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ABSTRAKT

Bilkoviny patfi mezi biopolymery hojné vyuzivané v Sirokém spektru aplikaci. V' oblastech
riznych druht primyslu, 1ékafstvi a medicinského vyzkumu jsou na vlastnosti findlnich
vyrobkil kladeny vysoké pozadavky. Jelikoz bilkoviny, jako naptiklad kolagen, Zelatina a
kolagenni hydrolyzat, vykazuji urCity stupen nestability vaci ptisobeni riznych vlivi, je
nutno jejich vlastnosti modifikovat. Ke stabilizaci a optimalizaci vlastnosti bilkovinnych
materidli mohou byt zvoleny rtizné zptisoby sitovani, diky kterému dojde k vytvoieni in-

termolekuldrnich vazeb mezi fetézci bilkoviny.

Kli¢ova slova: bilkoviny, kolagen, Zelatina, kolagenni hydrolyzat, sitovani.

ABSTRACT

Proteins are biopolymers widely used in a wide range of applications. In areas of different
types of industry, medicine and medical research there are made high requirements on the
properties of final products. Proteins such as collagen, gelatin and collagen hydrolysate
have a certain degree of instability caused by the wide range of factors, therefore it is nec-
essary to modify their properties. To stabilize and optimize the properties of protein mate-
rials can be made by various methods of crosslinking which creates intermolecular covalent

bonds between the chains of proteins.

Keywords: proteins, collagen, gelatin, hydrolysate, crosslinking.
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UvVOoD

Bilkoviny patii mezi biodegradabilni, ekologické, netoxické, znovu obnovitelné a hojné se
vyskytujici biopolymery a nachézeji stale vétsi uplatnéni v Sirokém spektru aplikaci. Tra-
diné jsou vyuzivany v potravinafském, kosmetickém a farmaceutickém pramyslu,
Vv odvétvich zabyvajicich se obalovymi materialy a v neposledni fadé v 1ékafstvi a biomedi-
cing.

I pfes své unikétni vlastnosti bilkoviny vykazuji urCity stupenl nestability viici plisobeni
riznych vlivi. S cilem zvyseni funk¢nosti, odolnosti vic¢i enzymatické degradaci, teplotni
odolnosti, vylepseni mechanickych a bariérovych vlastnosti, snizeni rozpustnosti ve vod-
ném prostiedi aj., je nutno tyto vlastnosti modifikovat. K modifikaci vlastnosti bilkovin se
vyuzivé sitovani, béhem kterého dochézi k vytvofeni intramolekuldrnich kovalentnich va-
zeb mezi molekulami bilkoviny. Mezi nejcastéji modifikované bilkoviny zivocisného pa-
vodu vyuzivané v potravinatskych vyrobcich, obalovych materialech a oblasti biomedicin-
ského vyzkumu, patii kolagen, Zelatina, keratin a kolagenni hydrolyzaty, jsou ale také vyu-
Zivany bilkoviny rostlinného pivodu, jako napiiklad soéjovy protein, pSeni¢ny gluten ¢i
kukufi€ny zein.

V zavislosti na aplikaci finalnich produktt (filmy, folie, membrany, gely, matrice aj.) je

zvolen i zptisob, jakym je bilkovinny material sitovan.

Existuji rizné zptisoby sitovani. Bézn¢, s ohledem na dostupnost a mnozstvi, jsou bilkovi-
ny sitovany chemickymi sitovadly. Je nutno brat v potaz pisobeni jednotlivych chemic-
kych sitovadel na lidsky organismus, zaméfit se na mozné nezadouci ucinky, predevs§im
toxicitu a s ni spojené alergické reakce, ale také sledovani vlivu a dopadu na Zivotni pro-
stiedi a zivé organismy. Z toho diivodu je stale vétsi pozornost vénovana Setrnym sitova-
dlim na pfirodni bazi ¢i modifikaci stavajicich chemickych sitovadel. Alternativou
k chemickym sitovadliim jsou enzymy. Sitovani pomoci enzymu piedstavuje Setrny zpul-
sob modifikace vlastnosti bilkovin, jelikoz enzymy jsou netoxické a reaguji za mirnych
podminek. Bilkoviny mohou byt sitovany také pomoci fyzikalnich metod, naptiklad ptiso-

benim tepla, elektromagnetického ¢i UV zateni.
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1 SITOVANI BILKOVIN

Bilkoviny, oznaCované také jako proteiny, jsou piirodni makromolekuly s molekulovou
hmotnosti od n€kolika tisic az do milionti kDa. Stavebnimi jednotkami vSech proteinti jsou

aminokyseliny, spojené do dlouhych fetézci. Bilkoviny se skladaji z dvaceti aminokyselin.

Rozeznavaji se dva zdroje bilkovin, Zivocisné, jako naptiklad kolagen, Zzelatina, kasein,
syrovatka, keratin, a rostlinné, mezi které patii sdjovy protein, kukuficny zein, pSenicny
gluten anebo napiiklad bilkovina hrachu. Proteiny nachazeji stale vétsi uplatnéni
v Sirokém spektru aplikaci. Ve srovnani se syntetickymi polymery patii bilkoviny mezi
rozlozitelné, ekologické, znovu obnovitelné, hojné se vyskytujici pfirodni polymery. Mezi
oblasti vyuziti patii vyroba textilu a kizi, potravinafsky primysl, tkanové inzenyrstvi, bio-

chemicky a biomedicinsky vyzkum [1, 5].

Bilkoviny vykazuji nestabilitu vic¢i pisobeni riznych vlivd, pro splnéni naro¢nych poza-
davka kladenych na findlni produkty, je nutno nékteré jejich vlastnosti jako naptiklad
funkcnost, viskozitu, rozpustnost, botnaci schopnosti, emulgaci, bariérové a mechanické

vlastnosti modifikovat [1, 4].

Sitovani je jednim z hlavnich procest slouzicich k modifikaci vlastnosti proteind. Béhem
sitovani dochazi k vytvoteni intramolekularni kovalentni vazby mezi molekulami proteinu.
Vznikaji tak nové makromolekularni agregaty s odliSnymi fyzikalné-chemickymi vlast-
nostmi, neZ jaké mély plivodni slouceniny. Nové kovalentni vazby mezi proteiny vznikaji
piidavkem chemického sitovadla, za pfitomnosti enzymatickych katalyzatoru, fyzikalnimi

zpusoby, jako naptiklad ptisobenim tepla, anebo jejich kombinaci [1, 4].

Ve vétsing ptipadi sitovacich technik dochazi k reakci u ¢tyi funkénich skupin proteini:
1. Aminoskupina (-NH>) pfitomna na konci polypeptidového fetézce a bocnim fe-
tézci lysinovych zbytki.
2. Karboxylova skupina (-COOH) pfitomna na karboxylovém konci polypeptido-
vého fetézce a bocnich fetézcich kyseliny asparagové.
3. Sulfoskupina (-SH) nachazejici se na bo¢nim fetézci cysteinu, pti¢emz cysteiny

jsou spojeny mezi svymi bo¢nimu fetézci disulfidickou vazbou (-S-S-).
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4. Karbonylova (-COH) aldehydova skupina, ktera vznika oxidaci karbohydrato-
vych skupin u glykoproteint [5].

Nejcastéji dochazi ve struktuie proteiniti ke vzniku disulfidové vazby mezi cysteinovymi
zbytky, monosulfidové vazby mezi cysteinem a dal§imi zbytky a isopeptidovou vazbou

mezi lysinem a dal$imi zbytky [2].

1.1 Chemické sit’ovani bilkovin

K hlavnim ptedpokladim chemického sitovani, patii volba vhodné chemikalie, sitovadla,
kterd bude schopna reagovat s urc¢itym druhem funkénich skupin ptitomnych v bilkoving,
tedy latku, ktera bude obsahovat reaktivni koncové skupiny schopné reakce s koncovymi

amino a sulfoskupinami aminokyselinovych zbytku [5].

Na Obrazku 1 je schematicky zndzornén mechanismus chemického sitovani, kdy v prvnim

ptipad¢ je sitovadlo za¢lenéno do vazby a v piipadé druhé reakce do vazby za€lenéno neni.

Kovalenini vazha

Obrazek 1: Obecné schéma reakcéniho mechanismu chemického zpiisobu sitovani bilkovin.

Chemicky zplisob patii stdle mezi nejcastéjsi postupy pro sitovani bilkovin. A to piede-

v§im diky nepfebernému mnozstvi riznych chemickych sitovadel, které se vzajemné 1isi
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v reaktivité, chemickych vlastnostech a pouziti v riznych aplikacich [3, 4]. Mezi nejvice

pouzivana sitovaci ¢inidla patii epoxidy, aldehydy, thioly, polyisokyanaty aj.

I pfes nepieberné mnozstvi vyhod spojenych s pouzitim riznych druhti chemikalii, u vel-
kého poctu z nich jako napiiklad u formaldehydu, byly prokazany velmi vazné zdravi skod-

livé ucinky na lidsky organismus.

1.2 Fyzikalni metody sit'ovani bilkovin

Sitovani bilkovin za pomoci fyzikalnich metod miiZze byt provedeno pisobenim riznych
druhti zafeni anebo plisobenim teploty na dany vzorek. Mezi nize popsané fyzikalni metody

patii UV, gama a mikrovlnné zéfeni, ale také fotochemicka sitovaci metoda.

Obrazek 2: Obecnée schéma reakcniho mechanismu fyzikalniho zpiisobu sitovani bilkovin.

1.2.1 UV zareni a gama zareni

Sitovani bilkovin UV zafenim, formé neionizujiciho elektromagnetického zatreni, nevyza-
duje pouziti chemikalii, zvySuje tepelnou odolnost a mechanické vlastnosti, je to jednodu-
ché a Setrnd metoda, ktera ma schopnost nicit Skodlivé mikroorganismy. UV zafeni vytvaii
vazby mezi jadry aromatickych zbytki (pfedevsim tyrosinu a phenylalaninu), aniz by vzni-
kaly vazby mezi polypeptidovymi fetézci. Kolagenni materialy byly podle studii [11, 14]
vystaveny UV zafeni po dobu pouhych 30 minut a miize vytvofit nizky stupen zesiténi bez
ztraty biologické funkénosti kolagenu. Mezi hlavni oblasti vyuziti patéi medicina a potravi-

natské aplikace [11, 14].

Gama zareni pfedchazi toxicité, umoznuje v jednom kroku sit'ovani i sterilizaci materidlu.

Ma potencial pro sitovani bilkovinnych materiald v nano méfitku, a to jako nosice lécivych
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latek a rGznych biomateriali pro medicinské aplikace [30]. Ve studii autord Chen et. al.
[31] je zminéno, Ze vétsi procento poSkozeni pfirozené struktury proteinu nastava

v disledku gama zafeni, nez UV zafeni.

1.2.2 Mikrovinné zareni

MikrovInna energie je v pramyslové oblasti vSeobecné povazovana za rychly, dostupny,
univerzalni a energeticky vyhodny tepelny proces zpracovani materialu. Autofi studie Van-
delli et.al. [7] se zaméfili na sitovani zelatiny. Pfi teploté ptiblizné 220°C a dob¢ ptisobeni
10 minut, doSlo k vytvoteni zesiténé struktury ve vzorku. Vysledky studie ptedpokladaji
vyuziti mikrovinného zateni ve farmaceutickém prumyslu, konkrétné pro cilené davkovani
lé¢iv. Vyhodou metody je biologickd rozlozitelnost, absence toxickych latek a tolerance

tkanémi piijemce [7].

1.2.3 Fotochemické siovani

Metoda fotochemického sit'ovani byla vyvinuta autory Chan et.al. [6]. Ve studii bylo pro-
kazano, ze vyraznym zpusobem zlepSuje mechanické vlastnosti, chemickou stabilitu a
botnaci schopnosti biomaterialli na bazi kolagenu. Princip spociva ve fotochemické reakei,
kdy fotosenzibilatory (spojené s kolagenovym gelem) se aktivuji tim, Ze absorbuji fotony
ze svételného zdroje.  Aktivované fotosenzibildtory v excitovaném stavu a fotoprodukt
(reaktivni formy kysliku) reaguji se sousednimi molekulami (aminokyselinami) za tvorby
pti¢nych vazeb, které zvySuji pevnost, tvrdost, material se stava vice hydrofobnim. Metoda
fotochemického sitovani nevyzaduje pouziti extrémnich tlakli ani teplot, toxickych latek
ani organickych rozpoustédel. Materidly na bazi kolagenu za pomoci této metody mohou

nalézt uplatnéni v medicinskych aplikacich, naptiklad pro cilené davkovani 1é¢iv [6].

1.3 Sitovani enzymy

Sitovani bilkovin za pomoci enzymu piedstavuje dulezitou roli v oblasti mediciny, potra-
vinaiského, textilniho a kozedéIného primyslu. Ve srovnani s chemikaliemi, enzymy jsou

mén¢ toxické, vyzaduji mirn€j$i podminky, ale na druhé strané vyzaduji vyssi finan¢ni né-
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klady. Jednotlivé druhy enzymti se zasadné lisi svymi biochemickymi vlastnostmi a reakc-
nimi mechanismy. Obecné se teplotni rozsah pouzitelnosti nachazi od 0 do 50°C a pfi

pH=4-9[3].

Ne Obrazku () je zobrazen obecny reak¢ni mechanismus enzymatického sitovani, kdy en-
zym pusobi jako katalyzator reakce a dava vznik kovalentnim vazbdm mezi molekulami

bilkovin [4].

c oA T

Kovalenini vazha

Obrazek 3: Obecné schéma reakcniho mechanismu sitovani bilkovin za pomoci enzymil
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2 SITOVANI KOLAGENU, ZELATINY A HYDROLYZATU
KOLAGENU A JINYCH BILKOVIN

Kolagen predstavuje zékladni stavebni jednotku vSech zivych organismd, je soucasti kosti,
kazi, slach, chrupavek a vaziva, nachazi se také ve sténach cév, bazalnich membran a ro-
hovek. Patii mezi tzv. fibrilarni bilkoviny, charakteristické svoji vlaknitou strukturou. Mo-
lekuly kolagenu se skladaji ze tii a-fetézci, vzajemné propletenych do pravidelné sroubo-
vice [1, 13]. Tak zvany pravoto¢ivy triple-helix vytvaii trojrozmérnou strukturu, idealni
geometrii pro vytvofeni vodikové vazby uvniti fetézce. Intra a inter-helixové mastky zvy-

Suji biodegradabilitu, prostorovou stabilitu a hydrotermalni vlastnosti [10, 15].

Podle autorti [10 ] je znamo dvacet sedm druhi kolagenu, pficemz:

o typ I je nejcastéji se vyskytujicim, nachazi se v kiizi, kostech, Slachach, cévach, zu-

boving,
e typ II je pfitomny pfedevSim ve chrupavkach, ale také naptiklad ve sklivci oka,

e typ III se nachazi v kizi. Vyznamnym faktorem je stafi, které ovliviiuje procentual-
ni zastoupeni kolagenu. V mladé kiizi mize byt obsazen z 50 %, postupem casu

klesa na 5 az 10 %,

e ostatni typy kolagenu se vyskytuji v malém mnozZstvi a jsou pfitomny piedevSim

v organech [10, 13].

Kromé tradi¢niho pouziti v potravinafském prumyslu, kolagen zaujima vyznamné postave-
ni také ve farmaceutickém a kosmetickém primyslu a medicing. Jsou vyvijeny nové mate-
ridly na bazi kolagenu, které maji vyuziti jako funkéni materidly v biomedicinskych aplika-
cich. A to zejména diky faktlim, Ze po fyziologické strance je zvifeci kolagen blizky kola-
genu lidskému (vyvolava v lidském organismu pouze slabé imunologické reakce), je bio-

kompatibilni, hydrofilni, ma vlaknitou strukturu a vysokou pevnost v tahu [1, 15].
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Zelatina vznika ¢asteénou hydrolyzou nativniho kolagenu. V priibdhu zpracovani je upra-
veno pH syrového zivocisného materidlu zfedénou kyselinou nebo zasadou, ¢imz dochazi
k ¢astecnému §tépeni pricnych vazeb a to ma za nasledek extrakci zelatiny. Ziskat a pfipra-
vit zelatinu je mnohem jednodussi a levnéj$i nez kolagen, a tudiz je 1 vyhodnéjsi vyrabét ji
ve velkém mnozstvi.

