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ABSTRAKT

Bakalafska prace pojednava o ptiprave a sitovani hydrogelli na bazi klihu a zelatiny pomo-
ci oxidovaného polysacharidu dialdehydu karboxymethylcelulosy (DCMC). Teoreticka
¢ast popisuje hydrogely, jejich pouziti a vlastnosti. Déle je zde popsano fyzikalni i chemic-
ké sitovani hydrogelti. Stru¢né je zde popsana vyroba, vlastnosti a pouziti zelatiny.
V experimentalni ¢asti je popsana piiprava sitovadla DCMC a vyzkouseni situjicich ucin-
kt na veptrové Zelating a klihu. Sit'ujici Gc¢inek byl zjistovan zménami pevnosti gelu, jak u
zelatiny, tak u klihu. Vyhodnoceni experimentu bylo provedeno faktorovymi schématy a

navrhly se optimalni podminky pro sitovani.

Kli¢ova slova: klih, Zelatina, hydrogel, sitovani, DCMC, optimalni podminky, pevnost

gelu

ABSTRACT

Bachelor thesis deals with preparation and crosslinking of hydrogel based on glue and ge-
latin using oxidized polysaccharide dialdehyde carboxymethylcellulose (DCMC). In the
theoretical part describes of hydrogels, their uses and properties. The work describes of
physical and chemical crosslinking hydrogels. The production, properties and use of gela-
tine is describes as well. The experimental part describes the preparation of a DCMC
crosslinking and the testing of crosslinking effects on gelatin and glue. The crosslinking
effect was determined by changes in gel strength, both in gelatin and glue. The evaluation
of the experiment was performed by factorial schemes and optimal conditions for crosslin-

king by suggested.

Keywords: glue, gelatin, hydrogel, crosslinking, DCMC, optimal conditions, gel strenght
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UvVOD

Hydrogely jsou piirodnimi latkami, které maji trojrozmérnou strukturu sité. Maji zna¢nou
tendenci botnat. Vyuziti je velice pestré. Pouzivaji se v biomedicinskych, tak i ve farma-
ceutickych aplikacich, kde slouzi jako nosi¢ pro podavani 1¢kl s fizenym uvoliovanim.
Dale maji vyuziti k aplikaci na povrch téla pacienta, jako jsou napiiklad obvazy na popale-
niny ¢i naplast na podavani 1é¢iv. Vyuzivaji se ve tkanovém inzenyrstvi jako scaffoldy pro
rust bun€k. MoZnosti pouziti také nachédzeji v zemédélstvi k zachytavani vody a zvlh¢ovani

pud v okoli kofenti rostlin.

V dnesni dob¢ je nejlepsi alternativa na misto klasickych obvazl aplikovat na hojeni ran
hydrogelové obvazy. Lépe hoji rdnu a to na zaklad¢ udrZzovani stalé vlhkosti a uvoliiovani
1écive latky. Déle zamezuji infekcei, kterd by mohla vzniknout pti kontaktu s vnéjSim pro-
sttedim. Pacient neni obvazem nijak omezen a jeho komfort je lepsi jak u standardniho

obvazu. Hydrogelovy obvaz zmirniuje bolest a teplotu v okoli poskozené tkané.

Hydrogely lze pfipravit sitovanim polymert a to fyzikdlnim nebo chemickym zplsobem,
ale je mozné provedeni sitovani i kombinovanym zpisobem. Daji se sitovat pfirodni tak 1

syntetické polymery,

Cilem bakalatské prace bude posoudit moznosti sitovani zelatinovych hydrogela z Zelatiny
a klihu oxidovanym polysacharidem DCMC. Modulace a vyhodnoceni experimentu bude
provedeno faktorovymi schématy. Bude se sledovat ptidavek sitovadla, doba reakce a vliv

teploty na pevnost gelu. Néasledn€ budou navrzeny optimalni podminky k sitovani gelu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 HYDROGELY

Hydrogely neboli gely l1ze klasifikovat jako troj rozmérné makromolekularni systémy, kte-
ré botnaji, az do rovnovazného stavu, aniz by nastalo jejich rozpusténi. Maji schopnost
absorbovat velké mnozstvi biologickych tekutin nebo vody. Proto nasly velké uplatnéni ve
farmacii a mediciné pfi hojeni ran. Maji velmi dobré mechanické, fyzikalni i chemické
vlastnosti v nabotnalé fazi. Pro vznik samotného hydrogelu jsou potfeba, aby vznikly

v jeho struktufe intramolekularni vazby. [1]

Hydrogel lze povazovat za material ten, ktery je slozeny z hydrofilni vicefazové polymerni
smési. Smes miize mit vlastnosti jak kapalné latky, tak i pevné latky. Struktury jsou nejcas-
t&j1 trojrozmérné sité polymernich fetézci, které kompletné spojuji tii odliSné faze. Jednot-
livymi fazemi jsou kapilarni voda (voda v meziprostoru), pevné polymerni sité¢ matrix a
urc¢ité druhy iontl. Mikroskopicka struktura hydrogelu je popsana ve schématu na obrazku

& 1.12]

intersticialni kapalna faze

pohyblivy anion
pohyblivy kation

stabilni nabite skupiny

O © O ®

nedisociovane
ionizovane skupiny

/ zesitény fetézec
zesiténi

Obrazek €. 1: Schéma mikroskopické struktury nabitého fetézce hydrogelu [2]

Hydrogely jsou latky, které maji schopnost zna¢né botnat diky hydrofilnosti ve své mole-
kule. Nabotnava az do urcitého stupné, ktery je pro néj maximalni, coZ se nazyva nabotna-
ni do rovnovazného stavu. Lze jej dosdhnout vlozenim hydrogelu do vodného nebo fyzio-
logického roztoku po definovanou dobu pusobeni. Na struktufe se to projev proniknutim

kapaliny mezi jednotlivé fetézce hydrogelu, které kapalinu zadrzi. [3]
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1.1 Rozdéleni hydrogeli

Lze je rozd¢lit do nékolika skupin a klasifikovat podle mnoha hledisek, které je znazorné-

no na obrazku ¢&. 2.

Neionické Kationické Anionické Amfoterni

lontovy charakter

Prirodni
Pavod ZpUsob pfipravy Homopolymery
Syntetické
Hydrogely | Kopolymery
SmisSené
Vzajemné se
prostupujici
~ polymery
Zasiténi Biologicka
Chemické odbouratelnost
Odbouratelné
Fyzikalni

Neodbouratelné

Obrazek €. 2: Rozdéleni hydrogelt na zaklad¢ riznych parametrt [4]

1.1.1 Podle piivodu

Nejzakladnéjsi rozde€leni viibec je podle ptiivodu jejich slozek. Délime je na ptirodni hyd-
rogely, jejichz zékladni slozky jsou pfirodni polymery (chitosan, kolagen) a syntetické
hydrogely, které jsou tvofeny syntetickou casti (polyethylen, poly-hydroxy-1-ethylen).

Dale jsou zde smiSené hydrogely, které jsou kombinaci pfirodnich a syntetickych latek. [5]

1.1.2 Podle pFipravy

Podle metody piipravy Ize hydrogely rozdélit na homopolymery, kopolymery a vzajemné
se prostupujici polymery. Homopolymer vznika polymeraci jednoho druhu hydrofilniho

monomeru, zavisi na povaze monomerni jednotky a na pozité polymeracni technice. Hyd-
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rogely sestavajicich z kopolymert, jsou sloZzeny ze dvou ¢i vice druhit monomera. Alespoil
jeden, by vS§ak mél mit hydrofilni ¢ast. Monomery, které tvoii kopolymer, mohou byt uspo-
fadané v alternujici nebo statistické konfiguraci. Vzajemné se prostupujici polymery vzni-
kaji slozenim dvou ¢i vice polymernich jednotek. Polymerni jednotka mtize byt sloZzena jak
homopolymerni, tak i kopolymerni ¢ésti. Jednotky se mezi sebou prolinaji a alespon jedna

je sitovana nebo syntetizovana v blizkosti ostatnich polymernich jednotek. [6, 7]

1.1.3 Podle charakteru iontového naboje

Hydrogely l1ze rozdélit na zdkladé€ charakteru vedlejSich skupin iontového naboje na neio-
nické (neutralni) a ionické (iontové), které se dale déli na kationické, anionické a amfoter-
ni. Za nasledek botnani u neutralnich hydrogelti mize termodynamické miseni vody s elas-
tickym polymerem. Pfi této reakci se uvoliluje energie. Botndni u iontovych polymeri je
ve zna¢né mife ovlivnéno také iontovou interakci mezi volnymi ionty a nabitymi polyme-
ry. Obsahuji iontové skupiny, jako jsou napiiklad karboxylové kyseliny, které diky své

hydrofilnosti absorbuji vétsi mnoZstvi vody. [8, 9]

