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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace pojednava o ptipravé oxidovaného polysacharidu, aldehyd celulozy
(DAC) a posouzeni jeho situjiciho ucinku na zelatinovém gelu. Bylo pfipraveno sitovadlo
DAC. Produkty sitovani byly zkoumany metodou faktorovych pokusii. Zvolené faktory byly
mnozstvi sitovadla (6-20 %) a doba sitovani (48-120 h). Experimenty probihaly pti dvou
pH (3,8 a 5,0). Byly stanoveny optimalni podminky pro pH 3,8 apH 5,0. Pfi pH 3,8 je
optimalni doba sitovani 110-120 hodin a optimalni obsah sitovadla DAC je 6-8 %. Pro
sitovani zelatinovych gelt pti pH 5,0 je optimalni doba stanovena v rozmezi 78-93 hodin
a obsah sitovadla je 12-14 %. Vysledky této prace prokazuji situjici uc¢inek dialdehydu
celulézy ajeho mozné pouziti pro modifikaci Zelatinovych geli ve farmaceutickém,

zdravotnickém ¢i kosmetickém primyslu.

Kli¢ova slova: zelatina, hydrogel, kolagen, dialdehyd celuldza, sitovani

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the preparation of oxidized polysaccharide, cellulose
aldehyde (DAC) and assessment of its crosslinking effect on gelatin gel. A DAC crosslinker
was prepared. The crosslinking products were investigated by the method of factor
experiments. The factors chosen were the amount of crosslinker (6-20 %) and the
crosslinking time (48-120 h). The experiments were expected at two pHs (3.8 and 5.0).
Optimal conditions for pH 3.8 and pH 5.0 were determined. At pH 3.8, the optimal
crosslinking time is 110-120 hours and the optimal DAC crosslinker content is 6-8 %. For
crosslinking gelatin gels at pH 5.0, the optimal time is set at 78-93 hours and the crosslinker
content is 12-14 %. The results of this work demonstrated the crosslinking effect of
dialdehyde cellulose and possible use for the modification of gelatin gels in the

pharmaceutical, medical or cosmetic industries.

Keywords: gelatin, hydrogel, collagen, dialdehyde cellulose, crosslinking
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UvVOD

Hlavni charakteristickou vlastnosti Zelatinovych gelt je jejich pevnost. Podle pevnosti
dé€lime zelatinové gely do tii hlavnich kategorii (nizké, stiedni, vysoké). Uplatnéni nachazeji
zelatinové gely ve farmacii, zdravotnictvi, potravinaistvi ¢i kosmetice. Ve farmacii byla
zelatina vyuzivana pfi vyrobé lékovych forem jiz od pocatku 19. stoleti. Dnes se bézné
vyrabi z zelatiny meékké zelatinové kapsle, tvrdé kapsle, které se vyrabéji jiz od roku 1897,

potahovani tablet atd.

Vétsina lidi spojuje Zelatinu pouze s cukrarenskym primyslem (dezerty, dorty, ovocné
zvykacky), ale zelatina hraje dulezitou roli i v riznych technickych aplikacich. Je naptiklad
Setrnou alternativou ve tkanovém inzenyrstvi jako zvlastni povrch pro kultivaci kmenovych
bunck, které jsou implantovany do lidského téla. Kmenové buiiky se Casto kultivuji i na
materialech, jako jsou latex a polystyren, avSak tyto materidly nejsou s lidskou tkani

kompatibilni, tudiz pfi jejich mozném rozkladu dochazi k nezadoucim reakcim.

V budoucnosti bude Zelatina stale vychozim materidlem pro inovace ve velké skale odvétvi
s cilem udrZiteln€ chranit zdravi, pfirodu a Zivotni prostfedi. Vyuziva se také jako koloidni
aplikace k vycefeni vina, piva a dalSich ndpoji nebo mimo jiné k vytvoteni hlavy zapalky.
Diky Siroké skale vlastnosti a funkci ziskavaji konecni spottebitelé vyhody, které byly pred
stovkami let naprosto neptedstavitelné.

Aplikaci vhodného sitovadla je mozné Zelatinové gely upravit pfimo na miru riznym
aplikacim. Proto je cilem bakaléatské prace posouzeni sit'ujiciho ucinku sitovadla a zaméfeni

se na jeho potencidlni vyuziti v oblasti farmacie 1 kosmetiky.
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L TEORETICKA CAST
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1 BILKOVINY

Proteiny jsou linearni polymery aminokyselin. Kazdd aminokyselina mé jiny postranni
fetézec. Diky tomu existuje Siroky vybér monomerl, a proto jsou proteiny extrémné
vSestranné se Sirokou Skdlou vlastnosti a schopnosti. Proteinti je n¢kolik druhii. Mohou to
byt proteiny katalytické neboli enzymy nebo to mohou byt transportni nosice pies
membrany. Existuji také proteiny strukturalni bez katalytickych nebo vazebnych aktivit,
regulacni proteiny, pohybové aobranné [1][2]. Proteiny jsou tvofeny zrtznych
trojrozmérnych tvara a struktur, které se skladaji z nékolika Grovni struktur a chemickych

sil, které je drzi [2].

1.1 Struktura bilkovin

V uspotadani bilkovin rozliSujeme nékolik strukturnich trovni.

1.1.1 Primarni struktura

Primérni struktura proteini je déna pofadim aminokyselin. Aminokyseliny jsou tedy
zakladnimi stavebnimi kameny bilkovin [1] a jsou vzdjemné spojeny karboxyamidovou
vazbou. Vazba vznika mezi a-karboxylovou skupinou (-COOH) jedné aminokyseliny a a-
aminoskupinou (-NH2) nésledujici aminokyseliny za odstépeni vody (H20). Tato vazba se
jinak nazyva také peptidova vazba. Tento proces je pojmenovan translace, ajsou tak
vytvatreny polypeptidové fetézce [2]. Peptidové fetézce maji pouze jeden smér, a tim dva
rozdilné konce: N-konec, ktery nese amoniovou skupinu, a C-konec, ktery je tvoten
skupinou karboxylovou posledni aminokyseliny [3]. Bilkoviny zpravidla obsahuji 100 az

nekolik tisic aminokyselin v fetézci [1].

V ptirodé bylo doposud identifikovano vice nez 600 aminokyselin. V proteinech se
vyskytuje 20 zdkladnich aminokyselin (AMK), znichz devét aminokyselin je pro nas
organismus nezbytnych, pouzivame pro né¢ nazev esencialni aminokyseliny a fadime mezi

n¢ valin, leucin, izoleucin, methionin, fenylalanin, tryptofan, threonin, histidin, lyzin [1].
Podle struktury postrannich fetézcti délime aminokyseliny na:

Alifatické: V postrannich fetézcich neobsahuji heteroatomy ani zadny kruh. Retézec je

vyrazn¢ nepolarni. Patii sem: Glycin, Alanin, Valin, Leucin, Izoleucin [3].
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Sirné: Postranni fetézce obsahuji atom siry ajsou také nepolarni. Patii sem Cystein
a Methionin. Cystein je schopen vytvaret disulfidové mustky, aproto je dulezity pro

stabilizaci bilkovin.

Aromatické: Tyto aminokyseliny obsahuji aromatické jadro. Fenylalanin je jedinou

nepolarni AMK. Tyrozin a Tryptofan jsou sttedné polarni a Histidin je velmi polarni.

Neutralni: V postrannim fetézci se nachazi hydroxylova skupina nebo amidova skupina.
Patfi sem: Serin, Threonin, Asparagin, Glutamin. Amidoskupiny asparaginu a glutaminu

jsou polarni [3].
Kyselé: Patii sem kyselina asparagova a glutamova [1].

Ziasadité: Pri fyziologickém pH jsou pln€ protonizované, jsou tedy kladn€ nabité. Zéasadité

jsou zejména AMK Lyzin a Arginin.

Zvlastni skupinou je cyklicky prolin, jehoz postranni fetézec je tvofen péticlennym
fetézcem. Tato struktura zptisobuje ohyby uvnitt peptidovych fetézcii, coz je velmi dilezité

pro kolagen [3].

V kolagenu jsou nejvice zastoupeny aminokyseliny glycin, prolin a hydroxyprolin, proto je

zde uvedena jejich charakteristika.

Glycin neboli kyselina aminooctova je nejjednodussi aminokyselinou nevykazujici optickou
aktivitu. Vyskytuje se v glykoproteinu kolagenu, kde je typickou aminokyselinou spole¢né

s prolinem, lysinem a jejich hydroxyderivaty.

Prolin neboli pyrrolidin-2-karboxylova kyselina, na a-uhliku nema primarni aminoskupinu
(-NH>), ale sekundarni aminoskupinu (-NH-) jako soucast pyrollidinového kruhu. Je hlavni
aminokyselinou kolagenu, coz je také pfi¢inou sekundarni struktury trojSroubovice
tropokolagenu. Témeéi polovina prolinovych zbytkli v kolagenu je posttranslacné
hydroxylovana na 4- nebo 3- hydroxyprolin. Prolin je obsazen také ve zna¢ném mnoZstvi

v kaseinu [1].

Hydroxyprolin je jednou z hlavnich slozek kolagenu vSech typl. Vytvéii se posttranslacni

modifikaci prolinu enzymem 4-prolylhydroxylazy [4].
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1.1.2 Sekundarni struktura

Sekundarni struktura protein ndm udava prostorové usporadani atomu v polypeptidovém
fetézci [1]. NejvyznamnéjSimi sekundarnimi strukturami jsou pravotoCivy a-helix
a B-skladané listy [3]. Ob¢ struktury vytvaii maximalni poCet vodikovych vazeb, a proto jsou

vysoce stabilni [2].

Pravotocivé a-helixy jsou stabilizovany témét linedrnimi vodikovymi mustky mezi -NH
a-CO skupinami aminokyselinovych zbytkii peptidového ftetézce, ktery je Sroubovité
zavinut, a na kazdou jeho otacku ptipada 3,6 aminokyselinovych zbytkl [3], vySka zavitu je

oy ee

doli a nahoru téméi rovnobézné s osou Sroubovice [2].