Zelatina se vyzna¢uje unikatnimi vlastnostmi, je hojné vyuZivana v potravinaiském pri-
myslu pro svoji nizkotu¢nost, Zelirovaci schopnosti, stabiliza¢ni vlastnosti, schopnosti va-
zat vodu aj. a to hlavné ve vyrob¢ cukrovinek, peciva, masa a mlé¢nych vyrobku. Slouzi ke
snizovani obsahu sacharidlii v diabetické stravé a zvySuje obsah bilkovin dilezitych pro
nizkotu¢nou stravu kulturisti. Ve farmaceutickém priimyslu se zelatina vyuziva pii 1éceni
ran, k vyrobé mekkych a tvrdych zelatinovych kapsli, tablet a expandéri plasmy.
V mediciné jako soucasti nitroZilnich infuzi, matrici pro implantaty, systému pro cilené
davkovani 1é¢iv prostfednictvim injek¢ni aplikace a také jako stabilizatory ve vakcinach
proti tetanu, spalni¢kam, zaskrtu i vztekling [1,10].

Vv

Nejcastéjsimi zdroji jsou hoveézi a vepiovy kolagen a Zelatina. Velky potencidl je ve zpra-
covani rybiho kolagenu a Zelatiny. A to jednak z toho diivodu, Ze rybi odpad po zpracovani
masa, tvoii zhruba 21% (kize, ploutve, kosti), ale také z naboZenskych, vegetarianskych

postoji nebo kauze BSE [10].

Hydrolyzaty vznikaji Stépenim peptidové vazby mezi aminokyselinovymi zbytky a to za

pomoci molekuly vody, jak je patrné na Obrazku 4. [2].

Peptidova vazha

HHOHHOHHOHHOHHOHHOHHDO
TR R A R B R A

U J
H-N-('~C-N-§~ (-N~§-(-N-§-C-N-~§- (-N—CI'- C=N-C-C-OH

R, R, Ry R R Re R,
l Hydrolyza
HHOHHOHHDO HHOHHOHHOHHDO
S B | d in | gl | | I | I O A | W | 5% GHD SN |
H-N-CI-C— - l-C—N-C-(-OH H-N- G- G-N- G- &-N-C- C(-N-C-C-OH
| | | | |
R, R R ik & B

Obrazek 4: Reakcni mechanismus hydrolyzy.
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Ziskani hydrolyzatu kolagenu neni finan¢né néakladné, provadi se jak v kyselém prostiedi
(zfedéna HCI, H2S0Os), tak v alkalickém prostiedi (NaOH, KOH), ¢i za pisobeni enzymu
(pomoci proteazy, alkalazy, pepsinu aj.) [2].

Jelikoz v oblasti primyslové vyroby vznikd mnozstvi kolagenniho odpadu, ktery konci
bud’to na skladkach anebo odpadnich vodach, které znecistuje amoniakem, je tento nevyu-

zitelny kolagenni odpad potencidlni surovinou pro vyrobu kolagennich hydrolyzata [29].

Mezi hlavni vyhody oproti kolagenu patii vyssi rozpustnost, proto je vhodny pro aplikace
v tkdnovém inzenyrstvi. ZvySuje se také schopnost vazat vodu, emulgacni a pénici vlast-
nosti [1]. Mezi dalsi oblasti pouZiti patii také aplikace v pramyslové oblasti, jako naptiklad

krmivo pro hospodatska zvifata nebo jako ristové stimulatory [12].

Dalsimi oblastmi vyuziti jsou filmy a folie jako obalovy material potravinaiskych, kosme-
tickych a farmaceutickych vyrobkd. Bez modifikace jsou vsak filmy ¢i folie kiehké, maji
nizkou mechanickou pevnost a elongaci a jsou vysoce hydrofilni. Do jisté miry lze tyto
vlastnosti vylep$it zmé&kcovadly, ale ty hydrofilitu jeste¢ zvysuji. Pfidavkem rGznych sito-

vadel 1ze vytvofit material s pozadovanymi modifikovanymi vlastnostmi [29].

2.1 Sitovani aldehydy

v

Formaldehyd patfil mezi nejpouzivanéjsi sitovaci ¢inidla bilkovin. AvSak v disledku poz-
déji prokazanych toxickych ucinkdi na lidsky organismus a netcinného sitovani
s funkénimi aminoskupinami sousednich polypeptidovych fetézci kolagenu, se od néj

ustoupilo [3, 35]. Pozornost byla zaméfena na glutaraldehyd ¢i dialdehydové polysachari-

dy.

2.1.1 Sitovani glutaraldehydem

Glutaraldehyd pfedstavuje dalsi bézn¢ pouzivané sitovaci ¢inidlo proteini, které reaguje s
proteinovymi aminoskupinami lysinu [33].

V souvislosti s glutaraldehydem byly provedeny mnohé studie tykajici se modifikace bio-

logickych tkani, predevsim pro aplikace jako nahrada srdec¢nich chlopni, osrde¢nikovych
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zaplat, cévnich §tépu a vazl. Vyzkumy vSak pfisly se zavérem, ze vyvolava alergické reak-
ce organismu a zpusobuje cytotoxicitu [23]. Ta je zptsobena uvolnénim nezreagovanych
molekul [29]. Podle jiné studie [8] se ukazalo, ze koncentrace glutaraldehydu mensi jak
8 % cytoxicitu nezplsobuje.

] ]

HC —(CH,),—CH

Obrazek 5: Chemicky vzorec glutaraldehydu [15].

Ve studii [33] se autofi Rodrigues et. al. zabyvali sitovanim kolagenu z veprovych kuzi

glutaraldehydem o koncentraci 0 — 0,1 % a reak¢ni dobé 15 a 45 minut.

Struktura zesitovanych kolagennich matrice byla porovnana s nezesitovanymi pomoci
SEM analyzy. Vysledky uk4zaly mensi porovitost a celistvou strukturu u matric zesitova-
nych glutaraldehydem. Sitovani glutaraldehydem tedy zvysilo agregaci kolagennich vla-
ken. Byla také testovana biodegradace matric enzymem trypsin. Se zvysujici se reakéni

dobou bylo pozorovano mensi procento degradace u vzorkil o stejné koncentraci sitovadla.

Stupeni zesiténi se zvySoval se zvySujici se koncentraci glutaraldehydu a delsi reakéni do-

bou.

Matrice by mohly nalézt uplatnéni v oblasti rekonstrukci mekkych tkani, jako naptiklad
k 1é¢n¢€ popalenin druhého stupné, a to predevsim diky snadné biodegradabilité, biokompa-

tabilit¢ a dobrym mechanickym vlastnostem [33].

Kromé pfedem zminéné toxicity glutaraldehydu a nekontrolovatelné reaktivité, mize vést
sitovani glutaraldehydem k vapenaténi bioprotéz. Sergio et.al. [34] ve své studii piedstavi-
li novou metodu sitovani kolagennich matric acetaly glutaraldehydu, kdy aldehydové sku-
piny reaguji v kyselém prostiedi s ¢istym ethyl alkoholem za tvorby acetalii nebo hemiace-
tall, ¢imz se predchazi vapenaténi a cytotoxicité aplikovanych matric v lidském organis-
mu. Bylo zjisténo, Zze odolnost vici enzymatické degradaci byla tiikrat vyssi, nez u matric

zesitovanych béznymi metodami [34].
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2.1.2 Sitovani dialdehydem Skrobu

Dialdehyd Skrobu je ziskan oxidaci jodistanu, jedna se o biodegradabilni, biokompatibilni a

netoxicky material [27, 29].

H _OH OH
OH H OH H/LDH

V AR H KHH H Ao

| | SR (I

0 0O O O O

Obrazek 6. Strukturni chemicky vzorec dialdehydu skrobu [27].

Byly provedeny mnohé testy zkoumajici stupeni toxicity u proteint sitovanych dialdehy-
dem Skrobu a védci pfisli k poznatku, Ze jeji procento je mnohem mensi, nez v piipadé
glutaraldehydu [27]. Ve védecké praci autort Langmaier et. al. je zminéno, ze jiz dfive
bylo vyuZito sitovani bilkovin dialdehydem Skrobu v oblasti mediciny jako adsorp¢i ¢ini-
dlo pfi 1é¢né chronického zanétu ledvin [29] nebo jako nosi¢ pro cilené davkovani 1éku

[28].

Autofi Liu et. al. se ve své praci [28] zabyvali sitovanim hovéziho kolagenu dialdehydem
Skrobu s cilem vytvofit matrici, kterd by mohla nalézt uplatnéni v medicin€ jako nahrada

srdecnich chlopni a jako stenty podporujici hojivost poskozenych cév.

Postup piipravy spocival v rozpusténi rtiznych koncentraci DAS ve fosfatovém pufru za
mirné zvySené teploty. PotO bylo sitovadlo pfidano k roztoku kolagenu, s upravou pH =
7,4 + 0, 2 za pouziti 0,1 N NaOH. PoZadovany izotonicky roztok byl upraven fosfatovym

pufrem.
Reakéni smeés byla inkubovana pfi teploté 37 °C, po uplynuti 48 hodin byly vytvotené gely
za soucasného tfepani promyvany destilovanou vodou po dobu 8 hodin.

Pted DSC analyzou byly vzorky pifes noc vysuseny v digestofi a pred testovani odolnosti

vuci enzymatické degradaci byly lyofilizovany.
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Se zvysujici se koncentraci DAS se zvysSovalo i1 procento zesiténi kolagenu. Odolnost vici

enzymatické degradaci byla testovana pomoci proteazy.

Ukazalo se, ze hmotnostni pomér kolagen:DAS 1:120 se jevi jako optimalni vici odolnosti
enzymu. Nejvyssi tepelna odolnost byla zaznamenana u stejného poméru kolagenu viici
DAS. Se zvySujicimi se hodnotami DAS naopak tepelnd odolnost klesala, coz ma pravdé-
podobné za nasledek zména krystalického triple-helixu na nahodné uspotadanou amorfni

Sroubovici.

Po dobu 21 dni byla sledovédna také odolnost vii€i vapenaténi, bylo zjisténo, Ze nejvyssi
odolnost je pfi nizké koncentraci DAS, u kterych byla vSak zaznamenana nizka tepelna
odolnost i odolnost vué¢i pisobeni enzymi. Pro medicinské aplikace je tedy nutno podnik-

nout dalsi studie [28].

Vyuzitim zesitovaného hydrolyzatu kolagenu dialdehydem Skrobu se ve své studii zabyvali
autofi Langmaier et. al. [12]. Cilem bylo vytvofit biodegradabilni obalovy material zemé-
délskych chemikalii ¢i riznych Cisticich a dezinfek¢nich prosttedkli, ktery by jednak

V sobé udrzoval poZadovanou latku, ale po uplynuti poZadované doby by ji uvolnil.

Nejdiive bylo postupnym zvySovanim teploty az na 60,0 + 0,5 °C smichano 30 g hydroly-
zatu kolagenu se 100 ml destilované vody. Po tiplném rozpusténi hydrolyzatu bylo uprave-
no pH pomoci 4N NaOH na hodnotu 11,0 + 0,2. Za stalého michani na magnetickém mi-

chadle byly k roztoku postupné pfidany 3 g DAS a 1,5 g glycerinu.

Smés byla vlita do silikonovych desti¢ek umisténych v susarné bez cirkulace za ucelem
vysuSeni filml pii teplot€ 40,0+ 0,5 °C po dobu 75 hodin. Poté byly filmy vyjmuty

z destic¢ek a umistény do exsikatoru po dobu 24 hodin.

Nasledné byly z filma vytvofeny vzorky 20x20 mm, které byly vlozeny do suSarny bez
cirkulace vzduchu pf#i teplotach 60, 70, 80, 90,0 + 0,5 °C po dobu 24 hodin s naslednym

uloZenim do exsikatoru na dalSich 48 hodin.

Byla sledovana rozpustnost jednotlivych vzork a bylo zjisténo, ze po dodate¢ném piisobe-

ni teploty bylo ovlivnéno jak botnani, tak i rozpustnost.
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v

zesitovanych pii teplot¢ 90 °C, naopak nejvyssi rozpustnost filmu, z 99 %, u vzorku

pti teploté 60° C.

Dodatec¢né ptisobeni teploty tedy miize ovlivnit pozadované vlastnosti filmti a ty mohou

nalézt uplatnéni jako obalové materialy [12].

2.1.3 Sitovani dialdehydem celulézy

Dialdehyd celuldzy, modifikovany biopolymer celulozy, byl ve studii autort Kanth et. al.
[35] pouzit ke stabilizaci kolagennich matric. Jedna se o cenové dostupny, biodegradabilni
a netoxicky polysacharid. Sitovaci reakce probiha s amininoskupinami lysinu, hydroxylisi-
nu ¢i bo¢nimi skupinami argininu [35]. Na Obrazku 7 je schematicky znazornéna reakce
celulézy  sjodistanem  sodnym, béhem  které dochdzi krozStépeni vaz-

by mezi 2. a 3. uhlikem za vzniku 2,3-dialdehydu celulozy [36].

CH,OH CH,OH

n

0; A b NalQ, ——=— H\/_i\z FNalOy + H,0
\I / 0 alO, \}4 \/ 0 alO; 2
o

H H
o O

Obrazek 7: Reakcni schéma oxidace celulozy jodistanem sodnym za vzniku dialdehydu ce-

lulozy [36].

Kolagen byl ziskan ze §lach ocast krys. Kolagenni vlakna byla dikladné omyta destilova-
nou vodou o teploté 4 °C, s naslednym osSetfenim 1 % roztokem dialdehydu celulozy, pii
teploté 25 °C a pH 8, reakce probihala po dobu 24 hodin. Na Obrazku () je schematicky

znazornéna sitovaci reakce kolagenu s dialdehydem celulé6zy.

Po uplynuti reakéni doby 24 hodin byly vzorky peclivé omyty a ponechany dalSich 24 ho-
din k odlezeni. Byla testovana odolnost enzymatické degradaci enzymem colagenasou

zesitovanych a nezesit'ovanych kolagennich matric.
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Po 96 hodinach inkubace vykazovala nezesitovana kolagenni vldkna degradaci z 99 %,
kdezto vlakna zesitovana dialdehydem celulozy pouze 7 %. Bylo pozorovano, ze odolnost

enzymatické degradaci stoupa se zvysSujici se koncentraci sitovadla a pH prostredi.

Se zvysujici se koncentraci sitovadla a zvySujicim se pH se zvySovalo procento zesiténi
kolagennich matric, coz bylo zptisobeno vétSim mnozstvim aldehydovych skupin zesit'ova-

nych s aminoskupinami kolagenu [35].
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Obrdazek 8: Reakcni schéma sitovani kolagenu dialdehydem celulozy [35].
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2.1.4 Sitovani dialdehydem karboxymethylcelulézy

Autofi Mu et. al. se ve své védecké studii [39] zabyvali sitovanim Zelatiny dialdehydem
karboxymethyl celuldzy s cilem vytvofit biodegradabilni obalovy material, ktery by mohl
nahradit syntetické obaly. Nejdiive pfipravili Zelatinovy roztok rozpusténim zelatinového
prasku ziskaného z hovézich kiizi v destilované vodé. Jako zmékcovadlo pouzili glycerol.
Sitovadlo bylo rozpousténo v destilované vodé za sou¢asného michani, pti pokojové teplo-
té. Poté bylo sitovadlo ptidano k Zelatinovému roztoku a celd smés byla michana dalsi
hodinu pfi zvysené teploté 60 °C. Po rozmichani byla smés rozlita do Petriho misek opatie-
nych teflonovym povrchem a susena po dobu 24 hodin, pii teploté 40 °C. Nakonec byly

usu$ené filmy umistény do exsikatoru.

Nésledné mechanické testy ukéazaly, ze nezavisle na mnozstvi glycerolu obsazeného
v zelatinovém filmu, se stoupajicim mnozstvim sitovadla pevnost v tahu stoupd, zatimco
protazeni pti pietrzeni klesd. AvSak se zvySujicim se mnozstvim zmékcovadla
v zelatinovém filmu pevnost v tahu klesala, zatimco protazeni pii pfetrZzeni bylo vyssi. Ta-

ké byla pozorovana niz$i tepelna odolnost u filmti s vyssim ptidavkem glycerolu.