1.1.4 Podle druhu zasiténi

Hydrogely dale mizeme na zéklad¢ jejich zasiténi rozdélit na chemické hydrogely, které
jsou zasitovany kovalentnimi vazbami a na fyzikalni hydrogely, né€kdy taky oznafované
jako reverzibilni hydrogely. Fyzikalni hydrogely jsou drZzeny pospolu slabymi sekundarni-
mi vazbami (van der Waalsovy sily, elektrostatické interakce), nebo pomoci molekulovych
spleti ¢i vodikovymi vazbami. Tyto vSechny interakce jsou reverzibilni a mohou byt vazné

naruseny jen nepatrnou zménou fyzikdlnich podminek. 8, 9]

1.1.5 Podle biodegradability

Z hlediska biodegradability se hydrogely daji rozdélit na odbouratelné (rozlozitelné) a ne-
odbouratelné (nerozlozitelné). Zavisi na druhu vychozich latek, které byly pouzity pii pii-
pravé hydrogelu. Syntetické latky jsou vétSinou nerozlozitelné nebo velice Spatné rozlozi-
telné. Pfirodni latky jsou pfevazné dobte rozlozitelné, proto této vlastnosti se hojné vyuzi-
va pii aplikaci v medicinské oblasti. Takto rozlozitelné hydrogely nemusi byt pacientovi

vyjmuty z t€la a rozlozi se samy za ptisobeni okolniho prostiedi. [10]
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1.2 Hydrogely na bazi prirodnich polymert

Biopolymery jsou oznacovany piirodni latky, které se nachazi v zivych organismech a mi-
kroorganismech v ptirodé. Jedny z ptikladi pfirodnich polymert mzou byt naptiklad al-
ginaty, Zelatina, kyselina hyaluronovd, kolagen, chitosan a dalsi. Pfirodni polymery Ize i
kombinovat se syntetickymi polymery, jakymi jsou napiiklad polyvinylalkohol, polyvinyl-
pirolidin, polyethylenglykol. Biopolymery maji velmi pfesné prostorové uspotradani a jsou

jasn¢ definované zakladnimi stavebnimi jednotkami. [11,12]

1.2.1 Zelatina

Zelatina je oznalovéana za jeden z biopolymert. Je prohlednd, az lehce naZloutlda pevna
latka. Nevykazuje se Zadnou chuti ani zdpachem. Obsahuje 19 aminokyselin, které jsou
mezi sebou spojovany peptidovou vazbou. Vyroba se provadi alkalickou nebo kyselou
hydrolyzou kolagenu. Zelatina botna ve vodnych prostiedich a utvaii gely jiZz pii pokojo-
vych teplotach. Vodikové mustky v molekule ddvaji moznosti Zelating utvaiet pravé tyto

gely. [13, 14]

Je nekarcinogenni, netoxickd a lze ji biologicky degradovat. Tyto vlastnosti ji pravem za-

fadily do biomedicinské a farmaceutické oblasti, kde nasla Siroké uplatnéni. [11]

1.2.2 Alginaty

Alginaty jsou kopolymery o-L-guluronové kyseliny a B-D-mannurové, které jsou spojeny
B-(1,4)-glykosidickymi vazbami. Nachéazi se v pfirodé¢ v hnédych motskych fasach, nazy-
vané chaluhy, kde plni strukturni funkci v pevné sténé. Alginat vSak lze ziskat i z bakterii
rodu Pseudomonas a Azobacter ve formé& extracelularnich polysacharidf, kde plni funkci

ochranné vrstvy spor. [13]

Maji také schopnost vytvaret termostabilni filmy a gely. Tvorba gelu je zplisobena reakci
dvojmocnych kationtti a karboxylovych skupin v molekule. Alginatové gely nasly uplatné-

ni v fad¢ aplikaci, jakymi jsou naptiklad farmacie, biotechnologie, medicina a jiné. [14]

1.2.3 Kyselina hyaluronova

Je jedna z hlavnich intracelularnich latek pojivovych tkani, kde plni funkci lubrikaci klou-
bt, rist bungk ¢i diferenciaci bun¢k. Kyselina hyaluronova je signalni molekula, protoze se

ucastni imunologickych procest. Jedna z vyhod je, ze umi na sebe navazat velké mnozstvi
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vody, tudiz velmi dobte hydratuje tkan. Ma velmi dobrou antioxida¢ni schopnost. Moleku-
la kyseliny hyaluronové je slozena z B-N-acetyl-glukosaminu a B-D-glukuronové kyseliny,
které jsou mezi sebou vazany B-(1,3)-glykosidickou vazbou. Molekula nevykazuje rozvéet-

veny charakter. [13, 15]

Postup piipravy kyseliny hyaluronové lze provést enzymatickou syntézou enzymu hyalu-
ronsynthasa. Dal$i ze zpisobil pfipravy je z kohoutich hiebinkli nebo pupecéni Sitiry. Po-
stup je takovy, ze se materidl zmrazi a nasekd na jemné kousky, néasledné se extrahuje
ethanolem s pfidavkem vody, chloroformu a cetylpyridinium chloridu. Na konec se ziska-

ny material podrobi tiprave pH. [16]

Vyuziti kyseliny hyaluronové je velice pestré. Vyuziti nalezla pii sitovani geld, které jsou
velmi elastické. Dalsi uplatnéni nalezla v medicinské a farmaceutické oblasti, napiiklad

jako nosi¢ latek, které maji fizené uvoliiovani. [17]

1.2.4 Chitosan

Chitosan je netoxicky, ma velice dobré biologické vlastnosti. Je biokompatibilni a biode-
gradabilni. Chitosan je hlavni derivat chitinu, ktery je linedrni semikrystalicky polysacha-
rid. Je sestaven z N-acetyl-B-D-glukosaminem, ktery je spojen B-(1,4)-glykosidickou vaz-
bou. [13, 18]

Nejcastéji se vyrabi alkalickou deacetylaci chitinu pomoci hydroxidem sodnym. Dalsi vy-

roba je enzymatickym piisobenim N — deacetylasy. [18]

Na zéklad¢ jeho vlastnosti si nasel uplatnéni ve farmaceutickém a medicinském pramyslu,
kde slouZi jako latka na transport 1é€iv s cilenym uvoliiovanim. Dal$i vyuZiti nasel chitosan
pii konzervaci potravin a kosmetice. M4 také uplatnéni pii impregnaci textilu a ¢isténi vod.

[15, 18]
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2 SITOVANI HYDROGELU

Hydrogely jsou polymerni latky, které maji ve své molekule polymerni stény s hydrofilni-
mi vlastnostmi. Je vSak mozné k témto hydrogelim piidat slozku s hydrofobnim polyme-
rem. Po pfidani této slozky se zlepsi jak jeho vlastnosti, tak i samotné polymerni sit’ je sta-
bilngjsi a to zejména ve vodném prostiedi. Takové sitovani Ize provadét fyzikalnim nebo

chemickym zpiisobem. [19]

Béhem sitovani méni polymerni fetézec molekulovou hmotnost a modifikuje své vlastnos-
ti. Pti vétsi molekulové hmotnosti mé polymerni sit” lepsi fyzikélni i chemickou odolnost,
je vice mechanicky houzevnaty a ma vyssi bod tani. Pro sitovani jsou zapotiebi, aby feté-
zec mél chemicky aktivni skupiny, jakymi jsou naptiklad aniontové (—NHz2), hydroxylové
skupiny (—OH), nebo karboxylové (-COOH), které jsou schopny reagovat s danym

sitovadlem. [9]

2.1 Fyzikalni siCovani

K fyzikalnimu sitovani neni potfeba zZadné sitovaci ¢inidlo ¢i sit'ujici latka. Sitovani pro-
biha plisobenim vnéjSich podminek, jako jsou kupftikladu chlazeni ¢i ohiev. Mezi velké
vyhody fyzikéalniho sitovani paii skutecnost, ze se obejdou bez sitovaciho €inidla, které
mohou byt i v nékterych piipadech toxického charakteru, nebo mizou mit vliv na integraci
urcitych latek. V ptipadé€, kdyZ by mélo sitovadlo tento charakter, muselo by se z hydroge-
lu vymyvat. Vazby uplatiiujici se pfi fyzikalnim sitovani jsou naptiklad van der Waalsovi
sily, hydrofobni vazby, elektrostatické sily a vodikové mustky, které jsou diky vazebné
energii nejsiln€jsi. Velka nevyhoda je vSak ta, ze tyto sekundarni vazby nemaji velkou va-

zebnou energii, coZz ma za nasledek zhorSenou mechanickou odolnost. [3, 20]
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Obrazek ¢. 3: Sitované gely; (a) silny gel, (b) gel se submikroskopickymi krystalickymi

oblastmi, (c) gel tvoieny spleteninami fetézce [21]
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Déleni na zéklad¢ intenzity a struktury fyzikalni sit¢ mizeme rozdélit gely na silné a slabé.
Silné gely byvaji spojeny v takzvanych uzlovych bodech napevno a jsou pruzné. Slabsi
gely jsou pruzné a elastické jen pii malych hodnotach mechanického napéti. Nevratna de-

formace nastane, pokud dosdhnou statické meze toku. [4, 22]

