde pri filme €. 4 teplota zmrStenia dosiahla hodnotu az T = 59,0 °C a pri filme €. 3

T = 56,5 °C.

8.3.3 Mechanické skusky
Regresna rovnica pre trzné zataZenie filmov ma tvar:

y =1,100 + 0,3000 A + 0,2667 B - 0,03333 AB
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Obr. 33 Vplyv interakcii sledovanych faktorov na trzné zatazenie filmov sietova-

nych DAS-KOL
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Obr. 34 Vplyv jednotlivych faktorov na trzné zatazenie filmov sietovanych DAS-

KOL v kubickom zobrazeni
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Obr. 35 Vplyv mnozstva DAS-KOL a zrenia na trzné zat'azenie filmov sietova-

nych DAS-KOL

Z vysledkov mechanickych skusok je moZzné zaznamenat’, Ze sledované faktory maji na
trzné zatazenie po denaturacii takmer identicky vplyv ako na Ts v prie¢nom smere. Trzné
zat'azenie sa vyrazne zvySuje so zvySujucim sa pridavkom DAS-KOL pri maximalnej dobe
zrenia. Tento trend je zachovany aj pri minimalnej dobe zrenia. Celkovo vysSich hodndt
trzného zat'azenia je ale dosiahnutych pri maximéalnom pocte dni zrenia. NajvysSia hodnota
trzného zat'azenia je zaznamenana pri maximalnom mnozstve DAS-KOL a najdlhsej dobe
zrenia. AKo Vv pripade Ts v prieénom smere, tak aj pri mechanickych parametroch sa
s postupne predlzujiicou dobou zrenia a s postupnym pridavkom DAS-KOL priamo tmer-

ne zvysSuje trzné zatazenie filmov.



Regresna rovnica pre pretiahnutie ma tvar:

y=164,1-3,117 A-0,6333 B - 0,9833 AB
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Obr. 36 Vplyv interakcii sledovanych faktorov na pretiahnutie filmov sietovanych
DAS-KOL
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Obr. 37 Vplyv jednotlivych faktorov na pretiahnutie filmov sietovanych DAS-

KOL v kubickom zobrazeni
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Obr. 38 Vplyv mnozstva DAS-KOL a zrenia na pretiahnutie filmov sietovanych
DAS-KOL

Pri vplyve jednotlivych faktorov na pretiahnutie filmov je mozné vidiet' opacny trend nez
je zaznamenany pri trznom zat'azeni po denaturacii. S minimalnym poctom dni zrenia sa
pri zvySujucom sa pridavku DAS-KOL znizuje pretiahnutie filmov. Nizs$ich hodnoét preti-
ahnutia sa dosahuje pri naopak maximalnom pocte dni zrenia, a so zvySujlicim sa mnoz-
stvom DAS-KOL takisto klesa pretiahnutie filmov. Najvyssia hodnota pretiahnutia filmov
sa vyskytuje v pripade najnizsicho mnozstva DAS-KOL a najmensej doby zrenia. Priamo
umerne so zvySujucim sa mnoZzstvom DAS-KOL so zaroven zvySujicou sa dobou zrenia sa

dosahuje vysokych hodnét pretiahnutia filmov.
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Obr. 39 IC spektrum filmu ¢&. 4, pripraveného dialdehydu $krobu, filmu bez sieto-
vadla a glutaraldehydu

Zo ziskanych infracervenych spektier vSetkych filmov sietovanych pomocou DAS-KOL je
pri porovani s filmom bez sietovadla moZzné zhodnotit’, Ze spektrd maji podobny priebeh,
avSak nie su identické. Vytvorenie novych pikov nebolo zaznamenané, zaroven ani vymiz-
nutie Ziadneho z pikov. Rozdiely st zrejmé predovSetkym zo zmien intenzity charakteris-
tickych pasov. Vo vicsine pripadov sa jednalo o zniZenie intenzity jednotlivych absorpc-
nych péasov. Spolo¢nym znakom pri vSetkych filmoch je ale zaznamenany bud’ posun alebo
vyrazné zniZenie intenzity piku v rozsahu 3700-3100 cm™: N—H vibracie (3325 cm™) a —
OH vibracie (z vody viazanej na kolagén). Omnoho niZ§ia intenzita piku v rozsahu tychto
vinoctov pri sietovanom kolagéne znamena, ze behom siet'ujucej reakcie kolagén stratil

vodu, ktera na neho bola naviazana (85).