Zvysujici se obsah zmékcovadla a zesiténi vyznamné snizilo botnaci schopnosti filmi a to
nezavisle na pfidaném mnozstvi sitovadla. Sitovanim vznikla celistva struktura a zvysila
se i tuhost filmu. I teplotni odolnost byla vyssi v disledku zesiténi, avSak s rostoucim podi-
lem glycerinu klesala. Coz se muze ptikladat tomu, ze vyssi obsah glycerinu brani protein —
protein interakci a tim padem je film vice citlivy na teplo. Bylo také zjisténo, Ze vzniklé
filmy jsou transparentni a odolné UV zatfeni a mohly by nalézt uplatnéni jako obalovy ma-

terial [39].

2.1.5 Sitovani alginatovym dialdehydem

Alginatovy dialdehyd, pfirozené se vyskytujici polysacharid, vznika oxidaci alginatu jo-
distanu [42].
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Obrazek 9: Chemicky vzorec algindtového dialdehydu

Béhem sitovani reaguji funkéni aldehydové skupiny s volnymi aminoskupinami proteinu.
Jedna se o biokompatibilni a biodegradabilni sitovaci ¢inidlo. Ve své praci [42] se autofi
Xu et. al. zabyvali sitovanim vepfovych aort alginatovym diadehydem s cilem vytvorit

matrici pro aplikace v tkanovém inZenyrstvi.

Aorty byly zafixovany 15 % roztokem alginatového dialdehydu upraveného fyziologickym
roztokem fosfatového pufru na pH 7,4. Pro porovnani pouzili k sitovani 0,625 % roztok
glutaraldehydu o stejném pH. Nadoby s roztoky byly umistény na tiepacku po dobu 72 ho-
din, pfi teploté 37 °C.

Po uplynuti reakéni doby byly provedeny testy odolnosti vii¢i ptisobeni enzymu. Ukazalo
se, ze nezesitované vzorky degraduji podstatnéji rychleji, neZz vzorky zesitované, avSak
tkdn¢ zesitované glutaraldehydem vykazovaly vySs$i odolnost vici degradaci nez tkané
sitované alginidtovym dialdehydem. To miize byt zptisobeno odliSnou chemickou struktu-
rou a molekulovou hmotnosti. S tim jsou spojeny i vysledky mechanickych testi, které
potvrdily, Ze pevnost v tahu byla vyssi u tkdni sitovanych glutaraldehydem nez alginato-
vym dialdehydem, u Cerstvych tkani kvili silné degradaci nebylo téméef mozno testy usku-
tecnit. Analyza struktury pod mikroskopem ukézala neporusenost zesitovanych tkani po
pusobeni colagenasy, kdezto nezesitované tkané se rozpadaly. Odolnost vii¢i degradaci je
pravdépodobné zplsobena zménou struktury kolagenu, tzn. mista, ve kterych dochazi ke
Sté€peni kolagenu, jsou béhem procesu sitovani skryta nebo zménéna reakci volnych ami-

noskupin [42].

V jiné studii autofi Xu et.al. porovnali stupen zesitovani tkani z vepiovych aort 0,625 %
roztokem glutaraldehydu, 4 % roztokem polyepoxidu a 15 % roztokem alginatového dial-
dehydu. Nasledné testy potvrdili vysledky pfedchozi studie, kdy gluraldehydem fixované

tkan¢ mély vyssi odolnost enzymatické degradaci nez tkané fixované alginatovym dialde-
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hydem. Nejnizsi odolnost byla pozorovana u tkani sitovanych epoxidem. Vysledky mecha-
nické pevnosti byly srovnatelné jak pro glutaraldehydem tak alginatovym dialdehydem
sitované tkané, mensi pevnost mély epoxidem fixované tkané. Byla testovana i cytotoxicita
a ukazalo se, ze alginatovy dialdehyd ma podstatné nizsi hodnoty nez ostatni dvé sitovadla

a takto zesitované tkané by mohly nalézt uplatnéni v aplikacich tkanového inzZenyrstvi

[43].

2.2 Sitovani epoxidy

Sitovani bilkovin epoxidy ma zasadni vyznam v oblasti mediciny, pfedev§im v tkafiovém
inzenyrstvi. Stavaji se alternativou k aldehydiim, které ¢asto nespliuji striktni environmen-

talni a legislativni nafizeni, a vynikaji témito vlastnostmi:

e relativné mensSi toxicitou,

e za vhodné zvolenych reakénich podminek vykazuji reaktivitu v Sirokém

spektru funk¢nich skupin,

e velkou skalu molekularnich struktur, které mohou byt ptizptisobeny konec-

nym aplikacim,
e schopnost polymerace sitovanim s cilem vytvofeni kovalentnich vazeb,

e jsou komer¢né volné dostupné v relativné velkém mnozstvi [15].

K sitovaci reakci dochazi mezi volnymi epoxydickymi skupinami a aminoskupinami, kar-
boxylovymi skupinami, ale také hydroxylovymi skupinami. Je vSak zndmo, Ze nejcastéji
epoxidy reaguji s funkénimi aminoskupinami lysinu. Sitovaci reakce lze uskutecnit jak
Vv kyselém, tak zasaditém prostfedi. V kyselém prostiedi se epoxid meéni na vysoce reaktiv-
ni a protonovany, kdezto v zasaditém prostiedi se lysinovéd aninoskupina pfemeéni na silné

nukleofilni ¢inidlo [22, 23].

Mezi pificnymi fetézci proteinu dochazi k obsazeni aminoskupin bez vytvoreni mustkil, u
monofunkcnich epoxidli nastava pouze maskovani aminoskupin, tak jak je schematicky

znazornéno na Obrazku 10 a 11 [22, 23].
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Obrdazek 10: Reakcni mechanismus sitovani bilkoviny monofunkcénim epoxidem [23].

fixactni — HN

NH— fixacni

Obrdazek 11: Schematické zndzornéni maskovani aminoskupin

Zatimco u sitovani s bifunkénim a vicefunkénim epoxidem nastava vytvoifeni pficnych

vazeb, tedy pravé sitovani, jako je zobrazeno na Obrazku 12, 13 [22, 23].

SNH, +CH,-CH-GH-CH, + HNE — ENH -CH-CH-CH- CH +HN %
: s K2 ? L

~».\EI' o OH ©OH

Obrazek 12: Reakcni mechanismus sitovani bilkoviny bifunkcnim a vicefunkcnim epoxidem

[23].

/ HIN

NH
N
fixatni

Obrazek 13: Schematické zndazornéni pravého sitovani [22].
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Sitovani materialt na bazi kolagenu glycidyl ethery nachazi velké uplatnéni v oblasti tka-
nového inzenyrstvi a vykazuje vynikajici mechanické vlastnosti, odolnost vii¢i enzymatic-
ké degradaci a nizky ptredpoklad k vapenaténi [20]. Ve studii [23] bylo zminéno, Zze maxi-
malni koncentrace epoxidového roztoku pro fixaci tkani bez nasledné cytotoxicity, je 55 az

60 ppm, tedy hodnoty mensi nez u roztoki glutaraldehydu (10 — 25 ppm).

2.2.1 Sitovani 1,4-butanediol diglycidyl etherem

Autori Nicoletti et.al. se ve své studii [17] zabyvali sitovanim kolagenu s 1,4-butanediol
diglycidyl etherem (BDDEGE) s cilem vytvoteni snadno rozlozitelni a vstiebatelné matrice
pro 1é¢bu zavaznych poskozeni chrupavky, které maji samy o sobé malou schopnost rege-
nerace.

CHy—CH—CH3—0—(CH3)4—0—CH 1—CtI —CH:
0 ¢]

Obrazek 14: Chemicky vzorec 1,4-butanediol diglycidyl etheru

Byl vyvinut téivrstvy kompozitni material s cilem regenerace chrupavky a kosti v jednom
kroku. Matrice byla vyrobena z hydroxyapatitu obohaceného o magnezium a z kolagenu
typu I, modifikovaného BDDEG. Kazda z vrstev kompozitu byla podrobena analyze
s cilem vysledovat vhodné podminky sitovani v zavislosti na pH, teploté¢ a koncentraci
BDDEG. Byl vytvoien vodny roztok o riznych koncentracich BDDEG, do kterého byly
ponofeny jednotlivé vrstvy i cela matrice po dobu 48 hodin v zavislosti na reakéni teploté a
pH, a poté byly prefiltrovany a uloZzeny na desku z mylaru. Polozenim vSech tfi vrstev na
sebe byla sestavena osteochondralni matrice. Jednotlivé vrstvy anebo celé matrice byly
lyofilizovany za danych podminek a nasledné ulozeny ve vakuu po dobu 60 hodin. Poté
byly testovany chemicko-fyzikalni vlastnosti a morfologie za pomoci TG-DTG, FTIR,
SEM, XRD a UV spektroskopie. Vysledky ukazaly, Ze koncentrace BDDEG, teplota i hod-
noty pH ovliviiuji jak makroporozitu, tak i mikroporozitu kazdé z vrstev matrice. Nejvice
prostorove usporadana homogenni struktura byla pozorovana pii teploté 37 °C a koncentra-
ci 1 az 2 wt% jak je vyobrazeno na Obrazku 15 u snimku c. Pfi koncentraci 4 wt% velikost
pori dosahuje nejnizsi limitni hranice 120 pum (snimek d), u nezesitované vrstvy je viditel-

na nehomogenni, vysoce vlaknita struktura.
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Obrazek 15: Srovnani vzorkii chrupavkovitych vrstev pomoci SEM, za podminek pripravy
pri teploté 37 °C, v roztoku uhlicitanového pufru, kde: a) nezesitovand vrstva, b) 0,05 wt%
BDDGE, c) 2 wt% BDDGE, d) 4 wt% BDDGE [17].

Bylo zjisténo, Ze k nejucinnéjsim reakcim dochazi u vrstev sitovanych v alkalickém pro-
stiedi. Studie ukazala optimalni podminky sitovani pfi télesné teploté, alkalickém prostiedi
a 1wt% BDDEG. Za téchto podminek miZe mit matrice potencionalni uplatnéni

v artroskopii a v 1é¢bé osteochondralnich defektd [17].

Ve studii autortt Zeeman et.al. [20] se také autofi zabyvali podminkami sitovani kolagenu
(z ov¢ich kazi) za pouziti riznych koncentraci BDDEG, riznych teplot a pH. Pfi koncen-
traci 4 wt% BDDEG byla zaznamenana vyssi reakéni rychlost nez u koncentrace 1 wt%
BDDEG. Na stupent zesiténi nemélo vliv zvySovani teploty, doslo pouze k urychleni reak-
ce. Bylo pozorovano odli$né chovani materialu v alkalickém prostiedi a kKyselém prostiedi.
U pH 8-10 dochazelo k sitovaci reakci mezi aminoskupinami kolagenu a epoxidovymi
skupinami sitovadla, na druhé strané u pH 4-6 k reakci s karboxylovymi skupinami kola-
genu. Kolagenni material sitovany v kyselém prostiedi vykazoval mnohem nizsi odolnost
vuci enzymatické degradaci, vétsi pevnost v tahu a vétsi protazeni pii pretrzeni (mékka a
pruzna tkan) nez Vv alkalickém prostfedi (neohebna a tvrda tkan), kdy byla zaznamenana
niz§i pevnost v tahu a mensi protazeni pii pretrzeni [20, 24]. Cilem autor [20] zachovat
vynikajici mechanické vlastnosti (pfi podminkach pH 4,5) uvedené v piedchozi studii a

zvysit odolnost vici enzymatické degradaci a to za pouziti carboimidu, jakozto druhého
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sitovaciho kroku. Nejdiive probihaly reakce nezesitovaného kolagenu s 4wt% BDDGE
jak v kyselém (pH=4,5), tak zasaditém prostiedi (pH= 9) po dobu sedmi dnu pfi pokojové
teploté, jak je schematicky zobrazeno na obrazku (), kdy epoxidové skupiny reaguji
s aminoskupinami z lysinovych zbytka (II) v zasaditém prostiedi a v kyselém prostiedi
epoxidové skupiny sitovadla reaguji s karboxylovymi zbytky asparticu a glutamicu (III).
Poté aplikovali na materidl zesitovany v kyselém prostiedi druhy sitovaci krok za pouziti
1-ethyl-3-(3-dimethyl (EDC) =za

hydroxysuccinimidu (NHS) a kyseliny chlorovodikové a béhem reakce dochazi

aminoprophyl)  carboimidu pritomnosti  N-

k dodate¢nému vytvoreni pricnych vazeb.

(4]

0
? JEH,
—D—E‘—CH; N—OH CHy—CH;-N=C=N—{CH)y—N"H_

CI" “cHy

Obrazek 16: Chemicke vzorce, zleva EDC, NHS, HAc-NHS

Soucasné byla provedena acylace (I11) aminoskupin za pomoci esteru kyseiny octové N-

hydroxysuccinimidu (HAc-NHS), pfi¢emz zadné nové vznikajici pii¢né vazby nejsou po-

zorovany (IV).
1 |
| COoOH COOH F‘li
COOH CO0OH NHy CH;
'y
. s CH{OH)
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X 'i-ur_'nn
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| | ] NHz 1!;-4: tl'{:ufm

Obrazek 17: Schematické znazornéni sitovaci reakce kolagenu s BDDGE pii odlisnych

hodnotdach pH [20].
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Obrdazek 18: Schematické zndzornéni sitovaci reakce kolagenu s HAC-NHS a EDC/NHS
[20].

Cilem prace [20] bylo vytvofit biomaterial se zachovanim excelentnich mechanickych
vlastnosti jako u autord prace Zeeman et.al. [24], ale se zvySenim odolnosti vii¢i enzyma-
tické degradaci, ktera byla v ptedchozich studiich velmi nizk4. To se podafilo dodate¢nou
sitovaci reakci za pomoci EDC/NHS. Byly provedeny testy v roztocich colagenasy a pro-
tenasy a vyhodnoceny jako zavislost vahového ubytku na ¢ase. Autofi provedli pro srovna-
ni i zesitovani stejného kolagenniho materialu 0,5 wt% glutaraldehydem. Jak je patrno
z grafii na obrazku () vynikajici odolnost vici degradaci protenasou ma kolagen sitovany
BDDEG pti pH=9,0 a soucasn¢ kolagen zesitovany nejdiive BDDEG pii pH=4,5 a doda-
tetné EDC/NHS. Nejmensi odolnost enzymatické degradaci byla pozorovana u vzorki (), u

kterych byla provedena acylace aminoskupin pomoci HAc-NHS [20].

2.2.2 Sitovani ethylen glycol diglycidyl etherem

Ethylene glycol diglycidyl ether (EGDE) obsahuje dvé funkéni epoxidové skupiny, viz.
Obrazek 19.
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Obrazek 19: Strukturni chemicky vzorec EGDE

Ve védecké praci autort Enea et.al. [26] byl pouzit EGDE k sitovani kolagennich vlakem
pro potencioalni léCeni poranénych vazi a Slach v kombinaci s EDC, zminéného
v predchozi kapitole. Touto kombinaci chtéli autofi vyvinout matrici s vylepSenymi
mechanickymi vlastnosti, biokompatabilitou a vys$i odlonosti enzymatické degradaci
oproti samotnému EGDE. Kolagenni vldkna (hovézi kiize) byla nejdiive ponotfena do 40
ml fyziologického roztoku fosfatového pufru. V nasledujicim kroku bylo pfidano dalsich
50 ml obsahujicich NHS, EDC v poméru 1:2:0,5 (kolagen:NHS:EDC) a EGDE o

koncentraci 5% v/v. Poté nasledovala inkubace po dobu péti hodin pfti teploté 37°C.

Mechanické testy ukazaly vysokou pevnost kolagennich vldken sitovanych EGDE, ktera je
zpusobena vysokym poctem nukleofilnich skupin pfitomnych v fetézci EGDE, ale na

druhou stranu byl zji$tén nizky stupen biokompatibility [26].