2.2 Chemické sitovani

U hydrogelt sitovaného chemickou cestou vznikaji kovalentni a dokonce i iontové vazby.
Provadi se polymeraci funkcénich skupin hlavniho polymerniho fetézce radikdlovou poly-
meraci. Lze provést i sitovani pomoci chemické reakce, jako je napiiklad kondenzace.
Dale je mozno provést sitovani pomoci sitovaciho ¢inidla, u kterého se méni parametr
koncentrace sitovadla a rizné nastavovani doby sitovani v zavislosti na daném stupni sit'u-

jici reakce. [23]

chemicke
WEZ by

cligomern
mustiy

Obrazek €. 4: Znazornéni kovalentniho zasitovani [21]

Je mnoho zptsobii chemického sitovani. Mezi nékteré metody patii zesiténi pticnymi vaz-
bami, pii které se vyuziva radikalové polymerace monomeru s nizkou molekulovou hmot-
nosti nebo rozvétvenych homopolymert nebo kopolymert v pfitomnosti $it'ujiciho ¢inidla.
Tento typ reakce se provadi v roztoku urcené predevsim pro medicinské a biologické apli-

kace. [8]

Dalsi metoda je kopolymeracni reakce, ktera se vyuziva k produkci geli na bazi polymeru.
V reakcich se vyuziva anionické i radikélni iniciatory. Napfiiklad takovymi iniciatory mi-

Zou byt benzoyl peroxid, azobisisobutyronitril. Timto postupem se vyrabi mnoho geltl. [8]

Jedna z nejnovéjSich metod je sitovani za pouziti enzymt. Jde o syntézu hydrogelu polye-
thylenglykolu (PEG) pomoci enzymu. Enzym katalyzuje reakci a nésledné vytvoii amido-
vou vazbu mezi jednotlivymi polymery. Vysledné vlastnosti tak vzniklého gelu 1ze regulo-

vat zménou poméru enzymu (lysinu) a PEG. [8]
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Metoda zasiténi pomoci vysoko energického zateni, je takova metoda, pfi niz se vyuziva
gama zareni a zafeni elektronovych paprskd pro polymeraci nenasycenych slouc¢enin. Po-
lymery, které jsou rozpusténé ve vod¢ a derivatizované vinylovymi skupinami se daji pie-
vést na hydrogely za pouziti vysoko energického zareni. Mohou vsak byt sitovany i poly-
mery bez vinylovych skupin. Pisobenim paprskil na roztoky polymeru se tvofi radikaly.
Rekombinaci téchto radikalt vede ke vzniku kovalentnich vazeb, které maji za nasledek

zesitovani gelu. Nevyhoda pfi této metod¢ je vSak poskozeni daného prostredku. [8]
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3 ZELATINA

Zelatina je modifikovany kolagen, ktery neni pfili§ odolny proti proteazam (skupina enzy-
mu Stépici proteiny). Ma také nizsi stupen uspofadani. V technické praxi se zavadi pojem
Zelatina jen pro rozpustné produkty a slozky, které maji svétlejsi zbarveni a vysokou vis-

kozitu. [24]

3.1 Vyroba

Zelatina je kolagen z ¢astecné hydrolyzovanych ki, pojiv, vazovic a kosti zvitat. V dnes-
ni dob¢ jsou vSak pro vyrobu pouzity vyhradné veptrové a hovézi kize a kosti. Pii vyrobé
zelatiny se v praxi vyuzivé kysely nebo alkalicky zptisob, nebo jejich vzijemnéd kombina-

ce. [24]

ror v

Vyrobni postup pro ziskani zelatiny se skladé z nasledujicich kroku:

= predpirani surovin

" nafezani surovin

» korekce surovin vapnénim a pisobenim kyselin
* prani a vafeni

= filtrace

= zahuSténi Zelatinovych vod

* naformovani zelatiny

= suSeni zelatiny [24]

3.1.1 Vyroba Zelatiny alkalickym zpiisobem

Tento zpiisob je vhodny ke zpracovani hovézi kiize a jinych zdroji kolagenu, kdy jate¢ni
zvifata byla pomérné stard. Pfi procesu jsou hovézi klize nakrdjené na malé kousky a do-
statecné€ povapnéné, proprany a pravidelné maceny ve vapenném mléce. Kiize se v koupeli,
které¢ ma pH mezi 12—13 uchovava po dobu 2 az 4 mésict. Tato uprava znic¢i rohovinu ki-
ze a zmydelni tukové ¢astice. Faze vapnéni spociva v tom, Ze struktura kolagenu se uvolni
pfi botnani, coZ mé za nasledek snadnéjsi vniknuti roztoku dovnitf systému a za pisobeni
horké vody se sndze prevede kolagen do roztoku. Diky vysokému pH se surovina souc¢asné
konzervuje. Kolagen se déle propira a okyseli na pozadované pH, které ma vliv na vysled-
né vlastnosti produktu. Pii vypirani se kolagen zbavi vdzaného vépna, necistot a uvolné-

nych nebo odbouranych soucasti bilkovin. Kolagen se dale zahiiva od 50 °C k bodu varu,
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aby doslo k nasledné solubilizaci a denaturaci. Ziskaji se roztoky o rtizné koncentraci a

kvalité. Alkalickym zptsobem se ziska produkt nazyvany zelatina typu B. [25]

3.1.2 Vyroba Zelatiny kyselym zptisobem

Pomoci kyselého zpiisobu se zpracovavaji rybi a veptové ktze, ale daji se pouzit i pii vy-
rob¢ Zelatiny z kosti. Klize se po rozifezani a oprani vlozi po dobu 24 az 48 hodin do kyselé
lazné, ktera ma pH hodnotu pftiblizn€ 1,5. Po vyndani z kyselé 1azn¢ se kiize oplachnou
¢istou vodou. Déle se vlozi do varnych kadi z nerez oceli, kde probéhnou horkovodni ex-
trakce. Nej€ast&ji byvaji tfi extrakce. Surovina je dale zahfivana od 50 °C k bodu varu, jak
tomu bylo u alkalického zptisobu. Znovu se ziskaji roztoky o rtizné kvalit€¢. Takovymto

zpusobem se ziska Zelatina typu A. [25]
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3.2 Vlastnosti

Zelatina je priihlednd, kiehka, pevna latka, svétle Zzluté barvy, bez chuti a bez zapachu. Po
vloZeni do studené vody, hydratuje a vznikaji oddélené nabotnalé ¢astice. Je amfoterniho

charakteru, coz znamen4, ze se podle pH ve vodném roztoku chové jako zasada nebo jako
kyselina. [26]

Je Cistd, lehce stravitelna bilkovina. Je slozena z 18 aminokyselin, které jsou vyobrazeny
v tabulce €. 1. Aminokyseliny jsou zdkladni stavebni kameny rliznych druht proteint (bil-
kovin). Aminokyseliny se spojuji dale do fetézci. Lidsky organismus dokaze z proteinti
vytvotit vS§echny potfebné aminokyseliny, které jsou nezbytné pro zivot. Pro Cloveka je
zivotné dilezité pfijimat 10 esencialnich aminokyselin. Zelatina obsahuje viechny esenci-

alni aminokyseliny, kromé tryptophanu. [24]

Aminokyscliny g aminokyseliny ve Aminokyscliny g aminokyseliny ve
100 g Zelatiny 100 g zelatiny

Glycin 223 Leucin 2,8
Prolin 13,6 Valin 2,4
Hydroxyprolin 11,4 Fenylalanin 2,2
Kys. glutamova 9,6 Threonin 1,9
Alanin 9,1 Isoleucin 1,2
Arginin 7,7 Histidin 0,9
Kys. asparagova 5,7 Hydroxylisin 0,9
Lysin 3,5 Methionin 0,8
Serin 3,5 Tyrosin 0,5

Tabulka €. 1: Jednotlivé zastoupeni aminokyselin ve 100 g Zelatiny [24]

Tvorba teplotné reverzibilnich geli ve vodném roztoku je jedna z pfednich vlastnosti Zela-
tiny. Silu Zelatinového gelu vyjadiuje Bloom hodnota. Méfeni pevnosti gelu se provadi

pomoci ptistroje, ktery se nazyva Bloomuv gelometr. [26]
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3.3 Pouziti