V nasledujtcej tabulke st zhrnuté vSetky odliSnosti v spektrach filmov v porovnani s nezo-

sietovanym filmom.



Funkéna VInocet Filmy ¢.
skupina (cm™) 1 2 3 4 5
-CO-NH- -
funk¢éna skupina 3358 po,iun pOiUﬂ n1zsta po,iun 2SI
(amidové I vizba) piku piku Intenzita piku Intenzita
o . osun niz§ia | rovnaka | rovnaka | rovnaka
vibrdcie -CH,- skupiny | 2940 ppiku intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
o . nizsia nizSia | rovnakd | vysSSia | rovnaka
vibracie -CHa- skupiny | 2849 | 107t | intenzita | intenzita intznzita intenzita
-CO-NH- o o o e o
funkéna skupina 1555 | Mzsta g nizsia g Mizsia o vyssia o nizsia
e intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
(amidova I vizba)
skupina 1454 niz§ia | rovnaka | rovnaka | rovnaka | niz$ia
-N=C=0- intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
skupina 1241 vySSia | vysSia | vySSia | vySSia | rovnakd
=C-0-C intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
primarna 1037 |. Vyﬁéi_a posun _rovnal_ié _ niiéifd _ niiéig
funk¢nd skupina R-OH intenzita | piku Intenzita | Iintenzita | Intenzita

Tab. 12 Odlisnosti charakteristickych pikov filmov sietovanych pomocou DAS-KOL

V porovnani s filmom bez sietovadla

8.4 Porovnanie vysledkov sietovania obidvoma typmi DAS

Z porovnania vysledkov sietovania laboratorne pripravenym a komerénym dialdehydom
Skrobu je zrejmé, Ze obidva typy DAS maji podobné vlastnosti, pri€¢om laboratorne pripra-
veny dialdehyd Skrobu vykazuje vo viacerych parametroch dokonca vlastnosti lepSie. Tep-
lota zmritenia Vv pozdiZznom a v prie¢om smere sa u obidvoch typov zvysuje pri pouziti
maximalneho mnozstva DAS a najvy$Sej doby zrenia. Laboratérne pripraveny DAS ale
dosahuje celkovo vysiie teploty zmrstenia a to aj v pozdiznom aj v prie¢nom smere. Vy-
sledky bobtnacich skusok tiez ukazujt, Ze laboratérne pripraveny DAS mé hodnoty stupiia
zbobtnania a zmeny plochy niZSie a Ze niektoré filmy sietované komerénym DAS menia
plochu aj pri nizkej teplote. Najvyssia Ts, a to v priecnom smere, bola zaznamenana pri
filme sietovanom pripravenym DAS (5 % DAS a 3 dni zrenia), ktory mal zaroven najlep-
Sie parametre bobtnania. Obidva typy DAS maji tieZ mechanické parametre rovnako
ovplyvnené danymi faktormi, avSak laboratorne pripraveny DAS vykazuje tiez vyssie hod-

noty trzného zat'azenia a pretiahnutia.



9 OVERENIE REAKCII KOLAGENNEHO GELU
S HYDROLYZATOM KOLAGEN-ELASTINOVEHO TYPU

Pri tychto experimentoch bol pouzity hydrolyzat kolagén-elastinového typu (oznacenie

KEH).