V jiné studii [16] byl sledovan vliv sitovadel EGDE a glycerol diglycidyl etheru (GDE) na
vlastnosti keratinovych filmd pro aplice v mediciné. Filmotvorny roztok byl tvofen10 ml
vodného roztoku keratinu obsahujiciho 100 mg bilkoviny a ptidavkem 7,5-30 mg EGDE
nebo GDE. Roztoky byly nality do polypropylenovych forem a ptes noc pii teploté 50°C
byly ususeny. Ze vzniklych filmi o tloustce 0,02 — 0,04 mm byly vytvofeny vzorky o
rozmérech 10x10 a 50x5 mm, které byly ponofeny pii pokojové teploté ponoieny
v destilované vodé, acetatovém nebo Tris-HCL pufru po dobu ptiblizné¢ dvou hodin. Ob-
délnikové vzorky byly ususeny pies noc pii teploté 37 °C a posléze pouzity pro mechanické
testy. Vzorky byly soubézné testovany a porovnavany s keratin-chitosanovym kompozitem
a samotnym keratinem. Mechanické vlastnosti nebylo moZzno testovat pro kiehkost samot-
ného keratinového vzorku, u ostatnich byly naméfené mechanické vlastnosti podobné, jen
Vv piipad¢ vzorku sitovaného 7,5 wt. % GDE byla kone¢na elongace vyssi pravdépodobné
v disledku ptitomnosti tfi hydroxylovych skupin ve vzorku, oproti dvéma hydroxylovym
skupindm ve vzorku sitovaného 7,5 wt. % EDGE. Se snizujici koncentraci sitovadla byly

vzorky kieh¢i. Mez pevnosti u vzorki s vyssi koncentraci sitovadla klesala, zatimco ko-
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necné prodlouzeni stoupalo, jelikoz sitovadlo ziejmé plni funkci plastifikatoru. Byla sle-
dovana i rozpustnost. Keratin-chitosanové vzorky pii pH=4 a pH=6,3, naopak vzorky sit’o-
vané epoxidy se rozpustily pti pH=8,9, ale pti rozpousténi ve vodném prostredi si udrzely

vyborné mechanické vlastnosti [16].

Cilem studie autord Sung et.al. [21] bylo porovnat odolnost vi¢i enzymatické degradaci
vnitini hrudni tepny (vepiové) zesitované za pomoci EDGE a glutaraldehydu a vliv na fy-
zikalni vlastnosti v zavislosti na teploté, pH a koncentraci sitovadla. Na Obrazku 20 je

zobrazena chemicka struktura epoxidu pied sitovanim.

. N AN .
R—NH, CHz—CH —CH, —0 —CH, —CH, —O—CH,—CH—CH, NH,—R
Lysyl Epoxid Ethylen glycol diglycidyl ether Epoxid Lysyl

g-amineskupina kolagenu e-amineskupina kolagenu

Obrdazek 20: Reakcni mechanismus sitovani kolagenu pomoci EDGE.

Byl pouzit 4% roztok EDGE upraveny na pH=10,5 a 0,625 % roztok glutaraldehydu
s pH=7,4. Po zafixovani vzorku tepny bylo pozorovano zaZloutlé zabarveni v ptipad¢ glu-
taraldehydu, u EDGE nedoslo ke zméné barvy, a to patrné diky vy$Simu obsahu vlhkosti.
Mechanické vlastnosti byly v pfipad€ obou sitovadel podobné. Odolnost vii¢i enzymatické
degradaci byla testovdna colagenasou. Zesitované vzorky vykazovaly vyssi odolnost, nez
nezesitované, odolnost viici enzymatické degradaci stoupala s rostoucim stupném zesiténi.
Rychlost fixace s tkani byla vyssi u glutaraldehydu. V piipadé sitovani EDGE mira fixace
stoupa s rostoucim pH, je tedy nutna pfeména lysinové e-aminoskupiny v nukleofilni ¢ini-

dlo. Na Obrazku () je znazornéna struktura kolagenu po zesiténi EDGE [21].

OH OH

R—NH —CH, —CH —CH,—0 —CH,—CH,—0—CH, —CH —CH,—NH —R

EKolagen EKolagen

Obrdazek 21: Struktura zesitovaného kolagenu pomoci EDGE.
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2.2.3 Sitovani polyepoxy triglycidyl isokyanuritem

Ve studii autord Tu et.al. [15] byl kolagen z ovéi kuze sitovan tri-funkénim epoxidem,
polyepoxy triglycidyl isokyanuratem (TEPIC), glycerol diglycidyl etherem (GTE) a gluta-
raldehydem (GTA). TEPIC ptedstavuje vysoce reaktivni epoxid, a to zejména diky pfitom-
nosti aromatické skupiny v jeho struktute. Z fad epoxidi je jednim z nejucinnéjsich ¢inidel

pro sitovani kolagenu. GTE patii také mezi tri-funk¢ni epoxidy, ale s alifatickou struktu-
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Obrazek 22: Chemické strukturni vzorce, zleva TEPIC a GTE

Sitovaci reakce kolagenu (pasky 8x4 cm, pH=3,5) s vySe uvedenymi sitovadly probihaly
v roztoku 4% Na>SO4 0,05 M fosfatového pufru pii teploté 15 °C po dobu dvou hodin, poté
bylo upraveno pH roztokem 0,25 M NaCO3z/NaHCOs. Anebo po dobu 24 hodin a teploté
35 °C. Nasledovalo upraveni pH na neutralni 0,1 M kyselinou octovou a vysuseni za poko-
jové teploty. Byla sledovana zévislost sitovaci reakce na pH, teploté, ase a podilu sitova-
dla. Byly provedeny mechanické testy, které ukazaly, Ze TEPIC v porovnani s GTE a GTA
lepsi pevnost vtahu, ale hors$i protazeni. Pfi porovnani zesitovanych matrial
s nezesitovanym kolagenem byla zjisténa mensi pevnost v tahu, zapfi¢inéna efektem
sekundarniho zesitovani, ale vyssi protaZeni, coZ je pravdépodobné zpisobeno urcitym
vinénim vlédken a tim i1 zvySenim uhlu vazby béhem sitovaci reakce. Byla testovana také
prostorova stabilita za pomoci SEM. Po vysuseni byl nezesitovany kolagen tuzsi a vzorek
tenc¢i (z dtvodu ztraty vody) a pruhlednéjsi diky vysokému stupni vodikovych vazeb mezi
polarnimi skupinami. U GTA a TEPIC byly zpozorovany téméf identické hodnoty zvySeni
tloustky o 170 % a to diky zvySeni poréznosti vlaken matrice. Glutaraldehydova matrice

byla v porovnani s matrici TEPIC m¢k¢i, flexibiln€jsi. Z hlediska termalni degradace, ktera
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byla testovana v intervalu 30 az 430 °C pomoci termalni gravitacni analyzy. TEPIC mél pfi
teploté 300 °C ubytek na vaze 18 %, GTE 20 %. Nejvyssi vahovy ubytek u TEPIC byl pti
teplotach 344 °C 37 % a 370 °C 39 %, u GTE pfi teploté 331 °C 23 % a 355 °C 46 % (viz.
Obrazek () grafy B, C). Vysoka teplotni odolnost je vysvétlovana kombinaci prostorovych
vazeb se zavedenim tuhé heterocyklické patefe do polypeptidové makromolekuldrni sité.
Bézné degradacni teplota polypeptidového fetézce je pro srovnani 200 az 230 °C, nejvyssi
stupen degradace udava pii teploté 300 °C vahovy ubytek 27 % a 42 % pfi teploté 336 °C
[15].

Optimalni sitovaci podminky kolagenu s polyepoxy triglycidyl etherem byly stanoveny pfi
pH=9,2 a7 9,5 za pfidani 10 — 12 % sitovadla, pfi teploté¢ 37 °C po dobu dvaceti hodin.

Takovy matrial ma potencionalni uplatnéni v textilnim a kozedélném primyslu [15].

2.3 Sitovani transglutaminazou

Nejvice pouzivany enzymem pro sitovani bilkovin patii transglutaminaza. Mikrobidlni
transglutaminaza katalyzuje tvorbu isopeptidové vazby mezi y-karbonylovou skupinou
glutaminovych zbytki a e-aminoskupinou lysinovych zbytki [32]. Sitovani bilkoviny skr-
ze transamidovou reakci katalyzovanou transglutaminazou je schematicky znazornéno na

Obrazku 23.
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Obrazek 23: Reakcni mechanismus sitovani bilkoviny transglutamindazou [4].

Sitovani bilkovin transglutaminazou nachazi velké uplatnéni v potravinaitském pramyslu.

Prodluzuje trvanlivost vyrobkd, vylepsuje jejich texturu, strukturu, vzhled a vini [4].
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Bertoni et al. [32] se zabyvali sitovanim zelatiny pomoci mikrobidlni a tkanové transglu-
tamindzy s cilem vytvofit bilkovinnou matrici pro aplikace v tkdnovém inzenyrstvi. Vytvo-
fili reak¢ni roztok slozeny z Zelatiny, tris-pufru a vody, ke kterému piidali riznou navazku
enzymu a nasledné€ smés inkubovali pii teploté 37 °C po dobu 15 minut az 1 hodiny.

S cilem snizit rozpustnost ve vodném prostiedi, zesitovanou Zelatinu zakomponovali do
gellanové matrice. U matrice Zelatina/gellan v poméru 50/50 béhem botnacich testi byla
zaznamenana dobra stabilita. V porovnani s nezesitovanym vzorkem byl stupeil nabotnani
poloviéni, coz lze vysvétlit tim, Ze zesitovany vzorek vede k méné rozpinajici se struktuie
a tim i k mensi absorpci vody. Zesitovand matrice vykazovala vyssi tuhost diky zamezeni
pohyblivosti fetézcl vytvoienim peptidové vazby mezi glutaminovymi a lysinovymi zbytky
zelatiny. U zesitované matrice byla pozorovana dobra ptilnavost buné¢k a jeji struktura me-

la vhodné ptedpoklady k buné¢nému ristu [32].

V jiné studii se autofi Chen et al. [31] zabyvali sitovanim kolagenu z vepfovych kuzi mi-
Krobialni transglutaminazou. Sledovali pisobeni vlivu inkuba¢ni teploty, pH prostredi a

koncentraci enzymu na vlastnosti kolagenni matrice.

Zkousky pevnosti v tahu ukazaly vyssi pevnost u matric sitovanych pii pH 3 a 4, nezZ pfi
pH 5 a 6, a to 1 pfes skutecnost, Ze matrice sitované pii niz§im pH mély nizsi stupen zesi-
téni. Pfi niz8im pH byla kolagenni vlakna rozpusténa ve vodég, zatimco pii vysSim pH byla
patrné heterogenita roztoku a tim 1 nerovnomérnost vzniku enzymatickych pti¢nych vazeb.
Struktura matric byla analyzovana pomoci SEM. U matric sitovanych pti pH 3 byla pozo-
rovana stejnomérnd struktura s malymi pory, kdeZto u matric sitovanych pii pH 5 byly

pory rozsifené a struktura nepravidelna, proto pti zkouskach pevnosti v tahu doslo ke snad-
nému pierusent.

Cilem autort bylo vytvofit kolagenni matrici pro aplikace v oblasti tkanového inzenyrstvi,
proto byla studie zamétena 1 na potencialni cytotoxicitu. Po zavedeni matrice do lidského

téla byl pozorovan bunécny rist a béZzné morfologie, mozna cytotoxicita nebyla zazname-

nana [31].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CIL PRAKTICKE CASTI PRACE

V teoretické ¢asti prace byly popsany riizné zpiisoby modifikace vlastnosti zivocisnych
bilkovin sitovanim. Byly sledovany technologické podminky sitovani kolagenu, zelatiny ¢i
keratinu a metody, kterymi se zesitované substraty jako napiiklad filmy, folie ¢i matrice,
testuji. V souCasnych studiich se sitovani kolagenniho hydrolyzatu casto nevyskytuje,
z toho divodu byla experimentalni ¢ast zaméfena na ovéfeni moznosti sitovani kolagen-

elastinového hydrolyzatu (pfipraveného z hovézich Slach) vybranymi sitovadly.

Tradi¢né jsou bilkoviny sitovany glutaraldehydem, cilem prace vSak bylo kolagen-
elastinovy hydrolyzat sitovat netoxickymi sitovadly a to za pouziti oxidovanych sacharida,

které kromé nizkého stupné toxicity jsou biodegradabilni a citlivé vici zivotnimu prostiedi.

Jelikoz védeckych studii tykajicich se sitovacich ucinkd oxidovanych polysacharidi ve
spojitosti s bilkovinami neni mnoho, a ovéfené ucinky sitovani na kolagen-elastinovy hyd-

rolyzat nejsou znamy, cilem praktické ¢asti prace tedy bylo:

1) pripravit oxidované polysacharidy — alginatovy dialdehyd, dialdehyd celulozy a

karboxymethyl celulozu,

2) posoudit moznosti sitovani kolagen-elastinového hydrolyzatu oxidovanymi polysa-

charidy, epoxidy a transglutaminazou,
3) ptipravit filmy a vyhodnotit sitovaci u¢inky pomoci testovani rozpustnosti filmu,
4) porovnat sitovaci ucinky jednotlivych sitovadel,

5) navrhnout optimalni podminky sitovani.
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3.1 Kolagen-elastinovy hydrolyzat a chemikalie
Hydrolyzat. kolagen-elastinovy hydrolyzat (UTB),
Zmeékcovadlo: glycerin (Sigma Aldrich),

Sitovadla: glycerol diglycidyl ether (Sigma Aldrich), dialdehyd $krobu (Monomer — Poly-
mer & Dajac Labs, Inc.), dialdehyd karboxymethylcelulozy (UTB), dialdehyd celulozy
(UTB), alginatovy dialdehyd (UTB), transglutaminaza (Ajinomoto Foods Europe S.A.S),

Ostatni chemikalie: 30 % hydroxid sodny, 1 M hydroxid sodny, 5 M hydroxid sodny,
3 % kyselina chlorovodikova, alginat sodny, dusi¢nan stfibrny, jodistan sodny, ethylen gly-

kol.

3.2 Pomiicky a pristroje

V experimentalni ¢asti bylo pouzito bézné laboratorni sklo a pomucky: kadinky 10, 25, 50,
100, 150 ml, odmérny valec 25, 100, 250 ml, pipeta 1, 5, 10 ml, Erlenmayerova baika
1000 ml, odmérna baiikka 100ml, hodinové skla, navazovaci lodicka, Petritho misky, koze-
luzské misky, exsikator, Buchnerova nalevka, plech s teflonovym povrchem.

Silikonové desticky (125 x 69 mm), celulozovd membrana s propustnosti pro latky

v

aluminiova folie, tloustkomeér.

Pro laboratorni cely bylo pracovano s b&znymi laboratornimi pfistroji. Analytické vahy
Kern 770 — 60, magnetickd michadla Lavat MM4, Shott Gerdite GMBH, IKA® C - MAG
HS 7 steplotnim c¢idlem IKA® ETS — D5, pH metr WTW 526, MultiCal®, odstiedivka
Hettich Universal 32, susarna Binder E28-TBI, susarna Memmert ULP 400, tiepacka LT 2.

3.3 Metodika prace

Technologické podminky sitovani byly provedeny na zékladé napldnovanych faktorovych
pokusti, z nichZ Ize vytézit maximalni mnoZzstvi informaci o vlivech a vazbéch jednotlivych
veli¢in na konecny vysledek anebo vysledky za minimalizace poctu méfeni. Z teoretickych
poznatkil se nejdiive ur¢i takové proménné, tzv. faktory, o kterych se predpoklada, ze by
mohly mit nejvétsi vliv na vysledek. Uginkem faktori je zména vysledkd pokust pii zménd

jeho urovni. Pocet faktorti se odviji od slozitosti daného experimentu [25, 37].
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V praktické ¢asti prace byly pouzity 2 a 3 faktory na dvou trovnich véetné centralniho ex-
perimentu. Dvé arovné jsou v bézné praxi nejéastéji pouzivané, jelikoz jsou jednoduché a
zajistuji nizky pocet experimenti. Uskute¢nénim vSech moznych kombinaci pokust je vy-

sledkem kompletni faktorova analyza daného experimentu.

3.4 Vyhodnoceni stupné zesit'ovani

Stupeni zesitovani filma byl vyhodnocen na zéklad€ testovani rozpustnosti jednotlivych

filma ve vodném prostiedi pti pokojové teploté.