B-skladany list je téméf natazend konformace peptidového fetézce. Peptidové useky jsou
posklddany pravidelné do sklddaného listu papiru. H-mustky se zde tvoii pouze mezi
sousednimi fetézci. Sousedni fetézce mohou ,,bézet™ proti sob¢, této konformaci pak fikame
antiparalelni B-skladany list. B-skladany list je diky témét linearni konformaci energeticky
vyhodnéjsi nez a-helix [3]. Tuto strukturu nenajdeme u fetézcti obsahujicich prolin, kolagen

tedy se svym pomeérne vysokym obsahem prolinu tuto strukturu nikdy nevytvofii [1].

1.1.3 Tercialni struktura

Tercialni struktura je tvofena ze sekundarni struktury a tvofi trojrozmérnou konformaci
bilkovin [3]. Tato struktura je vysledkem stabilizujicich interakci mezi postrannimi fetézci
sekundarnich struktur. Nejde o rovinné utvary, mohou byt riizn€ prohnuté, svinuté ¢i
navzdjem spojené. U globularnich proteint existuji takika samostatné kompaktni ¢asti, tzv.
strukturni domény. Vice strukturnich domén poté tvoti funkéni domény [1]. Na stabilité
tercidlni struktury se podileji jak kovalentni vazby (disulfidické miistky), tak nevazebné

interakce funk¢nich skupin aminokyselin (hydrofobni a elektrostatické interakce) [1].

1.1.4 Kvarterni struktura

Proteiny v tercialni struktufe mohou dale tvofit na zikladé¢ nekovalentnich interakci
symetrické komplexy tzv. oligomery. Komponenty téchto oligomernich proteini mizeme
také oznacit jako monomery [3]. Monomery mohou byt rizné (hetero-) nebo naprosto
identické (homo-) a ve vétsing piipadu jich byva sudy pocet [1], nejcastéji dva nebo Ctyfi.
Terminy jako je dimer, trimer, tetramer, oligomer jsou tvofeny strukturami se dvéma, tfemi,

Ctyfmi, nékolika a vice monomery [2].
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2 KOLAGENY

Kolagen je nejCastéji zastoupenym strukturadlnim proteinem u zvitat a lidi, predstavuje asi
30 % celkového obsahu télesnych bilkovin [5]. Dosud bylo identifikovano kolem 28 typt
kolagenu scelkem 42 riznymi alfa fetézci. Kolagen mé v téle nékolik funkei,

nejvyznamnéjsi je vSak ta mechanickd. Podili se také na celé fad¢ funkci tkani, véetné

struktury, morfogeneze a opravy [6].

Kolagen typu I je nejrozsitenéjSim typem, ktery se nachazi v extracelularni matrici, zejména
v tkénich, jako jsou $lachy a kosti [7][8]. Kolageny typu II, IX a XI se vyskytuji predevsim
v chrupavkach, typ X zejména v chrupavce hypertrofické [8]. Kolagen je diky své unikatni

struktufe, jeZ je zodpoveédna za vlaknitou povahu, téZko degradovatelny [9].

2.1 Struktura kolagenu

Kolagenovy protein md komplexni hierarchickou konformaci, ktera je sloZena z primarni
struktury (sled po sob¢ jdoucich aminokyselinovych tripletil), sekundarni struktury (a helix),

tercialni struktury (triple helix) a kvarterni struktury [7].

2.1.1 Primarni struktura

Molekula kolagenu typu I mé 3 a fetézce s asi 1014 aminokyselinami v kazdém fetézci. Tyto
aminokyseliny se opakované obménuji po celém fetézci andasleduje je sekvence
— (Gly — X — Y)u -. Gly je zkratka aminokyseliny glycinu, ktery tvoii asi 30 % celkového
obsahu aminokyselin v kolagenu. X nebo Y je jedna z aminokyselin s vyjimkou Gly. Témér
35 % neglycinovych pozic je ,,zaplnéno* prolinem (X) a polohy Y jsou obsazeny zejména
hydroxyprolinem [10]. Tyto AMK se podileji na stabilit¢ diky tzv. efektu zamku,
tj. vzdjemnym zapadnutim jejich struktur, a také diky tvorbé vodikovych mustkd, kterych se
ucastni také hydroxylové skupiny hydroxylysinu, coZ je neobvykld aminokyselina

nachazejici se v kolagenu [1] [9].

Hydroxylysin je tvofen zlysinu enzymatickou hydroxylaci prostfednictvim
lylyshydroxylazy. Hydroxyprolin je taktéZ tvofen enzymaticky z prolinu [9]. B&Zné se
nevyskytuje v Zadnych jinych proteinech. V kolagenu ptedstavuje témér 50 % z celkového
obsahu aminokyselin [7]. Hydroxyprolin zastava az 10 % aminokyselinové kompozice
kolagenu, coz mizeme pouzit ke kvantifikaci kolagenu nebo jeho degradovanych produktii

v ptitomnosti jinych proteinti [9].
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Mezi polypeptidovymi fetézci vznikaji vodikové vazby, van der Waalsovy sily a kovalentni
vazby, kterych se ucastni vzdy dvé aminokyseliny [10]. Tvorba molekuldrnich vazeb je
velmi dilezita jak ve struktufe triple helixu molekuly kolagenu, tak iv celkovém

extracelularnim chovani molekuly [10].

2.1.2 Sekundarni struktura

Sekundarni struktura kolagenu je levotociva a spirdla, ktera je zplisobena elektrostatickym
odpuzovanim mezi prolinem (X) a hydroxyprolinem (Y). Tato struktura je stabilni diky
vodikovym vazbam mezi AMK zbytky. Na konci fetézcl se nachazeji neSroubovicové
domény, tzv. C-konec a N-konec. C-konec iniciuje tvorbu trojité spiraly a N-konec se podili

na regulaci primarnich vléken [7] [10].

2.1.3 Tercialni struktura

Ze tii levotoCivych o-helixti, dvou al(I) fetézci ajednoho o2 (II) fetézce je tvofena
pravostranna trojita spirala (tzv. Heterotrimer) kolagenu typu I. V trojité Sroubovici ma
kazda tfeti aminokyselina své zbytky umistény kolem stiedové osy, zde je nejuzsi
meziprostor. Proto je nejvyhodnéjsi AMK v téchto mistech Glycin diky svému minimalnimu
objemu [10]. Pfibliznd délka tropokolagenu je 300 nm a primér je pfiblizné 1,5 nm [7].
Vodikové vazby mezi N-H skupinou Gly asousedicim O=C (X) jsou hlavnimi

stabiliza¢nimi interakcemi a-trojité Sroubovice.

Stabilita této trojietézcové konformace, biomechanickych a fyziologickych funkci zavisi na
sekundarnich vazbach mezi polypeptidovymi fetézci a kovalentni vazbou generovanou

aldolovym kondenza¢nim zesitovanim a aldehydovym aminovym zesitovanim [10].
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2.1.4 Kvarterni struktura

Tropokolageny jsou spojeny v fad¢ avyrovnany tak, aby tvofily stabilni mikrofibrily
s mezerami, které jsou priblizn¢ 64 nm nebo 67 nm Siroké, vizte Obrazek 1. Nerozpustné
vlakno je vytvoreno diky intramolekularnim nebo intermolekuldrnim zesitovanim molekul

kolagenu [10].

40 nm

300 nm
I—T MONOMERY

VLAKNO KOLAGENU
- < ™

D-PERIODA
65 - 67nm

Obrazek 1 - Schematické znazornéni struktury kolagenovych vlaken [10]

Telopeptidy, coz jsou koncové ¢asti polypeptidu, respektive proteinu, maji délku asi
20 aminokyselin. Jsou velmi dtlezité ve fibrilogenezi a diky tvorb¢ zesiténi ptispivaji také
ke stabilizaci zralych molekul kolagenu [7]. Toto zesiténi je zejména kovalentni a vyskytuje

se pfedev§im mezi lysinem a histidinem [10].

Kolagenové zesiténi je dvojiho typu: Enzymatické zesiténi, které je zprostfedkovano
lysinhydroxylazou a lysyloxiddzou, a neenzymatické zesiténi, nazyvano taktéz glykacéni
zesiténi. Tyto dva typy zesiténi se tvofi mezi aminovou postranni skupinou pfitomnou
v lysinovych zbytcich a hydroxylysinovymi zbytky v kolagenovych telopeptidech, jez jsou
pfeménény na aledehydy enzymem lysyl oxidazy a specifickymi aktivnimi vazebnymi misty

pfitomnymi v sousednich trojitych helixech [7].
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2.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti

2.2.1 Polyelektrolyticky charakter

Kolagen ma charakter amfoterniho polyelektrolytu. Jeho iontové reakce probihaji
v zavislosti na pH prostiedi. Cast skupin postrannich fetézcii se ionizuje v alkalické a &st
v kyselé oblasti pH. Naboj kolagenové molekuly se méni se zménou pH. V siln¢ kyselé
oblasti ma kladny naboj, v silné alkalické oblasti m& naboj zaporny. Izoelektricky bod

nativniho kolagenu je pfi pH 7. Mirnymi G¢inky chemikélii se méni v rozsahu pH 4,5 az 8,0.

2.2.2 Denaturace a renaturace

Vlivem nékterych chemikalii nebo tepelnym uc¢inkem ztraceji bilkoviny své pivodni nativni
vlastnosti — denaturuji. Denaturaci kolagenu vznikd Zelatina. Mechanismem denaturace

tropokolagenu je dvoustupiiovy proces.

Nejdiive nastane zborceni trojité spirdly a makromolekula tropokolagenu se stahne do

statistického klubka, v némz jsou jednotlivé fetézce navzajem spojeny.

Ve druhém stupni se tato klubka rozpadavaji na tfi frakce: frakci o tvofici jeden
polypeptidicky fetézec plivodni spiraly, frakei B tvotici dva dosud spojené fetézce a frakei vy,
kterou tvoii tfi fetézce v nezménéné forme statistického klubka. Zistane-li denaturovany
roztok tropokolagenu stat delsi dobu pfi nizké teploté, probiha z&asti renaturace, tzn. dochazi

ke zpétné rekonstrukci spiradlové konfigurace.

2.2.3 Hydratace kolagenu

Proteiny obsahuji dva typy hydrofilnich center schopnych véazat vodu elektrostatickymi
silami a vodikovymi vazbami: 1) polarni skupiny pfitomné v bo¢nich fetézcich nékterych

AMK zbytki; 2) dusik a kyslik peptidické vazby.