9.1 Plan experimentov

Experimenty interakcie kolagénneho gelu s kolagén-elastinovym hydrolyzatom boli typu

2%s centrdlnym experimentom, s tymito premennymi:
Faktor A: mnozstvo KEH: 5 — 10 — 15 % (vztiahnuté na kolagénnu susinu v hmote)

Faktor B: zrenie kolagénneho gelu po zamieSani sietovadla: 1 — 3 — 5 dni

9.2 Priprava filmov

Kolagénny gel bol dokladne uzavrety uchovavany v chladnicke, s gelom sa pracovalo ih-
ned’ po vytiahnuti. Bolo odobranych 100+0,1 g kolagénneho gelu, z ktorého bola vytvaro-
vand placka. Podla faktoru A (tj. 5, 10 alebo 15 %) k nemu bolo pridané mnozstvo KEH.
Roztok bol rovnomerne rozliaty na placku a 10 mintat dokladne mie$any ru¢ne tak, aby sa
roztok rovnomerne dostal do celého obsahu. Gel bol po zamieSani vytvarovany do gul'd6¢-
ky, hermeticky uzavreny do PE sacku, ulozeny do chladniCky pri 6+1 °C a ponechany zriet’
podla faktoru B (tj. 1, 3 alebo 5 dni). Po uplynulom case bol gel rozprestrety na PMMA
dosticku, z hornej strany prikryty PE sd€kom a vyvalany rovnomerne ocelovym val¢ekom.
Dosticka s filmom bola potom umiestnend do suSiarne pri zapnutom ventilatore a susila sa
Vv troch stupiioch, 12 minut pri kazdej teplote 40, 60 a 80 °C pri rychlosti ohrevu AT = 4
°C/min. Dosti¢ka s vysuSenym filmom bola vytiahnutd zo suSiarne, odfotend, a film sa po-

tom odlepeny uzavrel do uzatvaratel'nych PE, pripraveny k jednotlivym skuskam.

Rozpustanie KEH

Dané mnozstvo KEH bolo rozpustené v destilovanej vode pri izbovej teplote na magnetic-
kom mieSadle po dobu 5 mintut. Pre dolny limit davkovania KEH bolo pouzitych 6 ml vo-

dy, pri strednom limite 8 ml vody a pri hornom limite 10 ml vody.



9.3 Vysledky a diskusie

Ts(°C) Triné
Faktor B: doba zat'aZenie
Faktor A: . Obsah Variaény . .
Exp. zrenia Hrubka po coefic Pretiahnutie,
mnoZzstvo susin iy el - oeficient
S kolagénnej (o/)y filmu (mm) | PozdiZny | prietny | denaturdcii % ¢ (%)
(o] 0 '~ (o]
hmoty (dini) smer smer — pozdiz,
F(N)
Film bez sietovadla 88,03 | 0,065+0,005 49,5 48,0 0,5 21,3 98,5
1 5 1 91,28 | 0,052+0,005 53,4 53,7 1,3 17,1 90,3
2 5 5 91,69 | 0,054+0,005 54,0 58,8 1,3 25,6 104,6
3 15 1 89,71 | 0,045+0,005 54,3 56,1 1,2 19,1 134,6
4 15 5 90,74 | 0,053+0,005 53,1 54,8 1,2 14,3 117,9
5 10 3 90,77 | 0,044+0,005 52,8 57,0 1,7 16,6 138,9
Films 2,0 % GA 94,78 | 0,050+0,005 52,2 52,1 53 13,3 146,0
Tab. 13 Charakterizacia filmov S pouzitim kolagén-elastinového hydrolyzatu, filmu bez
sietovadla a filmu s 2,0 % GA
9.3.1 Teploty zmrstenia filmov
PrediZenie (-)/zmr3tenie (+) filmu v pozdiinom smere PrediZenie (-)/zmr3tenie (+) filmu v prie¢nom smere
Exp. & T, (mm) Tz-Ts Ts—T T-80°C T, (mm) Tz-Ts Ts-T | T-80°C
0 (mm) (mm) (mm) 0 (mm) (mm) (mm)
Film bez _ o ) +2,0 (T=
siefovadla -1,8 +2,5 +15,5 (T=77,4°C) 0 4,0 0 720 °C) 0
+3,7 (T=
1 0 0 +7,7 0 -1,34 0 72550 0
+1,34 (T=
2 0 0 +9,7 0 -2,68 0 64,4 °C) 0
3 0 0 +9,0 (T= 76,4 °C) 0 0 0 +17 0
+3,7(T=
4 0 0 +8,4 0 -1,34 0 742 °C) 0
5 -0,67 0 +9,0 0 0 0 *x 0
Films 2,0
% GA 0 0 +14,0 0 0 0 +7,0 0