Nejdiive byly z pfipravenych filmt vyfiznuty vzorky o velikosti pfiblizné 10x10 mm a
byly zvazeny na analytickych vahach. Pomoci tloustkoméru byla zmétena tloustka vzor-
kt, ktera byla v priméru 0,25 — 0,35 mm. Do kéadinek bylo nalito ptiblizné 30 ml destilo-
vané vody, do nichz byly opatrné pinzetou vlozeny vzorky. Od okamziku kontaktu vzorku
s vodou byl méfen Cas na stopkach. Vzorky byly rozpousStény v predem stanovenych ¢aso-
vych intervalech, testy rozpustnosti byly ukonceny v okamziku uplného rozpusténi vzorku

ve vodé. Métené Casove intervaly byly (v minutach):

1 2 5 10 15 20 30 60 120 240 480

Po uplynuti doby rozpousténi byly vzorky opatrné vyjmuty pomoci pinzety ¢i 1zi€ky do
Petriho misky a ihned umistény do pfedem vyhtaté susarny bez cirkulace vzduchu pfi tep-
lot¢ 103 + 2 °C a to do zaznamenani konstantni hmotnosti. Poté byly Petriho misky se
vzorky piikryty viéky a ulozeny do exsikatoru do uplného vychladnuti na pokojovou teplo-

tu. Nakonec byly zvazeny na analytickych vahach.

Nejprve se stanovil obsah susiny a vlhkosti v jednotlivych filmech pouzitim matematic-
kych vzorct (1) a (2) [43]. Na analytickych vahach byla zvazena kozeluzska miska (A) a
nasledné i kozeluzska miska se vzorkem o minimalni navazce 1 g (B), ktera byla poté
umisténa do pfedem vyhfaté susarny bez cirkulace vzduchu pii teploté 103,0 £ 2 °C do
zaznamenani konstantni hmotnosti. Po vysuseni byla miska pfikryta vickem a vlozena do
exsikatoru ke zchlazeni na pokojovou teplotu. Nakonec byla zvazena kozeluzska miska se

vzorkem na analytickych vahach (C) a stanoven procentudlni obsah vlhkosti a susiny filmu.
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B-C
vlhkost=——-100 % 1
- CONMNEY
susina=100-vlhkost (%) (2)

Na zékladé znalosti obsahu suSiny v jednotlivych filmech bylo vypoc¢itano procento rozpus-
téného filmu z vysledki analyzy rozpustnosti. Podle matematickych vzorcu (3) a (4) bylo
nejdiive stanoveno procento nerozpusténého vzorku, kde a predstavuje hmotnost nerozpus-
téného vzorku (v gramech) a n navazku vzorku (v gramech) a poté vypocitdna rozpustnost

jednotlivych filmu (v procentech) [43].

a
% NEROZPVZORKU — H 100 (%) (3)
% ROZPVZORKU — 100-% NEROZP.VZORKU (%) (4)

3.5 Priprava hydrolyzatu a nékterych sitovadel

Kolagen-elastinovy hydrolyzat a oxidované polysacharidy — dialdehyd celulozy, dikarbo-
xymethyl celuléza a alginatovy dialdehyd, byly pfipraveny v laboratofi na Ustavu inzenyr-

stvi polymerti Univerzity TomaSe Bati ve Zliné¢.

3.5.1 Priprava kolagen-elastinového hydrolyzatu

Kolagen-elastinovy hydrolyzat byl pfipraven z hovézich vazovic dodanych z jatek. Prvnim
krokem pfipravy bylo odtu¢néni hovézich vazovic pétinasobnou extrakci v acetonu po jed-
né hodin€ a naslednym hydrolytickym zpracovanim v nasledujicich tfech procesnich kro-

cich: zbotndnim vazovic, enzymovycm opracovanim vazovic a extrakci hydrolyzatu.

Nejdiive se promyté surové vazovice pierusily v susarné s cirkulaci vzduchu ptiblizné po
dobu 30 hodin pfi teploté 35 °C. Pierusené vazovice byly poté smichany s acetonem
Vv poméru 1:5 (w/v) v Erlenmayerové bafice a byly umistény do tfepacky po dobu 1 hodiny

pii laboratorni teploté. Po uplynuti 1 hodiny byl aceton vyménén za Cerstvy a poStup se
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opakoval jesté Ctyfikrat. Po posledni extrakci se odtu¢néné vazovice vysypaly na plech,
ktery byl nasledn¢ umistén do digestofe po dobu 30 minut kviili odpateni zbytkového ace-

tonu.

Timto doslo k odtu¢néni vazovic a nésledoval prvni procesni krok — zbotnani. Odtu¢néné
vazovice byly smichany v poméru 1 : 6 (w/v) s destilovanou vodou, pficemz bylo uprave-
no pH na 8,0 + 0,2, ptidavkem ledové CH3COOH. Sm¢s v Erlenmayerové bance byla tie-
pana na tiepacce po dobu 8 hodin pii laboratorni teploté. Prvni 3 hodiny za kontroly pH a
jeho ptipadné tpravy na hodnotu 8,0 + 0,2. Nakonec byla kapalina odfiltrovdna, vazovice
byly 3 x promyty destilovanou vodou v poméru 1 : 10 (w/v) a protiepany po dobu 30

sekund.

Po zbotnani byly v druhém procesnim kroku vazovice opracovany enzymem. Nejdiive byly
vazovice smichany s destilovanou vodou v poméru 1 : 6 (w/v). Proteolyticky enzym Polar-
zyme 6.0 T vykazuje nejvyssi ucinnost pii pH = 8,0 = 0,2, k upravé pH byla pouzita stejné
jako v ptedchozim procesnim kroku ledova CH3COOH. Po upravé pH roztoku byly piida-
ny 3 % enzymu (w/w, vztazenych na suSinu vychozich $lach) a smés byla tfepana na tre-
pacce po dobu 16 hodin pfi laboratorni teploté, kontrola pH odpovidajici 8,0 + 0,2 byla

provedena prvni 3 hodiny a pfipadné upravena.

V poslednim procesnim kroku byla smés pielita do kadinky, a za ob¢asného promichani
udrZzovana po dobu 15 minut pfi teploté 75 + 2 °C. Nasledné byla smés piivedena K varu,
ve kterém byla udrZzovana po dobu 5 minut s cilem inaktivace enzymu. Poté byla smé&s pre-
filtrovana za pouziti bézného kovového kuchynského sita vylozeného dvouvrstvou PA tka-
niny. Roztok hydrolyzatu byl rozlit do plecht s vrstvou nepfilnavé potravinaiské folie. Ple-
chy byly vlozeny do susarny s cirkulaci vzduchu po dobu 36 hodin pii teploté 40 = 1°C.
Takto vysuSené kolagen — elastinové filmy byly rozdrceny na prasek a nasledné presypan
do sklenéné lahve s uzavérem. Vzhled praSkového hydrolyzatu je vyobrazen na Obraz-
ku 25. Hydrolyzat obsahoval pfiblizn¢ 30,0 % elastinu, 65,5 % kolagenu a 4,5 % popelovin

(procentualni obsah vztazeny na susinu hydrolyzatu).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

Obrdazek 24: Kolagen-elastinovy hydrolyzat

3.5.2 Priprava alginatového diadehydu

Ptiprava alginatového dialdehydu (ADA) byla provedena podle postupu ptipravy uvedené-
ho ve studii autort Kanth et. al. [40].

Nejdiive byla navazka 10 g alginidtu sodného smichdna s 200 ml destilované vody
V Erlenmayerové baice na magnetickém michadle. Do kadinky bylo navaZeno 11 g jo-
distanu sodného a bylo pfidano 80 ml destilované vody. Za mirn¢ zvySené teploty byl roz-
tok michan na magnetickém michadle do Uplného rozpusténi jodistanu. Roztok postupné
zmenil barvu ze zakalené na Cirou. Poté byl prelit do odmérné banky a doplnén na objem
100 ml destilovanou vodou. Erlenmayerova baiika byla obalena aluminiovou folii, aby re-
akce probihala ve tmé¢, a ke smési za soucasného michani bainky krouzivymi pohyby v ruce,
byl postupné piidan roztok jodistanu sodného. Nésledné byla Erlenmayerova baiika upev-

néna do tiepacky pti 4000 ot./ min, teploté 24 °C, po dobu 6 hodin.
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Obrazek 25: Erlenmayerova banka obalend aluminiovou folii, umisténa na tiepacce.

Po uplynuti reakéni doby byly drobné nerozpusSténé castecky prefiltrovany pies filtracni
len glykolu k roztoku. Roztok byl pielit do celulozové membrany, ktera byla na obou kon-
cich uzavtena svorkami. Poté byla celul6zova membrana vlozena do velké plastové nadoby

s destilovanou vodou tak, aby byla celd ponoifena. Aparatura je vyobrazena na Obrazku 26.

Obrazek 26: Celulézova membrana umisténd v nadobé s destilovanou vodou
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Reakéni smés byla dialyzovana pies celuldzovou membranu v destilované vodé piti teploté
25°C. Béhem dialyzy byla ménéna destilovana voda v nadobé, vzdy po 24 hodinach za
soucasné kontroly pfitomnosti jodistanu ve vycerpané vodé pomoci AgNOs. Dialyza byla

ukoncena po 4 dnech, kdy v destilované vod¢ jiz nebyla detekovana pfitomnost jodistanu.
Cisty dialyzat byl prelit na plech opatfeny nepiilnavou vrstvou folie a ulozen do susarny
bez cirkulace vzduchu pfi teploté 35 °C po dobu pfiblizné 72 hodin. Po vytazeni ze suSarny

byl alginatovy dialdehyd umistén do sklenéné Petriho misky a uzaviené vickem [40].

Obrazek 27: Vysuseny alginatovy dialdehyd, vlevo po vysuseni na plechu s neprilnavou

folii, vpravo na Petriho misce

3.5.3 Priprava dialdehydu celulézy

Dialdehyd celulozy byl pfipraven podle pracovniho postupu uvedené¢ho ve studii autorti
Varma et. al. [38]. Prvnim krokem pfipravy dialdehydu celul6zy byla hydrolyza 30 g mi-
krokrystalické celulézy v 250 ml 5N HCI pti teploté 80 °C. Reakce probihala 7,5 hodin. Po
ochlazeni byla smés prefiltrovana. Celul6za uchycena na fritovém kelimku byla spolu
s piidavkem 60 g NalO4 vlozena do Erlenmayerovy bariky. Reakce probiha ve tmé, z toho
divodu byla Erlenmayerova baiika obalena aluminiovou folii. Smés byla michana na mag-
netickém michadle, pH smési bylo upraveno na hodnotu 4,0 + 0,2 1 M H2SOa. Poté byla
banka upevnéna na tfepacku umisténou Vv inkubatoru bez pfistupu svétla, pti teploté 35 °C,
po dobu 48 hodin. Poté byla smés odstiedéna na odstiedivce pii 4000 ot. / min po dobu
6 minut. Kapalny podil byl vlit do dvojnasobného objemu t-buthyl alkoholu a michan na
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magnetickém michadle po dobu 10 minut, béhem které¢ doslo k vysrazeni dialdehydu celu-
16zy. Nasledovalo opétovné odstfedéni smési (4000 ot./min po dobu 6 minut) a promyti
v piebytku t - buthyl alkoholu (celkem tiikrat). Nakonec bylo sitovadlo vysuSeno Vv susarné
pfi teploté 35 °C po dobu 24 hodin [38].

3.5.4 Priprava dialdehydu karboxymethylcelulézy

Dialdehyd karboxymethyl celulozy (DCMC) byl piipraven podle prace autort
Mu et. al. [39]. Nejdiive byla Erlenmayerova banka obalena aluminiovou folii, aby reakce
probihala ve tmé. V barice bylo s pouZitim sklenéné tycinky rozmichano 10 g karboxyme-
thylceluldzy s 200 ml destilované vody. Smés vytvoftila husty gel. Postupné bylo ke smési
ptidano 100 ml 11% roztoku NalOs za souc¢asného michani Erlenmayerovy banky v ruce,
krouzivymi pohyby. Pfidavkem 1M H2SO4 bylo upraveno pH smési na 3,3 £+ 0,2. Poté byla
Erlenmayerova baiika pfipevnéna na tfepacku umisténou v inkubdtoru a smés byla tfepana

pii teploté 35 °C po dobu 4 hodin. Po uplynuti reakéni doby byla smés prefiltrovana pres

v v

Do 500 ml ethanolu, za soucasného michani na magnetickém michadle, byla postupné vlita
reakéni smés. Po vysraZeni byl DCMC odstfedén na odstfedivce pii 4000 ot. / min., po
dobu 6 min. Ze vSech zkumavek byl DCMC splachnut malym mnozZstvim ethanolu do Er-
lenmayerovy barky s naslednym tftepanim po dobu 30 s a opétovnym odstfedénim. Tento

postup byl dvakrat az ttikrat opakovan.

Poslednim krokem piipravy DCMC bylo vysuSeni Vv suSarné pfi teploté 35 °C po dobu 24
hodin [39].
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4 POSTUP PRACE

Postup piipravy filmi je schematicky znazornén na Obrazku 28. Byl pfipraven 15% (w/v)
roztok kolagen-elastinového hydrolyzatu. Nejdiive byl hydrolyzat rozpustén v destilované
vod¢. Jeho vlastnosti byly upraveny ptidavkem jednotlivych sitovadel (oxidované polysa-
charidy, epoxid) a plastifikatoru (glycerin), u ur€itych sitovadel bylo upraveno pH prostie-
di. Rozmichana reakéni smés byla inkubovana v inkubatoru pii urcité teploté, po urcitou
dobu, v zavislosti na zvoleném sitovadle. Po uplynuti reak¢éni doby byla smés rozmichana
na magnetickém michadle. U nékterych smési, v zavislosti na zvoleném sitovadle, bylo
ptekontrolovano a ptipadné upraveno pH na pozadovanou hodnotu. Poté byly roztoky nali-
ty do silikonovych desticek umisténych v susarné s cirkulaci vzduchu a suSeny pfi teploté
60 °C po dobu 48 hodin. Po vysuSeni byly filmy véetné silikonovych desti¢ek ulozeny do
exsikatoru pii pokojové teploté, po dobu 48 hodin. Nakonec byly filmy oddéleny od sili-

konovych desti¢ek a podrobeny analyze.

+ HzO
Hydrolyzat 15% (i k hydrolyz4 Fridavek
ydrolyza I o (W) roztok hydrolyzata [ — plastifikatoru
.. Inkubace Pridavel sitovadla
Liti -+ . - ‘-
{teplota, fas) (aprava pH)
Sufeni . . Kondicionovani
(teplota, ¢as) Zesitovany film filmu
Testy Separace
rozpustnosti filmu

Obrazek 28: Schematicky postup pripravy filmii 7 kolagen-elastinového hydrolyzatu.
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Na zékladé¢ odhadnutych technologickych podminek sitovani byly nejprve ptiprave-
ny kolagen-clastinové filmy s minimy a maximy sledovanych faktord, které by mohly mit
nejvetsi vliv na vysledné vlastnosti filmu. Za ptedpokladu moznych komplikaci béhem
pripravy filml (nerozpustnost sitovadla ve vodném prostiedi, usazovani sitovadla béhem
doby inkubace) ¢i negativnich vysledkt (kfehkost filmu, vysokd rozpustnost ve vodném

prostiedi), bylo nutno upravit technologické podminky sitovani.

4.1 Sitovani glycerol diglycidyl etherem

Béhem studia sitovani kolagen-elastinového hydrolyzatu glycerol diglycidyl ethe-
rem (GDE) byly sledovany tfi vybrané parametry: piidavek sitovadla, teplota reakce a doba
reakce. Faktorové pokusy byly sloZeny ze tii faktord na dvou urovnich, s jednim centralnim

experimentem, o jednom opakovani.

Faktor A: Pridavek sitovadla: 6 — 11 — 16 % (vztazeno na navazku hydrolyzatu)

Faktor B: Teplota reakce: 25-35-45°C

Faktor C: Doba reakce: 1-4-7h

Technologické podminky sitovani
Exp. & Faktor A Fakotor B | Faktor C pH () | V [mI] | pHa (r)
[%] [°c] [h]
6 25 1 11,02 | 11,02 | 10,37
16 45 7 11,14 | 11,14 | 11,78

Kde: pH: (r) oznacuje pH filmotvorného roztoku pied dobou reakce a V [ml] objem
30 % NaOH potiebny k upravé pH roztoku na pHi (r), pH2 (r) oznacuje pH roztoku po

dobé reakce.

