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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace je sledovani vlivu ptidavku sitovadel na vlastnosti kolagennich
filmt. V teoretické ¢asti jsou uvedeny zpuisoby, jakymi lze sitovat kolagenni materialy.
Dale je popsana kyselina alginova a tetrakis hydroxymethyl fosfonium sulfat a jejich moz-
né vyuziti jako sitovaci ¢inidla. Posledni ¢ést teoretické casti popisuje nejbéznéjsi metody
slouzici k charakterizaci zesitované kolagenni matrice.

V experimentalni ¢asti je sledovan vliv pfidavku kyseliny alginové v kombinaci s glutaral-
dehydem a vliv ptidavku samotného tetrakis hydroxymethyl fosfonium sulfatu na vlastnosti
kolagennich filml. Ze stanovenych teplot smr§téni, bobtnacich testli a mechanickych pa-
rametrd filmi bylo zjisténo, ze kolagenni filmy sitované pomoci tetrakis hydroxymethyl
fosfonium sulfatem vykazuji lepsi materidlové vlastnosti nez filmy sitované kyselinou al-

ginovou.

Kli¢ova slova: sitovani, kolagen, glutaraldehyd, kyselina alginova, tetrakis hydroxymethyl

fosfonium sulfat, teplota smr$téni, bobtnani, mechanické parametry, FTIR

ABSTRACT

The target of the master thesis is studying the effect of adding cross-linkers on the proper-
ties of collagen films. In the theoretical part methods of cross-linking of collagen materials
are introduced. Further, alginic acid and tetrakis hydrofymethyl phosphonium sulphate and
their possible utilizations as cross-linked agents are described. The last part of the theoreti-
cal part presents the most common methods used to characterizing degrese of cross-linking
of collagen matrix. In the practical part of the thesis the influence of addition of alginic
acid in combination with glutaraldehyde and the influence of addition of tetrakis hydroxy-
methyl phosphonium sulfate on properties of collagen films are studied. Based on the re-
sults of shrinkage temperature, swelling tests and mechanical parameters of the films it can
be concluded that collagen films cross-linked with tetrakis hydroxymethyl phosphonium

sulphate shows better material properties than films cross-linked with alginic acid.

Keywords: cross-linking, collagen, glutaraldehyde, alginic acid, tetrakis hydrofymethyl

phosphonium sulphate, shrinkage temperature, swelling, mechanical parameters, FTIR
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UvVOD

vlaknité bilkoviny. Jelikoz se jednd o obnovitelnou surovinu, a jeho zdroje jsou téméi ne-
omezené, je snaha neustale zdokonalovat preparaty z néj vyrabéné. Kolagen je nejen hlavni
surovinou kozedéIného primyslu pro vyrobu usni, ale vyuziva se i v fad¢ dalSich obort.
Hlavni piednosti tohoto biopolymeru je jeho podobnost s kolagenem télesnym, a tudiz je
¢asto vyuzivan v oblasti biomedicinskych aplikaci. Jeho dal§imi pfednostmi, oproti bézné
pouzivanym syntetickym polymertim, je jeho resorbovatelnost, kterou lze fidit situjicimi
reakcemi; dale pak schopnost zadrzovat vodu, diky své vynikajici absorpcni schopnosti.
Navic nevyvolava tvorbu protilatek organismu a vykazuje velmi nizkou antigenitu, kterou
lze jesté vice potlacit odstranénim telopeptidu z koncti fetézci. V biomedicinskych aplika-
cich mize byt kolagen vyuzit jako systém pro dodavani 1éciv, v tkanovém inzenyrstvi je
pak vyuzivan pro transplantace tkani, pouziva se pro vyrobu resorbovatelnych chirurgic-
kych niti, nebo se z n¢j zhotovuji tzv. kolagenové podusky aplikované na popaleniny nebo
oteviené rany. Kolagen je také vyznamnou surovinou v potravinaiském pramyslu, kde se
vyuziva predevsim v podobé jedlych oball a filmii. Vyrobené kolagenni filmy slouzi pie-
devsim k ochrané masnych vyrobkl pied vnéj$im prostiedim, pied plisobenim mikroorga-

nismil, navic zadrzuji masovou $t'avu a omazuji tnik aromatickych latek.

Jelikoz mechanické vlastnosti nativniho kolagenu nejsou pro mnoho aplikaci dostacujici, je
nutné kolagen sitovat. V soucasné dob¢ je necastéji pouzivanym sitovadlem reaktivni glu-
taraldehyd, ktery pfi svém odbouravani uvolituje formaldehyd, ¢imZ vykazuje cytotoxicky
ucinek. Navic v ptipad€ vyroby bioprotéz sitovanych glutaraldehydem dochéazi po implan-

taci k jejich vapenaténi, coZ je hlavni pticinou jejich poruch.

Pravé diky témto nedostatkiim existuje v soucasné dobé cela tada studii zabyvajici se hle-
danim jiného vhodného situjiciho ¢inidla, které poskytne kolagen se srovnatelnymi nebo
dokonce s lepSimi materidlovymi vlastnostmi. Mezi takova sitovadla patii napt. modifiko-
vané polysacharidy (celuléozovy dialdehyd, dialdehyd kyseliny alginové nebo dialdehyd

Skrobu), genipin, kyselina alginova nebo tetrakis hydroxymethyl fosfonium sulfat.
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I. TEORETICKA CAST
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1. BILKOVINY

vvvvvv

biopolymery. Jsou slozeny ze zakladnich strukturnich jednotek monomert, aminokyselin,
kterych je celkem 20. Vlastnosti bilkovin jsou dany pfedevsim chemickym slozenim, sek-
venci aminokyselin, velikosti makromolekul, prostorovou strukturou a komplexni pova-
hou. Vzajemné spojovani aminokyselin do polypeptidického fetézce dava velkou variabili-
tu, druhovou specificnost a rozmanitost. Bilkoviny v organismu plni fadu funkci, jako je

funkce biologicka, vyzivova, energetickd a mnoh¢ dalsi [1].

Bilkoviny se ¢asto d€li podle tvaru makromolekul a to na bilkoviny globularni (korpusku-
larni) a bilkoviny vlaknité (fibrilové). Mezi bilkoviny globularni fadime albuminy, glubuli-
ny, fadu enzymi, bilkoviny krevni plazmy, vaje¢né, mlécéné a rostlinné bilkoviny. Pro glo-
buldrni bilkoviny je typické, Ze jejich rozméry jsou ve vSech tfech smérech stejné. Globu-
larni bilkoviny lze po degradaci bun€k rozpustit ve vod€ nebo ve vodnych roztocich ziedé-

nych soli [1].

Vlédknité bilkoviny maji velmi typické prostorové uspotfadani. Sousedni molekuly plisobi
navzajem na sebe a tim se vytvaieji vétsi agregaty, v nichz jsou vlaknité molekuly uspota-
dany rovnobézné. Zdali dojde k vzajemné reakci, za¢nou vznikat pficné vazby orientované
kolmo na smér osy molekuly, coz mé za nasledek nerozpustnost ve vodé¢ 1 v roztocich soli

[1,2].

Vlaknite bilkoviny slouzi jako zdkladni stavebni material v zivo€i$né tisi. Radime zde ko-

lagen, keratin, elastin, myosin, aktin aj. [3].

1.1 Sitovani bilkovin

Sitovani je chemicky proces, ktery umoznuje spojeni dvou nebo vice molekul pomoci ko-
valentni vazby [12]. Chemickd modifikace, kterd vede ke zvysSeni stupné zesitovani, zavisi
na reaktivité proteinovych slozek, specifi¢nosti €inidel, sloZeni a reaktivit¢ aminokyselin a

trojrozmérné struktuie proteinu [6].

Chemicka reaktivita proteintli je dana aminokyselinovym slozenim jejich postranich fetézct
a volnymi aminovymi a karboxylovymi skupinami. Mezi nejvice reaktivni proteinové sku-
piny fadime serin, hydroxyprolin, treonin, tyrosin, kyselinu aspartovou a glutamovou, lysin

a arginin [6].
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K chemickému sitovani proteini dochazi pomoci Ctyt zakladnich funkcnich skupin:

e Primarni aminy (-NH>) — tato skupina se vyskytuje na N— konci kazdého polypepti-
dového fetézce a v postrannim fetézci lysinového zbytku

o Karboxyly (-COOH) — tato skupina se vyskytuje na C— konci kazdého polypeptido-
vého fetézce a v postrannim fetézci kyseliny asparagové a glutamové

e Sulfhydryly (-SH) — tato skupina se nachazi v postrannim fetézci cysteinu. Casto je
soucasti sekundarni a terciarni struktury bilkovin, kde jsou cysteiny spojeny svymi
postrannimi fetézci prostiednictvim disulfidovych vazeb (—S—S-)

e Karbonyly (-CHO) — tyto aldehydové skupiny mohou byt vytvofeny oxidaci sacha-
ridovych skupin glykoproteinti.

Pro kazdou z téchto cilovych funkénich skupin existuje celd fada reaktivnich skupin, které

jsou soucasti sitovacich ¢inidel, pomoci nichz dochazi k tvorb¢ pti¢nych vazeb [12].

1.2 Sit’ovadla

Sitovaci c¢inidla jsou molekuly, které obsahuji dva nebo vice reaktivni konce, které jsou
schopny se chemicky pfipojit na proteiny a jiné molekuly. Mezi molekulami vznikaji me-
zimolekularni pfi€né vazby. Rozezndvame fadu komeréné dostupnych sitovacich ¢inidel,
které mohou obsahovat specifické funkéni skupiny zaméfujici se na aminy, sulthydryly,
karboxyly, karbonyly nebo hydroxylové skupiny. Déle rozeznavame ¢inidla homobifunkéni
a heterobifunkéni, pti¢emz homobifunkéni sitovadla maji stejné reaktivni skupiny na obou
koncich (obrazek 1 — A/A) a lze je pouZit pouze pii jednostupiiovych reakcich. Naopak
¢inidla heterobifunkéni obsahuji na obou koncich rizné reaktivni skupiny (obrazek 1 —
A/B). Tato ¢inidla umoziuji jak jednostupnové reakce, tak 1 reakce dvoustupiiové, které

minimalizuji nezddouci polymerace a samokonjugace.

fﬂxﬂw—f"h\‘\v’i’-ﬂh“ﬁv‘ﬁwf.h

A"

hf’ﬂ“aw,’ﬁ&ff"kw,’ﬁﬁhffa

Obrazek 1 — Jednoduché schéma porovnavajici homobifunéni a heterobifunkéni sitovadla

[12]
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Sitovaci Cinidla se mohou také od sebe liSit délkou ramene, kdy reaktivni skupiny jsou od
sebe prostoroveé oddéleny strukturou sit'ujici molekuly. Vzdéalenost mezi reaktivnimi sku-
pinami muze byt rizné velkd, jak znazoriiuje obrazek 2 nize. Existuji i sitovadla s nulovou

délkou ramene, u kterych po dokonceni reakce nezlistdva zadna zbyla ¢ast sitovadla.

o e o e A
-
oy " Hx""\u"

ﬁ‘jﬂnhﬂfﬂ“«/’iﬁ

Obrazek 2 — Jednoduché schéma znazornujici variabilitu v délkdch ramene sitovacich ¢i-
nidel [12]
Sitovadla mohou taktéz obsahovat §tépitelné prvky, jako jsou estery nebo disulfidové vaz-
by, pomoci nichz muize dojit k rozbiti vazby ptidanim hydroxylaminu nebo redukéniho
¢inidla. V takovém pfipad¢ pak rozeznavame Cinidla $tépitelnd a nestépitelnd. Schéma Sté-

pitelného ¢inidla znazornuje obrazek 3 [12].