Tz — teplota, pri ktorej sa systém zadal zahrievat’; Ts — teplota, pri ktorej sa film zaal zmr§tovat’; T — teplota ukoncenia zmr§t'ovania filmu; Ty -
4 min bez zahrevu pri pokojovej teplote; ** film sa pri skiiSke roztrhol

Tab. 14 Zmeny filmov s pouzitim kolagén-elastinového hydrolyzatu v prieénom a pozdiz-

nom smere pri stanoveni Ts



Statistické vyhodnotenie
Regresna rovnica pre Ts filmov v pozdlZznom smere ma tvar:

y =52,57 +0,1350 A + 0,3750 B - 0,04500 AB
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Obr. 40 Vplyv interakcii sledovanych faktorov na Ts v pozdiZznom smere filmov

sietovanych KEH
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Obr. 41 Vplyv jednotlivych faktorov na Ts v pozdiznom smere filmov sietova-

nych KEH v kubickom zobrazeni
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Obr. 42 Vplyv mnozstva KEH a zrenia na Ts v pozdiznom smere filmov sietova-
nych KEH

Z vplyvu interakcii sledovanych faktorov na Ts v pozdiznom smere vyplyva, e pri mini-
malnej dobe zrenia sa so zvySujicim pridavkom KEH zvySuje Ts. Naopak, v pripade doby
zrenia maximalnej sa s postupnym pridavkom KEH znizuje Ts v pozdiznom smere. Naj-
vySSej hodnoty Ts je dosiahnutej pri pouZziti maximalniho mnozstva KEH a minimalne;j
doby zrenia. Zo zavislosti vplyvu mnoZstva KEH a zrenia je vidiet’, Ze vysokych hodnot Ts
je mozné dosiahnut’ bud’ pri maximalnej dobe zrenia a minimalnom mnozstve KEH, alebo
pri maximalnom mnozstve KEH a minimalnej dobe zrenia. VySSich hodndt Ts

Vv pozdiznom smere sa ale dosahuje v druhom pripade.

Regresna rovnica pre Ts filmov v priecnom smere ma tvar:

y =50,43 + 0,4000 A + 2,075 B - 0,1600 AB
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Obr. 43 Vplyv interakcii sledovanych faktorov na Ts v prie¢nom smere filmov
sietovanych KEH
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Obr. 44 Vplyv jednotlivych faktorov na Ts v priecnom smere filmov sietovanych

KEH v kubickom zobrazeni
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Obr. 45 Vplyv mnozstva KEH a zrenia na Ts v prie¢nom smere filmov sietova-
nych KEH

V pripade Ts v prie¢nom smere je vidiet' podobny priebeh v plyvu jednotlivych faktorov.
Ts sa znizuje pri maximalnej dobe zrenia s postupnym pridavkom KEH. Takisto naopak sa
zvySuje Ts pri minimalnom pocte dni zrenia s postupnym pribuidajicim mnozstvom KEH.
Najvyssej hodnoty Ts v prieénom smere sa dosahuje pouzitim minimalneho mnozstva
KEH pri najvyssej dobe zrenia. Najvyssie hodnoty Ts v priecnom smere sa ziskavaja pria-

mo umerne so zvySujucou sa dobou zrenia pri minimalnich mnozstvach KEH.

9.3.2 Bobtnacie testy

Vysledky bobtnacich skusok filmov bez sietovadla, filmu s 2,0 % GA a filmov ¢. 1-5 su

suhrnne uvedené v nasledujucej tabul’ke.