Vyuziti zelatiny je velice pestré a déli se typy zelatiny na pouziti v ur¢ité¢ praxi. Jedny
z nejvyznamnéjSich oblasti, kde 1ze Zelatinu pouzit je potravinarsky pramysl (vyuziva jed-
lou zelatinu), farmaceuticky primysl (farmaceutické Zelatina), fotograficky pramysl (foto-
graficka Zelatina) a technické aplikace (technicka Zelatina). Zelatina jde dale upravovat a
rizn¢ modifikovat podle konkrétni aplikace a dé se ptipravit takika na miru, kde bude pou-

sita. [27]

3.3.1 PouZziti ve farmaceutickém prumyslu

Zelatina pouZita ve farmaceutické oblasti je podobna Zelating pouZivané v potravinafstvi.
Vyuziva se napiiklad pti vyrobé tvrdych (HGC) a mékkych (SGC) zelatinovych kapsli na
Iéky nebo jako pojivo €¢i nosi¢ farmaceutickych tabletovych latek. Vyuziti také nalezla pti
zastaveni vnitiniho krvaceni po trazech a také na povrchové vytvrzeni obvazl na zlomeni-

ny a rany. [27]

Zelatinové tobolky jsou réizného tvaru a nabyvaji riiznych velikosti. Naptiklad peroralni
tobolky jsou naplnény jednou lé¢ivou latkou a jsou urcené ke vstiebavani v traktu pacienta.
Zakladnimi stavebnimi slozkami takovychto tobolek je Zelatina, sorbitol nebo glycerol,
barviva a voda. Sorbitol nebo glycerol plni funkci zmék&ovadla, Zelatina je polymerni no-
si¢ a voda funguje jako rozpoustédlo. Tobolka musi byt sestavena tak, aby nedochdzelo
k reakci obsahu tobolky se sténou, ktera by se mohla narusit. Déle je velice nutné, aby se
sténa tobolky rozpustila az v gastrointestinalnich §tavach a obsah 1é¢ivé slozky se mohl
lehce uvolnit. Tobolky se déle dé€li na mekké, tvrdé enterosolventni a s fizenym uvoliiova-

nim. [26, 28]

Dalsi vyuziti Zelatiny ve farmaceutickém pramyslu je v podobé ¢ipki, expandért plazmy,
zelatiny v emulzi, zdravotnich bonbont nebo tablet, vnéjsi aplikace 1€kt a roztoky na

uchovani semene pro oplodnéni dobytka. [26, 27, 28]

3.3.2 Pouziti v potravinarském prumyslu

V potravinaiském primyslu se vyuziva jedla Zelatina, ktera je jedna z nejkvalitngjsich ze-
latin. V posledni dobé je prave potravinaisky pramysl, kdo je nejvétSim spotiebitelem Zela-
tiny. Pii jeji vyrob¢ se musi dbat na dodrzovani Cistoty a peclivé provadét kontrolu kvality,

jinak by znehodnocena Zelatina byla oznacovana jako technicka Zelatina. [27]
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Oblasti pouziti potravinaiské Zelatiny jsou cukrovinky, kde ji miizeme nalézt v Zelatino-
vych bonbonech, marSmelou, 1ékofice a karamely. Déle je miizeme objevit v rybich a mas-
nych vyrobcich, jakozto pfi vyrobé Sunek, aspikii a dekora¢niho zelé. Pouziva se i jako
zahust'ovadlo nizkotu¢nych vyrobki a jako stabilizator do krémi na dezerty. Vyuziti na-
lezla i1 v cukrafstvi jako stabilizator naslehu, zamezeni tvorby ledovych krystali a pojivo.

Zelatina dodava pocit plnosti v ustech a pozadovanou konzistenci. [25]

3.3.3 Pouziti v technické oblasti

Na technickou Zelatinu nejsou kladeny tak vysoké naroky na Cistotu a kvalitu, jak tomu je
u potravinafské a farmaceutické Zelatiny. Uplatnéni této zelatiny je velice pestré. Maji

hnéd¢ az svétle nazloutlé zbarveni. Dodéavaji se ve formé perli¢ek, zrn ¢i Supin. [27]

Technické Zelatina nalezla uplatnéni pii vyrobé papiru a jeho potahovani, fotografickym
papirim, dale pti upravé povrchu a velikosti tkanin z vlaken acetatového a umélého hed-
vabi, nebo uprava slaménych kloboukti. Uplatnéni nalezla také v kosmetice jako stabiliza-
tor krémt. Lze ji pouzit i jako adhezivum, které lze vyuzit pti vyrobé¢ otiskil, vyrobé zna-

mek a etiket. [26, 29]
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

4 CIiLPRACE

Cilem této bakalatrské prace bylo posoudit vliv ucinkt sitovani dialdehydu karboxyme-
thylceluosou (DCMC) vzorky hydrogelii z kostniho klihu a veptové zelatiny typu A. Mo-
dulace a vyhodnoceni experimentu bylo provedeno faktorovymi pokusy. Uginky sitovani
byly sledovany zménou pevnosti gelu, podle standardni metodiky ASTM. Vyhodnotily se

optimalni podminky pro sitovani zelatinového a klihového gelu.
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5 PRISTROJE, MATERIALY A METODY

5.1 Pouzité pristroje

= Stevens - LFRA texture analyser
* Magnetické michadlo IKA C-MAG HS 7

* Dalsi drobni laboratorni vybaveni, kddinky, odmérné valce, muflova pec exsikator,

vahy, vyvéva, Petriho miska.

- X

Obrazek €. 5: Stevens - LFRA texture Obrazek ¢. 6: Magnetické michadlo
analyser IKA C-1

5.2 Pouzité materialy a chemikalie

»  Karboxymethylceluosa (CMC, E466, Penta Chrudim)
* Destilovana voda

= Kostni klih

= Zelatina (z vepiové kiize, typ A, Sigma-Aldrich)
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= Jodistan sodny NalO4 (M, = 213,89 g/mol, Penta Chrudim)
=  Kyselina sirova HSO4 (M, = 98,08 g/mol, Penta Chrudim)
= Ethanol C;HcO (M; = 46,08 g/mol, Penta Chrudim)

5.3 Metoda méreni pevnosti gelu

Do standardisované nadoby na meéfeni pevnosti gelu se navazilo 7,50+0,01 g zelatiny a
pridalo se 105+0,2 g destilované vody pii 25+2 °C, za neustalého michani sklenénou ty-
¢inkou. Nadobka se vzorkem se vlozila do horké vodni 1azné o teploté 50-60 °C za neusta-
1ého michani na magnetickém michadle. Po rozpusténi vzorku se nadobka nechala stat pii
pokojové teploté 10 —15 minut, aby se teplota vytemperovala. Nadobka se vzorkem byla

poté inkubovana pii teploté 10,0+0,1 °C po dobu 16—18 hodin.

Me¢fteni pevnosti gelu vyZadovalo pfedcasné zahtati méficiho stroje LFRA, ktery je zndzor-
nén na obrazku ¢. 5. Vzorek se po inkubaci okamzité¢ umistil co nejblize pod méfici pist

pristroj a spustilo se méfeni tlacitkem start.

Gelova pevnost Zelatiny je hlavnim méfitkem tuhosti gelu vytvofeného z 6,67 % roztoku
pfipravené¢ho podle urcitych pfedem stanovenych podminek. Bloom hodnota je méfitko
sily (vahy), pozadované pro stlaceni pfedepsané plochy. Povrch vzorku Zelatiny je ve vzda-

lenosti 4 mm. M¢feni pevnosti gelu bylo provedeno podle metodiky GMIA. [30]

5.4 Metoda stanoveni obsahu suSiny

Stanoveni obsahu bylo provedeno nepiimou metodou a to tak, Ze se vzorek susil pfi teploté
103+1 °C do konstantni hmotnosti. Kazdé stanoveni bylo provedeno 3X, ze které¢ho se

brala priimérna hodnota.

Vypodet pro obsah suSiny:

S= :—lxwo (1)

kde: S — obsah suSiny ve vzorku [%]
m; — hmotnost vzorku po suseni [g]

m; — hmotnost vzorku pied susenim [g]
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5.5 Metoda stanoveni obsahu popelovin

Stanoveni obsahu popelovin bylo provadéno tak, ze navazka vzorku byla umisténa do por-
celanového kelimku, ktery se pomalu spaloval nad kahanem do uplného zuhelnaténi. Poté

byl vzorek zihan 120 minut v muflové peci pii 650+4 °C.

Vypodet pro obsah popelovin:

_m
P= 1100 2)

kde: P — obsah popelovin ve vzorku [%]
m; — hmotnost vzorku po zihani [g]

m, — hmotnost vzorku pied zihanim [g]
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6 POSTUPPRACE

6.1 Priprava sitovadla

Nejprve bylo navazeno 10 g karboxymethylceluosy (CMC), které se smisilo s 200 ml vody
v Erlenmayerové baiice o objemu jednoho litru. CMC se rozpoustéla velice Spatné€, ale
postupnym michanim se rozpustila a vytvofila velice husty gel, ktery se ¢astecné rozrazil
ruénim michanim sklenénou tycinkou. Gel nebylo mozno zahtivat pro ulehceni postupu

prace.