Pro udrZeni fyzikalnich vlastnosti kolagenu je nutnd asociace ur¢ittho minimalniho
mnozstvi vody tvoficiho pfiblizné 20 % jeho hmotnosti. V plné¢ hydratovaném stavu
kolagenu se uvoliiuje pohybové omezeni peptidovych fetézci protofibril, typické pro suchy
stav, ¢imz se vysvétluje elementdrni funkce vody pro fyzikélni vlastnosti proteinu.
Vzdalenost mezi sousednimi polypeptidovymi fetézci suchého kolagenu je 1 nm, hydrataci

se tato vzdalenost zvySuje na 1,5 az 1,6 nm.
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2.2.4 Hydrotermalni stabilita

Pti zahtivani kolagenovych vldken ve vodé dochdzi k jejich zkraceni asi o 1/3 vlakna ve
sméru osy. Tato termicka kontrakce je charakterizovana teplotou smrsténi Ts. Pfi¢inou
smrsténi je Stépeni intermolekularnich pficnych vazeb a rovnéz intramolekularnich vazeb,
které udrzuji trojité spirdly v nativnim kolagenovém vlakné v natazeném stavu. Ts kolagenu
se povazuje za tani kolagenu v krystalickych oblastech. Rovnéz lyotropni ¢inidla Stépici

vodikové vazby zpusobuji kontrakci kolagenového vlakna a snizuji hodnoty Ts.

K ur€eni stability trojhelikdlni struktury se vyuzivd obvykle méfeni teploty T,
tj. denaturaéni teploty ptrechodu kolagen — zelatina. Hodnoty obou teplot 1ze v ur¢itém
rozsahu zvysit zesitovanim kolagenu. Napftiklad u kolagenu vyc¢inéného glutaraldehydem

jsou nachazeny hodnoty Ts kolem 70 °C, naproti tomu u nativniho kolagenu se jedna o 37 °C.

2.2.5 Botnani kolagenu

vvvvvv

botnat. Po ponoteni do vody vldkno kolagenu do jisté miry botna. Pfitom dochazi ke zméné
objemu, délky a pruznosti vlakna. Cast vody obsazené v nabotnalém kolagenu tvoii tzv.
botnaci voda, kterou Ize mechanickym ucinkem odstranit. Druhou ¢&ast tvoii voda

hydratacni, koloidné vazana, odstranitelnd pouze susenim.

2.2.6 Preména na zelatinu

Zahtivanim kolagenu ve vodném prostfedi vznika Zelatina. Z teoretického hlediska pfemény
kolagenu na Zelatinu rozeznavame tii kroky: 1) Stépeni pfi¢nych kovalentnich
intermolekularnich vazeb na Urovni kvarterni struktury, 2) denaturaci na Urovni tercidlni
struktury, 3) hydrolytické Stépeni peptidickych vazeb polypeptidovych fetézcii na

molekularni Grovni.

Zasah do struktury fetézce ma charakter degradace, depolymerace je nezadoucim jevem: ¢im
mén¢ se roz$tépi vazeb, tim lepsi vlastnosti Zelatina ma. Typickou vlastnosti je pfechod sol-

gel. Gel Zelatiny je tixotropni, zahtatim na urcitou teplotu ,,taje* a ptrechazi v sol.

Z hlediska slozeni AMK je mozné Zelatinu povazovat za chemicky velmi ¢istou formu
kolagenu. Nevldknité bilkoviny, tuky a mukopolysacharidy jsou odstranény. U alkalicky
pfipravené Zelatiny dochazi k poklesu koncentrace argininu, tyrosinu a amidicky vazaného

dusiku. U kysele pfipravené Zelatiny se slozeni vice blizi kolagenu [11].
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2.3 Pouziti kolagenu

Nejveétsi zastoupeni aplikace kolagenu se nachazi ve farmaceutické a potravindiském
pramyslu. Diky své vyjimecné biokompatibilité je vynikajici jako biomaterial pro vyvoj
obvazovych systému a konstrukci tkanového inzenyrstvi, ma také velmi vysokou schopnost

bunécné adheze a nizkou antigenitu [9].

Siroce znamé vyuziti kolagenu je ve zlep$eni hojeni ran a omezeni tvorby jizev. Kolagen se
pouziva jak k lokalni aplikaci pro zlepSeni hojeni ran (pomady), tak i k pouziti doplitkkii na
kolagenové bazi alternativni cestou v kosmetickém a nutraceutickém oboru pro vzhled
pokozky. Doplikova strava zahrnuje malé kolagenové peptidy nebo fragmenty, jez jsou
vyborné absorbovany stievni barierou. Kolagenové peptidy pfispivaji ke vstiebavani
vapniku a jinych minerali nezbytnych pro pevnost kosti, nehtii a vlasi. Mohou také

stimulovat syntézu kolagenu v kostech, kloubech a ktizi.

Pti aplikaci v injekénich gelovych ptipraveich a dopliicich stravy snizuji rizika zanétt
a poSkozeni kloubti. Piedstavuje zdroj riznych antimikrobialnich peptidd, u kterych bylo

prokézano, Ze inhibuji rist Sirokého spektra bakterii s interakci s aniontovymi lipidy [5].

2.3.1 Vyuziti ve farmacii

Kolageny jsou zpracovavany pro l€karské aplikace do riznych forem, jako jsou platy,
sitoviny, trubice, filmy, houby, membrany, kompozity, injek¢ni roztoky a disperze. Kolagen
znacn¢ prispiva k riistu bunék, diferenciaci a regulaci ristu bunéénych funkei [9]. Tyto

formy se vyuzivaji naptiklad pro reepitelizaci a rekonstrukci kiize [9] [5].

Existuji nové studie, pti kterych byl objeven kolagen z motskych zivocichu, ktery ma vysoky
potencidl v oblasti hojeni tézkych ran [5]. Kolagenovy hydrogel je vybornym kandidatem
pro enkapsulaci bun¢k diky své botnavosti ve vod¢, vhodnym fyzikdlnim vlastnostem
(gelovaci schopnosti), vysokému obsahu vody usnadiiujicimu transport a difuzi hmoty. Ma

také vynikajici biologické vlastnosti a je nachylny k enzymatické degradaci [7].

Kolagenové membrany jsou vyuzivany pii fizené regeneraci kostnich tkdni. V soucasnosti
se také pouzivaji v Ustni a Celistni chirurgii, kde se maji vyuziti jako bariérové membrany
pro regeneraci periodontalnich defektd kvili biologické resorbovatelnosti, dale zabranu;i

epitedlnimu poklesu podél povrchi kotfenti a béhem rané faze hojeni ran [7].
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2.3.2 Vyuziti v potravinovém primyslu

S aplikaci kolagenu se mizeme také setkat ve funkénich potravinach, népojich, dopliicich
stravy, cukrafstvi a dezertech, kde se pouziva jako ptidatna latka pro zlepseni reologickych
vlastnosti potravin. Kolagenové filmy nebo povlaky se vyuzivaji k prodlouzeni trvanlivosti

produktli nebo jako nosice ucinnych latek [9].

Potraviny maji také vySsi vyzivovou i funkéni vlastnost diky doplnéni kolagenu, tato
skutecnost vede taktéz ke zlepsSenym zdravotnim piinosim. Kolagenové doplinky poméahaji
plnit pozadavky téla, které vlivem stafi ztrdci schopnost syntézy kolagenu [9].

V potravinafstvi se vyuziva jak Cisty kolagen, tak i ten ve form¢ Zelatiny [5].

2.3.3 Vyuziti v kosmetickém primyslu

Lidské kize se sklddd zepidermis, dermis a hypodermis (pokozka, Skara a podkozni
vazivo). Kolagen a elastin udrzuji v dermis urcitou strukturu a elasticitu ktize. Tuto tlohu

zaujima predevsim kolagen 1. druhu, ktery tvofi az 80 % dermélniho kolagenu.

V kosmetickych ptipravcich se pouziva kolagen hydrolyzovany pro svou vybornou
rozpustnost pii neutrdlnim pH ataky pro jeho vlastnost vazat se na vodu, atim lépe

prochazet dermou.

V procesu starnuti ma klicovou roli tzv. oxidaéni stres, kterému zabranuji endogenni
antioxidacni enzymy, a chrani tak ktizi pred zranénim. Kapacita téchto enzymi vsak s vékem
klesa. Kolagen, zelatina 1 peptidy aktivitu antioxidacnich enzymu zvySuji, a tim 1 zmirfuji
oxidaéni stres kiize. Po peroralnim pfijmu hydrolyzati kolagenu se v lidské krvi nachazeji
malé peptidy odvozené od kolagenu. Tyto peptidy se pak ptendSeji z krevnich cév do
integralniho systému. Tim stimuluji dermalni fibroblasty k syntéze kolagenu, elastickych

vlaken a kyseliny hyaluronové [5].
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3 ZELATINA

Zelatina je piirodni dusikaty polymer, ktery je ziskavan &aste¢nou hydrolyzou kolagenu
z nejriznéjSich zivocisnych zdrojl, jako jsou praseci kiize, hovézi klize a také z ryb [12]
[13]. Mnozstvi a povaha kolagenu se 1isi od jednoho zvifete ke druhému, podle tohoto se 1isi
ityp zviteci tkdn€. Pfi vyrobé zelatinového materidlu byl vybér zdroje kolagenu a jeho
oSetfeni velmi podcenovan [12]. Pro vyrobu zelatinovych hydrogelt Ize vyuzit riznych
technologii vyroby a jejich fyzikalnich vlastnosti (izoelektricky bod, molekulova hmotnost
[12]), pak je mozné zménit vlastnosti produkovanych hydrogeltl a jeho parametrti zesiténi

pro pozadované ucely [13].

3.1 Chemické sloZeni Zelatiny

Zelatina ma téméf totozné slozeni aminokyselin jako kolagen, ze kterého je vyrabéna, vizte
Tabulka 1 nize. Zavisi tedy na procesu a zpusobu vyroby. Napftiklad izoelektricky bod je
u zelatin zpracovanych kyselym procesem v rozmezi 7-9,4, zatimco Zelatiny zpracované
alkalicky maji izoelektricky bod o néco nizsi, tj. 4,8-5,5. Kromé& tohoto rozdilu mayji

alkalicky zpracované zelatiny vySsi vnitini viskozitu, a to predev§im diky tomu, ze kysele

zpracované Zelatiny maji méné pticnych vazeb a jsou méné rozvétvené [14].