Obrazek 3 — Jednoducha schéma Stépitelného sitovadla s disulfidovou vazbou [12]
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2. SITOVANI KOLAGENU

Kolagen predstavuje nejrozsitenéjsi zivoc¢isnou bilkovinu, ktera je hlavni vldknitou slozkou
ktze, kosti, Slach, chrupavek, cévnich stén a zubli. Mimo jiné také tvofi kontinuum spoju-

jici buniky do tkani a slouzi jako stavebni materidl membran [1, 3].

Jako vSechny ostatni bilkoviny je i kolagen slozeny z 20 druha zékladnich aminokyselin.
Pro kolagen je typicky vysoky obsah glycinu a cyklickych aminokyselin, mezi které fadime
prolin a hydroxyprolin. Charakteristick¢é aminokyseliny, které obsahuje pouze kolagen je

hydroxyprolin a hydroxylysin. Neobsahuje cystin, cystein a tryptofan [1, 2].

Vytvéiet nerozpustna vldkna s velmi vysokou pevnosti v tahu je dano specifickou struktu-
rou, charakteristickou vysokym stupném vnitini organizace molekul. Zakladni strukturni
jednotkou kolagenu je tzv. tropokolagen, ktery se skladd ze tfi vldken stejné délky

(o — fetézce) spolecné se stacejici do pravidelné pravotocivé trojité spirdly [3, 4].

Kolagen ma charakter amfoterniho polyelektrolytu, proto jeho iontové reakce silné zavisi
na pH prostfedi. To znamena, Zze ¢ast skupin jeho postranniho fetézce se ionizuje v alkalic-
kém prostfedi a cast v prostfedi kyselém. Kolagen vykazuje v alkalické oblasti zaporny
naboj, piicemz v prostiedi kyselém ma naboj kladny. Izoelektricky bod nativniho kolagenu
je pfi pH 7. Mirnymi G¢€inky chemikalii je mozné jej ménit v rozsahu pH 4,5 az 8. Pravé
v této oblasti kolagen vykazuje extrémni hodnoty fyzikaln€ -mechanickych vlastnosti [4].

Zesitovany kolagen vykazuje vy$$i modul pruznosti, je odolnéjsi viici plisobeni protedz a
nedochazi k tak vyraznému nabobtndni v porovnéani s kolagenem nezesitovanym. Je za-
douct, aby kolagenové preparaty mély co nejlepsi jak chemické, tak i fyzikalni a materialo-
vé vlastnosti. Kolagen vyuZivany v biomedicinskych aplikacich napt. na bioprotézy se po

implantaci do téla velmi rychle rozklada, proto je nutné jej stabilizovat [4, 5].

Sitovani se muze provadet jednak chemickou upravou, pomoci napt. aldehydu (glutaralde-
hyd, formaldehyd), kyselin nebo oxida¢nimi ¢inidly, a jednak fyzikalnimi vlivy, jako je
napt. y a UV zéfeni [4].
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Zesitovani kolagenu po agregaci na fibrily

Postupnym starnutim kolagenu dochéazi u kolagenovych fibril k vristajici nerozpustnosti,
coz muze v konecném stadiu predstavovat rozpustnost pouze v siln¢ hydrolytickych pro-
stiedich. Tato skutec¢nost je dana vznikem intermolekularnich a intramolekuldrnich pfic-
nych vazeb, které spojuji tropokolagenové molekuly do polymerni sité [1].

Nejvétsi vyznam v téchto pficné vazebnych reakcich pfedstavuji aminokyselinové zbytky
lysinu a hydroxylysinu. Tyto zbytky se ¢astecné oxiduji specifickym enzymem lysyloxida-

sou za vzniku aldehydové skupiny, jak znazornuje néasledujici schéma:

NH» ) HC=0
| lysyloxidasa |
e
(CHz)s _— (CHz)s
| e |
NH—CH —CO— NH— CH— CO—
Lysinovy zbytek d-semialdehyd kyseliny

a-adipové (allysin)

Obrézek 4 — Oxidace lysinového zbytku na allysin [1]
Vznikl¢ aldehydové skupiny reaguji s vedlejSimi fetézci aminokyselin za vzniku pficnych
vazeb mezi sousednimi polypeptidickymi fetézci. V piipadé kolagenovych roztok k sito-
vani nedochazi z ditvodu velké vzdalenosti mezi molekulami. Kolagenové molekuly, které
obsahuji aldehydové skupiny, se skladaji do fibril. Poté nastava reakce karbonylu
s vedlejSimi fetézci a mezi jednotlivymi fetézci se za€nou vytvaret piicné vazby. MiiZe také
dochazet 1 ke vzajemnym reakcim dvou aldehydovych skupin. Sitovani u kolagenu probiha
nejprve pouze do stadia tzv. redukovatelnych pficnych vazeb, které jsou Stépitelné reduke-
nimi ¢inidly, a teprve v dal§im procesu dozravani se méni na neredukovatelné pficné vazby

adici jedné nebo dvou dalsich reaktivnich skupin vedlejSich fetézct [1].
Aldehydova kondenzace

Mezi aldehydy majici schopnost stabilizovat a sitovat aminokyseliny a proteiny, patii pte-
devs§im mono— a bifunk¢ni aldehydy. Dialdehydové Skroby a alifatické dialdehydy, jako je
napf. glutaraldehyd sit'uji kolagen pomoci mistkid za souasného vzniku dvojité Schiffovy
baze, které se obvykle zucastiuje situjicich reakci s e-aminoskupinou lysinu. Stabilita
Schiffovy baze udava, ze takto zesitovany kolagen je vice odolny viici kyselé nebo vysoko-

teplotni hydrolyze nez kolagen sitovany za stejnych podminek pomoci formaldehydu.
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V piipadé nizké koncentrace glutaraldehydu vznikaji intramolekuldrni sitovani, pfi vyssi

koncentraci se vytvareji dlouhé polymerni fetézce zplisobujici intermolekularni fixaci [4].
Oxidace jodistanem

Pomoci této metody se ziska kolagen s pozadovanou mechanickou pevnosti, bistabilitou
s antiimunogenicitou bez pouziti glutaraldehydu. V polypeptidickém fetézci kolagenu mu-
ze dojit k oxidaci hydroxylové skupiny 5-hydroxylysinu pomoci jodistanu za souc¢asného
vzniku aldehydové skupiny, ktera reaguje se sousednimi aminoskupinami lysinovych zbyt-

kt. Tim dochazi ke vzniku sité [4].

2.1 Chemické sitovani kolagenu

Pted zahajenim sitovani je velmi dulezitd vhodna volba sitovadla pro optimdlni reakci
s proteiny. V potaz se bere rozpustnost sitovadla, membranovd permeabilita, délka
distan¢niho ramene a vratnost pti¢nych vazeb. Sitovani by mélo probihat za mirnych pod-
minek pH a teploty aby se zachovala nativni struktura proteinti. Homobifunk¢ni ¢inidla

jako jsou naptiklad formaldehyd a glutaraldehyd patii mezi nejpouzivanéjsi sitovadla [12].

2.1.1 Tetrakis hydroxymethyl fosfonium sulfat

Tetrakis hydroxymethyl fosfonium sulfat (THPS), jehoz molekularni vzorec znazornuje
obrazek 5, je latka, ktera se vyznacuje celou fadou vyhod, jako je nizk4 toxicita, malé dav-
kovatelné mnozZstvi, rychly rozklad v Zivotnim prostiedi, nulova akumulace v organismech
a nizky stupen rizika jak pro lidské zdravi, tak pro Zivotni prostfedi. Je uZitné v celé fad¢
pramyslovych odvétvi. Jeho Siroky rozsah pouZiti je zaloZen na jeho multifunkénich vlast-
nostech, které z n¢j €ini U€inny prostfedek pro zpomalovani hoteni, pro sitovani bilkovin,
prosttedek k regulaci ristu bakterii a dal$i. THPS se vyuziva také k zachycovani sulfidu
zeleza ve vodach ropnych lozisek. Ptidavek malého mnozstvi zajisti snizeni obsahu sulfidu
zeleza ve vod¢ a tim dojde k odstranéni usazenin z povrchu potrubi, filtracnich médii a v

dalsich zafizenich [17].

HOH2C— _,,_fCH:-DH SO4*-
HOH.C— P~ CH:0H

Obrazek 5 — Vzorec THPS [18]
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V piipadé sitovani kolagenu pomoci THPS dochazi k reakci mezi hydroxymethylovymi
skupinami THPS s —NH, skupinami kolagenu. Princip vzniku pfi¢nych mustkl je podobny
aldehydovému sitovani, kdy vznikaji kratké a silné pticné vazby. Kolagen sitovany THPS
je bilé barvy, oproti kolagenu sitovaném napiiklad glutaraldehydem (viz. Ptiloha). Takto
zesitovany kolagen neobsahuje zadné ionty a je elektronegativni. Kolagen zesitovany po-
moci THPS je patrny na obrazku 6 nize [17].

L

5| H b H H ]
\/ o \/ )

a)

H H H H
X \/

\:_ N — (,, e = I _),_.-—-"’ C Bag N — ‘l',__ N i C n.,_____\}-l)// C \\ N _,.,--""{I
HOH,C CH,0H /£ H cH,on H )

Obrézek 6 — Schéma zesitovaného kolagenu pomoci THPS — a) aktivni forma zesitované-

ho kolagenu, b) stabilizovana forma zesitovaného kolagenu [19]

Diky antimikrobidlnim vlastnostem THPS, objevenymi Albrightem a Wilsonem, byl vyvi-
vych vodnich systémech. THPS nabizi mnoho vyhod oproti jinym, tradi¢né pouzivanym
biocidim a to z toho divodu, Ze je podstatné méné toxicky pro necilové organismy, je

ucinny pi1 mnoho nizsich koncentracich a je biologicky odbouratelny [8].