Ke gelovité smési bylo postupné pfilito 100 ml 11 % - tniho roztoku NalO4. Ten byl pfi-
praven navazenim 11 g NalO4 do 100 ml baiiky. Baiika se poté doplnila destilovanou vo-
dou po rysku. Nadoba se smési se obalila alobalem, nebot’ reakce s NalO4 probiha ve tmé.
Obsah banky se musel michat ru¢né ty¢inkou, protoze viskozita smési je znan¢ velika.
Dale bylo upraveno pH smési na hodnotu 3,3+0,2. Pro Gpravu pH se pouzila 3 M H,SO,.

Spotieba Cinila 2 ml.

Po upraveni smési se zlehka uzaviela baiikku zatkou a umistila na tfepacku do inkubatoru
po dobu 4 h pii 35 °C. Po probéhnuti reakce vznikl roztok s velmi malym mnozZstvim ne-

v v

toty na Buchnerové nalevce.

Dialdehyd karboxymethylceluosy (DCMC) byl ziskal tak, Ze se smé&s postupné vlévala do
500 ml ethanolu za neustdlého michéni na magnetickém michadle. Vznikla tak sraZenina
DCMC, ktera se odfiltrovala na velkém fritovém kelimku S1 nejprve za atmosférického
tlaku a poté pomoci odsavacky. Nasledné byla z fritového kelimku DCMC vybrana 1Zi¢kou
do velké kadinky. Poté se kadinka zalila ethanolem, dikladn€ promichala a nechala chvili
stat. Posléze bylo potieba, jesté jednou promichat kadinku a piefiltrovat pies fritu S1. Stej-
ny postup proplachovani ehtanolem byl nasledovné pouZit jesté tfikrat. Treti proplachnuti

DCMC bylo provadéno piimo na frité.

Nyni bylo potieba, vysusit DCMC. To bylo provedeno tak, ze se DCMC rozetiela v tenké
vrstvé na Petriho misku a nasledovalo suseni 24 h pti 35 °C v susarné€ s mirnou cirkulaci
vzduchu. Vysusena DCMC byla poté rozetiena na prasek pomoci tieci misky. Mnozstvi
ziskané DCMC ¢inilo 10,5 g. Nasledné byla DCMC uchovéna v ptislusné nadobce a ulo-

Zena na misto zamezujici kontaktu se svétlem.
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Ptiprava DCMC se provadéla podle ptipravy LI, Hongli, Bo WU, Changdao MU a Wei

LIN. [31] Reakéni schéma je uvedeno na obrazku €. 7.

0—-C-COONa

CMC

D.-.

[ n NalOg

—_—

0-C-COO0H il

DCMC

Obrazek ¢. 7: Schéma reakce oxidace karboxymethylceluosy (CMC) s jodistanem sodnym
(NalOy) za vzniku dialdehydu karboxymethylceluosy (DCMC) [32]
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6.2 Sitovani geli

Do standardizované nadoby na meéfeni pevnosti gelu bylo navazeno 7,50+0,01 g vzorku
zelatiny a postupné piidano 105+0,2 g studené destilované vody. Poté se systém zacal za-
hiivat ve vodni 14zni na teplotu 50 °C po dobu, nez se klih ¢i zelatina zcela nerozpustila.

Rozpusténi trvalo ptiblizné 15 minut u vzorku klihu a 20 minut u vzorku Zelatiny.

Nasledn¢ se ke smési ptisypalo sitovadlo v mnozstvi podle Faktoru A a pokracovalo se
v michani pfi stejné teploté 1azn€¢ do kompletniho rozpusténi sitovadla. Nadobka se poté
nechala stat pti pokojové teploté k probéhnuti sit'ujici reakce po dobu podle Faktoru B. Po
uplynuti sit'ujici reakce byla nadobka vlozena do lednice na inkubacni dobu predepsanou

pro méfeni pevnosti gelu, ktera byla 18 hodin. Nakonec byla zméfena pevnost gelu.

Pevnost gelu se nejdiive méfila bez ptidavku sitovadla za laboratorni teploty a poté
s minimy a maximy sledovanych parametri. Po jejich vyhodnoceni nésledovala uprava
faktordi a pokrac¢ovalo se v hledani optimalnich podminek pro sitovani gelti za pokojové
teploty (24+1 °C). Po vyhodnoceni experimentu za pokojové teploty, byl pfidavek sitova-

dla u klihu stanoven na 20 % a u Zelatiny na 15 %.

Dalsi experimenty vyZadovaly upravu Faktoru B, coZ znamena, Ze sit'ujici reakce probihala
za zvySené a sniZzené€ teploty, nez byla pokojova teplota. Pfidavek sitovadla u klihu byl

20 % a u zelatiny 20 %. Faktor A byl upraven na dobu sit'ujici reakce na 30, 63 a 96 h.

Alginate dialdehyde

° ¢ \) n

Colladen trinle helixs

Obrazek €. 8: Schéma zapojeni dialdehydové skupiny do kolagenového tetézce [33]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Sitovani pri pokojové teploté

7.1.1 Vysledky pevnosti gelu klihu a Zelatiny bez sit’ovadla

Nejprve byla zmétena pevnost gelu u zelatiny 1 klihu bez piidavku sitovadla tj. Faktor A
za pokojové teploty (24+1 °C). Zjistilo se, ze pevnost gelu u klihu bez ptidavku sitovadla

¢ini 30 Bloom a pevnost zelatiny bez pridavku sitovadla 121 Bloom.

Byly tak stanoveny zakladni pevnosti gelu k porovnani s gely obsahujici sitovadlo DCMC.

Zakladni pevnosti gelu klihu a Zelatiny jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Faktor A Faktor B
Vzorek Pridavek sitovadla (%) | Doba reakce (h) Pevnost gelu (Bloom)
Klih - 24 30
Zelatina - 24 121

Tabulka ¢. 2: Pevnosti gelu klihu a Zelatiny bez ptidavku Faktoru A za pokojové teploty
(24+1°C)

7.1.2 Vysledky sit’ujici reakce za pokojové teploty u vzorku klihu

V tabulce €. 3 1ze vyc€ist, Ze maximum pevnosti gelu u vzorku klihu, bylo pii 21 % ptidav-
ku sitovadla a dobé sit'ujici reakce 24 h. Naopak nejhorsi sit'ujici reakce byla pti ptidavku
sitovadla 9 % a dobé¢ sit'ujici reakce pouhé 4 h. Stfedni procentudlni ptidavek sitovadla
mél také pozitivni vliv na zvySeni pevnosti gelu u vzorku klihu, ale nebyl tak u¢inny, jako
pfi vyS§im zastoupeni sitovadla. Vzorek ¢islo 6 neobsahoval ptidavek sitovadla (Faktor

A), coz se projevilo nejhorsi pevnosti gelu.

Cislo vzorku Faktor A Faktor B Pevnost klihového
Pridavek sitovadla (%) Doba reakce (h) gelu (Bloom)
1. 9 4 32
2. 9 24 34
3. 21 4 33
4, 21 24 42
5. 15 14 37
6. - 24 30

Tabulka ¢. 3: Podminky sitovani pro klih za pokojové teploty (24+1 °C)
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V obrazku €. 9 je mozné pozorovat oblast pro optimalni sitovani vzorku klihu za labora-
torni teploty. Optimalni oblast v tomto ptipadé¢ byla nejlepsi pii ptidavku sitovadla 21 % a

dobé sit'ujici reakce 24 h.

Eloom
20 Hih
=32
Wiz- 34
18 [ 24 - 36
= 36 - 38
= 3% - 40
A 40 - 42
'E 16 B =42
%
i+ 14
=
]
2
L

10

5,0 75 10,0 125 15,0 175 200 25
Doba reakce (h)

Obrazek ¢. 9: Vliv doby reakce a pridavku sitovadla na celkové pevnosti gelu u vzorku
klihu

Z vypozorovanych maxim a minim v obrazku ¢. 9, byl navrhnut optimalni pfidavek sit'o-
vadla pro dal$i experimenty za sniZzené a zvySené teploty. Faktor A byl nahrazen dobou
situjici reakce a Faktor B byl nahrazen teplotou pfi inkubaci. Hmotnostni procentualni

pridavek sit'ovadla pro sit'ujici reakci u vzorku klihu, byl stanoven na 20 %.

Z méteni bylo patrné, Ze na pevnosti gelu se projevuje jak Faktor A, coz je hmotnostni
procentudlni ptidavek sitovadla stanoveny na navazku vzorku, tak i Faktor B, kterym byla
doba sit'ujici reakce. Stiedni procentualni ptidavek sitovadla nebyl tak G¢inny, protoze na
zéklad¢é navrzenych parametri byl casovy pribéh u této sit'ujici reakce omezen na pouhych

15 hodin.