Aminokyselina Kolagen | Zelatinatyp A Zelatinatyp B
Glycin 332 330 335
Prolin 115 132 124
Alanin 114 112 117
Hydroxyprlin 104 91 93
Arginin 51 49 48
Glutamine 48 48
Serin 35 35 33
Aspartic acid 29 29 46
Lysin 28 27 28
Glutamic acid 25 25 72
Leucin 24 24 24
Valin 22 26 22
Threonin 17 18 18
Aspargine 16 16
Phenylalanin 13 14 14
Isoleucin 11 10 11
Methionin 6 4 4
Histidin 4 4 4
Tyrosin 4 3 1

Tabulka 1 - SloZeni aminokyselin v kolagenu a Zelatin€ —

zbytky aminokyselin na 1000 aminokyselinovych zbytkl
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3.2 Vyroba Zelatiny

Jak jiz bylo vyse zminéno, jako zdroj zelatiny se vyuzivaji jak prasec¢i a hovézi kiize, kosti
a chrupavky, tak 1 ¢asti ryb a dribeze [12]. Pfeména surového kolagenu na zelatinu probiha

v péti krocich.

Nejprve je tieba suroviny promyt studenou vodou, a tim odstranit necistoty rozpustné ve
vodé. Poté je potieba promyty material extrahovat. Extrakce se déla dvéma zplsoby, jeden
je kyselym roztokem (Zelatina typu A), druhy roztokem zasaditym (Zelatina typu B) [13].
Tento krok je vyznamny pro maximalni vytézek Cisté zelatiny a taky pro fyzikalné-chemické
vlastnosti finalni zelatiny, které zavisi na hodnoté pH, teploté a dob¢ extrakce [12]. Extrakce
kyselinou se pouzivd zejména pro vyrobu zelatiny z prasat aje Siroce vyuzivdna ve
Spojenych statech americkych. V Evropé se jako hlavni zdroj vyuziva extrakce zasadita, a to

predevsim na ktize a kosti [14].

Tretim krokem je zelatina opét Cisténa naptiklad ultrafiltraci, kdy se odstranuji nerozpustné

latky a anorganické soli.

V dal$im kroku se Zelatina koncentruje a sterilizuje za optimalni teploty a v neposledni fadé
se vysusi, tim se ziska Cisty Zelatinovy praSek. Takto pfipraveny prasek je posléze pfesunut
na kontrolu kvality, kde se testuje nékolik parametrdi, jako jsou viskozita, sloZeni

a mikrobiologicka aktivita [12].

3.2.1 Kysely proces vyroby

Kyselym procesem vyroby se ziskava Zelatina typu A. Material promyty studenou vodou se
v tomto procesu namoc¢i do roztoku zfedéné kyseliny o pH 1,5 aZ 3,0 (nejcastéji kyseliny
chlorovodikové, kyseliny sirové nebo kyseliny fosfore¢né). Toto louhovani trva 8-30 hodin.
Za tuto dobu materidl botnd na dvojnasobek ¢i trojnasobek piivodniho objemu. Po probéhlém
procesu se material musi promyt tekouci vodou, aby se odstranily piebytky kyseliny

a material byl ptiblizn€ neutralni [12] [14].

Zelatinovy extrakt je poté sterilizovan pii teploté (120-150 °C) po dobu asi 13 s, okamzité
chlazen a vytlacovan do pozadovaného tvaru (nudle nebo prouzky). Gelovité Zelatina se poté
rozlozi na pas anecha se projit suSici komorou, kde se fidi jak teplota, tak i vlhkost.
Vysledny Zelatinovy plat je rozdélen na malé kousky a rozemele se na Zelatinovy prasek

[12].
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3.2.2 Zasadity proces vyroby

Zasaditym procesem vyroby se ziskdva zelatina typu B [15]. Materidl, promyty vodou
a zbaven necistot, se nejprve oSetii kyselinou chlorovodikovou, aby se demineralizovala
koncentrace mineralt [12]. Promyty materidl se poté umisti do nadob spolu s vapennou

vodou pfi pH 12 az 12,7 po dobu pfiblizné¢ 15-20 dni [14].

Vépenna voda se ¢asto obnovuje, aby se odstranily jiz extrahované necistoty, organickeé
slouceniny a mastnota [15]. Po dokonceni alkalického procesu se material promyva vodou,

zfedénou kyselinou a poté opét vodou, aby se dosahlo neutralniho pH [14].

3.3 Fyzikalni a chemické vlastnosti

Zelatina je priihledna, pevna, kiehka latka nazloutlé barvy. Je téméf bez chuti a bez zapachu
[16]. Pfi normalni teploté a vlhkostnich podminkach obsahuje pfiblizné 9-10 % vody. Ve
studené vod¢ se ¢astice zelatiny hydratuji, a vzniknou tak nabotnalé odd€lené ¢astice, které
pfi nasledném zahtéti piejdou do roztoku. Chovéni roztoku zelatiny je ovlivnéno teplotou,

pH, tepelnou historii, koncentraci, zptisobem vyroby a také obsahem popela [17].

Tvorba gelu, viskozita a struktura jsou vlastnosti uréené strukturou, molekulovou vlastnosti
a teplotou systému. Zelatiny tvoii tzv. koloidni roztoky neboli soly, které se po ochlazeni

vvvvvv

technologickych vlastnosti Zelatiny [18].

3.3.1 Viskozita

Data o viskozité jsou velmi dilezita. Komer¢ni stanoveni viskozity se provadi Ubbelohdeho
viskozimetrem. Kapilarni metody se spoléhaji na tlak, pod kterym kapalina proudi, aby se
vytvofilo smykové napéti. Je také velmi nutna pfesnad regulace teploty, nebot’ je na ni

viskozita zavisla, stejné jako je zavisla na koncentraci [14].
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3.3.2 Pevnost Zelatinového gelu — hodnota Bloom

Hodnota Bloom je analytickym métitkem gelové sily. Je to hmotnost v gramech, ktera je
pozadovana pro specificky pist, ktery stla¢i povrch standardniho termostatizovaného gelu
do definované hloubky za standardnich podminek. Hodnota Bloom bézn¢ uzivanych zelatin
je vrozmezi 50-300 Bloom. Zelatina s vy3§i hodnotou Bloom ma vyssi teploty tani

S 4

také znamena, Ze je zapotiebi mensi mnozstvi Zelatiny k pozadované pevnosti [18].

3.3.3 Barva Zelatiny

Barva neovlivituje vlastnosti zelatiny ani jeji ucinnost. Zavisi na povaze vychozi suroviny
azda se jedna o zelatinu z prvni, druhé ¢i dalsi frakce. Veprova zelatina méd méné sytou

barvu [17].

3.3.4 Adhezni vlastnosti

Zelatinové koncentrace o vysoké koncentraci jsou schopné pokryt povrchové obrysy &éstic,
a vytvaret tak adhezni sily. Jakmile se Zelatinovy roztok nachéazi na spojovanych povrsich,
zacne po ochlazeni gelovatét a zachova si svoji formu. Adhezni sila je tedy zavisla na

viskozité roztoku a méné na jeho gelovacich schopnostech [18].

3.3.5 Rozpustnost

Zelatina je rozpustna ve vodnych roztocich vicesytnych alkoholti napiiklad v glycerolu nebo
propylenglykolu. Je také rozpustnd ve vysoce polarnich latkdch nebo organickych
rozpoustédlech, jako jsou kyselina octova, trifluorethanol a formamid. V Benzenu, acetonu,

dimethylformamidu a jinych méné polarnich latkach zelatina rozpustna neni [17].

3.3.6 Amfoterni chovani Zelatiny

Izoelektricky bod (IEP) ma zdsadni vyznam pro povrchovou aktivitu Zelatiny. Pokud je pH
prostiedi rovno IEP, Zelatina je neutradlné nabitd. Pokud je pH vyssi, Zelatina je nabita
zaporné, a pokud nizsi, je nabitd kladn€. Pod pH 5,0 jsou vSechny Zelatiny kladné nabité
a nad hodnotu 9,0 jsou nabité zaporng. Proteinovd molekula ma diky neutralnimu néboji na
svém IEP tzv. strukturu nahodnych civek. Pokud se pH posune pry¢ od IEP, zméni se naboj
na molekule. Tato strukturdlni zména ovliviiuje povrchové aktivni uUcCinek Zelatiny.

V ptipad¢ nizkych koncentraci mize dojit k zédkalu a ztraté¢ pevnosti, pokud pH pfesné
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odpovida IEP. IEP tak ovliviluje kompatibilitu Zelatiny a je dalezitym kritériem pro vybér
typu zelatiny [18].

3.4 Vyuziti

Zelatina je pouzivana zejména piinizkych koncentracich ve vod& nebo vicesytnych
alkoholech pii vyrobé sladkosti acelé ftady dezertii. Hlavnimi divody, pro¢ se
v potravinafstvi vyuziva tak Casto, je, ze poskytuje kvalitni gely ve zfedéném roztoku, pii
vysSich koncentracich poskytuje elastické gumovité textury a je také u¢innym emulgacnim

a pénotvornym ¢inidlem.

Ve farmacii se vyuziva k vazani tablet, a pomaha tak pomalému uvoliiovani aktivni slozky
¢i slozek. Je vyuzivana pro vyrobu tvrdych i mékkych gelovych kapsli obsahujicich nejen

I€ky ale i doplnky stravy.

Déle se zelatina vyuziva ve fotografickém prumyslu k suspendovani castic chloridu

stiibrného a barviv citlivych na svétlo bez aglomerace [14].

3.4.1 Vyuziti ve fotografii

V analogovych fotografiich je Zelatina nenahraditelnym potahovacim prostiedkem. VyuZiva
se jako pojivo a zabranuje koagulaci halogenida stiibra, které jsou citlivé na svétlo [18].
Fotografické materialy bromidu stiibrného jsou sloZeny z emulzi, které obsahuji Zelatinu na
podkladu, jako je papir ¢i film. Zelatina zde vytvaii pojivo pro bromid stiibrny, kdy po
zahtati a nasledném ochlazeni vytvaii gel, ktery po odpateni vody ptejde v tenky film. Diky
své schopnosti botnat zarucuje fotografickym l4znim pronikani do emulze, a tim napomuze
snadnéjSimu oplachovani chemikalii z fotografickych material [14]. K fotografickym
ucelim se pouziva Zelatina typu B pro emulzni vyuZziti apro svrchni potahovani
a ponofovani se vyuziva Zelatina typu A. Vyroba surovin se peclivé kontroluje, nebot’ je
potieba, aby méla zelatiny poZzadované fotografické vlastnosti (stupné citlivosti ¢i minimalni

zamlzovaci schopnosti) [17].