Test pri 26 °C Test pri 80 °C
Exp. ¢ Doba inkubacie zb?)t)l;lr)lglrlwia Zmena zb?)f)lilr)l:llrllia Zmena
(min) (nasobok) plochy (%) (nasobok) plochy (%)
1 54 50 6,2 -10,0
Bez 6 11,5 20,8 11,9 -10,8
sietovadla 16 11,9 20,8 11,3 -47,0
36 10,8 20,8 6,2 - 66,0
60 9,6 20,8 4,8 -47,5
Pri 80 °C sa film ihned’ zvinul do ruli¢ky, od 6 min. inkubacie bol mierne zvlneny, mlie¢ne sfarbeny,od 16
min. bol takmer rovny, na konci sa rozpadal, pri 26 °C sa film nemenil
1 54 0 2,7 -74,0
6 7,0 0 3,8 -66,3
1 16 6,8 0 3,9 -66,3
36 6,1 0 3,9 -70,8
60 59 0 3,9 -70,8
Pri 80 °C sa film ihned’ zvinul do rulicky, pri 26 °C bol rovny, od 6. min. mierne zvlneny
1 2,6 0 2,3 -712,5
6 3,3 0 3,4 -65,0
2 16 4,0 0 4,3 -61,3
36 4,5 0 4,8 -68,0
60 4,7 0 4,9 -61,3
Pri 80 °C sa film ihned’ zvinul do rulicky, pri 26 °C bol rovny, od 6. min. mierne zvineny
1 2,7 0 2,6 -80,0
6 3,3 0 3,9 -61,8
3 16 3,5 0 4,1 -64,0
36 4,3 0 4,0 -68,0
60 4,7 0 52 -64,0
Pri 80 °C sa film ihned’ zvinul do ruli¢ky, pri 26 °C bol film rovny
1 2,7 0 2,3 -76,0
6 3,5 0 3,4 -68,5
4 16 3,8 0 4,0 -68,5
36 4,4 0 4,5 -72,0
60 4,6 0 4,7 -64,0
Pri 80 °C sa film ihned’ zvinul do ruli¢ky, pri 26 °C bol film rovny
1 2,8 0 2,5 -68,5
6 34 0 3,6 -62,5
5 16 3,7 0 4,1 -64,0
36 3,7 0 4,6 -61,8
60 4,3 0 4,9 -55,0
Pri 80 °C sa film ihned’ zvinul do rulicky, pri 26 °C bol film rovny
1 2,3 0 2,4 -61,5
6 2,5 0 2,7 -61,5
GA 16 2,7 0 2,9 -61,5
36 2,6 0 3,3 - 58,8
60 2,9 0 3,5 - 58,8

Pri 80 °C sa film ihned zmrstil, potom zostal iba mierne zvlneny, pri 26 °C sa film nemenil

Tab. 15 Vysledky bobtnacich skusok filmov €. 1-5, filmu bez sietovadla a filmu s GA
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Obr. 46 Stupen zbobtnania filmov ¢. 1-5 pri 26 °C (a porovnanie s filmom bez

sietovadla a filmom s GA)
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Obr. 47 Stupeii zbobtnania filmov ¢. 1-5 pri 80 °C (a porovnanie s filmom bez

sietovadla a filmom s GA)
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Obr. 48 Zmena plochy vzoriek filmov €. 1-5 behom bobtnacich sktsok pri 26 °C

(a porovnanie s filmom bez sietovadla a filmom s GA)
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Obr. 49 Zmena plochy vzoriek filmov €. 1-5 behom bobtnacich sktsok pri 80 °C

(a porovnanie s filmom bez sietovadla a filmom s GA)



Stupeni zbobtnania pri teplote 26 °C ma film bez sietovadla najvyssi. Najlepsie hodnoty
dosahuje film s2,0 % GA. Vsetky filmy ¢. 1-5 maju hodnoty stupna zbobtnania vyssie
Vv porovnani s filmom s 2,0 % GA ale zaroven nizsie nez ma film bez sietovadla. Najmen-
Sie bobtnanie je zaznamenané pri filme €. 5. Medzi filmami €. 2, 3 a 4 je len minimalny
rozdiel v bobtnani. Najvyssie hodnoty stupia zbobtnania je mozné vidiet’ pri filme ¢. 1. Pri
teplote 80 °C je situacia podobna. Najmenej bobtna film s 2,0 % GA a vyrazne viac film
bez sietovadla. Takisto vSetky filmy €. 1-5 bobtnaju viac ako film s 2,0 % GA ale zaroven
menej nez film bez sietovadla. Filmy maju takmer identické hodnoty stupnia zbobtnania, o

nieco mensSie vSak vykazuje film €. 1.