Proto bylo v nasledujicich experimentech za zvysené a snizené teploty doba sit'ujici reakce
prodlouzena az na 96 hodin. Faktor doby sitovani se tak mohl vice projevit v celkové pev-

nosti gelu.
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7.1.3 Vysledky sit'ujici reakce za pokojové teploty u vzorku Zelatiny

V tabulce €. 4 jde vidét, Ze nejlepsi sit'ujici reakce zelatiny nastala piti 21 % ptidavku sit'o-
vadla DCMC a dob¢ sit'ujici reakce 24 h méla hodnotu 166 Bloom. Stfedni experiment
vysel taky velice pozitivné, ale pevnost zelatinového gelu byla o 16 bloom horsi jak u ma-
xima. Minimalni pevnost gelu nastala pfi pfidani 9 % sitovadla a doba sit'ujici reakce byla
pouhych 4 h. Vzorek €. 6 bez ptidavku sitovadla nemél piekvapiveé nejhorsi pevnost zela-

tinového gelu.

Cislo vzorku Faktor A Faktor B Pevnost zelatinového
Ptidavek sitovadla (%) | Doba reakce (h) gelu (Bloom)
1. 9 4 118
2. 9 24 120
3. 21 4 129
4. 21 24 166
5. 15 14 150
6. - 24 121

Tabulka ¢. 4: Podminky sitovani pro Zelatinu za pokojové teploty (24 + 1 °C)
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Z obrazku €. 10 lze vy¢ist, ze vzorek zelatiny sitovany DCMC pii pokojové teploté vyka-
zuje zlepSeni pevnosti gelu jiz pti dobé reakce 12 h a 15 % ptidavku sitovadla. Maximum
pevnosti gelu (166 Bloom), pti dobé sit'ujici reakce 24 h a 21 % sit'ovadla. Naopak mini-

malni pevnost gelu byla 118 Bloom pii dobé sitovani 4 h a 9 % sitovadla.

Bloom
Zelatina

120 — 130
0 130 — 1490
g 130 — 150
Il 150 — 160
i) » 160

1&-

Prdavek sitbvadla (%)
E

50 | 75 10,0 125 150 l:rs 00 225

Doba reakce (h)
Obrézek €. 10: Vliv doby reakce a ptidavku sitovadla na celkové pevnosti gelu u vzorku
zelatiny
Lze vyvodit zavér, Ze na celkové pevnosti gelu ma vliv, jak procentualni pfidavek sitova-
dla, tak i doba sitovani a vzajemnd kombinace obou faktorti. Nicméné Faktor A, cozZ je
pridavek sitovadla, ma o néco vétsi vliv v tomto ptipadé, jak u vzorku klihu, ktery bylo

mozné vidét v obrazku ¢. 9.

Na zékladé téchto vysledki bylo potieba ovétit, jak se bude vzorek klihu sitovat DCMC za

snizené a zvySené teploty. Dalsi ¢ast prace se vénuje moznosti sitovani za zvysené teploty.
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7.2 Sitovani pri zvySené teploté

Po vyhodnoceni vysledkl pti pokojové teploté, byl stanoven nejoptimalnéjsi pridavek si-
tovadla DCMC u klihu 20 % a u Zelatiny 15 %. Nasledné byly upraveny faktory. Faktor A
byl nahrazen dobou sit'ujici reakce na 30, 63 a 96 h. Faktor B byl upraven na teplotu situji-
ci reakce na 30, 40 a 50+0,1 °C.

7.2.1 VysledKky sit’ujici reakce za zvySené teploty u vzorku klihu

V tabulce €. 5 vykazuje nejlepsi pevnost klihového gelu vzorek €. 1 pii teploté 30 °C a
dobé¢ sit'ujici reakce 30 h. Naopak minimalni pevnost gelu nastala u vzorku €. 4 pii teploté
15 °C a dobé sit'ujici reakce 96 h. Uvedeny vzorek €. 6 je zde pridan, jako zakladni pevnost
gelu ke srovnani. Z uvedenych hodnot Ize vycist, ze zvySeni teploty ma negativni vliv na

sit'ujici reakci.

Gislo vzorku Faktor A Faktor B Pevnost klihového
Doba reakce (h) Teplota (°C) gelu (Bloom)
1. 30 30 39
2. 30 50 25
3. 96 30 28
4. 96 50 15
5. 63 40 30
6. 24 24 30

Tabulka €. 5: Podminky sitovani pro klih za zvySené teploty s 20 % sitovadla

Obrézek €. 11: Barva vzorku klihu pro dobu sit'ujici reakce 63 h pii teploté 40 °C
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V obrazku ¢. 12 je zobrazeno, jak doba sit'ujici reakce a teplota inkubace ovliviuji vysled-
nou pevnost gelu. Sit'ujici reakci viibec nesvéd¢i vyssi teploty pii inkubaci vzorku. Nejlep-
$1 oblast pro sitovani gelu se nachazi v niZSich teplotach pfi inkubaci a doba sitovaci reak-
ce okolo 40 h. Pevnost gelu u vzorku klihu byla dokonce u nékterych experimentii horsi,

nez pevnost gelu klihu bez ptidani DCMC sitovadla pfi inkubaci za pokojové teploty, jak

je uvedeno v tabulce €. 3.

éas (h)

bloom
klih
< 15
16 — 20
20— 25
B2 - 30
30 - 35
m -3

Obrazek ¢. 12: Vliv doby reakce a teploty na celkové pevnosti gelu u vzorku klihu

Vlivy jednotlivych faktord je takovy, Ze teplota ma vétsi vliv na celkovou pevnost gelu,
nez je tomu u ¢asového priibéhu reakce. Vzajemna kombinace obou faktorii nema az tako-

vy vliv na celkovou pevnost gelu, jak tomu bylo v pfipadé sitovani za pokojové teploty.
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7.2.2 VysledKky sit’ujici reakce za zvySené teploty u vzorku Zelatiny

Navrhnuté podminky a vysledna pevnost gelu jsou vyobrazeny v tabulce ¢. 6. Obsah
DCMC sit'ovadla byl stanoven na 15 % ptidavek. Vzorek €. 6 je zde uveden jako zakladni
pevnost Zelatinového gelu bez ptidavku sitovadla, inkubovany za pokojové teploty. Vzo-
rek ¢. 1 vykazoval maximalni pevnost gelu a jeho hodnota byla 147 Bloom pii 30 °C a
dob¢ reakce 30 h. Naopak minimdlni pevnost gelu nastala u vzorku ¢. 4 inkubovany pfti

teploté 50 °C a dobé reakce 96 h.

Cislo vzorku Faktor A Faktor B Pevnost zelatinového
Doba reakce (h) Teplota (°C) gelu (Bloom)

1. 30 30 147
2. 30 50 93

3. 96 30 102
4. 96 50 52

5. 63 40 107
6. 24 24 121

Tabulka €. 6: Podminky sitovani pro Zelatinu za zvySené teploty s 15 % sitovadl

Obrazek €. 13: Barva vzorku zelatiny pro dobu sit'ujici reakce 63 h pfti teplote 40 °C
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Na obrazku ¢. 14 jsou jesté patrnéjsi rozdily pro podminky sit'ujici reakce, nez tomu bylo u
vzorku klihu za zvySené teploty, které jsou vidét v obrazku ¢. 12. Nejvhodnéjsi oblast pro
sitovani pomoci DCMC za zvySené teploty u vzorku Zelatiny, se nachazi v oblasti niZ8ich
hodnot teplot 1 dob¢ sit'ujici reakce v inkubéatoru. Chovani Zelatinového gelu za vysSich
teplot nemélo pozitivni vliv na sit'ujici reakei, ba naopak méla spise negativni ucinek. Pev-

v

inkubovaného za pokojové teploty.

Bloom
Zelatina
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B 80 — 100
I 100 — 120
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E
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Obrazek ¢. 14: Vliv doby reakce a teploty na celkové pevnosti gelu u vzorku Zelatiny

Vliv jednotlivych faktorti u vzorku Zelatiny je velice podobny, jak u vzorku s klihem. Fak-
tor B, coz je teplota, ma o néco vétsi vliv na celkovou pevnost gelu, nez Faktor A, cozZ je
doba pfi inkubaci zelatinového gelu v inkubatoru. Vzajemny vliv obou faktord na celkovou

pevnost gelu je minimalni.

Z vyhodnocenych vysledki, které nebyly uspokojivé, bylo tfeba znovu upravit Faktor B a

pokracovat v experimentech.