3.4.2 Vyuziti ve farmacii

Zelatina, diky svym vyjime&nym technologickym a farmaceutickym vlastnostem, je velmi
dalezitou vsestrannou pomocnou latkou ve farmaceutickych aplikacich. Vyuziva se jako
zahustovadlo v tekutych Iékovych formach, Cinidlo pro zvySeni adheze a viskozity

produktli, gelova slozka v dentalnich produktech a jako pomocna latka pii vyrobé tablet.
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Zelatina je velmi dobie kompatibilni s lidskym organismem, proto se vyuzivd v urgentni
mediciné jako soucast krevni plazmy na bazi zelatiny, v regenerativni medicing ¢i

v invazivni chirurgii [18].

Kapsle patii k hlavnimu vyuziti Zelatiny ve farmacii. Je hlavni sloZkou ve vyrob¢ tvrdych
1 mekkych pouzder kapsli [19]. Tvrda tobolka je sloZzena ze dvou c¢asti, vicka a téla, které
maji valcovity tvar s otevienym koncem. Tyto ¢asti se vyrabi tak, Zze se studeny kov
v pozadovaném tvaru namaci do horkého roztoku zelatiny. Po vytazeni se vytvoii na kovu
souvisly film, ktery se vysusi a po sejmuti z kovové formy se zkrati na pozadovanou délku.
Po tomto procesu jiz nastava plnéni, kdy se tyto dvé valcovité casti naplni u¢innymi latkami
aspoji se v konecnou lékovou formu. Tvrdé zelatinové tobolky musi mit silné stény
a pevnost zelatiny (Bloom) musi byt vysoka. Kapsle je také mozné vyrabét v rGznych
barvach, avSak veskeré pigmenty pouzivané pro tobolky jsou syntetického piivodu, nebot’

prirodni barviva nesplituji pozadovanou intenzitu barvy, a jsou tak velmi draha [14].

Me¢kkeé kapsle jsou uzaviené, bezesvé nebo s podélnym Svem. K vyrobé, plnéni i uzavieni
dochdzi v jednom kroku. Jsou vhodné predevSim pro nevodné kapaliny a pasty. Textura
mékkych tobolek nemusi byt kiehkd ¢ mékka. Mekké tobolky zpravidla obsahuji
zmekcovadla, ktera zajiSt'uji pruznost béhem procesu suseni a skladovani. Zmékcovadlo
nesmi naruSovat zelatinovou stabilni sit’ ani nesmi interagovat s u¢innymi latkami v tobolce.

Jako zmékcovadlo se vyuzivaji zejména glycerol, sorbitol a jejich kombinace [18].

Krevni nahrady na Zelatinové bazi se vyuZivaji v urgentni mediciné jako nahrada krve
a krevni plazmy. Vyuzivaji se do té doby, dokud neni télo schopné regenerovat ¢i neni
k dispozici dostatecné mnozstvi vhodné krve k transfuzi [18]. U Zelatiny pro toto vyuziti je
nezbytna velmi vysoka &istota [14]. Zelatinové roztoky museji byt vyrobeny tak, aby mély
podobnou viskozitu jako krev, kromé toho je potfeba i snizit molarni hmotnost. Zelatinu je
tedy tfeba modifikovat pomoci reaktivnich latek (Glyoxal, Anhydrid kyseliny jantarové,
Fenyldiisokyanat), pomoci kterych se preméni molekuldrni struktura fetézct na globularni
strukturu. Tato struktura md& molekulovou hmotnost kolem 30 000 g/mol (plvodni
molekulovd hmotnost Zelatiny se pohybovala mezi 160-180 000 g/mol). Roztok
modifikované Zelatiny je potfeba obohatit také o dalsi prvky, jako jsou sodik, vapnik, fosfat,
chlorid, draslik a siran, ¢imz se vytvofi osmoticky tlak totozny s osmotickym tlakem krve.
Diky globularni struktufe Zelatina prochazi pomaleji arteridlnimi st€énami [18]. V téle se také

neuklada, je zcela rozloZena a pfirozené vylucovéna [14].
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Zelatinové houby se vyuZivaji ve stomatologii a chirurgickych aplikacich [18]. Maji
vysokou absorpéni schopnost a do vysoké miry vylucuji alergické reakce s lidskou tkani.
Absorbuji krev a jiné télni tekutiny. Pti absorpci mohou dosahnout az 50nasobku své vlastni
hmotnosti. Nedochazi k jejich zapouzdieni do tkéni, jelikoz je télo dokaze bez problému
rozlozit. Diky svym vlastnostem se podileji na migraci tkanovych buné¢k, a tim urychluji
proces hojeni. Hemostatické Zelatinové houby je mozné modifikovat trombinem,
antibiotiky, a dokonce i chemoterapeutickymi latkami, coz se vyuziva v technikach

minimaln¢ invazivnich, jako je 1é¢ba myomu délohy [17].

Zelatinové gely se taktéZ vyuzivaji mimo jiné i v mikrochirurgii jako lepidlo p¥i implantaci
srdecnich chlopni ¢i jako sonda zavadéjici se do zaludku pies usta az do tenkého stfeva. Tato
jsou zelatinové gely vyuzivany jako bakterialni kultivaéni média, kterd vyuZzivaji nutriéni

vlastnosti kolagenu, a tedy i zelatiny [17].

3.4.3 Vyuziti v potravinarstvi

Jednim z nejvétSich spotiebitelt Zelatiny je potravinaisky primysl. Je vyuZivana jak pro
termoreverzibilni vlastnosti, tak pro své stabilizacni, vazebné a emulgacni schopnosti.
V ustech absorbuje vodu, tim klesé teplota tani a gel se roztavi. Je povaZzovéna za jedine¢né
gelujici ¢inidlo [18]. Pfi vyrobé cukrovinek je Zelatina velmi hojné vyuZivana ke stabilizaci
pény (marshmallows) zvysenim viskozit podle vyzadované vysledné struktury. Zelatiny
taktéZz snizuji povrchové napéti, které usnadiiuje tvorbu pény [17]. Vlastnosti Zelatiny se
vyuziva také pti emulgaci oleje ve vod¢, konkrétné trvalého zaclenéni mlééného tuku do
produktu [18]. Mimo jiné se Zelatina vyuZiva 1 v kombinaci s masnymi vyrobky. Napiiklad
pii konzervovani Sunek se Zelatina ptidava pted varenim k produktu, takze se pti zahtivani
rozpousti a vytvoii roztok, ktery po ochlazeni vytvoii gel. Tento gel vyplni misto, jez se

vytvoii po zmenSeni masa, a zabrani tak mikrobialni kontaminaci ¢i oxidaci [14].

3.4.4 Vyuziti v kosmetice

Zelatina v poslednim desetileti nachazi stale vétsi uplatnéni v kosmetickém primyslu, kde
se vyuziva k pasivni korekcim (barva) nebo aktivnim reakcim s kiizi, vlasy, nehty [17].
Vyuzivaji se zelatinové hydrolyzaty, které jsou rozpustné ve vod¢, jsou netoxické a také

velmi dobfe snaseny pokozkou.
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Schopnost Zelatinového hydrolyzatu se adsorbovat na keratinovou strukturu vlast a ktize je
nazyvana substantivitou. Substantivita se zvySuje s molekulovou hmotnosti, avSak
rozpustnost ve studené vod¢ se snizuje. Hydrolyzaty zelatiny s molekulovou hmotnosti
3 000 g/mol maji vyssi substantivitu nez hydrolyzaty s molekulovou hmotnosti nizsi. Tato
vlastnost je dalezitym faktorem v péci o vlasy a pokozku, protoze umoziuje hydrolyzatim
zustat déle aktivni na kazi, diky cemuz jsou schopny vazat vodu po delsi dobu. Peroralné

podané hydrolyzaty Zelatiny zlepSuji kvalitu kize [14].

Zelatinové hydrolyzaty se vyuzivaji ve vlasové kosmetice pro vytvoieni filmu, vétsiho lesku,
snadné rozc¢esavani a také pro objem vlast. Filmotvorné Zelatiny vytvareji tenkou vrstvu
kolem jednotlivych vlasi, ¢imz se zlepsi i dalsi vlastnosti. Vyrobky na barvené vlasy jsou
schopny umoznit lepsi vsttebavani barviva. Produktii na vlasy je celd fada od Sampont pies

balzamy az po rizné masky a kazdy produkt ma jiné Gcinky [18].

Na trhu se mizeme setkat také s produkty uréenymi na starnouci pokozku, jako jsou rizné
krémy, pletové vody, masky a séra. Tyto produkty jsou vhodné pro vSechny typy pleti [19].
Pfiznaky starnouci kiiZze jsou zvySend tvorba vrasek, ztrata elasticity a nepravidelna
pigmentace s objevujicimi se pigmentovymi skvrnami. Jde o disledek snizené schopnosti
organismu obnovovat buiiky ve vrstvach kize, a tim i snizenou schopnost vazat vlhkost.
Tvorba hlubokych vrasek probiha v dermis. S vys$§im vékem tvorba kolagenu trva stale déle
a v urcitém bod¢ je ztrata kolagenu vyssi nez jeho syntéza. V prubéhu ¢asu se zmenSuje

1 pojivova tkan, ktera pokozce dodava hladkost, napjatost a pruznost.