Zmena plochy pri 26 °C je nulova pri filme s 2,0 % GA. Svoju plochu meni film bez siet'o-
vadla, a to vyrazne viac. VSetky filmy ¢. 1-5 maja vlastnosti ako film s 2,0 % GA, a sice
nemenia svoju plochu vébec. Pri teplote 80 °C je zrejmé, ze najmensiu AS ma film s 2,0 %
GA. Film bez sietovadla ma hodnoty AS o nieco vysSie, a tieto hodnoty maji podobné
vSetky filmy ¢. 1-5. Najviac sa ale svojimi hodnotami AS priblizuje k filmu s 2,0 % GA
film €. 5.

Z vysledkov bobtnacich skusok je zrejmé, Ze ziadny z filmov nedosahoval parametre lepSie
od filmu s 2,0 % GA. Avsak mierne rozdiely medzi filmami ukazuja, Ze najviac sa k tomu-
to filmu priblizuje hodnotami stupna zbobtnania ako aj zmenou plochy film ¢. 5, ktory ma

jednu z najvyssich teplot zmrstenia, a to v priecnom smere (T = 57,0).

9.3.3 Mechanické testy
Regresna rovnica pre trzné zat'aZenie ma tvar:

y =1,350 - 0,01000 A - 0,000000 B + 0,000000 AB
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Obr. 50 Vplyv interakcii sledovanych faktorov na trzné zat'azenie filmov sietova-

nych KEH
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Obr. 51 Vplyv jednotlivych faktorov na trzné zatazenie filmov sietovanych KEH

v kubickom zobrazeni
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Obr. 52 Vplyv mnozstva KEH a zrenia na trzné zatazenie filmov sietovanych

KEH

Vplyv jednotlivych faktorov na mechanicku vlastnost’ akou je trzné zatazenie po denatura-
cii ukazuje, ze s postuonym pridavkom KEH sa pri maximalnej aj minimalnej dobe zrenia
znizuju hodnoty trzného zataZzenia. Najvyssia hodnota trzného zataZenia je dosiahnuté pri
strednom mnozstve KEH a pri strednom pocte hodin zrenia. So zavislosti vplyvu mnozZstva
KEH a zrenia na trzné zatazenie filmov je mozné usudzovat’ na optimum, kterého sa dosa-

huje pri stredovych hodnotach obidvoch sledovanych faktorov.

Regresna rovnica pre pretiahnutie ma tvar:

y =60,70 + 5,205 A + 7,450 B - 0,7750 AB
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Obr. 53 Vplyv interakcii sledovanych faktorov na pretiahnutie filmov sietovanych

KEH
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Obr. 54 Vplyv jednotlivych faktorov na pretiahnutie filmov sietovanych KEH v

kubickom zobrazeni
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Obr. 55 Vplyv mnozstva KEH a zrenia na pretiahnutie filmov sietovanych KEH