Tabulka 1. Technologické podminky sitovaini kolagen-elastinového hydrolyzatu glycerol
diglycidyl etherem
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Ptipravil se 15 % (w/v) roztok hydrolyzatu. Nediive byly ptipraveny filmy s limitnimi hod-
notami sledovanych faktord. Do kadinky bylo navazeno 6 g hydrolyzatu a piidano 30 ml
destilované vody. Smés byla michéna za mirného zvyseni teploty (pfiblizn¢ 40 °C) na mag-
netickém michadle do upIného rozpusténi hydrolyzatu (viz. Obrazek 31). V druhé kadince
byla na magnetickém michadle rozmichana navazka GDE, podle faktoru A, v 5 ml destilo-
vané vody. Nasledné byl roztok sitovadla vmichan k roztoku hydrolyzatu. DalSich 5 ml
destilované vody bylo pouzito k vyplachnuti kadinky, ve které byl ptipraven roztok sitova-
dla. Za pouziti 30 % roztoku NaOH o ur¢itém objemu V (viz. Tabulka 1) bylo upraveno
pH smési na pHi (r) = 11£0,2 (viz. Tabulka 1). Smés byla michana na magnetickém mi-
chadle po dobu 20 min pfi teploté 45-50 °C. Nasledné byla kadinka piikryta vickem a ulo-
zena do inkubatoru pii teploté dle faktoru B, po dobu dle faktoru C. Po uplynuti reakéni
doby byla smés michana 5 min na magnetickém michadle a nakonec byla zaznamenana
hodnota pH, (viz. Tabulka 1, pH2 (r)). Filmotvorny roztok byl nalit do silikonové desticky
o rozmérech 125x69 mm, uloZené v susarné s cirkulaci vzduchu. Film byl susen po dobu
48 hodin pii teploté 60 °C. Na zavér byla silikonova desticka s filmem ulozena do exsikato-

ru a v ném ponechana minimalné dalsich 48 hodin pfed samotnym testovanim.

Obrazek 29: Roztok kolagen-elastinového hydrolyzatu béhem michdani na magnetickém

michadle.
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4.2 Sitovani dialdehydem Skrobu

Béhem studia sitovani kolagen-elastinového hydrolyzatu dialdehydem Skrobu (DAS) byly
sledovany tfi vybrané parametry: ptidavek sitovadla, pfidavek zmékcovadla a doba reakce.
Faktorové pokusy byly slozeny ze ti faktorti na dvou trovnich, s jednim centralnim expe-

rimentem, o jednom opakovani.
Faktor A: Ptidavek sitovadla: 4 — 8 — 12 % (vztazeno na navazku hydrolyzatu)
Faktor B: Pfidavek zmekéovadla: 5 — 10 — 15 % (vztazeno na navazku hydrolyzatu)

Faktor C: Doba reakce: 1-4-7h

Technologické podminky sitovani
Faktor A | Faktor B | Faktor C| pH; Vi pH: V,

EXP-C Tl | miel |t | 0 | il | o) | imi
4 5 1 12,21 1,15 12,20 | 0,05
8 10 7 12,20 1,66 12,22 | 0,12
12 15 4 12,22 1,67 | 12,20 | 0,09

Kde: pH:1 (r) oznacuje pH filmotvorného roztoku pied dobou reakce a Vi [ml] objem
5 M NaOH potiebny k Gpravé pH roztoku na pHi (r); pH2 (r) oznacuje pH roztoku po
dob¢ reakce a Vo [ml] objem 5 M NaOH potiebny k tpravé pH roztoku na pHa (r).

Tabulka 2: Technologické podminky sitovani kolagen-elastinového hydrolyzatu dialdehy-

dem Skrobu.

Pripravil se 15 % (w/v) roztok hydrolyzatu. Nejdiive byly pfipraveny experimenty
S limitnimi hodnotami sledovanych faktord plus centralni experiment. Do kadinky byla
ptfidana navazka 6 g hydrolyzatu a 30 ml destilované vody. Smés byla michana za mirného
zvyseni teploty (pifiblizné 40 °C) na magnetickém michadle do upIného rozpusténi hydroly-
zatu. Navazka glycerinu, podle faktoru B, byla rozmichana v kaddince na magnetickém mi-
chadle v5 ml destilované vody. Poté byl roztok vlit do roztoku hydrolyzatu. Dale byla
k roztoku hydrolyzatu za souc¢asného michani na magnetickém michadle pfidana navazka
praskového DAS. Zbyvajicich 5 ml destilované vody bylo pouZzito na splachnuti navazova-

ci lodicky. Kompletni smés byla michana po dobu 10 minut na magnetickém michadle.
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Bylo upraveno pH roztoku 5M NaOH o celkovém objemu Vi (viz. Tabulka 2)
na pHi (r) =12+0,2 (viz. Tabulka 2). Sm¢s byla michana na magnetickém michadle po do-
bu 20 minut pfi teploté 55 °C. Poté byla hladina odpovidajici 40 ml vyznacena na kadinku,
kadinka byla opatiena vickem a vlozena do inkubatoru po dobu dle faktoru C, pfi teploté
60 °C. Po uplynuti reakéni doby byl objem kadinky pfekontrolovan a pfipadné upraven na
celkovy objem 40 ml destilovanou vodou. Roztok byl rozmichan na magnetickém micha-
dle po dobu 5 minut, za Gpravy pH na pHz (r) = 12+0,2 uréitym objemem V:a to
5 M NaOH (viz Tabulka 2). Roztok hydrolyzatu byl vlit na silikonovou desti¢ku o rozmé-
rech 125x69 mm ulozenou v susarné s cirkulaci vzduchu a v ni byl film susen po dobu
48 hodin pii teploté 60 °C. Nasledné byla silikonova desticka s filmem uloZena do exsika-

toru a v ném ponechana minimaln¢ dalSich 48 hodin pfed samotnym testovanim.

4.3 Sitovani dialdehydem celul6zy

Béhem studia sitovani kolagen-elastinového hydrolyzatu dialdehydem celulozy (DAC)
byly sledovany dva vybrané parametry: ptidavek sitovadla a ptidavek zmékcovadla, doba
reakce byla konstantni. Faktorové pokusy byly slozeny ze dvou faktor na dvou tGrovnich,

S jednim centralnim experimentem, o jednom opakovani.
Faktor A: Ptidavek sitovadla: 2 —5—8 % (vztaZeno na navazku hydrolyzatu)
Faktor B: Ptidavek zmék¢ovadla: 10 — 15 — 20 % (vztazeno na navazku hydrolyzatu)

Doba reakce: konstantni — 8 h
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Technologické podminky sitovani
. Faktor A | Faktor B
Exp. C. (%] (%] pH1 (r) | pH2 (r)
1 8 10 6,57 6,66
2 8 20 6,59 6,08
3 20 10 6,92 6,67
4 20 20 6,46 | 6,19
5 14 15 6,80 6,29

Kde: pHz (r) oznacuje pH filmotvorného roztoku pied dobou reakce a pHz (r) oznacuje pH

roztoku po dob¢ reakce.

Tabulka 3: Technologické podminky sitovani kolagen-elastinového hydrolyzatu dialdehy-

dem celulozy.

Ptipravil se 15 % (w/v) roztok hydrolyzatu. Byly pfipraveny vSechny experimenty na za-
klad¢ sledovanych technologickych parametrii (viz. Tabulka 3). Do kadinky byla pfidana
navazka 6 g hydrolyzatu a 25 ml destilované vody. Smés byla michéna za mirného zvyseni
teploty (pfiblizn¢ 40 °C) na magnetickém michadle do Uplného rozpusténi hydrolyzatu.
K roztoku hydrolyzatu byla ptidana navazka glycerinu, podle faktoru B, pfedem rozmicha-
na na magnetickém michadle v 5 ml destilované vody. Navazka dialdehydu celulézy, podle
faktoru A, byla ptidana k 5 ml destilované vody. Smés byla michana na magnetickém mi-
chadle s postupnym zvySovanim teploty k varu, pfi kterém byla udrzovana do Gplného roz-

pusténi DAC.

Obrazek 30: Detail pripravy roztoku dialdehydu celulozy na pocatku rozpusténi sitovadla

(vlevo) a po rozpusteni (vpravo).
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Roztok sitovadla byl poté vlit do roztoku hydrolyzatu spolu s dalsimi 5 ml destilované
vody, pouzité k vyplachnuti kadinek, ve kterych bylo ptipraveno zmekcovadlo a sitovadlo.
Kompletni roztok byl poté michan dalSich 10 minut. Bylo zméfeno pH smési a poznaceno
jako pHi (r) roztoku pied dobou reakce (viz. Tabulka 3). Na kadinku byla vyznac¢ena hladi-
na odpovidajici celkovému objemu roztoku 40 ml, byla opatiena vickem a nasledné¢ uloze-
na do inkubatoru po dobu 4 hodin pfi teploté 60 °C. Po uplynuti reakéni doby byl prekon-
trolovan a ptipadn¢ doplnén objem odpovidajici 40 ml destilovanou vodou a roztok byl
michan po dobu 5 minut na magnetickém michadle. Nakonec bylo zméteno pH a zazna-
menano jako pH2 (r) filmotvorného roztoku po uplynuti doby reakce. Nakonec byl roztok
hydrolyzatu vlit na silikonovou desticku o rozmérech 125x69 mm uloZenou v susarné
s cirkulaci vzduchu, a v ni byl film susen po dobu 48 hodin pii teploté¢ 60 °C. Po vysuseni
byla silikonova desticka véetné filmu ulozena do exsikatoru a v ném ponechana minimalné

dal$ich 48 hodin pfed samotnym testovanim.

4.4 Sitovani dialdehydem karboxymethylcelulozy

Béhem studia sitovani kolagen-elastinového hydrolyzatu dialdehydem karboxymethyl ce-
lulozy (DCMC) byly sledovany dva vybrané parametry: piidavek sitovadla a piidavek

zmékcovadla, doba reakce byla konstantni.
Faktor A: Pridavek sitovadla: 8 — 14 — 20 % (vztazeno na navazku hydrolyzatu)
Faktor B: Pfidavek zmékcovadla: 10 — 15 — 20 % (vztaZeno na navazku hydrolyzatu)

Doba reakce: konstantni — 4 h



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

Technologické podminky sitovani
Exp. ¢. Fal;:/:)]r A Fal;:/:r B pHi (r) | pH2(r)
1 8 10 6,88 6,35
2 8 20 6,70 6,44
3 20 10 6,67 6,08
4 20 20 6,55 5,58
5 14 15 6,60 6,13

Kde: pHz (r) oznacuje pH filmotvorného roztoku pied dobou reakce a pHz (r) oznacuje pH

roztoku po dob¢ reakce.

Tabulka 4: Technologické podminky sitovaini kolagen-elastinového hydrolyzatu dialdehy-

dem karboxymethylcelulozy

Ptipravil se 15 % (w/v) roztok hydrolyzatu. Byly pfipraveny vSechny experimenty na za-
kladé sledovanych technologickych parametrii (viz. Tabulka 4). Do kadinky byla pfidana
navazka 6 g hydrolyzatu a 25 ml destilované vody. Smés byla michana za mirné¢ho zvyseni
teploty (pfiblizné 40 °C) na magnetickém michadle do uplného rozpusténi hydrolyzatu.
K roztoku hydrolyzatu byla pfidana navazka glycerinu, podle faktoru B, pfedem rozmicha-
na na magnetickém michadle v 5 ml destilované vody. Do dalsi kadinky bylo ptidano 5 ml
destilované vody, ve kterém byla na magnetickém michadle rozmichana navazka dialdehy-
du karboxymethylcelul6zy, podle faktoru A. Se vzrustajici teplotou az k varu byl roztok
michan do Gplného rozpusténi DCMC, po dobu 30 minut, a nasledné ptidan k roztoku hyd-
rolyzatu. Kompletni smés byla dal§ich 5 minut michdna na magnetickém michadle. Poté
bylo zméteno pH roztoku a zaznamenano jako pHi (r) smési pied dobou reakce (viz. Ta-
bulka 4). Na kadinku s filmotvornym roztokem byl vyznac¢en objem odpovidajici 40 ml, a
S nasazenym vickem byla kadinka ulozena do inkubatoru pfi teploté 60 °C po dobu 4 hodin.
Po 2 hodinach inkubace byl obsah kadinky 2 minuty michan na magnetickém michadle a
poté ulozen zpatky do inkubatoru po dobu dalSich 2 hodin pfii teploté¢ 60 °C. Po uplynuti
doby inkubace byl prekontrolovan objem kadinky a ptipadné doplnén na celkovy objem
odpovidajici 40 ml destilovanou vodou. Smés byla michana 5 minut na magnetickém mi-
chadle a nakonec bylo zméteno a zaznamenano pH roztoku po uplynuti doby reakce jako

pH2 (r) (viz. Tabulka 4). Nakonec byl roztok hydrolyzatu vlit na silikonovou desti¢ku 0
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rozmérech 125x69 mm uloZenou v susarné s cirkulaci vzduchu, a v ni byl film susen po
dobu 48 hodin pii teploté 60 °C. Po vysuSeni filmu byla silikonova desticka véetné filmu
ulozena do exsikatoru a v ném ponechana minimaln¢ dalSich 48 hodin pfed samotnym tes-

tovanim.

4.5 Sitovani alginatovym dialdehydem

Béhem studia sitovani kolagen-elastinového hydrolyzatu alginatovym dialdehydem (ADA)
byly sledovany dva vybrané parametry: ptidavek sitovadla a ptidavek zmékcovadla, doba
reakce byla konstantni. Faktorové pokusy byly slozeny ze dvou faktorti na dvou trovnich,

S jednim centralnim experimentem, o jednom opakovani.
Faktor A: Pfidavek sitovadla: 8 — 14 — 20 % (vztaZeno na navazku hydrolyzatu)
Faktor B: Pfidavek zmék¢ovadla: 10 — 15 — 20 % (vztazeno na navazku hydrolyzatu)

Doba reakce: konstantni — 4 h

Technologické podminky sitovani
. Faktor A | Faktor B
Exp. €. (%] (%] pH; (r) | pH2 (r)

1 8 10 6,64 | 5,99
2 8 20 6,60 5,97
3 20 10 5,90 5,31
4 20 20 6,76 5,31
5 14 15 6,40 5,38

Kde: pH1 (r) oznacuje pH filmotvorného roztoku pied dobou reakce a pH2 (r) oznacuje pH

roztoku po dobé reakce.

Tabulka 5: Technologické podminky sitovini kolagen-elastinového hydrolyzatu algindto-

vym dialdehydem

Ptipravil se 15 % (w/v) roztok hydrolyzatu. Byly pfipraveny vSechny experimenty na za-

klad¢ sledovanych technologickych parametra (viz. Tabulka 5).
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Do kadinky byla pfiddana navazka 6 g hydrolyzatu a 25 ml destilované vody. Smés byla
michana za mirné¢ho zvyseni teploty (pfiblizn¢ 40 °C) na magnetickém michadle do tplné-
ho rozpusténi hydrolyzatu. K roztoku hydrolyzatu byla ptfidana navazka glycerinu, podle
faktoru B, pfedem rozmichana na magnetickém michadle v5 ml destilované vody.
K navazce ADA, podle faktoru A, bylo ptidano 5 ml destilované vody a roztok byl michan
na magnetickém michadle za postupného zvySovani teploty az k varu do Gplného rozpuste-
ni sitovadla. Poté byl roztok sitovadla pifidan k roztoku hydrolyzatu spolu s dal§imi 5 ml
destilované vody pouzité pro vyplachnuti kadinek, ve kterych byly pfipraveny roztoky se
sitovadlem a zmékcovadlem. Smés byla nasledné michana na magnetickém michadle po
dobu 5 minut, poté bylo zméteno a zaznamenano pH jako pH: (r) roztoku pted dobou reak-
ce (viz Tabulka 5).

Na kadince byla vyzna¢ena hladina odpovidajici celkovému objemu 40 ml. Kadinka
s roztokem byla opatiena vickem a vlozena do inkubatoru, ve kterém byla uloZena po dobu
4 hodin pii teploté 60 °C. Po dvou hodinach inkubace byl roztok rozmichan na magnetic-

kém michadle po dobu 2 minut a poté opét ulozen na dalsi dvé hodiny k inkubaci.

Po uplynuti reakéni doby byl roztok rozmichan po dobu 5 minut na magnetickém michadle,
poté byl piekontrolovan a piipadné upraven celkovy objem roztoku na 40 ml destilovanou
vodou. Nakonec byla zmétena hodnota pH a oznacena jako pH 2 (r) filmotvorného roztoku
po uplynuti reak¢ni doby (viz. Tabulka 5). Poté byl roztok hydrolyzatu vlit na silikonovou
desticku o rozmérech 125x69 mm uloZenou v susarné€ s cirkulaci vzduchu, ve které byl
film susen po dobu 48 hodin pfi teploté 60 °C. Po vysuseni filmu byla silikonova desticka i
s filmem ulozena do exsikéatoru, a v ném ponechdna minimalné dalSich 48 hodin pted sa-

motnym testovanim.