Proteinové povrchové aktivni latky Zelatinového hydrolyzatu a rostlinnych mastnych
kyselin obsahuji dermatologicky kompatibilni Cistici vlastnosti. Jako ochranné koloidy jsou
schopny zlepsit kompatibilitu 1 jinych povrchové aktivnich latek a také vytvaret emulgatory

neobsahujici drazdivé latky pro péci o plet’ a vlasy [18].
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4 SITOVANI BILKOVIN-HYDROGELU

4.1 Hydrogely

Hydrogely jsou trojrozmérné zesiténé struktury slozené z hydrofilnich polymernich systému
[20]. Absorbuji a zadrzuji velmi velké mnozstvi vody, v nékterych piipadech az tisickrat
vice vody nez je jejich hmotnost v suchém stavu [21]. Hydrogely vykazuji vyjimecné
vlastnosti. Jednou znich je naptiklad mechanickd pevnost, kterd je hojné vyuzivana
v biomedicinské oblasti. Struktura hydrogeld obsahuje kovalentni vazby mezi polymernimi
strukturami, kterych lze dosdhnout metodami zesitovani. Mezi metody sitovani
polymernich struktur patii fyzikalni, chemickd, enzymatick4, fotochemicka a metoda
ozafovanim vysokou energii [20]. Abychom tyto metody byli schopni pouzit, musi
makromolekularni fetézce obsahovat: karboxylové kyseliny (COOH), hydroxylové skupiny
(-OH), skupiny sulfonov¢ kyseliny (SO3H) a amid/amido funk¢ni skupiny (CONH2/CONH).
Od funkénich skupin nachazejicich se v fetézcich se odvijeji specifické vlastnosti hydrogell

[22].

Pokud pfi nizkych ¢i stiednich koncentracich vodnych roztoki nedochazi k podstatnému
zesiténi fetézcl, pak tyto hydrogely vykazuji newtonovské chovani. Jestlize vSak dochazi
k proplétani mezi riznymi polymernimi fetézci, tyto vytvorené sité jsou viskoelastické az

Cisté elastické [23].

Ptirodni hydrogely na bazi polymera jsou z kolagenu, Zelatiny, hedvabi a polysacharidt
(agar, alginat, karagenan, Skrob, psyllium) [24]. Syntetick¢ hydrogely maji dlouhou
Zivotnost, vysokou kapacitu vody a velmi dobrou gelovou pevnost. Lze je modifikovat tak,

aby byly schopny pfizplisobit se funk&nosti [25].

4.1.1 Chemické sit’ovani hydrogela

Pti procesu vytvafeni zesiténi chemickou vazbou vznikaji kovalentni vazby mezi fetézci.
Muze se jednat o dva zplsoby zesiténi, ato takové, Ze zesiténi probéhne soucasné

s polymerizaci nebo k zesiténi dojde az po syntetizovani linearnich fetézct polymeru [26].

Chemicky zesiténé gely se ziskavaji radikalovou polymeraci monomera
s nizkomolekuldrnimi situjicimi ¢inidly. Polymery rozpustné ve vodé, obsahujici
hydroxylovou skupinu, mohou byt zesitovany glutaraldehydem. Toto zesiténi prob¢hne
pouze pfi nizkém pH a vysoké teploté. Glutaraldehyd se vyuziva jako ¢inidlo 1 pfi zesiténi

s polymery obsahujicimi amin za mirnéjSich podminek nez polymery s (OH-), avSak
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glutaraldehyd je toxické slouc¢enina vykazujici inhibici rGstu bunék. Proto se vyvijeji jiné
alternativy a od glutaraldehydu se upousti. Sitovani lze provést i pomoci kondenzace c¢i

adicni reakce [23].

4.1.2 Fyzikalni sitovani hydrogelu

K fyzikalnimu zesiténi dochazi pomoci vodikové nebo iontové vazby. Tyto vazby mezi
fetézci se snadno vytvareji, ale zesiténi postrada stabilitu kvuli prechodu sol-gel, ktery je
zpisoben zménami teploty, pH nebo zménou iontové sily. Naptiklad vodné roztoky Zelatiny
se po ochlazeni stanou gely, avSak po zvySeni teploty opét piejdou v sol. Takové gely se
nazyvaji reverzibilnimi [26]. Fyzikalni zesiténi pomoci vodikovych vazeb se tvoii pouze
v pripad¢, jsou-li karboxylové skupiny protonovany. Botnani téchto gell je tedy vyrazné

zavislé na pH [23].

4.1.3 Enzymatické sitovani hydrogeli

Enzymatické sitovani hydrogeld probiha za mirnych podminek, jelikoz kinetika gelace je
fizena pravé koncentraci pouzitého enzymu. Kinetika gelace taktéZ zavisi na struktufe

a slozeni polymerniho fetézce a na poméru reaktantu ke zminéné koncentraci enzymu [23].

4.2 Vyuziti hydrogeli

Hydrogely jsou velmi dtlezité ve zdravotnickém a farmaceutickém pramyslu. Vyuzivaji se
jako tablety, kontaktni co¢ky, vlozky, tkafiové expandéry atd. Zacatkem 21. stoleti se zacaly
pouzivat k dodavani 1é€iv s fizenym uvolfiovanim, kde jsou 1éCiva rozptylena po celé matrici
hydrogelu [20]. Jsou zkoumany jako mozné matrice pro enkapsulaci zivych bunék ¢i

k zapouzdfeni labilnich bioaktivnich latek [23].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

5 PRIPRAVA OXIDOVANE CELULOZY

Oxidaci celulozy mizeme piipravit fadu polymera s riznymi funk¢énimi skupinami, jako
jsou aldehydové a karboxylové skupiny, kromé jiz existujicich primarnich a sekundarnich
hydroxylovych skupin. Diky oxidaci miizeme rozsifit rozsah pouziti celuldozy. Oxidovana
celuléza (OC) byla naptiklad uznana jako velmi dualezity materidl v chromatografii.
Celul6zové diaminy z OC byly pouzity jako plniva do epoxidovych matric, ¢imz se
eliminovalo odd¢leni asméSovani vytvrzovaciho c¢inidla, azvysila se tak rychlost
vytvrzovani. Kromé toho se tim zabréanilo fazové separaci plniva. Oxidace celulézy zméni
strukturu a krystalinitu vysledné molekuly, coz ovlivni jeji fyzikalni i chemické vlastnosti.
Bylo vyrobeno hned nékolik oxidovanych celul6z, jako jsou dialdehyd celulozy (DAC),
dikarboxy celuldza (DCC), ktera se ziska oxidaci DAC, a dialdehyd karboxymethylcelul6za
(DCMC) [27].

Dialdehyd celulozy

Ptiprava dialdehydu celulézy se bézn¢ provadi oxidaci celuldézy jodistanem sodnym

(NalOa), coz vede k rozruseni C-C vazby glukdzy a tvorbé 2,3- dialdehyd celulozy [28] [27].

Podle studie (Kim a kol., 2000), ktera je zaméfend na krystalinitu oxidované celuldzy, byl
piipraven dialdehyd celulozy jodistanem sodnym pfi teploté 20 °C [29]. Teplota, pii které
probiha oxidace, je velmi dlileZitd, nebot’ se jodistan nad teplotou 50 °C rozkladé za uvolnéni

i6du [30].

H,OH H,OH
0
NaIO4 0
H Q| > Q|
H H
! A A (G G
Celuloza Dialdehyd celuloza

Obrazek 2 - Reakce celulozy s jodistanem sodnym za vzniku dialdehydu celuldzy [28]

Oxidaci celulozy mlzeme zlepSit jeji vlastnosti. Napiiklad celuléozovy nanofibrilarni
materidl, ktery je zesitovan pomoci jodistanu sodného, vykazoval zvySenou pevnost,
vyrazn¢ vyssi stabilitu za mokra ataké nizkou iontovou vodivost, coz se uplatiiuje
u superkondenzatorii na bazi celulézy [31]. Dialdehyd celuldzy v reakci s L-lysinem
vykazuje velmi dobrou antibakteridlni aktivitu. Tato baze DAC-Lys neni toxicka, proto je

potencialni pfisadou do antibakterialnich materialu [28].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

32

L PRAKTICKA CAST
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CiL PRACE

Cilem teoretické casti bakalafské prace bylo vypracovat literarni studii zaméfenou na
sitovani Zelatin a konkrétné se zaméfit na sitovadlo dialdehyd celulozy (DAC). Dale byla
vytvofena studie na vyuziti téchto sitovanych Zelatin zejména ve farmaceutickém primyslu
a kosmetice. Cilem praktické Casti je ptiprava sitovadla DAC a posouzeni jeho situjiciho
ucinku na potravinarské Zzelatin€. Situjici uCinek bude zjisStovan zménami pevnosti
zelatinového gelu podle standardni metodiky ASTM ataké rychlosti rozpousténi
zelatinového gelu. Modelace a vyhodnoceni experimentll sitovani bude provedeno
faktorovymi experimenty. Taktéz budou navrZzeny optimalni podminky pro sitovani
zelatinového gelu pomoci sitovadla DAC. Predpokladem je, Ze sitovadlo DAC zvysi

pevnost Zelatinového gelu o 20 %.
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6 POUZITE PRISTROJE A CHEMIKALIE

6.1 Chemikalie

Kyselina chlorovodikova — 5M HCI, jodistan sodny NalOs, chlorid sodny NaOH,
mikrokrystalicka celul6za, destilovana voda, potravinatska Zelatina, t — buthylalkohol, pufr

opH 3,8a5,0.

6.2 Laboratorni sklo a jiné pomiicky

Erlenmayerovy baiky, odmérmé valce, fritovy kelimek S2 a S1, Petriho misky, alobal,
kadinky, lodicky, 1Zi€ky, magnetickd michadla, nalevky, nédsypky, pipety, tfeci miska,

standardizovana nadoba pro méfeni pevnosti gelu

6.3 Pristroje a zarizeni

Analytické vahy — Kern 770 — 60, susarna — Venticell, susarna -UPL 400 memmert, vyvéva,
pH metr - WTW pHS526, tfepacka - LT2, inkubator, centrifuga, vafi¢ s magnetickym
michadlem - IKA C-MAG HS 7, lednice - ERF 2504 aow eclektrolux, Stevens - texture
Analyzator LFRA

Obréazek 3 - Vafi¢ s magnetickym Obrazek 4 - Stevens texture
michadlem - IKA C-MAG HS 7 Analyzator LFRA
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7 METODIKA PRACE

7.1 Metodika faktorovych pokust

Metodika faktorovych pokust (FP) je hojné vyuzivana v ptipadech, kdy je zkoumano
nekolik veli¢in najednou. Faktorové pokusy minimalizuji ndklady, jelikoz umoznuji snizeni
poctu pokusii. Jejich pocet se stanovuje podle poctu vstupnich proménnych a jejich hodnot.
Schéma FP je na principu matice vzdjemné kombinovanych hodnot ur¢itého pokusu. Nejvice
se vyuzivaji pokusy typu N¥, kde N - pocet Girovni a P - podet faktord. P¥ikladem miZe byt

faktorovy pokus 23, tedy 2 urovné a 3 faktory [32].
V této bakalaiské praci byl vyuzit faktorovy pokus 22, tedy 2 tirovné a 2 studované veli¢iny.