Bézné biocidy pouzivané k potlaceni riistu bakterii, fas a hub v primyslovych systémech a
ropnych poli jsou vysoce toxické pro Clovéka a vodni organismy a Casto pretrvavaji
v zivotnim prostfedi. THPS biocidy pfedstavuji zcela novou tfidu antimikrobialni chemie,
kterda kombinuje vynikajici antimikrobialni aktivitu pfi relativné neSkodném toxikologic-
kém uc¢inku. Mezi hlavni vyhody THPS je nizka toxicita, rychly rozklad v Zivotnim pro-
sttedi a nebioakumulace. THPS biocidy poskytuji snizeni rizik pro lidské zdravi a Zivotni
prostfedi. THPS se rozklada hydrolyzou, oxidaci, fotodegradaci a biologickym rozkladem.
Bylo prokazano, Ze degrada¢ni produkty maji neSkodnou toxicitu. THPS biocidy jsou vod-
né roztoky a neobsahuji organické t€kavé slouceniny. Vzhledem k tomu, ze THPS neobsa-
huje halogeny, nepfispiva k tvorbé dioxinll nebo vstiebatelnych organickych halogeni. Na

zakladé¢ netoxického ucinku na zivotni prostiedi byl schvalen pro pouziti v ekologii [8].
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Diky svému netoxickému ucinku na zivotni prostfedi byl THPS studovan jako nahrazka
chromu pfi ¢inéni usni. Usné vycinéné pomoci chromu vykazuji modro — Sedou barvu
s vysokymi teplotami smrsténi (~105°C). Kvuli dopadu na Zivotni prostiedi byla snaha
chrom nahradit syntetickymi tiislovinami, které ale poskytovaly pouze usné¢ nazloutlé bar-
vy. Zadny s dosavadnich ¢inicich procesti nemohl poskytnout kvalitni, ¢isté bilé usné
vhodné pro piimé pouziti nebo pro barveni s pouzitim ekologicky pfijatelnych a ekono-
micky dostupnych slozek. Cilem studie bylo poskytnout pro zivotni prostfedi pfijatelny
Cinici proces, ktery poskytuje bilé usné s vysokymi teplotami smr$téni v rozmezich od
80°C do 85°C. Bylo zjisténo, Ze nejoptimalnéjsi koncentrace THPS se pohybuje v rozmezi
0od 0,01 do 20 hm. %, vztazeno na celkovou hmotnost suché kiize. Obecné plati, ze hodnota
pH pfi které useit dosahuje nejlepsSiho stupné Cinéni je v blizkosti jejiho izoelektrického
bodu. Z toho diivodu byla u holiny provedena uprava pH, kterd by se méla nejlépe pohybo-
vat od 4,5 do 7. Fathima ve své studii provedl apravu pH pomoci 1% hydrogenuhli¢itanu
sodného na kone¢nou hodnotu pH 5. Takto vy¢inéné usné jsou svétlé barvy s vysokymi
teplotami smrsténi. V jiné studii byl k ¢inéni usni pouzit tetrakis hydroxymethyl fosfonium
chlorid (THPC). V tomto ptipad¢ se hodnota pH upravovala na hodnoty od 3 do 9. Obvyk-
le se v§ak dosahuje uspokojivych vysledku pti pH od 2 do 12 [50-52].

Bylo také studovano sitovani kolagenu pomoci THPS a t¢inek tohoto sitovani na tepelnou
a enzymatickou stabilitu. Kolagenni vldkna byla smichdna s 1% roztokem THPS po dobu
24 hodin pfi teploté 25°C, pti¢emz hodnota pH byla 4. Teplota smrs§téni 1 teplota denatura-
ce byla nameétena vysSi nez v pfipad€ kolagenu nativniho. Pomoci DSC bylo zjisténo, Ze
v pribéhu denaturace dochézi k fazovému piechodu u nativniho kolagenu jiz pfi teploté
65°C, pficemz u kolagennich sitovanych vldken dochazi k fazovému piechodu az pfi teplo-
té¢ 95°C. Stanoveni enzymatické stability se provadélo na zdkladé stanoveni uvolnéného
hydroxyprolinu. Sitovany a nativni kolagen byly inkubovéany spole¢né s kolagendzou. Vy-
sledky ukazuji, Ze 1 po 96 hodinach inkubace je uvolnéno pouze 15% hydroxyprolinu
v pfipadé sitovaného kolagenu, pficemz u nezesitovaného kolagenu je obsah hydroxypro-

linu 96% [53].

Byla taktéZ provedena studie, zda se nejedna o latku mutagenni nebo zda nejsou mutagenni
jeji metabolické produkty. Vychozim materidlem pro experiment byly textilie obsahujici
75% THPS, které byly zaclenény zvifatim do krmiva. Vysledky studie ukazuji, ze THPS

neprodukoval zadné mutagenni reakce [54].
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2.1.2 Kyselina alginova

Kyselin alginova (KALG) je linearni aniontovy kopolymer slozeny z jednotek kyseliny
f—D-manuronové a o—L—guluronové vazanych pomoci glykosidické vazby uspotradanych
do homopolymernich nebo heteropolymernich blokt. Jedné se o jediny polysacharid, ktery
piirozen¢ obsahuje karboxylové skupiny. Vyskytuje se jako bila az zlutavé hnéda latka,
vlaknité, zrnité, granulované ¢i praskové formé nerozpustna ve vodé a organickych roz-
poustédlech. K rozpousténi dochazi pouze v roztocich uhlicitanu, hydroxidu a fosforecnanu

sodného [10, 11].

Kyselina alginova ptedstavuje hlavni polysacharid z hnédych moiskych tas rodu Phaeopy-
ta, je latkou netoxickou, nekarcinogenni, biokompatibilni a sterilizovatelnou. Kyselina
alginova a jeji sodné a véapenaté soli se jiz pomérné dlouho vyuzivaji v potravinaiském,
kosmetickém, farmaceutickém a v mnoha dalSich pramyslech [10].

K sitovani mezi kolagenem a kyselinou alginovou dochazi pomoci kovalentni vazby. Nej-
prve dochazi ke smichani pozadované koncentrace kolagenu s kyselinou alginovou. Reakce
se spusti za tvorby esteru a ztraty vody. Vzhledem k tomu, zZe vysledné laktony jsou biolo-
gicky aktivni, jsou schopny interagovat s volnymi —NH, skupinami zbytku lysinu v fetézci

kolagenu. Reakéni schéma je znadzornéno na nasledujicim obrazku 7 [10].

0
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g COOH . u
s mll 5
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Obrazek 7 — Schéma reakce kolagenu s kyselinou alginovou [10]
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Stanovenim obsahu volnych —NH, skupin (spektrofotometricky za pouziti trinitrobenzen-
sulfonové kyseliny — TNBSA) byl zjistovan procentudlni stupen zesiténi. Pii pouziti 1,5%
kyseliny alginové byl zjistén 75% stupeii zesiténi. Dale bylo zjisténo, ze dal$im zvySenim
obsahu kyseliny alginové jiz nedochazi ke zvySovani stupné zesiténi, ale pouze k tvorbé H—

vazeb. Tento fakt je zobrazen nize na obrazku 8 [10].
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Obrazek 8 — Schéma kolagenu zesitovaného kyselinou alginovou [10]
V praxi se vyuZziva i napiiklad dialdehyd kyseliny alginové jako ndhrazka chromu pfi ¢iné-
ni usni. KoZedélny priimysl stale hleda vhodné alternativy pro ndhradu chromu pfi ¢inicim
procesu z divodu mozné tvorby Sestimocného chromu, ktery je karcinogenni a poskozuje
kazi, sliznici, dychaci cesty a ledviny. Pfi vyrob¢ usni vzniké velké mnoZstvi jak pevného,
tak 1 vodného odpadu s obsahem chromu, ktery naruSuje rovnovahu v Zivotnim prosttedi.
V ptipad¢ dialdehydu kyseliny alginové bylo prokazéano, Ze je biologicky odbouratelny,
toxikologicky neskodny a jde o produkt z obnovitelnych ptirodnich zdroji. Jedna se o mo-
difikovany biopolymer kyseliny alginové, ktery je pomérné levnou surovinou s velkym
poctem aldehydovych skupin v jedné molekule. Nahrada chromu pfi ¢inéni touto alternati-
vou nam poskytuje usné s dobrymi funkénimi vlastnostmi bez zbytecného znecistovani

zivotniho prosttedi [11].
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2.1.3 Formaldehyd

Aldehydové skupina formaldehydu (—CHO) reaguje s aminoskupinou proteinu, piicemz
dochazi k propojeni pomoci methylenovych mistkti. V pfipad¢ sitovani kolagenu pomoci
formaldehydu dochézi k tvorbé methylenového miistku mezi atomem dusiku na konci po-
stranniho fetézce lysinu a atomem dusiku peptidové vazby, pficemz pocet piicnych vazeb
s Casem roste. Tvorba methylenového mtistku mezi kolagenem a formaldehydem znazormu-
je obrazek 9. Mezi kolagenem a formaldehydem dochazi k tvorbé pocatec¢nich vazeb zhru-

ba do 24 hodin. Tvorba methylenovych mustkl trvd mnohem pomaleji [9].

(A) |PROTEN +H + HCHO = |PROTEIN ~HCHOH
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Obrazek 9 — Sitovani proteinu formaldehydem: A — reakce formaldehydu s molekulou pro-
teinu, B — tvorba methylenového muistku mezi produktem a jinou molekulou proteinu, C —
mechanismus sit'ujici reakce formaldehydu s aminoskupinou lysinu za tvorby methyleno-

vého mustku [9]

2.1.4 Glutaraldehyd

Glutaraldehyd (GA) je nasyceny, alifaticky dialdehyd vysoce rozpustny ve vodé, ethanolu a
benzenu. Je sloZzen z pomérné malych molekul, z nichZ kazdd obsahuje dvé aldehydové
skupiny, odd¢lené fetézcem s tfemi methylenovymi mustky. Situjici G¢inek je mnohem

lepsi nez v ptipad¢ formaldehydu, protoze k zesiténi muze dojit prostiednictvim —CHO
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skupin na obou stranach molekuly. Mechanismus polymera¢ni reakce GA je znazornén na
obrazku 10. Na obrazku 11 je pak znazornén mechanizmus sitovani GA spolu s molekulou

proteinu za vzniku Schiffovy baze (-N=CH-) [7, 9].

H\c (CH.,) c:'{'p
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Obrazek 10 — A) tii typy molekul monomerniho GA, B) polymeracni reakce GA [9]
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Obrazek 11 — sitovaci reakce GA s molekulou proteinu [9]

Jedna se o velmi reaktivni latku, ktera podléha heterocyklickym a homocyklickym reakcim
za vzniku smési hydratl, pyranil a riznych polymerti. Komeréné dostupné piipravky GA
jsou Casto zfedéné roztoky (ptiblizné 2,0%). Jedna se o extrémné reaktivni sitovaci ¢inidlo
proteind. Je také Siroce pouzivan v prumyslovych, védeckych a biomedicinskych oborech.
Pouziva se také pii specidlnich aplikacich jako je fixace pro elektronovou mikroskopii a

pro piipravu chirurgickych §tépti, bioprotéz a dentalnich materiald [9].
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Existuje celd fada nevyhod spojenych s jeho pouzitim. Jednou z nevyhod je napi. depoly-
merace pricnych vazeb, které byly pozorovany in vivo. Tato depolymerace je spojena
s uvoliovanim toxickych latek. V pfipad¢ vyroby bioprotéz bylo zjisténo, Ze protézy sit'o-
vané GA maji nezadouci sklon vapenatét po implantaci do téla. Prave tato kalcifikace je
hlavni pfi¢inou poruch implantovanych protéz [5]. K vapenaténi dochazi v disledku reakce
mezi vapnikem nachazejicim se v lidském tele a aldehydovou skupinou ptitomné
v molekule glutaraldehydu. Z toho diivodu byla provedena fada studii, které se snazily al-

dehydové skupiny pfednostné obsadit jinymi latkami a tim blokovat navazani vapniku [22].