4.6 Sitovani transglutaminazou

Béhem studia sitovani kolagen-elastinového hydrolyzatu transglutamindzou (TG) byly
sledovany dva vybrané parametry: ptidavek sitovadla a pridavek zmékéovadla, doba reak-
ce byla konstantni. Faktorové pokusy byly slozeny ze dvou faktortt na dvou trovnich,

S jednim centralnim experimentem, o jednom opakovani.
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Faktor A: Pridavek sitovadla: 2 —5— 8 % (vztazeno na navazku hydrolyzatu)
Faktor B: Pfidavek zm¢k¢ovadla: 10 — 15 — 20 % (vztazeno na navazku hydrolyzatu)

Doba reakce: konstantni — 8 h

Technologické podminky sitovani
Exp. & Faktor A | Faktor B | pH; V, pH: Va[mi]
[%] [%] (r) | [ml] | (r)
1 2 10 7,41 1,15 | 10,09 | 0,80
2 2 20 7,43 1,43 | 10,08 | 0,84
3 8 10 7,42 1,45 | 10,07 | 0,76
4 8 20 7,40 1,25 | 10,05 | 0,85
5 5 15 7,43 1,58 | 10,10 | 0,70

Kde: pH:1 (r) oznacuje pH filmotvorného roztoku pied dobou reakce a Vi [ml] objem
1 M NaOH potiebny k upravé pH roztoku na pHz: (r); pH2 (r) oznacuje pH roztoku po
dob¢ reakce a Vo [ml] objem 5 M NaOH potiebny k tpravé pH roztoku na pH2 (r).

Tabulka 6: Technologické podminky sitovani kolagen-elastinového hydrolyzatu transglu-

tamindzou

Ptipravil se 15% (w/v) roztok hydrolyzatu. Byly pfipraveny vSechny experimenty na zakla-
dé sledovanych technologickych parametrii (viz. Tabulka 6). Do kadinky byla pfidana na-
vazka 6 g hydrolyzatu a 25 ml destilované vody. Smés byla michdna za mirného zvySeni
teploty (pfiblizné 40 °C) na magnetickém michadle do uplného rozpusténi hydrolyzatu.
V druhé kadince byla na magnetickém michadle rozmichdna navazka glycerinu podle fak-
toru B s 5 ml destilované vody a poté byl roztok vlit do roztoku hydrolyzatu. Podle faktoru
A byla nasledn¢ k roztoku pfidana navazka praskové transglutaminazy, spolu s dalsimi 5
ml destilované vody pouZité pro splachnuti navazovaci lodicky a kadinky, ve které byl pfi-
praven roztok zmé&kcovadla. Roztok byl michdn po dobu 20 minut pii teploté 40 °C, pH
smési bylo upraveno 1 M NaOH na hodnotu 7,40 + 0,2, béhem michani bylo kontrolovano
a pripadné upraveno, nakonec bylo zaznamenano pH jako pH: (r) roztoku pted dobou reak-
ce a celkovy objem 1 M NaOH pouzity k jeho tpraveé jako V1 (viz. Tabulka 6). Na kadinku

byla poznacena ryska odpovidajici hladin¢ 40 ml a poté byla S nasazenym vickem vloZena
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do inkubéatoru. Inkubace filmotvorného roztoku probihala po dobu 8 hodin pfi teploté 55°C.
Po uplynuti inkubaéni doby byl piekontrolovan objem kadinky a ptipadné doplnén na ob-
jem odpovidajici 40 ml destilovanou vodou. Na magnetickém michadle byla smés michana
za mirn¢ zvysené teploty ptiblizn€ 55 °C po dobu 10 minut. Po rozmichani bylo upraveno
pH na hodnotu 10,00+0,20 pomoci 5 M NaOH. Hodnota pH byla zaznamenana jako
pH2 (r) roztoku po uplynuti reak¢ni doby a objem potiebny k jeho tupravé jako V»
(viz. Tabulka 6). Nakonec byl roztok hydrolyzatu vlit na silikonovou desticku o rozmérech
125x69 mm uloZenou v susarné s cirkulaci vzduchu a v ni byl film susen po dobu 48 hodin
pii teploté 60 °C. Nasledn¢ byla silikonova desticka i S filmem ulozena do exsikatoru a

V ném ponechana minimaln¢ dalSich 48 hodin.

4.7 Priprava nezesit'ovaného filmu

Pro porovnéni procentudlni rozpustnosti zesitovanych a nezesitovanych filma byly vytvo-
feny dva filmy bez ptidavku sitovadla. Byl ptipraven 15 % (w/v) roztok hydrolyzatu. Do
kadinky byla pfidana navazka hydrolyzatu s 30 ml destilované vody. Smés byla michana na
magnetickém michadle pfi mirn€ zvysSené teploté (pfiblizné 40 °C) do uplného rozpusténi
hydrolyzatu. Byl ptipraven 10 % a 20 % piidavek glycerinu (vztaZzeno na navazku hydroly-
zatu), ktery byl smichéan s 5 ml destilované vody na magnetickém michadle. Poté byl glyce-
rinovy roztok pfidan k roztoku hydrolyzatu, spolu s dal§imi 5 ml destilované vody pouzité
pro vyplach kadinky, a smés byla michéna dal$ich 10 minut na magnetickém michadle pti
mirné zvySené teploté piiblizné 40 °C. Bylo zméfeno a zaznamenano pH (r) roztoku
(viz. Tabulka 7). Nakonec byly roztoky vlity do silikonovych desti¢ek o velikosti 125x69
mm umisténych v susarné s cirkulaci vzduchu. Filmy byly suseny pfi teploté 60 °C po do-
bu 48 hodin. Po vysuseni byly silikonové desticky s filmy vlozeny do exsikdtoru po dobu

48 hodin pted dal$im testovanim.

. Plastifikator
Exp. C. %] pH (r)
10 7,13
20 6,98

Kde: pH (r) oznacuje pH roztoku hydrolyzatu s plastifikatorem.

Tabulka 7: Priprava nezesitovaného filmu z kolagen-elastinového hydrolyzatu.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Zesitované filmy z kolagen-elastinového hydrolyzatu byly pfipraveny technologickym po-
stupem liti. Po vysuSeni a uplynuti doby kondicionace v exsikatoru, byly filmy separovany
od silikonovych desti¢ek a byly vytvofeny vzorky k testovani rozpustnosti ve vodném pro-
stiedi. Jako referen¢ni materialy byly pouzity nezesitované filmy z kolagen-elastinového
hydrolyzatu, které obsahovaly 10 % a 20 % ptidavek plastifikatoru (vztazeno na navazku

hydrolyzatu).

5.1 Filmy sitované glycerol diglycidyl etherem

Béhem piipravy roztoku sitovadla bylo problematické rozpustit navazku glycerol digly-
cidyl etheru (GDE) v destilované vodé. Na dné kadinky se vytvofily srazeniny a roztok byl
mlécné zakaleny. Bylo testovéano, zda se sitovadlo rozpusti v kyselém, ¢i zasaditém pro-
stiedi. Nejprve bylo do kadinky pfidano 10 ml destilované vody a navazka GDE (dvojna-
sobna navazka sitovadla podle Tabulky 1, Experimentu 2). Za soucasného michani rozto-
ku na magnetickém michadle byla provedena iprava na pH 3,0+0,2 za pouziti 2% roztoku
HCI. Pii pokojové teploté se GDE nerozpoustél, stejné jako v neutralnim prostredi vytvaiel
srazeniny a byl mléén¢ zakaleny. Poté bylo pfistoupeno k Upravé smési 30% rozto-
kem NaCl na pH 11,0+0,2. Roztok byl michan za zvySené teploty. V zasaditém prostiedi se
GDE rozpoustél 1épe neZ v neutrdlnim a kyselém prostedi. AvSak byla patrnd nehomoge-

nita roztoku sitovadla.

Ptipravené filmy byly velmi kiehké, rozpadaly se na malé kousky. Nebylo moZno vytvofit
souvisly vzorek vétsi jak 10x10 mm. S vyssim obsahem sit'ovadla, zvysujici se teplotou a
dobou reakce byla kiehkost filmu vyssi a byl pozorovan 1 tmavsi barevny odstin filmu Na
Obrazku 31 jsou srovnany barevné odstiny filml piipravenych s limitnimi hodnotami sit'o-

vadla.
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Obrazek 31: Porovnani filmu sitovanych glycerol diglycidyl etherem, vlevo film
S pridavkem 6 % GDE, vpravo film s pridavkem 16 % GDE.

Na Obrazku 32 je zobrazena rozpustnost filmua sitovanych GDE v riiznych ¢asovych inter-
valech. Nezesitované filmy byly pouZity jako referen¢ni vzorky. Je patrné, Ze se zvySuji-
cim se obsahem sitovadla byla rozpustnost ve vodném prostfedi nizsi. AvSak rozdil
V rozpustnosti mezi zesitovanymi a nezesitovanymi vzorky byl zanedbatelny. V 10 minu-
tach byly filmy sitované GDE z piiblizné¢ 90 %. Rychlé rozpusténi filmd mohlo byt zplso-

beno nedokonalym rozpusténim sitovadla.

U filmu z kolagen-elastinového hydrolyzatu sitovanych GDE nebyly potvrzeny sit'ovaci

ucinky.

Film s ptidavkem 6% GDE Film s ptidavkem 16% GDE
ONesitovany film s piidavkem 10% GLY BNesitovany film s pfidavkem 20% GLY

100 - T

80

MnoZstvi rozpusténeho filmu
[%]
[
]

40 T
20
0 B
0 2 5 10 15 20

Doba rozpousténi [min]

Obrazek 32: Rozpustnost filmii sitovanych glycerol diglycidyl etherem v zavislosti na dobé

rozpousténi a srovnani s referencnimi vzorky.
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5.2 Filmy sitované dialdehydem Skrobu

Filmy sitované dialdehydem Skrobu (DAS) jsou zobrazeny na Obrazku 33. Film
komplikované z né&j vytvorit vzorek vétsi jak 10x10 mm. Zatimco filmy s vy$§im obsahem
DAS (Obrazek 33 uprostied a vpravo) byly pevnéjsi a Sly snadnéji separovat od silikonové
desticky. Se zvySujicim se obsahem DAS a zvySujici se dobou reakce bylo mozno pozoro-

vat i tmavsi barevny odstin hnédé barvy.

Obrazek 33: Filmy sitované dialdehydem Skrobu

Na Obrazku 34 je zobrazena rozpustnost filmi sitovanych DAS v rGznych casovych inter-
valech. Nezesitované filmy byly pouzity jako referen¢ni vzorky. Zesitované vzorky se
rychle rozpoustély. Film s nejniz§im podilem sitovadla byl uz ve 2 minutach z 60 % roz-
pustén, zatimco referencni vzorky byly rozpustény z 30 a 50 %. Z obrazku je ziejmé, Ze
mezi zesitovanymi a nezesitovanymi vzorky nejsou velké rozdily v rozpustnosti. Sitovaci

ucinek dialdehydu Skrobu na kolagen-elastinovy hydrolyzat nebyl potvrzen.
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Film s piidavkem 4% DAS a 5% GLY Film s piidavkem 1226 DAS a 15% GLY
B Film s pfidavkem 8% DAS a 10% GLY ONesitovany film s pfidavkem 10% GLY

5‘ m Nesitovany film s pfidavkem 20% GLY
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Obrazek 34: Rozpustnost filmu sitovanych dialdehydem Skrobu o prvni sérii experimentii

V zavislosti na dobé rozpousteni a srovnani S referencnimi vzorky.

Na zaklad¢ vysledki rozpustnosti filmt byly upraveny technologické podminky sitovani a

byla pfipravena druhd série experimenti.

Byly piipraveny 15 % roztoky hydrolyzatu (w/v) na zakladé faktorovych pokusi,
S limitnimi hodnotami sledovanych parametr. Prvni smés s 10 % piidavkem sitovadla
rozpusténého v 5 ml 3 % roztoku HCI a 10 % pfidavkem glycerinu, a druha smés 20 %
ptidavkem sit'ovadla rozpusténého v 10 ml 3 % roztoku HCI a 20 % ptidavkem glycerinu
(% ptidavky vztaZeny na navazku hydrolyzatu). Roztoky hydrolyzatu a glycerin byly ptida-
ny K roztoku hydrolyzatu a celkovy objem smési byl upraven tak, aby obsahoval 40 ml des-
tilované vody. Po dikladném rozmichani byly reakéni roztoky inkubovany pfi teploté 60

°C po dobu 4 hodin.
Nasledujici kroky ptipravy byly totozné jako v postupu sitovani DAS (viz. Kapitola 4.2,
Sitovani dialdehydem Skrobu).

Ptipravené filmy mély jesté tmavéjsi hnédé zabarveni, nez predesié filmy zesitované DAS.
Film s vy$sim obsahem sit'ovadla byl pevnéjsi a tmavsi nez film s niz$im obsahem sitova-

dla.
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Na Obrazku 35 je zobrazena rozpustnost filmu sitovanych DAS (druha série experimenti)
Vv riznych ¢asovych intervalech. Referen¢nimi vzorky byly nezesitované filmy. Se zvySuji-
cim se pridavkem sit'ovadla rozpustnost klesala, ale i ptes to byl vzorek s vyssim obsahem
DAS rozpustén jiz v 15 minutach, ve stejném case, jako referencni vzorek s niz§im obsa-

hem plastifikatoru.

Ani v ptipad¢ druhé série experimentd nebyly potvrzeny sitovaci u¢inky DAS na kolagen-
elastinovy hydrolyzat a vysledky rozpustnosti byly srovnatelné s vysledky rozpustnosti
prvni série experimentd. Zatimco ve studii autord Langmaiera et. al. [12], ktefi sitovali
kolagenni hydrolyzat dialdehydem Skrobu, byly prokazany sitovaci uc¢inky DAS. Konkrét-
né filmy sitované pii teploté 60 °C byly rozpustény az po 400 hodinach.

Neucinnost sitovani v ptipad¢ uskute¢néného experimentu v rdmci diplomové prace mohla

byt zpiisobena odliSnymi technologickymi podminkami sitovani filma.

Film s piidavkem 2020 DAS a 20% GLY ' Film s pfidavkem 8% DAS a 10% GLY
ONesitovany film s pfidavkem 10% GLY W Nesitovany film s piidavkem 20% GLY
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Obrazek 35: Rozpustnost filmii sitovanych dialdehydem skrobu o druhé sérii experimentii

V zavislosti na dobé rozpousténi a srovnani S referencnimi vzorky.
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5.3 Filmy sitované dialdehydem celulézy

Filmy sitované dialdehydem celulozy (DAC) byly v barevnych odstinech hnédé barvy, se
zvySujicim se obsahem sitovadla - od svétle hnédé, po sttedné hnédou, na Obrazku 36
jsou srovnany barevné odstiny filma pfipravenych s limitnimi hodnotami sit'ovadla a plas-
tifikatoru. Nejlépe Sly od silikonovych desti¢ek separovat filmy s vys$simi podily sitovadla,

ale ne takovym zplsobem, aby mohl byt separovan cely film. Filmy se l[amaly.

Obrazek 36: Porovnani filmii sitovanych dialdehydem celulozy, vievo film S pridavkem
8 % DAC a 10 % GLY, vpravo film s pridavkem 20 % DAC a 20 % GLY.

Na Obrazku 37 je zobrazena rozpustnost filmu sitovanych DAC v riznych ¢asovych inter-
valech. Referen¢nimi vzorky byly nezesit'ované filmy. Se zvySujicim se ptidavkem sitova-
dla byla rozpustnost filmi pomalejsi. Nejpomaleji se rozpustili filmy s pridavkem 20 %
DAC a 20 % plastifikatoru ve 20 minutach, oproti tomu nejvyssi rozpustnost mély vzorky
s 8 % podilem sitovadla, které se rozpustili o 10 minut dfive. A to ve stejném Casovém
intervale jako nezesitovany referencéni vzorek s 20 % pifidavkem glycerinu. U filmil se
stejnymi piidavky sitovadla a riiznymi ptidavky plastifikdtoru nebyly razantni rozdily
v rozpustnosti. Diky rychlému rozpusténi filmu nebyly v piipadé DAC potvrzeny sitovaci

Géinky.
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Film s piidavkem 8% DAC a 10% GLY ' Film s piidavkem 8% DAC a 20% GLY
W Film s pfidavkem 20% DAC a 10% GLY ' Film ¢ pfidavkem 20% DAC a 20% GLY
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Obrdazek 37: Rozpustnost filmu sitovanych dialdehydem celulozy v zavislosti na dobé roz-

poustent a srovnani s referencnimi vzorky.