Kli¢ovymi faktory jsou mnozstvi sitovadla vztazeného na celkovou navazku Zzelatiny
(Faktor A) a doba celkového pisobeni sitovadla (Faktor B). Kombinace faktorl je

znazornéna v Tabulce 2.

Dvou faktorovému testovani jsou podrobeny dva zelatinové gely. Prvni zelatinovy gel ma
konstantni pH 3,8 a druhy testovany Zelatinovy gel je ptipraven pii pH 5,0. Celkovy pocet

provedenych experimentil je 14 (10 experimentti probehlo se sitovadlem a 4 experimenty

byly slepé vzorky).
v . Faktor A - MnoZstvi Faktor B - Doba sit’ujici
C. experimentu sitovadla [%] reakce [h]
1 6 48
2 6 120
3 20 48
4 20 120
5 13 84
6 0 48
7 0 120

Tabulka 2 - Technologické podminky sit'ovani pro pH 3,8 a 5,0
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8 POSTUP PRACE

8.1 Priprava dialdehydu celulozy (DAC)

Do Erlenmayerovy baiikky o objemu 500 ml bylo pfevedeno piedem navéazenych 30 g
mikrokrystalické celulozy spolecné s 250 ml SN HCI. Tato smés se nechala zhydrolysovat
pii 80 °C po dobu 7,5 h v susarn€. Po uplynulé dobé¢ se smés ochladila a prefiltrovala ptes
fritovy kelimek S2. Celul6za zachycena na kelimku se pfevedla do vysoké Erlenmayerovy

banky o objemu 1 1 spole¢né¢ s 200 ml vody, ¢imz se rozmichaly velké kousky celuldzy.

Do Erlenmayerovy baiiky s celul6zou rozmichanou ve vodé se pfidalo pfedem navazenych
60 g NalOs, Poté se u této smési pii michani na magnetickém michadle upravilo pH na
4,0 £0,2 pomoci 16 ml NaOH. Jelikoz reakce s NalO4 probiha ve tmé¢, byla Erlenmayerova
barika obalena alobalem a uzavtena zatkou taktéz z alobalu, aby vzniklé plyny mohly unikat.
Poté se Erlenmayerova batka se smési umistila do inkubétoru, kde se smés tiepala pii 35 °C

po dobu 48 h.

Poté, co probéhla oxidace, se smés odstiedila ve velké centrifuze pii 4000 ota¢ek/min po
dobu asi 6 minut. Tuhy podil po odstiedéni obsahoval nezreagovany zbytek celulozy, ktery
se vyhodil. Kapalny podil obsahoval stale drobné nezreagované zbytky celuldzy, a proto se

cely objem kapalného podilu prelil ptes fritovy kelimek S2.

Oxidovana celuléza (DAC) se ziskala tak, ze se kapalny podil ptidal do dvojnasobného
objemu, tj. 450 ml t-buthylalkoholu za michdni na magnetickém michadle pii pokojové
teploté po dobu 10 min. Za tuto dobu se DAC vysrazela. Po vysrazeni DAC se smés ptelila

ptes fritovy kelimek S1, na kterém se jesté tfikrat prolila t-buthylalkoholem.

Vznikla ,pasta® DAC se rozprostfela na Petriho misku apo kratkém odpafeni
t-buthylalkoholu se vysuSila v susarné pii 35 °C po dobu 24 h. Vysusena DAC se poté

rozetiela ve tfeci misce na prasek a uschovala ve sklenéné lahvicce.

Srovnatelny postup vyroby DAC muizeme nalézt také ve studii Varma a Kulkarni, které

zkoumala hladinu oxidace celulozy pii urcité teplot€, koncentraci jodistanu a pH [30].
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8.2 Priprava Zelatinového gelu se sitovadlem

Do kadinky o objemu 50 ml se odvazilo potfebné mnozstvi sitovadla DAC, vztazeno na
hmotnost navazované Zelatiny, tj. 7,5 g a ptidalo se 14,5 ml (z celkovych 104,5 ml) pufru
o daném pH. Sm¢s se postupné zahtivala za stalého michdni magnetickym michadlem. DAC
se nejprve nerozpoustéla, avSak se vzrustajici teplotou rozpustnost stoupd. Pokud se DAC
nerozpusti pii 60 °C po cca 10 minutach, pak je mozné teplotu postupné zvysSovat az do
naprostého rozpusténi DAC. Pokud dojde k vyparovani pufru, je potieba jej dopliiovat, aby
po rozpusténi DAC byl objem roztoku 14,5 ml.

Standardizovany postup na méfeni pevnosti zelatinovych gell je rozpusténi 7,5 g zelatiny

ve 104,5 ml vody (pufru).

Do standardizované nadoby na méfeni pevnosti Zelatinového gelu bylo navazeno 7,5 g
zelatiny a ptidano 90 ml (ve zbylych 14,5 ml byla rozpusténa DAC) piedem ptipraveného
pufru o daném pH (3,8 nebo 5,0). Zelatina byla ponechana asi 1 h pii pokojové teploté, aby
probéhlo botnani molekul. Poté byla smés zahtivana na 50-60 °C za stalého michani po dobu

10 minut do uplného rozpusténi gelu.

K rozpusténému Zelatinovému roztoku se pfidal roztok sitovadla (o objemu 14,5 ml)
obsahujici mnozZstvi podle Faktoru A a pokracovalo se v michani magnetickym michadlem

pfi stejné teploté po dobu 2 minut.

Néadobka s roztokem se piikryla vikem a byla vlozena do inkubétoru s teplotou 10 °C po

dobu sit'ujici reakce podle Faktoru B.

8.3 Stanoveni rozpustnosti gelu

Dalsi hodnotici metodou byla rychlost rozpousténi gelu, kdy se pfipraveny gel ve
standardizované nadob¢ umistil do inkubatoru. Pti teploté 50 °C se sledovalo, zda dochézi

k jeho rozpusténi, a za jak dlouho gel ptejde v sol. Tato doba se pak zaznamenala.

Rozpustnost gelu se posléze spolecné s jeho pevnosti zaznamenala do programu Minitab 19,

kde se statisticky vyhodnotila.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Vlastnosti Zelatinového gelu pro pH 3,8 bez sit'ovadla

Nejprve byly pfipraveny vzorky zelatinového gelu bez ptidaného sitovadla DAC pti pH 3,8.
Tyto vzorky se umistily do inkubatoru a nechaly se po uvedenou dobu (podle Faktoru B)
sitovat. Po uplynuti této doby se zméfila pevnost gelu anasledné¢ doba rozpousténi

v inkubatoru za stalé teploty 50 °C.

Jak mtizeme vidét v tabulce 3, pevnost zelatinového gelu po 48 hodinach sitovani ¢inila 117
Bloom a pevnost zelatinového gelu, ktery byl sitovan po dobu 120 hodin, byla o néco vyssi
a ¢inila 129 Bloom. Doba rozpusténi se u Zelatinovych gelt taktéZ lisila. Zelatinovy gel

sitovan po dobu 48 hodin se rozpustil za 22 minut a gel sitovan 120 hodin se rozpustil za

30 minut.
C. Fakt?r A F’a ,k t.‘fr,B Pevnost | Doba rozpousténi
vzorku Mnozstvi Doba sit’ujici reakce [Bloom] [min]
sitovadla [%] [h]
1 0 48 117 22
2 0 120 129 30

Tabulka 3 - Naméfené hodnoty zelatinového gelu bez sitovadla pii pH 3,8
9.2 Vlastnosti Zelatinového gelu pro pH 3,8 se sitovadlem

Nasledné byly ptipraveny vzorky s obsahem sitovadla DAC podle Faktoru A pfi stejném
pH. Tyto vzorky se stejn¢ jako vzorky bez sitovadla umistily do inkubatoru a nechaly se

sitovat po uvedenou dobu (Faktor B). Poté se opét zmétila pevnost gelu a doba rozpustnosti.

V tabulce ¢islo 4 jsou vysledné vlastnosti Zelatinového gelu sitovaném pii pH 3,8. Miizeme
pozorovat, Ze Zelatinovy gel s obsahem sit'ovadla 6 %, u kterého byla doba sit'ujici reakce
195 Bloom mél zelatinovy gel s obsahem sit'ovadla 6 %, ktery se sitoval po dobu 120 hodin.

Tento gel se rozpoustél 39 minut.

Faktor A Faktor B wex s
* —r o s s Pevnost | Doba rozpousténi
C. vzorku Mnozstvi Doba sit’ujici reakce [Bloom] [min]
sitovadla [%] [h]
1 6 48 128 25
2 20 48 129 26
3 13 84 140 28
4 6 120 195 39
5 20 120 145 36

Tabulka 4 - Naméiené hodnoty zelatinovych gela pii pH 3,8
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Obrazek 5 - Pevnost zelatinového gelu, pH 3,8

Z obrazku 5 mliZeme vycist, Ze vzorek Zelatinového gelu, ktery byl sitovan DAC, vykazuje
nejvyssi pevnost, vice nez 190 Bloom, pii mnozstvi sitovadla 6 % a pii dobé€ sitovani 120

hodin.
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Obrazek 6 - Rozpustnost zelatinového gelu, pH 3,8
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Nejrychleji (méné nez 27 min) se rozpoustél zelatinovy gel s obsahem sitovadla 6 %,
respektive 20 %, sitovany po dobu 48 hodin. Nejdéle (vice nez 37 min) se rozpoustél
zelatinovy gel s obsahem sitovadla v rozmezi 6 %, respektive 20 %, sitovany po dobu

120 hodin. Je tedy ziejmé, Ze Zelatinové gely sitované po kratsi dobu, se rozpoustéji rychleji.

Obrazek 7 - Zelatinové gely sitované po dobu 48 h pti pH 3,8
Na obrazku 7 je srovnani Zelatinovych geld sitovanych po dobu 48 h pfi konstantnim pH

3,8. Mnozstvi ptidaného sitovadla je (zleva) 0 %, 6 % a 20 %.