GA je v soucasné dobé& zatfazen jako dermalné drazdivé Cinidlo pfi lokalni aplikaci na kiizi.
Pti testech na mysich zptsobil stiedné tézké az t€zké podrazdéni a/nebo alergickou reakei.
Zavazné lokalni zanéty byly pozorovany pii pouZiti naplasti s 25% GA na krali¢i kize.
Podkozni podéani 25 nebo 125 mg/kg GA denné potkanim po dobu 35 dnii zptisobilo zvy-
Seny pocet bilych krvinek, sniZzeni hladiny hemoglobinu a lymfocytti. Pfipustny expozi¢ni
limit pro glutaraldehyd je 0,8 mg/m’ (0,2 ppm). Tato koncentrace byla stanovena na zakla-
d¢ drazdivych ucinkl na oci, nos a hrdlo. Tyto G¢inky jsou spojovany s kratkodobym ptiso-

benim glutaraldehydu [7].

2.1.5 Jiné chemickeé sit’ujici latky

Genipin

Genipin s molekularni strukturou C;;H;40s, je latka ziskdvana z plodl ovoce gardé-
nie (Gardenie jasmindides Ellis). Jedna se o latku bezbarvou, ktera mé tendenci ke spon-
tdnnim reakcim s aminokyselinami za vzniku modrych pigmenti, které se vyuZivaji jako
potravinaiska barviva. Jedna se o bily prasek rozpustny v ethanolu, methanolu, acetonu a

slab& rozpustny ve vod&. Struktura této latky spole¢né s mechanismem sit'ujici reakce je

znazornéna na obrazku 12 nize [21, 23].
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Obrazek 12 — Sitovaci reakce genipinu s molekulou kolagenu [14]
Pouziva se jak pro farmaceutické ucely, tak jako situjici ¢inidlo. Genipin je latka s daleko
nizs§i toxicitou nez bézn¢ pouzivany glutaraldehyd. Bylo prokézano, ze genipin je schopen
dimerizovat v pfitomnosti nukleofilli, jako jsou primarni aminy a Ze dvojné vazby mezi
uhliky a pfitomné alkoholy jsou nezbytné pro proces sitovéani. Genipin mtize byt pfipraven
oxidaci a naslednou redukci a hydrolyzou nebo enzymatickou hydrolyzou z mateiské slou-

ceniny. Alternativné Ize genipin pfipravit i syntetickymi postupy [23].

Zelatinu lze vyuZit jako biomaterial pro medicinské aplikace, napf. jako obvazové materia-
ly nebo jako kostni nahrady. Jelikoz se Zelatina rychle rozpousti ve vodném prostiedi a
degraduje pfi télesné teploté, je nutné ji sitovat. Jak jiz bylo zminéno, nejcastéjSim pouZzi-
vanym sitovacim ¢inidlem je glutaraldehyd. Kvili jeho cytotoxicité v disledku uvoliovani
formaldehydu pfi jeho odbouravani byl proveden vyzkum za pouZiti ptirozené se vyskytu-
jiciho genipinu s nizkou toxicitou. Reakéni mechanismus sitovani mezi genipinem a Zela-

tinou je v soucasné dob¢ stale pfedmétem vyzkumu [24].

Diky své nizké cytotoxicité a biokompatibil¢ byl genipin pouzit také k sitovani kolagenu
v odvétvi bioprotéz. Bioprotézy sitované glutaraldehydem navic maji v téle tendenci vape-
natét, coZ znacné ovliviiuje Zivotnost implantované bioprotézy. Diky studie bylo zjiSténo,
Ze cytotoxicita a zanétliva reakce kolagenu sitovaného genipinem je vyrazné niz$i nez
v ptipad¢ bioprotéz fixovanych glutaraldehydem a epoxidovymi slou¢eninami. Dale bylo
zjisténo, ze obsah véapniku v genipinem fixované tkani méfeny v celém pribéhu studie byl
minimalni. Navic mechanicka pevnost a odolnost vii¢i enzymatické degradaci je srovnatel-
na. Vysledky této studie in vitro ukazuji, Ze genipin je efektivni sitovaci ¢inidlo pro fixaci

kolagennich tkéni [25, 26].
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Epoxidy

Jako sitovaci ¢inidla je mozné pouzit i epoxidové slouceniny, jako jsou glycerol diglycidyl
étery, glycerol triglycedyl étery a ethylenglykol glycidyl étery. Epoxidové slouceniny mo-
hou diky navazanému kysliku vytvaiet flexibilni spoje reakci s -NH, skupinami kolagenu,
ale taktéz i s jeho -COOH a —OH skupinami. Reakce s epoxidy probiha jak v kyselém, tak
1 v zésaditém prostiedi. Sitovani je predev§im ovlivnéno pH prostfedim, koncentraci sit'o-
vaciho ¢inidla a poctem jeho funkcnich skupin. Bylo zjisténo, ze s rostouci koncentraci
fixacniho ¢inidla a s rostoucim pH prostfedi stupeni sitovani roste. Je velmi dulezité zda se
sitovani provadi monofunk¢énimi nebo vicefunkénimi epoxidy. V piipadé, Ze se k sitovani
pouzije monofunkéni epoxid, tvofi se vazba pouze mezi jednou amino skupinou a jednou
epoxydovou skupinou. Za téchto podminek nedochazi k tvorbé mustki a tudiz ani
k propojeni fetézcl bilkovin. Dochazi pouze k obsazeni —NH, skupin pouZzitym sitova-
dlem. V takovém piipad€ se hovoii o tzv. maskovani. Jestlize reaguji alespont dvé skupiny
epoxidu, mohou krom¢ maskovani vznikat mustky, které spojuji napt. dva fetézce bilkovin,
coz ptredstavuje tzv. pravé sitovani [27, 55]. Bylo zjisténo, Ze kolagen sitovanymi epoxi-
dovymi slouceninami vykazuje vybornou pruznost a elasticitu, naproti tomu kolagen fixo-
vany glutaraldehydem po zesitovani tyto vlastnosti ztraci. Vysoka pruznost a elasticita jsou
zadané predevsim v oblasti bioprotéz. Diky studie bylo jiSténo, Ze kolagen sitovany epoxi-
dovymi slou¢eninami méa vynikajici biokompatibilitu a pruZnost srovnatelnou

s biologickou tkani [27].

Byla provedena studie, kde bylo pouzito bifunkéni epoxidové sitovadlo konkrétné
1, 4 — butandiol dyglycidyl éter (BDDGE). Byl pouzit k fixaci kolagenu pro ndhradu o¢ni
rohovky. Sitovani timto sitovadlem probihalo za bazickych podminek pii pH 11. Mecha-

nismus sitovani mezi BDDGE a molekulou kolagenu zndzoriuje obrazek 13 [28].

NH; COOH
NH; COOH
NH
|
NH; HH; ?Hz
+ — CH— CHy— O — CHa— 0 — CHy— CH—
HZC\ /‘CH CH;—O—CH;—0—CH; Ctl\ ;JCH? ) ?H‘GH]
COOH COOH R R = (QOCH;),
BDDGE émmﬂ
I
NH; COOH ?H,
COOH NH COOH
NH; COOH

Obrazek 13 — Sitovaci reakce mezi BDDGE a molekulou kolagenu [28]
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2.2 Enzymové sitovani kolagenu

K enzymovému sitovani se pouzivaji enzymy zvané transglutamindzy, které¢ zpisobuji
vznik sitové struktury mezi volnymi —NH; skupinami v proteinech. Vazby vytvotfené po-
moci transglutamindzy vykazuji vysokou odolnost vici proteolytické degradaci. Az do
konce roku 1980, bylo mozné ziskavat transglutamindzu pouze z zivoc¢isnych tkani, nejcas-
téji z jater morcat. Tyto zivoc¢isné enzymy jsou Siroce distribuovany v mnoha tkanich a
télnich tekutindch a jsou zapojeny do riiznych biologickych jevi, jako je srazeni krve, ho-
jeni ran a epidermalni keratinizace. Déle jsou tidajné¢ zodpovédné za regulaci bunééného
rustu, diferenciace a proliferace. Tento zplisob ziskavani transglutaminazy byl ale velice
slozity a mél za nasledek velmi vysoké ceny izolovaného enzymu, coz branilo jeho Siroké-
mu uplatnéni. Z toho diivodu se zacala pouzivat transglutaminaza produkovana mikroorga-
nismy. Prvni mikrobialni transgluatminazy vyprodukovala bakterie Streptoverticillium mo-
baraense. Potraviny upravené timto enzymem maji lepsi chut’, vzhled a strukturu. Kromé
toho, mize pouzity enzym zvysit trvanlivost nékterych potravin a snizit jejich alergicitu.
Enzymové sitovani je vhodnou volbou v potravindiskych aplikacich, kde odpad4 nutnost

pouziti chemickych situjicich ¢inidel, jak je tomu pfi sitovani chemickém [13, 35, 36].

K situjici reakci dochézi ptes lysin a glutamin, které se nachazeji v kolagenni struktute.

Sit'ujici schéma popisuje obrazek 14 [42].

0} 8] (0} - C
Transglutaminiza
+ H-,N e
H,N OH : OH H,N
NH, NH,
Glutamin Lysin Tworba amidove vazby

Obrazek 14 — Sit'ovani kolagenu transglutaminazou [42]

Byla provedena studie, kde byly sledovany rozdily mezi chemickym a enzymovym sitova-
nim kolagenu. Ze studie bylo zji§téno, Ze teplota tani, u folii enzymaticky modifikovanych,
nebyla vyznamné ovlivnéna v porovnani s nemodifikovanym filmem, ale v piipadé che-
mického sitovani byla tato teplota vyrazné odliSna. ZlepSeni mechanickych vlastnosti bylo
taktéz pozorovano u chemicky zesitovanych filml projevujici se zvySenim pevnosti v tahu.
U filmi sitovanych transglutaminazou byly zjistény niz§i hodnoty rozpustnosti a protazeni

v porovnani s filmem nativnim [13].
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V potravinaistvi se enzym transglutaminaza pouziva naptiklad pro restrukturalizaci syro-
vého masa. Kousky masa jsou smichany spole¢n¢ s transglutaminazou a kaseinatém. Po-
moci tohoto systému Ize zhotovit z malych kouskti masa velké hovézi i vepiové kusy ale
taktéz i rybi filé. Kusy masa, vCetné masa mletého, tak mohou byt vazany dohromady bez
zbyte¢ného piidavani soli (chlorid sodny) a fosfatii, coz umoziuje vyrobu relativné zdra-
vych masnych vyrobku. Ptidavek transglutamindzy ma synergicky ucinek jako piidani soli
a fosfatl. Transglutaminaza tesi 1 fadu problémti v mlé¢nych vyrobcich, jako je naptiklad
separace vody v piipadé jogurtl pii zméné teploty a to diky schopnosti zadrzovat vodu.
PSeni¢né téstoviny s obsahem tohoto enzymu maji po procesu vafeni zvySenou pevnost a

nedochazi k poskozeni jejich textury [35].

Sitovani pomoci enzymi bylo vyuZito i v oblasti vyroby jedlych, biologicky rozloZitelnych
filmd. Tyto filmy museji mit vyborné bariérové a mechanické vlastnosti, které poskytuji
jak fyzickou ochranu potravin, tak snizuji ztraty vlhkosti, omezuji absorpci kysliku a mi-
graci lipidi. Diky biologické rozlozitelnosti a Setrnosti viici Zivotnimu prostiedi jsou nejvi-
ce pouzivany piirodni polymery, jako jsou sacharidy a proteiny. Pravé kvili jejich Spatnym
bariérovym vlastnostem pro vodni pary a nadmérné rozpustnosti ve vodé je vhodné tyto

filmy enzymaticky sitovat [38].