V dalsi casti bakalaiské prace se vénuji sitovanim klihového a Zelatinového gelu pomoci

DCMC za snizené teploty.
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7.3 Sitovani pri chlazeni

Zvysena teplota ma negativni vliv na situjici reakci a celkovou pevnost gelu, jak u vzorku
klihu, tak u vzorku Zelatiny. Proto bylo tfeba otestovat reakci za nizsich teplot, nez poko-

jové (24+1 °C).

Inkubace vzorkii probihala pfi teplotach 10, 14 a 18+0,1 °C. Doba sit'ujici reakce zustala

zachovana, jak pfi zvySené teploté a to na 30, 63 a 96 h.

7.3.1 VysledKky sit’ujici reakce za sniZené teploty u vzorku klihu

Procentualni pridavek sitovadla ztstal zachovan, tedy 20 % DCMC a Faktor A (doba situ-

jici reakce) ziistala taktéz stejna, jak v pripade za zvysené teploty.

Vyslednd pevnost gelu a navrhnuté podminky jsou vyobrazeny v tabulce ¢. 7. Minimalni
pevnost gelu vykazoval vzorek €. 4, ktery mél témét shodnou pevnost gelu jako zakladni
vzorek €. 6 sitovany pfi teploté 24 °C. Stiedovy experiment pii teploté 14 °C a dobé¢ reakce
63 h mél pevnost gelu 43 Bloom, coz je druhd nejvyssi pevnost klihového gelu z celého
méteni. Nejvyssi pevnost klihového gelu byla 45 Bloom u vzorku €. 3 inkubovany pfi tep-

loté 10 °C a dobé sit'ujici reakce 96 h.

Gislo vzorku Faktor A Faktor B Pevnost klihového
Doba reakce (h) Teplota (°C) gelu (Bloom)
1. 30 10 35
2. 30 18 30
3. 96 10 45
4. 96 18 28
5. 63 14 43
6. 24 24 30

Tabulka €. 7: Podminky sitovani pro klih za sniZzené teploty s 20 % sitovadla
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Z obrazku €. 15 je vyobrazena nejoptimalnéjsi oblast pro sitovani vzorku klihu za snizené
teploty. Vzorek klihu sitovany DCMC vykazoval zvySenou pevnost gelu v rozmezi teplot

10-14 °C a dobé situjici reakce 60-96 h.

13
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Obrazek ¢. 15: Vliv doby reakce a teploty na celkové pevnosti gelu u klihu

Na obrazku €. 16 lze pozorovat barevné zmény po sit'ujici reakci u vzorku klihu pfi riz-
nych teplotach inkubace a stejné dobé¢ sit'ujici reakce. Nejvetsi pevnost vykazoval vzorek
klihu inkubovany pfi teploté 10 °C a dobé¢ sit'ujici reakce 96 h, ktery zobrazen na obrazku
¢. 17. Pevnost tohoto klihového gelu byla 45 Bloom.

Obrazek ¢. 16: Zmény barvy vzorku klihu Obrazek ¢. 17: Barva vzorku klihu pro
pro dobu situjici reakce 63 h a teplotu dobu sit'ujici reakce 96 h pfii teploté 10
inkubace 14 °C a 40 °C °C
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7.3.2 Vysledky sit'ujici reakce za sniZené teploty u vzorku Zelatiny

Procentualni ptidavek sitovadla ztstal zachovan, tedy 15 % DCMC a Faktor A (doba sit'u-
jici reakce) zustala taktéz stejna, jak v pfipad€ za zvySené teploty. Upraven byl Faktor B

(teplota), protoze pevnost Zelatinového gelu za zvySenych teplot se projevila negativné.

V tabulce €. 8 jsou uvedeny pevnosti zelatinového gelu pii zméné teplot. Maximalni hod-
nota pevnosti Zelatinového gelu nastala u vzorku €. 3, kterd méla hodnotu 167 Bloom, pfi
teplot¢ 10 °C a dob¢ inkubace 96 h. Vzorek ¢. 3 mé¢l dokonce nejlepsi pevnost gelu
z celého experimentdlniho méfeni. Naopak minimalni pevnost zelatinového gelu nastala u
vzorku €. 2, ktery mél pevnost pouhych 118 Bloom. Vzorek ¢. 6 je zde uveden jako za-

kladni pevnost gelu pii pokojové teploté 24 °C.

Cislo vzorku Faktor A Faktor B Pevnost zelatinového
Doba reakce (h) Teplota (°C) gelu (Bloom)
1. 30 10 140
2. 30 18 118
3. 96 10 167
4. 96 18 128
5. 63 14 157
6. 24 24 121

Tabulka ¢. 8: Podminky sitovani pro Zelatinu za zvySené teploty s 15 % sitovadla
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V Obrazku ¢. 18 Ize vidét, Zze chovani Zelatinového gelu, pfi sitovani pomoci DCMC za
nizsich teplot, nez je pokojova teplota (24 °C) ma velmi dobré vysledky v celkové pevnosti
gelu. Dale je patrné, Ze pevnost gelu narlsta jiz pii krat$i dobé€ sit'ujici reakce za nizsich
teplot (10-13 °C), avSak maximalni pevnost zelatinového gelu byla v oblasti 90 h sit'ujici

reakce a 10—11 °C pfi inkubaci vzorku.

18
‘ Zelalina

i

120 — 130
B 130 — 140
| 1390 — 150
I 150 — 160
M| = 160

éas (h)

Obrazek ¢. 18: Vliv doby reakce a teploty na celkové pevnosti gelu u Zelatiny

Nejvétsi vliv na celkovou pevnost gelu ma Faktor B (teplota), jak tomu bylo i v ptipadé
vzorku klihu za snizené teploty. Vliv doby inkubace (Faktor A) ma taky zna¢ny vliv, ale ne
tak velky, jako teplota inkubace vzorku. Vzajemny vliv obou téchto faktorii, mé na celko-

vou pevnost gelu nejmensi G€inek, ale neni nulovy.
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Na obrazku €. 19 jsou patrné barevné zmény vzorky zelatiny po sit'ujici reakci pfi ¢ase 63
hodin a teplotach 14 °C a 40 °C. Vzorek pti 40 °C mél i vyrazné&jsi zapach a barvu, nez
vzorky inkubované pii niZSich teplotach. Pro srovnani je na obrazku ¢. 20 vyobrazen Zela-
tinovy gel, jehoz sitovaci reakce byla 96 h pii teploté 10 °C. Svétlejsi vzorky u klihu i Ze-
latiny vykazovaly mnohem lepsi pevnost gelu, nez tmavsi vzorky, které bylo mozné pozo-

rovat i na obrazcich ¢. 16, 17.

Obrazek ¢. 19: Zmény barvy vzorku zela- Obrazek ¢. 20: Barva vzorku Zela-
tiny pro Cas situjici reakce 63 h a teplotu tinového gelu po sit'ujici reakci 96
inkubace 14 °C a 40 °C h a teplot¢ inkubace 10 °C
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7.4 Méreni pH gelt

K zavéru prace bylo piidano 1 méfeni pH roztokti gelt klihu i Zelatiny pro dobu sit'ujici

reakce 63 h, pfi teploté 14 °C.

7.4.1 Postup pri méfeni pH

Nejprve se rozpustila navazka vzorku v destilované vode¢, kterd se zahtivala ve vodni 1azni
na magnetickém michadle. Nésledné se zméfilo pH roztoku. Déle byl roztok umistén zpét
na michadlo, pfisypalo se sitovadlo. Ke vzorku klihu se ptfidalo 20 % sit'ovadla a vzorku
zelatiny 15 % sitovadla. Nasledné se oba vzorky zahtivaly a to az k Uplnému rozpusténi
sitovadla. Po néasledném rozpusténi sitovadla se znovu zméfilo pH smési a vzorek se
umistil na pfedepsanou inkuba¢ni dobu 63 h a teploté¢ 14 °C do inkubatoru. Po prob&éhnuti
sit'ujici reakce a nasledném meéfeni pevnosti gelu byl vzorek znovu rozpustén ve vodni

lazni a nasledovalo posledni méteni pH smési.