Obrazek 8 - Zelatinové gely sitované po dobu 120 h pii pH 3,8

Obrazek 8 znazoriiuje srovnani zelatinovych geli pii pH 3,8 sitovanych po dobu 120 hodin
s mnozstvim sitovadla (zleva) 0 %, 6 %, 20 %. Miizeme pozorovat, Ze koncentrace sitovadla

ani doba sitovani nemaji na barvu, respektive zakaleni, vliv.
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9.3 Vlastnosti Zelatinového gelu pro pH 5,0 bez sitovadla

Stejné jako u zelatinového gelu pii pH 3,8 byly nejdiive pfipraveny vzorky bez sitovadla
iupH 5,0. Tyto vzorky se umistily do inkubatoru a nechaly se sitovat po uvedenou dobu

(Faktor B). Poté se zm¢éfila pevnost gelu a doba rozpustnosti.

Pevnost Zelatinového gelu, ktery se sitoval po dobu 48 hodin, ¢inila 141 Bloom a doba
rozpustnosti byla 25 minut. Nicmén¢ Zelatinovy gel sit'ujici se po dobu 120 hodin vykazoval
pevnost 215 Bloom, coz je o 74 Bloom vice nez u gelu, ktery se sitoval po dobu 48 hodin.

I rozpustnost tohoto gelu byla delsi, a to o 14 minut.

Faktor A Faktor B Pevnost | Doba rozpousténi
C. vzorku | MnoZstvi sit'ovadla | Doba sit'ujici reakce v Zpoustent
o [Bloom] [min]
[%o] [h]
1 0 48 141 25
2 0 120 215 39

Tabulka 5 - Namétené hodnoty Zelatinového gelu bez sitovadla pti pH 5,0

9.4 Vlastnosti Zelatinového gelu pro pH 5,0 se sitovadlem

V tabulce 6 jsou vysledné vlastnosti Zelatinového gelu sitovaném pii pH 5,0 s pouZitym
sitovadlem DAC, které byly pfipraveny stejnym zpusobem jako ptedchozi Zelatinové gely.

Lze vycist, ze vzorek Zelatinového gelu obsahujici 13 % sitovadla DAC ma nejvétsi pevnost,

cvwvr

Bloom obsahoval 6 % sitovadla DAC a sitoval se 48 hodin. I jeho doba rozpustnosti je

kratka, tj. 30 minut.

Faktor A Faktor B Pevnost | Doba rozpousténi
C. vzorku | Mnozstvi sitovadla | Doba sit'ujici reakce P
0 [Bloom] [min]
[Yo] [h]
1 6 48 139 30
2 20 48 150 33
3 13 84 246 50
4 6 120 222 41
5 20 120 235 49

Tabulka 6 - Naméfené hodnoty zelatinovych gela pii pH 5,0
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Obrazek 9 - Pevnost gelu pti pH 5,0

Zelatinovy gel s nejvyssi pevnosti (>240 Bloom) lze pii pH 5,0 pfipravit pii dobé sitovani
77-91 hodin s obsahem sitovadla 12—14 %. Zaroveit miizeme fici, ze i pies vysoky podil
sitovadla nelze vyrobit Zelatinovy gel s vyssi pevnosti nez 200 Bloom, pokud bude doba

sitovani nizsi nez 58 hodin.
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Obrazek 10 - Rozpustnost gelu pii pH 5,0
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Zavislost rozpustnosti zelatinového gelu pii pH 5,0 na mnozstvi sitovadla a dobé¢ sitovani
je téméf linedrni. Nejrychleji se rozpoustely zelatinové gely, které se sitovaly po dobu nizsi
nez 58 hodin pfi obsahu krajnich hodnot sitovadla (6-8 %, 18-20 %). Mizeme taktéz
pozorovat, Ze nejdéle se rozpoustély Zelatinové gely s obsahem sitovadla 10-16 %, které se

sitovaly vice nez 75 hodin.

Obrazek 11 - Zelatinové gely sitované po dobu 48 h pii pH 5,0

Na obrazku 11 pozorujeme Zelatinové gely sitované pii konstantnim pH 5,0 po dobu 48

hodin s obsahem sit'ovadla (zleva) 20 %, 6 %, 0 %.

Obrazek 12 - Zelatinové gely sitované po dobu 120 h pii pH 5,0

Obrazek 12 znazoriiuje srovnani zelatinovych geli pti pH 5,0 sitovanych po dobu 120 hodin
s mnozstvim sitovadla (zleva) 0 %, 6 %, 20 %. Muzeme opét konstatovat, ze mnozstvi

sitovadla ani doba sitovani nemaji vliv na barvu ¢i zakaleni zelatinového gelu.
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10 ZHODNOCENI VYSLEDKU A NAVRH OPTIMALNICH
PODMINEK

Maximalni pevnost Zelatinového gelu pti pH 3,8 vykazoval vzorek obsahujici 6 % sitovadla
dialdehyd celuldzy, ktery byl sitovan po dobu 120 hodin. Pevnost tohoto zelatinového gelu
byla 195 Bloom, coz je, v porovnani s zZelatinovym gelem sitovanym po dobu 120 hodin,
avSak bez sitovadla, o témét 70 Bloom vyssi. Tento Zzelatinovy gel se také nejdéle

rozpoustél, doba rozpustnosti ¢inila 39 minut, coz je 0 9 minut déle nez u gelu bez sitovadla.

Minimalni pevnost Zelatinového gelu pii pH 3,8 vykazoval vzorek obsahujici 6 % sitovadla
DAC sitovany po dobu 48 hodin. Pfi porovnani Zelatinového gelu bez sitovadla, ktery mél
pevnost 117 Bloom po 48 hodinach sitovani, a zelatinového gelu s ptidavkem sitovadla,
ktery mél pevnost 128 Bloom po 48 hodinach sitovéni, je to nartist o 11 Bloom. Tento gel

se rozpoustel o 3 minuty déle nez vzorek bez sitovadla, ktery se rozpoustél 22 minut.

Z uvedenych hodnot mlizeme navrhnout optimalni podminky pro sitovani, kdy optimalni
doba sit'ujici reakce pii pH 3,8 je 110-120 hodin a optimalni obsah sit'ovadla dialdehyd
celulozy je 6-8 %.

U Zelatinového gelu pfi pH 5,0 vykazoval maximalni pevnost vzorek obsahujici 13 %
sitovadla DAC, ktery byl sitovan po dobu 84 hodin. Pevnost tohoto gelu byla 246 Bloom

a doba jeho rozpustnosti byla nejdelsi ze vSech vzorki, ¢inila 50 minut.

P11 pH 5,0 m¢l nejmensi pevnost Zelatinovy gel obsahujici 6 % sitovadla, ktery byl sitovan
po dobu 48 hodin. Jeho pevnost byla pouze o 2 Bloom vys§i neZ vzorek bez sitovadla a doba

rozpustnosti byla delsi pouze o 5 minut.
Z téchto uvedenych vysledk miizeme fici, Ze optimalni doba sit'ujici reakce pii pH 5,0 €ini
78-93 hodin a optimalni obsah sitovadla dialdehyd celulozy je 12-14 %. Tyto hodnoty lze

vycCist z obrazku 10.
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ZAVER
Tato Bakalarska prace s nazvem piiprava oxidovaného polysacharidu a posouzeni jeho

situjiciho ucinku je rozdélena na teoretickou Cast a praktickou Cast.

V teoretické ¢asti jsou popsany bilkoviny a jejich struktura. Déle je kapitola zamétena na
strukturu kolagenu, jeho fyzikélni a chemické vlastnosti a taktéz jeho vyuziti ve farmacii,
potravinaiském a kosmetickém prtimyslu. Dalsi kapitola pojednava o chemickém slozeni
zelatiny, vyrobé, chemickych a fyzikdlnich vlastnostech a jejim vyuziti ve farmaceutickém,
zdravotnickém a technickém primyslu. Teoreticka ¢ast se zabyva taktéz sitovanim
hydrogelt chemickym, fyzikalnim a enzymatickym procesem. Tato Cast prace je zakoncena

ptipravou oxidované celuldzy, konkrétné dialdehydu celuldzy.

Cilem experimentalni c¢asti bylo posouzeni schopnosti sitovani Zelatinovych gela
oxidovanym polysacharidem dialdehydem celulozy (DAC). V této bakalarské praci byla

vyuzita metodika faktorovych pokusti typu 2%, tedy dvé Girovné a dva faktory.

V experimentalni ¢asti byla popséna piiprava sitovadla dialdehydu celulézy DAC
z mikrokrystalické celulozy reakei s NalO4. Po oxidaci s NalO4 byla oxidovana celuldza
vysrazena pomoci t-buthylalkoholu. Situjici G€inky dialdehyd celuldzy byly testovany pii
dvou raznych pH (3,8 a 5,0) a obsahu sitovadla 6-20 % po dobu sit'ujici reakce 48-120 hodin
v inkubdtoru pfi teploté 10 °C. Poté byly zmé&feny pevnosti gelli s riznym obsahem sitovadla
a také byla zméfena rychlost rozpustnosti sitovanych Zelatinovych geltl v inkubatoru pfi

50 °C.

Nasledné byly stanoveny optimalni podminky pro sitovani zelatinovych gelit pomoci DAC
pti pH 3,8 a 5,0. Optimalni obsah dialdehydu celulozy pti pH 3,8 €ini 6-8 % pii dobé sit'ujici
reakce 110-120 hodin. Pii pH 5,0 je optimalni obsah sitovadla dialdehyd celulozy

v Zelatinovém gelu 12-14 % a optimalni doba sit'ujici reakce je 78-93 hodin.
Experiment dokézal, Ze dialdehyd celulozy situje 1épe pti pH 5,0 a je dobrym sitovadlem za
definovanych optimalnich podminek. Mimo optimalni podminky se dialdehyd celulozy

chovi spise jako plnivo. Uéinky tohoto sitovadla by viak mély byt nadale testovany.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

* Esencidlni aminokyseliny
Gly Glycin

AMK  Aminokyselina

Pro Prolin

Hyp Hydroxyprolin

Lys Lysin
Ts Teplota smrsténi
Ta Denaturacni teplota

IEP Izoelektricky bod
DAC Dialdehyd celulozy
DCC Dikyrboxy celul6za

DCMC Dialdehyd karboxymethyl celul6za
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