I ptes to, ze hlavni vyuziti mikrobidlni transglutaminazy je v potravinaiském odvétvi, je
mozné ji pouZit i v oblasti biomedicinského inzenyrstvi, materidlovych véd, v textilnim a

kozedélném primyslu [36].

Tzv. scaffold hraje vyznamnou roli v tkanovém inzenyrstvi, kde poskytuje strukturu, ktera
je schopna podporovat vznik trojrozmérné tkané. Vysledny scaffold musi byt biokompati-
bilni, mechanicky odolny a biologicky rozlozitelny s fizenou rychlosti odbouravani. Scaf-
fold zhotoveny z kolagenu nebo z zelatiny je nej€astéji pouzivany pro rust savCich bunék.
Jejich hlavni nevyhodou je nizkd mechanickéd pevnost a tudiz je nutné tyto materidly sit'o-
vat. Byl pouzit kolagenni gel, ktery byl sitovan pomoci mikrobidlni transgluatminazy.
V pribéhu sitovani doslo k chemické reakci mezi glutaminem a lysinem za tvorby kova-
lentni amidové vazby, ktera posilila trojrozmérnou strukturu kolagenniho materialu. Bylo
zjisténo, Ze takto zesitovany kolagenni scaffold neni toxicky pro pfitomné buiiky a vykazu-
je podstatné vyssi pevnost v tlaku nez scaffold nezesitovany. Bylo taktéz zjisténo, ze pfi-

tomnost transglutaminazy nijak vyrazné nepfispiva k rstu tkané [36, 37].
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2.3 Fyzikalni sitovani kolagenu

Rada chemickych sitovadel mohou zptisobovat vapenaténi implantovanych biprotéz nebo
pusobit cytotoxicky v diisledku neuplného odstranéni toxickych zbytki, aldehyda a dalSich
metabolitii, coz ovliviluje jejich biokompatibilitu. DalSim moznym zplsobem sitovani je
sitovani fyzikalnimi metodami. Mezi fyzikalni metody patii napt. dehydrotermalni sitova-

ni, sitovani pomoci UV zafeni a elektronovym paprskem [29].

2.3.1 Dehydrotermalni sitovani

Dehydrotermalni sitovaci metoda (DHT) je technika ke stabilizaci kolagenu a kolagennich
materiall. Jedna se o fyzikalni metodu zahrnujici zvySeni teploty kolagenu na teplotu vyssi
jak 90°C v prostiedi vakua. ZvySenim teploty dojde k odstranéni vody z molekul kolagenu,
coz vede k vytvotfeni mezimolekularniho zesitovani prostfednictvim kondenzacnich reakci
a to bud’ esterifikaci, nebo tvorbou amidt. Dehydrotermalni metoda je v porovnani s jinymi
metodami velmi ptizniva, protoze nevyzaduje pouZiti cytotoxickych ¢inidel. Dalsi vyhodou

této metody je sterilizace diky pouzité vysoké teploté a dobé expozice [15].

Fyzikélni sitovani pomoci DHT zvySuje mechanickou pevnost a biostabilitu ve srovnéani
s materidly nezesitovanymi. Nicménég, kolagen zesitovany DHT metodou vykazuje nizsi
hustotu zesitovani v porovnani s kolagenem sitovanym chemicky, coZ ma za nasledek

rychlejsi degradacni procesy a sniZeni pevnosti [16].

2.3.2 Sitovani pomoci UV zareni

Studie vlivu UV zéfeni na kolagen ma Siroké uplatnéni pro aplikace v medicing, v biomate-
ridlech a podobné. Jelikoz UV zafeni nemiliZe pronikat do materidlu, je UV zéfeni G¢inné
pouze pro tenké nebo prihledné vrstvy. Bylo zjisténo, Ze tento typ zafeni zplsobuje zesi-
tovani kolagennich vldken, nicméné zptsobuje jak sit'ovaci, tak i degrada¢ni Gc¢inek. Sit'o-
vani je iniciovano prostifednictvim tvorby volnych radikala, které se vytvaii v rezidudlnich
aromatickych aminokyselinach, jako jsou tyrosin a fenylalanin. Omezeny pocet zminova-

nych aminokyselin v kolagenu urc¢uje maximalni miru zesitovani [30, 31].

Je tedy nezbytné dodrZovat nizky €as expozice, protoZe zesitovani prob¢hne pomérné rych-
le a poté jiz nastava degradace kolagenu. V prabehu degradace dochazi ke vzniku reaktiv-

nich kyslikatych castic v molekuldch vody okolo kolagenu, coz nasledné vede k roz§tépeni
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peptidové vazby. Tyto degradacni procesy lze inhibovat piidavkem lapact volnych radikalt
a antioxidantll. Oba vlivy 1ze ovlivnit zménami podminek ozafovani, jako je zplsob pii-

pravy vzorkil a davka ozaieni [30].

Byla provedena studie, kde byly testovany mechanické vlastnosti, propustnost pro vodni
pary, rozmérova stabilita a povrchova morfologie kolagennich materidli ozarenych UV
zafenim. Jako material byla pouzita kozi kiize ozatena UV zafenim o vinové délce 312 nm
s riaznou dobou ozéfeni (0—64 hodin). Bylo zjiSténo, Ze pevnost v tahu vzorkli se mirn¢
zvySuje po dobu ozatovani 2—4 hodiny. Pti delSich ¢asech ozatovani (8—64 hodin) pevnost
v tahu klesa. V piipad€ propustnosti pro vodni pary, propustnost klesa v ptipadé doby ex-
pozice 2—4 hodiny, poté jiz propustnost roste s dobou expozice. Pomoci SEM bylo zjisté-
no, ze UV zéfeni zplsobuje trhliny a ztratu tonusu kiize. Také dochédzi ke zmenSovani

vzorku v disledku smrstovani slabych ¢asti kolagenovych fibril [30].

Bylo prokazano, Ze sitovani pomoci UV zéfeni je mnohdy efektivnéjSim zplisobem neZ
DHT sit'ovani, protoze trva daleko kratsi dobu nez je tomu u DHT zptisobu, ktery trva 3-5

dnti. Navic kolagen sitovany UV zafenim ma vyssi enzymatickou rezistenci [31].

2.3.3 Sitovani svazkem elektronu

Membrany z kolagenu ziskané ze surové teleci klize byly ozafovany svazkem elektronli za
teplot vysSich, nezZ je teplota tani testovaného kolagenniho materidlu v atmosféfe dusiku.
Vzorky byly ozafovany urychlenymi elektrony s energii 1,7 MeV pfi¢emz davky ozafovani
byly od 0 do 100 kGy. Uginky zafeni byly zhodnoceny pomoci IC a DSC metod, které do-
kazuji vznik intermolekularnich, kovalentnich vazeb mezi molekulami kolagenu. Kolagen-
ni fetézce se stavaji nad teplotou tani flexibilni, podobné struktufe kaucuku a tudiz je zesi-
tovani snadné&jsi nez v pifipadé rigidniho fetézce. Jelikoz reakce probihala v atmosféte du-
siku je predpokladem, ze nedochdzi k vyznamné oxidac¢ni reakci. Vysledky studie ukazaly,
ze s rostouci davkou ozateni roste 1 hustota zesitovani vypocitand podle vztahu zaloZeném

na Flory — Rehnerové teorii [32].

V jiné studii studovali G¢inek svazku elektront na tkan bovinniho perikardia. Na vzorky se
pusobilo elektrony s energii 0,55 MeV v davkach od 12,5 do 25 kGy. Rychlost ozafovani
byla zvolena 4,67 a 9,34 kGy/s. Ozatovani probihalo jak v pfitomnosti, tak i za absence
kysliku. Ozafené vzorky byly analyzovany pomoci DSC, SEM a mirou zbobtnéni. Bylo

zjisténo, ze vzorky ozafované v piitomnosti kysliku vykazuji vys§i miru zbobtnani nez
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vzorky neozarené. Naproti tomu, vzorky ozaifené bez piitomnosti kysliku vykazuji nizsi
stupenl zbobtnani nez kontrolni neozaiené vzorky. Bylo tedy prokazano, ze pfitomnost kys-
liku v prubéhu ozatovani podporuje Stépeni molekuly kolagenu. Naopak v neptitomnosti
kysliku, za pouziti stejnych parametrii ozareni, je mozné konstatovat, ze u kolagenni tkané

prednostné probihé sitovaci proces [33].

Nativni kolagen spolu s kolagenem sitovanym glutaraldehydem byly ozafeny svazkem
elektronti o energii 14 MeV pficemz davky ozatovani byly od 20 do 100 kGy. Vzorky ko-
lagenu byly ozafovany v suchém i ve vlhkém stavu. Byl studovéan uc¢inek enzymii, odolnost
proti rozpousténi v horké vodé, struktura vlaken a analyza aminokyselin. Pomoci eletrono-
vého mikroskopu bylo prokazano, ze vlakna ozafena v suchém stavu vykazuji vyssi stupenl
poskozeni nez vldkna ozafena ve vlhkém stavu. Ozafovani zptsobilo jak u nativniho ko-
lagenu, tak i u kolagenu fixovaného glutaraldehydem vyssi odolnost vici enzymu kolage-
naze. Oby typy vzorkl ozatrenych jak za mokra, tak za sucha §tépil enzym elastaza. Po oza-
feni vzorkll nebyly zaznamenany zaddné vyznamné zmény ve slozeni aminokyselin. Roz-
pustnost vzorkl ve ziedénych alkaliich, kyselin€ octové a teplé vodé se po procesu ozareni
snizila v ptipad¢ vzorkd ozatenych v mokrém stavu, naopak u vzorkl ozatenych v suchém
stavu doslo ke zvySeni rozpustnosti v uvedenych roztocich. Ze studie vychazi, Ze ozafovani
zpusobilo sitovani pouze u vzorki ve vlhkém stavu. Ozafovani vzorkd elektronovym
svazkem v suchém stavu mé za nasledek Stépeni polypeptidovych fetézcl, naproti tomu
v pfitomnosti vody dochazi k tvorbé mezimolekularnich vazeb. Déle bylo taktéZz zjisténo,
Ze ozafovani nema vliv na vazby vznikajici béhem sitovani s glutaraldehydem. Vzorky
sitované glutaraldehydem vSak nevykazovaly po ozafeni svazkem elektronu vyrazné vyssi

stupen zesitovani, neZ tomu bylo u vzorkil z nativniho kolagenu [34].
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3. CHARAKTERIZACE STUPNE ZESITOVANI BILKOVINNEHO
SUBSTRATU

3.1 Bobtnaci testy

Kolagen fadime z fyzikalné-chemického pohledu ke koloidnim soustavam. Zakladni vlast-
nosti takovych systému je schopnost bobtnat. Po ponofeni kolagenu do vody dochazi
k omezenému bobtnani kolagenniho vldkna. Béhem tohoto procesu dochdzi ke zméné ob-
jemu, délky a pruznosti vlakna. Cast vody vyskytujici se v kolagennim vlakné predstavuje
tzv. bobtnaci vodu, kterou je mozné odstranit pomoci mechanického ucinku. Zbyla ¢ast
vody tvofi sloZzku hydrata¢ni, kterd je koloidné vdzand a odstranitelnd pouze suSenim.