Z vysledkov interakcii sledovanych faktorov na pretiahnutie filmov vyplyva, ze pri maxi-
malnom aj minimalnom pocte dni zrenia sa so zvySujucim sa pridavkom KEH zvysuju
hodnoty pretiahnutia filmov. Najvyssie hodnoty su zaznamenané v pripade pouzitia stred-
nej hodnoty mnozstva KEH a zaroven strednej hodnoty poétu dni zrenia. Zo zavislosti
vplyvu mnozstva KEH a zrenia na pretiahnutie filmov je mozné vidiet’, Ze najvyssich hod-

ndt je mozné dosiahnut’ uz pri minimalnej dobe zrenia pri strednom mnozstve KEH.
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Obr. 56 IC spektrum filmu &. 5, kolagén-elastinového hydrolyzatu, filmu bez sietovadla a

glutaraldehydu

Pri porovnani infracervenych spektier vSetkych filmov s filmom bez sietovadla je vidiet,
ze doslo k interakciam KEH s kolagénnou hmotou, ¢o potvrdzuje zmena intenzity charak-
teristickych absorpénich pasov. Zaroven doslo pri takmer vsetkych filmoch k vymiznutiu
a7 Styroch pikov, ktorym odpovedaji vlnodty 2849 cm™ (vibracie —CHs— skupi-
ny),1454 cm™ (skupina -N=C=0-), 1241 cm™ (skupina =C-O-C) a 1037 cm™ (primérna
funkéné skupina R—OH). Objavil sa taktiez novy pik pri 952 cm™: priradenie -COOH, di-
mérna forma. Rovnako dochadza k omnoho niZsej intenzite piku v rozsahu 3700-3100 cm™
pri sietovanom kolagéne, z ¢oho je mozn¢é usudovat’, ze behom sietujucej reakcie kolagén

stratil vodu, ktora na neho bola naviazana (85).

V nasledujtcej tabulke st uvedené vSetky odliSnosti v spektrach filmov ¢. 1 — 5 vzdy

V porovnani s filmom bez sietovadla.



Funkéna VInocet Filmy ¢.
skupina (cm™) 1 2 3 4 5
-CO-NH-
funk¢na skupina 3358 inlgaznszl?t 3 po,iun po,iun pOiUﬂ po,iun
(amidova I viazba) prku prku pIku preu
o, . zmiznutie | rovnaka osun rovnaka | rovnaka
vibrdcie -CH,- skupiny | 2940 piku intenzita ppiku intenzita | intenzita
o . zmiznutie | rovnaka | zmiznutie | zmiznutie | zmiznutie
vibrdcie -CHs- skupiny | 2849 piku intenzita piku piku piku
-CO-NH- . . .
« . posun nizSia rovnakd | rovnaka | rovnaka
funk¢na skupina 1555 , . . . ) . . . .
R piku intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
(amidova I vizba)
skupina 1454 zmiznutie | zmiznutie | nizSia nizsia nizsia
-N=C=0- piku piku intenzita | intenzita | intenzita
skupina 1241 zmiznutie | zmiznutie | zmiznutie | zmiznutie | zmiznutie
=C-0-C piku piku piku piku piku
primarna 1037 zmiznutie | zmiznutie | zmiznutie | zmiznutie | zmiznutie
funk¢éna skupina R-OH piku piku piku piku piku

Tab. 16 Odlisnosti charakteristickych pikov filmov sietovanych pomocou KEH

Vv porovnani s filmom bez sietovadla

9.4 Zhodnotenie interakcii kolagénneho gelu s kolagén-elastinovymi

hydrolyzatmi

Jednotlivé skusky testovania filmov potvrdili, Ze medzi kolagénnym gelom a pouZitymi
kolagén-elastinovymi hydrolyzatmi doslo k urcitym interakciam. Tento fakt potvrdzuju
ziskané infracervené spektra, kde s zaznamenané posuny, zmeny intenzit, vymiznutie a
objavenie novych absorpénych pasov. Pri porovnani s filmom sietovanym 2,0 % GA bolo
zistené, e hodnoty Ts v pozdiZznom aj v prie¢nom smere prevysuju hodnoty tohto filmu aj
o niekol’ko stupniov. Avsak lepsich bobtnacich vlastnosti oproti filmu s 2,0 % GA nebolo
dosiahnutych pri ziadnom z filmov. Za optimalne technologické podmienky vzhl'adom na
ziskanie najlepSich mechanickych vlastnosti je mozné povazovat’ stredné hodnoty mnoz-
stva kolagén-elastinového hydrolyzatu (10 % KEH) so zaroven strednou hodnotou poctu

dni zrenia (3 dni) kolagénového gelu.