7.4.2 Vysledky pH gelu klihu

Doba méfeni pH pH
Po rozpusténi vzorku bez sitovadla 5,15
Po rozpusténi vzorku se sitovadlem 5,02
Po sitovaci reakci 4,43

Tabulka €. 9: Méteni pH roztoku pro klih

7.4.3 Vysledky pH gelu Zelatiny

Doba méteni pH pH
Po rozpusténi vzorku bez sitovadla 4,77
Po rozpusténi vzorku se sitovadlem 4,68
Po sitovaci reakci 4,36

Tabulka ¢. 10: Méteni pH roztoku pro zelatinu
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Z tabulky ¢. 9 a tabulky ¢. 10 lze vyvodit zavér, ze pH mlze mit také vliv na sit'ujici reakci
a také na vyslednou pevnost gelu. Méfeni bylo jen orienta¢ni a nebylo mym cilem toto

méieni jiz vice zkoumat v této experimentalni praci.
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8 ZHODNOCENI VYSLEDKU A NAVRH OPTIMALNICH
PODMINEK K SITOVANI GELU

Nejlepsi pevnost gelu vykazoval vzorek klihu sitovany 20 % sitovadla pii teplot¢ 10 °C a
dobé situjici reakce 96 h. Pevnost vzniklého klihového gelu za téchto podminek byla 45
Bloom, coz je o 15 Bloom vyss§i hodnota jak u klihového gelu vzniklého bez ptidavku si-
tovadla za pokojové teploty. Minimalni pevnost gelu u vzorku klihu nastala pfi teploté
inkubace 50 °C a dobé¢ sit'ujici reakce 96 h. Z uvedenych vysledki pro systém vzorku klihu
navrhuji optimalni podminky pro sitovani, kde obsah sitovadla je stanoven na 20 %, doba

situjici reakce 90—-100 h a teplota inkubace 10-12 °C.

Na obrazku €. 21 lze pozorovat barevné zmény po sit'ujici reakci u vzorku klihu pfi riz-
nych teplotach inkubace a stejné dob¢ sit'ujici reakce. Nejvetsi pevnost vykazoval vzorek
klihu inkubovany pfi teploté 10 °C a dobé sit'ujici reakce 96 h, ktery zobrazen na obrazku
¢. 22. Pevnost tohoto klihového gelu byla 45 Bloom.

Obrézek €. 21: Zmény barvy vzorku klihu Obréazek ¢. 22: Barva vzorku klihu pro
pro dobu sit'ujici reakce 63 h a teplotu dobu sit'uyjici reakce 96 h pii teploté

inkubace 14 °C a 40 °C 10 °C

U Zelatinového vzorku vykazoval nejlepsi pevnost gelu vzorek sitovany 15 % sitovadla
pii teploté 10 °C a dobé¢ sit'ujici reakce 96 h, jak tomu bylo u vzorku klihu. Vysledné pev-
nost vzniklého zelatinového gelu za téchto podminek byla 167 Bloom, coz je o 46 Bloom
vetsi hodnota, nez mél zelatinovy gel, vznikly za pokojové teploty bez ptidavku sitovadla,
ktery urcoval zakladni pevnost gelu. Minimalni pevnost Zelatinového gelu nastala pfi tep-

loté inkubace 50 °C a dobé¢ sit'ujici reakce 96 h. Takto vznikly Zelatinovy gel mél pevnost
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pouhych 52 Bloom. Na zaklad¢ uvedenych vysledkd navrhuji pro systém vzorku Zelatiny
optimalni podminky pro sitovani, kde obsah sitovadla je stanoven na 15 %, teplota inku-

bace vzorku 10-12 °C a doba sit'ujici reakce 90-100 h.

Na obrazku €. 23 jsou patrné barevné zmény vzorky Zelatiny po sit'ujici reakci pfi Case 63
hodin a teplotach 14 °C a 40 °C. Vzorek pti 40 °C mél i vyrazné&jsi zapach a barvu, nez
vzorky inkubované pfi nizsich teplotach. Pro srovnani je na obrazku ¢. 24 vyobrazen zela-
tinovy gel, jehoz sitovaci reakce byla 96 h pii teploté 10 °C. Svétlejsi vzorky u klihu 1 Ze-
latiny vykazovaly mnohem lepsi pevnost gelu, neZ tmavsi vzorky, které bylo mozné pozo-

rovat i na obrazcich ¢. 21, 22.

Obrazek ¢. 23: Zmény barvy vzorku zela- Obrazek ¢. 24: Barva vzorku Zela-
tiny pro Cas situjici reakce 63 h a teplotu tinového gelu po sit'ujici reakci 96
inkubace 14 °C a 40 °C h a teplot¢ inkubace 10 °C

Na obrazku ¢. 25 muzeme spatfit vyraznou barevnou zménu, ktera prob¢hla jak u vzorku
zelatiny, tak 1 u vzorku klihu. Tento experiment mél parametry Faktor A (doba reakce)
63 h inkubace a Faktor B (teplota) pti 40 °C. Tento experiment nemél viibec dobré vystup-
ni hodnoty, nybrz mél dokonce druhé nejhorsi vysledky z celého méteni. Viibec nejhorsi
vysledek mél experiment provadény pii teploté 50 °C a dobé reakce 96 h. Pevnost tohoto

zelatinového gelu byla pouhych 52 Bloom.
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Obrézek €. 25: Barevna zména zelatiny (vlevo) a klihu (vpravo) pfi teploté 40 °C a dobé
reakce 63 h

Navrhnuté optimalni podminky k sitovani zelatinového i klihového jsou shodné, protoze
na zékladé vysledkli z méteni, gely vykazovaly nejlepsi pevnost v takto uréenych podmin-
kach. Optimalni podminky jsou pii teploté inkubace 10—12 °C a dobé¢ sit'ujici reakce 90—
100 h, kdy pridavek sitovadla u klihu byl 20 % a u Zelatiny 15 %. Tyto optimalni podmin-
ky lze vycist z obrazku €. 15 a obrazku ¢. 18.
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ZAVER
Bakalatska prace je rozdélena do dvou Casti a to na teoretickou ¢ast a praktickou cast.

V teoretické ¢asti bakalarské prace bylo popsano rozd€leni hydrogelt podle pivodu, zpu-
sobu pfipravy, charakteru iontového naboje, druhu zasiténi a biodegradability. Dale v teo-
retické ¢asti byly popsany hydrogely na bazi ptirodnich polymeru, jimiz jsou alginaty, ze-
latina, kyselina hyaluronové a chitosan. Dale zde bylo popséano sitovani hydrogelt fyzikal-
nim 1 chemickym zptsobem. Ke konci teoretické ¢asti byly popsany vlastnosti, vyroba a
vyuziti zelatiny.

Cilem praktické casti této bakalarské prace bylo posoudit moznosti sitovani zelatinovych
hydrogel oxidovanym polysacharidem dialdehydu karboxymethylceluosou (DCMC). Me-
todika této prace byla zaloZena na faktorovych pokusech typu 2%, coZ znamenalo dvé trov-

n¢ a dvé sledované veliciny (faktory).

V praktické ¢asti bakalafské prace byla popsana vyroba sitovadla DCMC z karboxyme-
thylceluosy (CMC) za pouziti NalO4 a nasledného vysrazeni do ethanolu. Byly testovany
ucinky sitovadla v ptidavku 9-21 % sitovadla a dobé¢ sit'ujici reakce 4-24 h pii pokojové

teploté (24+1 °C). Nasledné byly naméteny pevnosti klihového a Zelatinového gelu.

Po vyhodnoceni vysledkt pii pokojové teploté byl ptidavek sitovadla upraven na 20 % pro
klih a 15% pro Zelatinu. Nésledné bylo teba otestovat, jak se projevi na celkové pevnosti
gelu zména teploty pfi inkubaci vzorku. Pfi zvySené teploté inkubace (30, 40 a 50 °C) a
dobé¢ sit'ujici reakce (30, 63 a 96 h) byly zjistény snizené pevnosti gelu jak u vzorku klihu,
tak 1 u vzorku Zelatiny. Naopak pfi snizenych teplotach inkubace (10, 14 a 18°C) a dob¢
sit'ujici reakce (30, 63 a 96 h) bylo u vzorki klihu i Zelatiny zjisténo zvyseni pevnosti gelu.
V takto zvolenych podminkach pevnost klihového gelu narostla o 17-50 % a pevnost Zela-

tinového gelu narostla o 16-38 %.

Optimalni podminky pro sitovani vzorki klihu a Zelatiny jsou: ptidavek sitovadla pro klih
20 % a pro zelatinu 15 %, teplota inkubace 10—12 °C, doba sit'ujici reakce 90—100 h. Za
téchto podminek doslo k 50 % nartistku pevnosti klihového gelu a 38 % nartstku pevnosti
u zelatinového gelu. Navrhnuté optimalni podminky k sitovani zelatinového 1 klihového
jsou shodné, protoze na zéklad¢ vysledkii z méteni, gely vykazovaly nejlepsi pevnost

v takto ur¢enych podminkéch.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

Byly potvrzeny situjici u€inky DCMC na klihové a zelatinové hydrogely. DCMC mize
byt vhodnou alternativou k glutaraldehydu (GA), ktery uvoliiuje toxické latky a depolyme-

rizuje pri¢né vazby a miize byt pouzit ve farmaceutické a medicinské oblasti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
PEG polyethylenglykol

DCMC dialdehyd karboxymethylceluosa

CMC  karboxymethylceluosa

HGC  tvrdé Zelatinové tobolky

SGC meékké Zelatinové tobolky

GA glutaraldehyd
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