Bobtnani 1ze z hlediska mechanismu délit na bobtnani osmotické a lyotropni [4].

3.2 Hydrotermalni stabilita

V piipad¢, ze dochézi k zahtivani kolagenu ve vod¢, dochazi ke zkraceni kolennich vldken
asi o 1/3 ve sméru osy. Tato termickd reakce je charakterizovdna teplotou smrsténi (Ts).
Tato teplota je o 5 az 15°C nizsi nez teplota fazové pfeméeny. PfiCinou tohoto smrsténi je
Stépeni intermolekularnich pfi¢nych vazeb a taktéZ vazeb intramolekuldrnich v ptipadé
denaturace kolagenu. Tyto vazby drzi trojité spirdly v nativnhim kolagenovém vldkné
v nataZzeném stavu. Teplota smrsténi je povaZzovana za tani kolagenu v krystalickych oblas-

tech. Pomoci sitovani kolagenu dochazi k vyraznému zvysSeni teploty smrsténi [ 1, 4].

Jednou z metod pro stanoveni teploty smrsténi je mikroskopicka metoda, pro kterou staci
minimalni mnoZstvi materialu. Smrsténi vzorku se pozoruje pod mikroskopem, ktery je
umistény na vyhiivaném stolku, jehoZ teplotu lze postupné zvySovat. Sledovana vldkna
jsou zahtivana az do teploty, pii které alespoit dvé vldkna soubézné zacnou vykazovat
smrstovani [56]. Teplota smrsténi do teploty 100°C v piipad€ usni se stanovuje dle tech-

nické normy CSN EN ISO 3380 (793841) [57].

3.3 Diferenc¢ni snimaci kalorimetrie

Diferencni snimaci kalorimetrie (DSC) je termicka analyza, pti které se zkoumany vzorek
linearné ohfiva nebo chladi a soucasné se plynule méni rychlost tepelného toku uvnitt

vzorku. Rychlost tepelného toku je imérna okamzitému mérnému teplu. Tato metoda slou-
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zi ke stanoveni charakteristickych teplot, jako jsou teplota skelného ptechodu, teplota tani
atd. Sleduje se tepelny tok mezi méfenym a referenénim vzorkem podle pfedem naprogra-
movaného teplotniho rezimu. Zkoumany a referencni vzorek je vyhifivan stejnou rychlosti a
to takovym zptisobem, aby mezi nimi nebyl zadny teplotni rozdil. Zdali dojde ke zvySeni
nebo ke snizeni tepelné kapacity analyzovaného vzorku, dojde ke zvysSeni nebo ke snizeni
mnozstvi dodavaného tepla do zkoumaného vzorku. Kazdému fazovému ptechodu, ke kte-
rému u vzorku dojde, odpovidaji charakteristické zmény v zaznamu DSC analyzy [48].

Pomoci DSC miizeme stanovit teplotu rozkladu ¢istého kolagenu a zjistit, jak se tato teplo-
ta zméni, v piipad¢ kolagenu sitovaného. Dale miizeme detekovat i hmotnostni ubytky, ke
kterym dochazi v pribéhu ohtfivani. Sinkowski pomoci DSC zjistil, ze teplota rozkladu
sitovan¢ho kolagenu se vyrazné zvysila v porovnani s kolagenem nesitovanym. Taktéz
byla zaznamenéna i zména v ubytku hmotnosti, ktera v ptipadé sitovaného kolagenu byla

vyrazné niz§i nez v ptipad¢€ nativniho kolagenu [43].

3.4 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomérnich sil (AFM) je technika slouzici k pozorovani povrchi rtiznych ob-
jektl. Zakladem této metody je ostry hrot upevnény na ohebném nosniku. Rezimy snimani
povrchu jsou dvojiho typu. V piipadé kontaktniho snimdni je hrot vtlatovan do vzorku a
nasledkem pusobicich sil je nosnik ohyban. Jeli povrch zkoumaného vzorku nerovny, ma
nosnik v riznych mistech vzorku riiznou velikost ohnuti. Sledovanim zavislosti ohnuti na
poloze vzorku mlzeme sestavit zvétSeny obraz povrchu. Pti nekontaktnim rezimu se hrot
pohybuje v urcité vzdalenosti nad vzorkem, kde pusobi pfitazlivé sily. V piipadé tohoto
reZimu se sleduji zmény amplitudy oscilaci pfi interakci hrot — povrch. Hrot a vzorek na
sebe plisobi prostiednictvim Van der Waalsovych a elektrostatickych sil. JelikoZ jsou tyto

sily velmi malé, je nosnik rozkmitan a misto jeho ohnuti se méfi velikost amplitudy [49].

Pomoci mikroskopie atomarnich sil mizeme detekovat rozdily v morfologii povrchu sito-
vanych a nesitovanych kolagennich materidl. Bylo zjisténo, Ze nesitované filmy vykazuji

daleko vyssi drsnost povrchu nez filmy chemicky sitované [43].

3.5 Infracervena spektroskopie

Infragervena (IC) spektroskopie je analytickd metoda, ktera nam poskytuje informace o

slozeni vzorku, ktery neni analyzou zadnym zptsobem poskozen. IC zéfeni je elektromag-
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netické zafeni v rozsahu vlnocta 12500-20 cm'l, coz znadi, ze IC zafeni se nachazi mezi
zafenim mikrovinnym a viditelnym. Pro identifikaci a urovani chemické struktury ma
nejvetsi vyznam oblast od 4000 do 200 cm™. Podstatou IC spektroskopie je absorpce IC
zateni pfi prichodu vzorkem, pficemz dochédzi ke zméné rotacné vibracnich energetickych
stavli molekuly v zavislosti na zménach dipélového momentu molekuly. Vysledkem méte-
ni je infracervené spektrum, které je grafickym zobrazenim funkéni zévislosti energie,
zpravidla vyjadfené v procentech transmitance na vinové délce dopadajiciho zéfeni.
Transmitance neboli propustnost je ddna pomérem intenzity zateni, které proslo vzorkem,
k intenzité zafeni, které vychazi ze zdroje [44]. Pomoci infraervené spektroskopie miize-
me zjistit zmény v chemickém slozeni u zesitovaného kolagenu v porovnani s kolagenem
nativnim. Ve spektru sitovaného kolagenu mize byt naptiklad zaznamenéna vyssi intenzita

pikl znazornujici amidovou vazbu v porovnani se spektrem nezesitovaného kolagenu [43].

3.6 Stanoveni volnych aminokyselin

Tato metoda ndm umoziuje stanovit g-aminoskupiny pomoci spektrofotometrickych me-
tod. Dochézi k chemické modifikaci aminokyselinovych zbytkd pomoci kyseliny trinitro-
benzensulfonové (TNBSA), pficemzZ reakce silné zavisi na pH a vyZaduje pomérné dlouhy
reakéni Cas. Vystupem jsou informace napfiklad o poctu nékterych aminokyselin
v polypeptidickém fetézci, o stabilizaci proteini a také o vazebnych a aktivnich mistech
v fetézci. Absorbance vzniklého produktu se pak méfti pii vinové délce 345 nm. Diky moz-
nosti stanoveni poctu volnych primarnich aminoskupin, mizeme stanovit stupen zesitovani
danych materiali. Schéma znédzornujici vazbu mezi TNBSA a aminokyselinovym zbytkem

znazoriiuje obrazek 15 [45, 46].
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Obrazek 15 — Schéma vazby mezi lysinovym zbytkem s TNBSA [47]
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4. ZHODNOCENI LITERARNI STUDIE A CiLE DIPLOMOVE
PRACE

Na zaklad¢ literarni studie bylo zjisténo, ze existuje cela fada zptisobu, jimiz lze sitovat
kolagenni materialy. V soucasné dobé, vsak stale prevladd chemické sitovani pomoci glu-
taraldehydu, které poskytuje velmi kvalitné zesitované kolagenni matrice. Diky jeho toxi-
cité existuje celd fada studii zabyvajici se hledanim jiného vhodného sit'ujici ¢inidla, které
poskytne kolagen s lepSimi nebo alespon se srovnatelnymi materialovymi vlastnostmi. Pro
potieby diplomové prace byla zvolena a) kyselina alginova, ktera byla davkovana spolecné
s niz§i davkou glutaraldehydu; b) tetrakis hydroxymethyl fosfonium sulfat. Tato sitovadla

jsou biologicky rozlozitelna a toxikologicky neskodna.

Cilem diplomové prace je otestovat U€inek kyseliny alginové v kombinaci s glutaraldehyd-

em a sit'ujici u€inek samotného THPS k sitovani kolagenniho gelu.
Dil¢i cile praktické ¢asti diplomové prace:

1. Sitovani kolagenu (ve formé kolagenniho gelu) kombinaci kyseliny alginové a glutaral-
dehydu. Sledovat vliv vybranych technologickych proménnych pfi sitovani (mnozstvi ky-
seliny alginové, mnozstvi glutaraldehydu a doba zrani gelu) na vlastnosti ptipravenych fil-
mu. Studovat situjici reakce, provést bobtnaci a mechanické testy a stanovit teplotu smrs-
téni.

2. Sitovani kolagenu (ve formé& kolagenniho gelu) tetrakis hydroxymethyl fosfonium sulfa-
tem. Sledovat vliv vybranych technologickych proménnych pii sitovani (pH kolagenniho
gelu, mnozstvi THPS a doba zrani gelu) na vlastnosti ptipravenych filmt. Studovat sit'ujici

reakce, provést bobtnaci a mechanickeé testy a stanovit teplotu smrsténi.

3. Vyhodnotit sit'ujici ucinky kyseliny alginové v kombinaci s glutaraldehydem a samotné-

ho THPS a stanovit optimalni podminky sitovani kolagenniho gelu.
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5. SITOVANI FILMU

5.1 Pouzité materialy, chemikalie a zafizeni

K experimentim byl pouzit siln¢ viskézni kolagenni gel piipraveny ze Skary hovéziho
dobytka (dodavatel: VUP Medical, Brno). Bilkovinny gel byl skladovéan v lednicce pfi tep-
loté 6+1°C. Charakteristika: 7,0% obsah suSiny, obsah kolagennich bilkovin 82,0%, obsah
popelovin 1,0%.

Pouzit4 zatizeni byly pfedvazky KERN 440-47 (Némecko), analytick¢ vahy KERN 770—
60 (Némecko), susarna Memmert ULP 400 (Némecko), susarna Binder E28-TB1 (Némec-
ko), Sattelite FTIR (Mattson, USA), magnetické michadlo s ohfevem IKA-RCT (Némec-
ko), kontaktni teplomér IKA-ETS-D4 (Némecko), hiidelové michadlo UNIMED, topna
deska s magnetickym michadlem (Némecko), teplotni ¢idlo OE 14619, pH metr WTW pH
526 (Némecko), mikrometr SOMET (CR), ledni¢ka Samsung Calex, laboratorni sklo a
pomtucky, PE folie, PE sacky, PMMA desky a ocelovy valec.