5.4 Filmy sitované dialdehydem karboxymethylcelulozy

U filma sitovanych dialdehydem karboxymethylcelulézou (DCMC) byla se zvySujicim se
ptidavkem sit'ovadla pozorovana barevna zména od svétle hnédé po stiedné hnédou barvu.
Se zvySujicim se procentem sitovadla a zmékcovadla byly filmy pevnéjsi, avsak ne do ta-
kové miry, aby Sly v jednom kuse separovat od silikonové desticky. Byla pozorovana la-
mavost filmu. Na Obrazku 38 jsou srovnany barevné odstiny filmt pfipravenych

S limitnimi hodnotami sitovadla a plastifikatoru.

Obrdazek 38: Porovndani filmii sitovanych dialdehydem karboxymethylcelulozy, vlevo film
s pridavkem 8 % DCMC a 10 % GLY, vpravo film s pridavkem 20 % DCMC a 20 % GLY.
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Na Obrazku 39 je zobrazena rozpustnost filmt sitovanych DCMC v riznych ¢asovych
intervalech. Referen¢nimi vzorky byly nezesitované filmy. Zesitované filmy s ptidavkem
20 % DCMC a 20 % plastifikatoru byly rozpustény ve 30 minutach, tedy o 20 minut pozdé-
ji nez referencni vzorek se stejnym obsahem sit'ovadla. Nejrychleji se rozpoustély filmy
S 20 % plastifikatoru. Vzorky sitované 14 % DCMC a 15 % plastifikatoru byly rozpustény
V 15 minutach, v rozmezi mezi rozpusténim filma s minimalnim a maximalnim pfidavkem
sitovadla. Je tedy patrné, Ze se zvySujicim se ptidavkem sit'ovadla rozpustnost filmu klesa-

la a byl prokazan sitovaci uc¢inek DCMC.

Film s piidavkem 8% DCMC a 10% GLY ' Film s pfidavkem 8% DCMC a 20% GLY
BFilm s piidavkem 202 DCMC a 10% GLY © Film s pfidavkem 209 DCMC a 20% GLY
Film s piidavkem 14% DCMC a 15% GLY © Nesitovany film s piidavkem 10% GLY

E Nesifovany film s piidavkem 20% GLY
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Obrazek 39: Rozpustnost filmii sitovanych dialdehydem karboxymethylcelulozy v zavislosti

na dobé rozpousteni a srovnani s referencnimi vzorky.

5.5 Filmy sitované alginatovym dialdehydem

Béhem piipravy filmotvorného roztoku s obsahem alginatového dialdehydu (ADA) byla
pozorovana ¢ernohnéda tmava barva. Vysusené filmy byly tmavé hnédé, az ¢erné. Filmy

s nejvyssim piridavkem zmékcovadla Sly snadnéji separovat od silikonové desticky, nez

AN
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soka kifehkost filmt a vzorky bylo nutno vytvofit s maximalni opatrnosti. Na Obrazku 40
jsou srovnany barevné odstiny filma pfipravenych s limitnimi hodnotami sitovadla a plas-
tifikatoru, jak je vidét na obrazku, rozdil v barevnosti mezi filmy s nejniz§im a nejvyssim

podilem sitovadla byl razantni.

Obrazek 40: Porovnani filmu sitovanych alginatovym dialdenydem, vlevo film s pridavkem
8 % ADA a 10 % GLY, vpravo film s pridavkem 20 % ADA a 20 % GLY.

Na Obrazku 41 je zobrazena rozpustnost filmil sitovanych ADA v riznych ¢asovych inter-
valech. Referen¢nimi vzorky byly nezesitované filmy. Z obrazku je ziejmé, ze se zvysuji-
cim se pfidavkem sitovadla, rozpustnost filma klesala. Film s nejvysS§im obsahem sit'ova-
dla a plastifikatoru se rozpustil ve 480 hodindch, doba potiebnd k rozpusténi byla 48 na-
sobné& vétsi nez u referencniho vzorku s ptidavkem 20 % plastifikatoru. Film s pfidavkem
20 % ADA a 10 % glycerinu byl rozpustén ve 240 minutach, tedy o 120 minut pozdéji, nez
film s ptidavkem 14 % ADA a 15 % glycerinu. Zatimco filmy s nejniz§imi piidavky ADA
byly rozpustény v uz 15 a 20 minutach, coz mize byt zplisobeno vyssim ptidavkem plasti-
fikatoru, nez sitovadla. Byl pozorovan sitovaci u¢inek ADA na kolagen-elastinovy hydro-
lyzat, ktery byl potvrzen i u autort Xu et. al. [43], ktefi ve své praci sitovali 15 % rozto-
kem alginatového dialdehydu veprové tkan€. Porovnali vysledné vlastnosti fixovanych
tkédni s tradi¢nim sitovadlem glutaraldehydem a zjistili, ze obé& sitovadla maji srovnatelné

sitovaci ucinky.
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Obrazek 41: Rozpustnost filmii sitovanych alginatovym dialdehydem v zavislosti na dobé

rozpousténi a srovnani s referencnimi vzorky.

5.6 Filmy sitované transglutaminazou

Filmy sitované transglutaminazou mély svétle zlutou barvu, ktera se se zvySujicim se ob-
sahem plastifikatoru a sitovadla, neménila. Byla pozorovana vysoka kiehkost u filmu sito-
vaného nejvyssim podilem sitovadla a nejniz§im podilem zmékcovadla, film se lamal na
malé Casti a nebylo snadné vytvofit vzorek vétsi jak 10x10 mm. Oproti tomu u filmu
S nejniz§imi hodnotami sitovadla a zmékcovadla byla ldmavost niz§i. Ostatni filmy byly
pevnéjsi a Sly snadnéji separovat od silikonovych desticek, film s nejvyS$im obsahem sito-
vadla a zmékcovadla §lo dokonce separovat v jednom kuse. Na Obrazku 42 jsou srovnany
barevné odstiny filmu pfipravenych s limitnimi hodnotami sitovadla a plastifikatoru, jak je
vidét na obrazku, rozdil v barevnosti mezi filmy s nejniz§im a nejvyssim podilem sitovadla

nebyl prakticky zadny. Na obrazku vlevo je zobrazena ldmavost filmu po vysuSeni.
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Obrazek 42: Porovnani filmu sitovanych transglutamindzou, vlevo film s pridavkem

2% TG a 10 % GLY, vpravo film s pridavkem 8 % TG a 20 % GLY.

Na Obrazku 43 je zobrazena rozpustnost filmu sitovanych TG v riznych ¢asovych interva-
lech. Referen¢nimi vzorky byly nezesitované filmy. Z obrazku je ziejmy vliv plastifikato-
ru. Nejpomaleji se rozpoustél film s obsahem 8 % sitovadla a 20 % plastifikatoru, o 25
minut dfive byl rozpustén film s ptidavkem 2% sitovadla a 20 % plastifikatoru. Zajimavé
jsou vysledky rozpustnosti filmi se stejnym podilem zmékcovadla, ale piidavkem 2 % TG
a 8 % TG. Film s vyssim pfidavkem sit'ovadla byl rozpustén o 15 minut diive, nez film
S niz8im piidavkem sitovadla, coz miize mit spojitost s pfedem zminénou vysokou kieh-
kosti a ldmavosti filmu. V porovnani s referenénim nezesitovanym vzorkem s ptidavkem
20 % glycerinu a filmem zesitovanym nejvyssimi podily sitovadla a zmékcovadla je patrny
rozdil v rozpousténi. Bylo zji§téno, Ze sitovanim byla prodlouzena doba rozpustnosti o
30 minut.  Sitovaci u¢inky enzymu transglutaminazy na kolagen-elastinovy hydrolyzat

byly prokazany.
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Film s piidavkem 2% TG a 10% GLY Film s piidavkem 2% TG a 20% GLY
B Film s piidavkem 8% TG a 10% GLY Film s pidavkem 8% TG a 20% GLY
Film s piidavkem 5% TG a 15% GLY Nesitovany film s piidavkem 10% GLY
H Nesitovany film s piidavkem 20% GLY
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Obrazek 43: Rozpustnost filmii sitovanych transglutamindzou v zavislosti na dobé rozpous-

téni a srovnani s referencnimi vzorky.
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6 ZHODNOCENI VYSLEDKU SITOVANI

Barevnost zesitovanych filma byla porovnéana s referencnimi vzorky. Na Obrazku 44 jsou
filmy setazeny od svétlych, po stiedné hnédé az Cernohnédé odstiny filmti. Kde: 1 piedsta-
vuje nezesitovany film s ptidavkem 10 % plastifikatoru, 2 zndzornuje nezesitovany film
s piidavkem 20 % plastifikatoru, 3 znazornuje film s ptidavkem 16 % GDE, 4 znazorfuje
film s ptidavkem 8 % TG a 20 % plastifikatoru, 5 znazornuje film s pfidavkem 20 % DAC
a 20 % plastifikatoru, 6 je film s pfidavkem 12 % DAS a 15 % zmékcovadla, film 7
s ptidavkem 20 % DCMC a 20 % DAC a posledni obrazek 8 predstavuje film s piidavkem
20 % ADA a 20 % plastifikatoru. Z obrazku je patrné, ze nejsvétlejsi barva byla v ptipadé
filma sitovanych GDE a TG, ktera se nepatrné lisila od referen¢nich nezesitovanych vzor-
ki. Zatimco stiedné hnédé filmy byly pozorovany u filmu sitovany DAC, DAS a DCMC.

Az ¢ernohnédy odstin byl pozorovan u filmu sitovaného ADA.

Obrazek 44: Srovnani barevnosti filmii s hornimi limitnimi hodnotami sledovanych para-

metri ve sSrovndni s nezesitovanymi referencnimi vzorky.
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Zesitované vzorky s maximalnimi ptidavky sitovadel a plastifikatoru byly porovnany na
Obrazku 45 zobrazujiciho zavislost mnozstvi rozpusténého filmu na dob¢ rozpousténi.
Nejvyssi sitovaci ucinek na kolagen-elastinovy hydrolyzat byl pozorovan v ptipad¢ algina-
tového dialdehydu. Sitfovaci G¢inky méla i transglutaminaza a dialdehyd karboxymethyl
celuldzy. Ve srovnani s alginatovym dialdehydem byl vsak sitovaci G¢inek podstatné men-
§i. Film s pfidavkem transglutaminazy byl rozpustén ve 40 minutach, film s pfidavkem
dialdehydu karboxymethyl celulézy ve 30 minutach, coz oproti 480 minutach v piipadé
filmu sitovaného algindtovym dialdehydem je razantné méné. Nebyly potvrzeny sitovaci
ucinky filma sitovanych glycerol diglycidyl etherem a dialdehydem skrobu. Oba filmy byly
rozpustény piiblizné ve stejné¢ dobé jako referencni nezesitované filmy. Film s ptidavkem
dialdehydu celulézy mél mirné niz$i rozpustnost nez referencni vzorky, ale ve srovnani

s transglutamindzou byl rozpustén o polovinu ¢asu rychleji.

Nejucinngj$im sitovadlem pro kolagen-elastinovy hydrolyzat s ohledem na pomalé rozpus-
téni filmu ve vodném prostiedi byl tedy alginatovy dialdehyd, neprokazané sitovaci ucinky
a nejrychlejsi rozpustnost filmu ve vodném prostiedi bylo zaznamenano u dialdehydu

Skrobu.
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ZAVER

Teoreticka ¢ast diplomové prace se zabyvala sitovanim bilkovin chemickymi, fyzikélnimi
a enzymatickymi metodami. Z dostupné védecké literatury byly nastudovany mechanismy a
podminky, béhem kterych se nejcastéji bilkoviny jako kolagen, zelatina a keratin, sit'uji.
Dale bylo studovano, jakymi metodami se zesitované materialy, jako napiiklad filmy, fo-

lie, matrice, membrany, testuji.

Na zékladé téchto poznatkll byly stanoveny cile pro praktickou ¢ast prace. Jako bilkovinny
material byl zvolen kolagen-elastinovy hydrolyzat alkalického typu, pochézejici z hovézich
Slach. Litim byly pfipraveny filmy z 15 % roztoku hydrolyzatu s ptidavkem plastifikatoru a
sitovadla. Byla testovana tato sitovadla: glycerol diglycidyl ether, dialdehyd Skrobu, dial-
dehyd celuldzy, dialdehyd karoxymethylceluldzy, algindtovy dialdehyd a transglutamindza.
Byly sledovany technologické parametry, které by mohly nejvice ovlivnit vlastnosti filmt
(ptidavek sitovadla, zmékcovadla, doba a teplota reakce). Po vysuSeni a kondicionaci fil-
mu byly provedeny testy rozpustnosti ve vodném prostiedi pii pokojové teploté a byly vy-

hodnoceny sit'ovaci u¢inky jednotlivych sitovadel.

Bylo zjisténo, Ze nejvyssi sitovaci ucinek ze vSech pouzitych sitovadel mél alginatovy
dialdehyd. Film s pfidavkem 20 % alginatového dialdehydu a 20 % plastifikatoru (vztazeno
na navazku hydrolyzatu) se rozpoustél 48x pomaleji, nez referencni nezesitovany film

s ptidavkem 20 % plastifikatoru (vztazeno na navazku hydrolyzatu).

U vSech zesitovanych vzorkil bylo pozorovano, Ze se stoupajicim podilem sitovadla
v daném vzorku, rozpustnost filmu klesala. Nebyly potvrzeny sitovaci ucinky u dialdehydu
Skrobu a glycerol diglycidyl etheru. Nejvyssi rozpustnost ze vsech pouzitych sitovadel byla
u filmu s pridavkem 12 % dialdehydu Skrobu a 15 % plastifikatoru (vztazeno na navazku
hydrolyzatu), ktery se rozpustil jiz v 15 minutdch. Film s pfidavkem 16 % (vztaZeno na
navazku hydrolyzatu) GDE byl rozpustén ve 20 minutach, zatimco film sitovany alginato-

vym dialdehydem v 8 hodinach.

Ukazalo se, ze alginatovy dialdehyd pfipraveny oxidaci alginatu sodného s jodistanem sod-
nym, je uéinnym sitovadlem kolagen-elastinového hydrolyzatu a mize byt vhodnou alter-

nativou K tradi¢nim sitovadlim, mezi které patii naptiklad glutaraldehyd. Netoxické G¢in-
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ky pfedurcuji algindtovy dialdehyd k sitovani bilkovinnych matric pro aplikace
V potravinaiském a farmaceutickém primyslu a medicing.
Doporucuji se déle zabyvat studiem sitovani kolagen-elastinovych hydrolyzati, ale i jinych

bilkovin, algindtovym dialdehydem.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ADA alginatovy dialdehyd

AgNO3 dusicnan stiibrny

BDDGE 1,4-butanediol diglycidyl ether

BSE Bovine spongiform encephaalopathy
°C stupen Celsia (jednotka teploty)

CH3COOH kyselina octova

Da g.mol? (jednotka molekulové hmotnosti)
DAC Dialdehyd Skrobu
DAS dialdehyd celulozy

DCMC dialdehyd karboxymethylcelulozy

DSC diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

EDC 1-ethyl-3-(3-dimethyl aminoprophyl) carboimid
EGDE ethylen glycol diglycidyl ether

FTIR infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
g gram (jednotka hmotnosti)

GDE glycerol diglycidyl ether

GLY glycerin

H2SO4 kyselina sirova

HCI kyselina chlorovodikova

KOH hydroxid draselny

min minuta (jednotka ¢asu)

ml mililitr (jednotka objemu)

mm mm (jednotka délky)
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NalO4
NaOH
SEM
TEPIC
uv
wiv

XRD

jodistan sodny

hydroxid sodny

skenovaci elektronova mikroskopie

polyepoxy triglycidyl isokyanurat

ultrafialové zareni

weight/volume — hmotnost/objem (jednotka koncentrace)

rentgenova difrakcni analyza
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