ZAVER

Biomaterialy na baze proteinov, predovsetkym kolagénu sa v poslednych desatrociach stali
intenzivne rozvijajicou sa oblastou. Pouzivanie glutaraldehydu ako zatiz najlepSieho a
najdostupnejsiho siet'ovacicho Cinidla ale nad’alej ostava sporné z hl'adiska jeho potencial-
nej toxicity a tejto latke sa preto venuje Coraz viac pozornosti s cielom jej uplného nahra-

denia.

Ciele prace sa opieraju o poznatky z literarnych zdrojov v zmysle pouzitia inych siet'ova-
cich ¢inidiel s cielom nahradit’ co najvacSie mnozstvo doposial’ vyuzivaného glutaraldehy-
du. Pouzité boli kombinacie danych sietovadiel, porovnanie sietovadiel medzi sebou zis-
kanych inymi sposobmi a tiez overenie interakcii zatial neskiimaného sietovadla s ko-
lagénnym gelom. Sietujici u¢inok bol sledovany na zdklade zmien danych parametrov

filmu.

V prvej casti prace bol overovany uc¢inok pouzitia kombinacie komeréného diladehydu
Skrobu s glutaraldenydom. Najlep$ich vlastnosti bolo ziskanych pri najvicSom mnozZstve
dialdehydu skrobu (5 %), najdlhsej dobe zrenia (8 hodin) a zarovefi minimalnom mnozstve
GA (0,4 %). Tym bol dosiahnuty stanoveny ciel’ nahrady glutaraldehydu lepsim sietovacim
¢inidlom.

V druhej Casti prace boli porovnavané ucinky dialdehydu Skrobu ziskané¢ho od komeréného
dodavatel’a s laboratorne pripravenym dialdehydom Skrobu s cielom zniZenia ndkladov na
jeho zadovazenie. Laboratdrne pripraveny dialdehyd skrobu vykazoval, pri rovnakom dav-
kovani a rovnakych podmienkach sietovania, vo vSetkych sledovanych parametroch, to je

bobtnanie, teploty zmrStenia a mechanické parametre, lepSie vlastnosti oproti komerénému

dialdehydu Skrobu.

Tretia Cast’ prace skimala moZzné interakcie kolagén-elastinového hydrolyzatu s kolagén-
nym gelom. Bobtnacie vlastnosti neboli dosiahnuté lepsie v porovnani s filmom sietova-
nym glutaraldehydom. Avsak tato latka sa javi ako potencialne sietovadlo vzhl'adom na

ziskané ovel'a vyssie teploty zmrStenia nez bolo tomu pri glutaraldehyde.

Experimenty praktickej casti ukdzali, Ze dialdehyd Skrobu je moZné s Gispechom pouzit
nielen ako nahradu spominaného glutaraldehydu, ale aj ako lepSiu alternativu k tomuto
najviac vyuzvanému sietovaciemu ¢inidlu. LepSie sietovacie vlastnosti svojpomocne vy-

robené¢ho dialdehydu sSkrobu predstavuji dalSie pozitivum k jeho vyuzitiu. Kolagén-



elastinové hydrolyzaty v pripade ich pokracujuceho skiimania mézu byt povazované za

d’al$i mozny sposob nahrady glutaraldehydu pre niektoré aplikacie.
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GA

DAS-KOM

DAS-KOL

KEH-N

DMA

DMS

DMP

EDC

SACCH

SACC

DHT

Glutaraldehyd

Dialdehyd Skrobu komerény

Dialdehyd Skrobu pripraveny panom prof. Kolomaznikem
Kolagén-elastinovy hydrolyzat vyrobeny neutralnym spdsobom
Dimethyl adipimidat

Dimethyl suberimidat

Dimethyl pimelimidat

1-ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl)karbodiimid

Chitozan sietovany kyselinou sebakovou

Kolagén sietovany kyselinou sebakovou

Dehydrothermalna technika
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