Mezi chemikalie, které byly pouzity, patii kyselina alginova (KALG) od firmy Carl ROTH
(CAS: 9005-38-3); 25% roztok tetrakis hydroxymethyl fosfonium sulfatu (THPS) dodany
firmou Sigma-Aldrich (CAS:55566-30-8, Mr = 406, 28 g/mol); 25% roztok glutaraldehydu
(GA) od firmy Sigma-Aldrich (CAS: 111-30-8, Mr = 100,12 g/mol); 3% roztok dodeka-
hydratu fosfore¢nanu sodného (Na3;PO4.12H,0); 0,5% roztok hydroxidu sodného (NaOH)

a destilovana voda.

5.2 Organizovani experimenti

Rada vyzkumnych praci je zaloZena na experimentech, jejichZ tikolem je zpravidla stano-
vit, ktery z vlivi vyznamné plisobi na vysledek a jakym zpiisobem tyto vlivy vysledek ex-
perimentu ovlivituji. Zpravidla se pii provadéni experimentu postupuje tak, ze se na zakla-
dé urcitych teoretickych ptedpokladii nebo na zaklad¢ predchéazejicich zkuSenosti urci
z velkého mnozstvi vlivil pouze ty vlivy, které dany vysledek ovliviluji nejpodstatnéji.
V praxi je Casto takovych vlivli vice a pfi jejich vyzkumu se vétSinou postupuje tak, ze se
méni pouze jeden vliv, pficemz ostatni vlivy zlstavaji konstantni. Takovym zpisobem lze
zjistit, jak ptisobi prvni vliv na vysledek pokusu. Dal§im krokem je, Ze se méni dalsi vlivy,

pfi¢emz ostatni zlstavaji opét nezménéné. A tak se pokracuje az do chvile, kdy jsou pro-
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zkoumany vSechny nami vybrané vlivy. Hlavni nevyhodou tohoto zptlisobu je, Ze pii stej-
nych podminkéch budou vysledky experimentt pfi jejich opakovani kolisat v urcitych me-
zich a zda bude tato variabilita znacna, bude se tim spolehlivost nasich zavért snizovat.
Pro zvyseni spolehlivosti nasich vysledkt je tedy nutné, pokusy nékolikrat opakovat pfi
naprosto stejnych podminkach, ¢imz ale vzrostou néklady, které¢ na experimenty vynalozi-
me a Cas, ktery na né spotfebujeme. Takto uspofadané experimenty se oznacuji jako klasic-

ké usporadani pokusu [39].

Z toho diivodu byla pro potieby diplomové prace vybrana metoda faktorovych experimen-
tl. Podstata této metody spociva v tom, Ze se soucasné sleduje vice vlivl, plisobicich na
vysledek experimentu a provadéji se pokusy pro vSechny kombinace vybranych vlivi. Tato
metoda ndm umoznuje hodnotit nejen jednotlivé vlivy, které na vysledek experimentu pul-
sobi, ale také jak rozdilné ovlivni vysledek pokusu rizné kombinace zkoumanych vlivi,
coz u klasického uspofadani pokusu neni mozné. Pocet pokusti se odviji od poctu vstup-
nich proménnych a hodnotach boda téchto proménnych. Vliv, o kterém vime nebo piedpo-
kladame, Ze ma na vysledek experimentu urcity u€inek, se nazyva faktor. Nejcastéji pouzi-
vanymi plany experimentu jsou typu N, kde N je po&et tGirovni faktorii a P je poet faktord.

Pro nas experiment byl zvolen experiment typu 2% (2 trovng, 3 studované faktory) [39, 40].

5.3 Postup prace sitovani kolagenu

Z kolagenniho gelu byly ptfipraveny dvé série filmi, z nichz jedna série byla sitovana kom-
binaci kyseliny alginové a glutaraldehydu a druhé série pomoci THPS. Experimenty sit'o-
vani kolagenu v obou dvou ptipadech byly typu 2°, s centralnim experimentem. U pfipra-

venych filmii byl nésledn€ hodnocen stupeni zesitovani pomoci uvedenych metod.

5.3.1 Sitovani kombinaci kyseliny alginové a glutaraldehydu
Jednotlivé kolagenni filmy byly sitovany na zéklad¢ téchto proménnych:

e Faktor A: mnozstvi sitovadla KALG (dolni limit: 1,0%; stfedni limit: 3,0%; horni
limit: 5,0 %; vztaZzeno na kolagenni susinu ve hmot¢)
e Faktor B: mnozstvi sitovadla GA (dolni limit: 0,4%; stiedni limit: 1,0%; horni li-

mit: 1,6 %; vztaZzeno na kolagenni suSinu ve hmot¢)
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e Faktor C: doba zrani kolagenniho gelu (dolni limit: bez zrani; sttedni limit: 4 hodi-

ny; horni limit: 8 hodin)

Bylo odebrano 50+0,1g kolagenniho gelu z lednice. Navazend hmota byla vyvalena do
3 mm tenké vrstvy, na kterou se rovnomérné rozlilo odvdzené mnozstvi roztoku KALG
podle faktoru A (tj. 1,0; 3,0 nebo 5,0%). Roztok KALG byl pfipraven smichanim odpovi-
dajictho mnozstvi KALG s 2,5 ml 3% roztoku Na3;PO4.12H,0. Po pfidani roztoku KALG
na kolagenni hmotu, se okamzité zacalo ru¢n¢€ michat, aby se roztok sitovadla rovnomérné
vettel do kolagenni hmoty. Michani probihalo cca 7-10 minut. Kolagenni gel byl po zami-
chani vytvarovan do kulicky, hermeticky uzaviena do PE sacku a uloZen do lednice (pii
6+1°C) po dobu 24 hodin. Béhem této doby dochazelo k prvnimu stupni zrani. Po prvnim
zrani byla hmota vyjmuta z lednice a opét vytvarovana do tenké vrstvy. Byl pfidan roztok
GA v mnozstvi podle faktoru B (j. 0,4; 1,0 nebo 1,6%) a opét bylo ru¢né michalo po dobu
7—-10 minut tak, aby se roztok sitovadla dokonale vetfel do kolagenni hmoty. Roztok GA
byl pfipraven smichdnim odpovidajiciho mnozstvi GA s 2,5 ml destilované vody. Gel po
promichéni se opét vytvaroval do kuli¢ky, hermeticky uzaviel do PE sa¢ku a ulozil do led-
nice (pii 6+°C). Druhy stupenl zrani byl dan podle faktoru C (tj. bez zrani; 4 nebo 8 hodin).
Po druhém stupni zrani nasledovala samotnd pfiprava filmu. Na pfipravenych destickach
byl rozprostten pfipraveny kolagenni gel, ktery se nasledné pfikryl z horni strany PE sac-
kem. Poté pomoci ocelového vale¢ku doSlo k vyvéleni filmu na pozadovanou tloustku.
Takto pfipraveny film byl nasledné suSen v regulovatelné suSarné pii zapnutém ventilatoru
(na 100%) ve tfech stupnich. V prvnim stupni byla desticka s filmem vlozena do pifedem
vyhtaté susarny na teplotu 40°C a pii této teploté byl film suSen po dobu 12 minut. Po
uplynuti stanovené doby nasledoval druhy stupen suSeni. V suSarné byla zvySena teplota na
60°C a po dosazeni této teploty (d¢/dt = 5'40") bylo suSeno 12 minut. Ve tfetim stupni se
teplota v suSarné zvysila na teplotu 80°C a po dosazeni této teploty (dy/dt = 5'55") se susilo

opét 12 minut.

Vysuseny film se sejmul z desticky, byl vyfocen a byla zméfena jeho tloustka. Nakonec byl
film uzavien do PE sacku a uchovavan pfti pokojové teploté k hodnoceni stupné zesitovani

filmu.
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Poznamka:

Filmy s maximalnim a se sttednim pfidavkem KALG byly hlie zpracovatelné v porovnani
s ostatnimi filmy, kde byl pfidavek KALG minimalni. Jednalo se o filmy €. 5, 6, 7 a 8, kte-
ré obsahovaly 5,0% KALG a film ¢. 9 s obsahem 3,0% KALG. Po rozliti roztoku na hmotu
a nasledném promichéavani roztoku do kolagenni hmoty se ve zpracovavané hmoté tvorily
bilé shluky. Hmota nebyla kompaktni a celistva jak v ostatnich pfipadech s menSim mnoz-
stvim KALG. Hmota obsahovala hrudky, které ovliviiovaly nasledujici valcovani hmoty na
desticky. Hmota se trhala a bylo zapotiebi vice sily a ¢asu, aby hmota pojmula ptipraveny

roztok KALG. Hmota po zamichani byla na omak kluzké a zhrudkovatéla.

5.3.2 Sitovani tetrakis hydromethyl fosfonium sulfatem
Jednotlivé kolagenni filmy byly sitovany na zakladé téchto promé&nnych:

e Faktor A: pH kolagenni hmoty (dolni limit: 2,5; stfedni limit: 2,9; horni limit: 3,3)

e Faktor B: mnozstvi THPS (dolni limit: 0,4%; stiedni limit: 1,0%; horni limit:
1,6%; vztazeno na kolagenni suSinu ve hmot¢)

e Faktor C: doba zrani kolagenniho gelu (dolni limit: bez zrani; stiedni limit: 4 dny;

horni limit: 8 dnt1)

Bylo odebrano 50+0,1g kolagenniho gelu z lednice. NavaZzena hmota byla vyvalena do
3 mm tenké vrstvy, na kterou se rovnomérné rozlilo dané mnozstvi 0,5% roztoku NaOH
pro upravu pH podle faktoru A, pticemz pii pH 2,5 byl ponechan gel bez upravy, pii pH
2,9 byly ptidany 3,0 ml 0,5% NaOH a pti pH 3,3 bylo pfidano 5,0 ml NaOH. Po ptidani
roztoku NaOH na kolagenni hmotu, se okamzité zacalo ruéné michat, aby se alkalicky roz-
tok rovnomérné vettel do kolagenni hmoty. Michani probihalo cca 7-10 minut. Kolagenni
gel byl po zamichani vytvarovan do kulicky, hermeticky uzavien do PE sacku a ulozen do
lednice (pii 6+1°C) po dobu 24 hodin. Po uplynuti stanovené doby byl gel vyjmut z lednice
a opét vytvarovan do tenké vrstvy. Byl pfidan roztok THPS v mnozstvi podle faktoru B (tj.
0,4; 1,0 nebo 1,6%) a opét se ru¢n€ michalo po dobu 7—10 minut tak, aby se roztok sitova-
dla dokonale vettel do kolagenni hmoty. Roztok THPS byl pfipraven smichanim odpovida-
jictho mnozstvi THPS s 2 ml destilované vody. Gel po promichéani byl opét vytvarovan do
kulicky, hermeticky uzavien do PE sacku a ulozen do lednice (pii 6+1°C). Stupeni zrani byl

dan podle faktoru C (tj. bez zrani; 4 nebo 8 dntli). Po zrani nasledovala samotnd ptiprava
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filmu. Na pfipravenych destickach byl rozprostfen ptipraveny kolagenni gel, ktery se na-
sledné ptikryl z horni strany PE sackem. Poté pomoci ocelového valecku doslo k vyvaleni
filmu na pozadovanou tloustku. Takto pfipraveny film byl nasledné¢ susen v regulovatelné
susarné pii zapnutém ventildtoru (na 100%) ve tfech stupnich. V prvnim stupni byla
desticka s filmem vloZena do piedem vyhiaté susarny na teplotu 40°C a pii této teploté byl
film suSen po dobu 12 minut. Po uplynuti stanovené doby nasledoval druhy stupen suseni.
V susarné byla zvySena teplota na 60°C a po dosazeni této teploty (dt/dt = 5'40") bylo su-
Seno 12 minut. Ve tietim stupni se teplota v susarné zvysila na teplotu 80°C a po dosazeni

této teploty (dt/dt = 5'55") se suSilo opét 12 minut.

Vysuseny film se sejmul z desticky, byl vyfocen a byla zméfena jeho tloustka. Nakonec byl
film uzavien do PE sacku a uchovavan pii pokojové teploté k hodnoceni stupné zesitovani

filmu.
Poznamka:

V ptipad¢ filmua €. 6 a 8 byla hmota po 3 dennim zréani, po vyjmuti z lednice velmi ztuhla a
obtizn¢ zpracovatelnd. Pii manipulaci se hmota trhala a nebyla stejné konzistence jako
v ostatnich ptipadech. Kolagenni hmota ptipravena pro film ¢. 8 se velmi obtizné valcovala
na pfipravené desticky. Béhem valcovani se tvofily trhliny, které nasledné ovlivnily kvalitu
zhotoveného filmu. V pfipadé hmot pro film ¢. 6 a 9 byly hmoty opét velice ztuhlé, ale
v pritbéhu valcovani se jiz trhliny neobjevovaly. V piipadé¢ hmot pro film ¢. 2 a 4 byly
hmoty po 3 dennim zrani méné ztuhlé v porovnani s predeslymi piipady. Po dikladném
michani a hnéteni se po kratké dobé hmoty vratily zpét do své pivodni lepkavé konzistence
a staly se op¢ét dobie zpracovatelné. Na zaklad¢ zjiSténych informaci Ize soudit, Ze na struk-
turu a zpracovatelnost hmoty ma vliv jak mnozstvi THPS, tak i ptidavek NaOH pro tGpravu
pH a doba zrani. Naproti tomu hmota pfipravena pro film €. 7, kde bylo pH kolagenni gelu
a mnozstvi THPS totozné jako u filmu ¢. 8, které se liSily pouze dobou zrani, byla zpraco-

vatelnost hmoty v pofaddku. V pribéhu vélcovani nedochazelo k tvorbé trhlin.

Aby bylo mozné pfipravené filmy pro experiment hodnotit, byl pro srovnani zhotoven i
film bez sitovadla a film sitovany 2,0% GA, coz je koncentrace literaturou nejcastéji pou-

Zivana.
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5.4 Metody k hodnoceni u¢inku sit’ovani

Stanoveni teploty smrsténi

Stanoveni teploty smriténi bylo provedeno principielné podle normy CSN EN ISO 3380
(793841) s urcitymi modifikacemi. Ke sledovani Ts byla sestavena jednoducha aparatura
skladajici se z topné desky, kadinky a kalibrované zkumavky naplnéné destilovanou vodou
a zéveésu pro vzorek. Michani kapaliny v kadince bylo zajistovano malym hiidelovym ma-
chadlem. Z filmu bylo vystiihnuto télisko a rozmérech 50x6mm a na obou stranach Smm
od konct byly vytvoreny otvory pro zavésSeni téliska na hacek a uchyceni zavazicka. T¢€lis-
ko bylo uchyceno na hacek s celkovym piepétim 1,2 g. Sestava byla uchycena do aparatury
na vodni lazni pfi pokojové teploté tak, aby télisko bylo zcela ponofené v kapaliné zku-
mavky a ponechdno 4 minuty bez zahtivani. Poté byla zapnuta vodni lazen a zahtivalo se
od pokojové teploty rychlosti 3,3—4,2 °C/min. Sledovalo se, zda dochézi k protazeni téliska
a méfilo se o kolik. Poté byla sledovana teplota, pii které se zacal vzorek smrstovat. Jako
teplota smrsténi byla zaznamendana teplota, pti niz se télisko smrstilo o 0,5-1 mm své dél-
ky. Kazdé stanoveni teploty smr§téni jak v podélném, tak i v pficném sméru bylo provede-

no 2x. Vysledky jsou prezentovany jako aritmeticky primer.
Bobtnaci zkouSky

Vzorek filmu o rozmérech 20x20 mm byl zvaZen na analytickych vahach, vlozen do vy-
temperované vodni 1azné pii dvou vybranych teplotach (26°C a 80°C) a inkubovan po dobu
1 hodiny. V pribéhu inkubace se vzorek 5x vytahl, polozil na malé sitko a nechal 1 minutu
okapat. Po osuSeni byla zvdZena hmotnost vzorku a pfeméfeny jeho rozméry. Bobtnaci

zkouskou byl u vzorku zji§tovan jeho stupen zbobtndni a zména plochy.

Stupen zbobtnéani (SZ) byl vyjadien jako nasobek piiristku hmotnosti vzorku podle nasle-

dujiciho vzorce:

(1)

m?’! x
S5Z = — (nasobek)
mi’

kde: m, je hmotnost nabobtnalého vzorku (g) a ms je hmotnost suchého vzorku (g)

Zmeény plochy vzorku (AS) byla vypocitana dle vzorce:
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P,
AS = (F; 1m:|) — 100 (%) 2)

kde: Py je plocha nabobtnalého vzorku (mm?) a Ps plocha suchého vzorku (mm?)

FTIR

IC spektra jednotlivych filmi byla m&fena pomoci spektrometru Satellite fady Genesis do-
dany firmou ATI Mattson. Detektor byl pouzit standardni pyroelektricky s tantalicnanem
lithnym pracujici pfi pokojové teploté. Laser byl helium—neonovy. Pro méfeni spekter fil-
mu byl pouzit horizontdlni ATR néstavec s drzédkem instalovany do prostoru pro vzorek.
V piipad¢ méfeni kapalin byla pouzita prizmatickéd cela pro kapaliny. RozliSeni pfistroje
bylo zvoleno 4.0. Frekvenéni rozsah byl v rozmezi od 600 do 4000 cm™ a pocet scanii 64.
Pro vyhodnoceni namétenych hodnot byl pouzit software WinFirst. Pied kazdym méfenim
bylo zméfeno tzv. pozadi, jehoz naméfené hodnoty se pomoci softwaru odecitaly od hodnot

naméfenych u vzorki filmil, aby vzdusna vlhkost nezkreslovala IC spektra méfenych film.
Mechanické testy

Z mechanickych vlastnosti se u filmti stanovovala tahova sila pfi pfetrzeni a pomérné pro-
dlouZeni pii pretrZeni. Pouzival se zkuSebni stroj Instron Mini 55. Metodika testovani byla
prevzata ze zkuSebnich ptedpisti podnikovych laboratoti kozeluzen TOMA Otrokovice (dr.
Vaculik, 1993). Z filmi se vystiihly zkuSebni télesa 140x15 mm, ktera se upnula do celisti
stroje (vzdalenost Celisti 50 mm). Rychlost posunu Celisti 50 mm/min. Kazdé stanoveni
bylo provedeno 3x. Vysledky jsou prezentovany jako aritmeticky prumér se smérodatnou

odchylkou.
Stanoveni obsahu suSiny

Pro stanoveni obsahu suSiny byla pouzita tzv. gravimetrickd metoda. Princip této metody
spociva v tom, ze se do pfedem vysuSenych a zvazenych misek navazi cca 0,2 g filmu. Na-
sledn€ je miska spolu se vzorkem vloZena do suSarny pii teploté 103+1°C po dobu 24 ho-

din do konstantni hmotnosti. Obsah susiny S* je pak vypocitan dle vzorce:

st= 7™z 460 (%
= T, 000 3)

kde: m; je hmotnost misky se vzorkem po vysuseni (g), m, predstavuje hmotnost prazdné

misky (g) a m3 znaci hmotnost vzorku (g)
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Filmy siované kombinaci kyseliny alginové a glutaraldehydu

Tabulka 1 — Naméiené vysledky u filmu sitovanych kombinaci KALG+GA

Ts (°C Mechanické zkousk
Fakt?r A Fakt?r B Faktor ,C , Obsah Tloutfka CC) Y
Film ¢. mnozstvi | mnozstvi doba zrani suSiny filmu (mm) | Podélny smér | Pii¢ny smér
KALG GA kolagenniho (%) 10.005 F(N) () € (%)
(%) (%) gelu (hodiny) ’
- ————— — ——— ———— —— — — ————— — ——— — — — — — —————— — — |

1 1,0 0,4 0 89,3 0,064 47,5 47,8 1,9 16 107,2

2 1,0 0,4 8 87,2 0,056 47,9 48,2 2.4 10,7 115,3

3 1,0 1,6 0 89,1 0,052 48.4 48,6 4,6 19,4 122,8

4 1,0 1,6 8 87,4 0,052 50,0 50,3 3,6 19,8 138,7

5 5,0 0,4 0 87,7 0,055 47,9 48,2 1,3 14,0 101,4

6 5,0 0,4 8 88,5 0,054 49.9 50,5 1,4 6,8 99,3

7 5,0 1,6 0 89,6 0,064 49.6 50,1 5,1 19,7 1034

8 5,0 1,6 8 88,1 0,065 50,6 50,8 2,6 17,0 111,6

9 3,0 1,0 4 87,2 0,054 48,8 49,0 2,1 25,7 126,4

Udaje ke srovnani
Film bez sitovadla 86,2 0,065 47,1 48,0 0,5 21,3 98,5
Film s 2,0 % GA 90,1 0,050 52,1 52,2 5,3 13,3 146,0

F — tahova sila pfi pfetrZzeni; o — smérodatnd odchylka tahové sily pfi pretrzeni; € — pomérné prodlouZeni pii pretrZzeni
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Z tabulky 1 je zfejmé, Ze obsah suSiny se u filmu sitovanych pomoci kyseliny alginové a
glutaraldehydu pohybuje v rozmezi od 87,2 do 89,6%. Tloustka filmi se pohybovala
v uzkém rozsahu od 0,052 do 0,064 mm.

V tabulce jsou taktéz zaznamenany i namétené hodnoty tahové sily potfebné pro pretrzeni
danych vzorkii spolecné se smérodatnou odchylkou a jejich pomérné prodlouzeni pfi pietr-
zeni. Je patrné, ze u vSech zesitovanych filml byla naméfena vyssi tahova sila a vyssi po-
mérné prodlouzeni nez u filmu bez sitovadla. V porovnani s filmem sitovanym 2,0% GA

nebyla naméfena vyssi tahova sila a pomérné prodlouzeni u zddného ze zhotovenych filma.

Z tabulky je patrné, Ze vSechny zhotovené filmy maji vyssi teplotu smrsténi nez film bez
sitovadla. Nejlepsi hodnoty teploty smrsténi byly naméfeny v piipadé¢ filmu ¢. 8, kde byla
naméfena teplota smrsténi 50,6 °C ve sméru podelném a 50,8°C ve sméru pficném. Velmi
dobré vysledky byly zjistény 1 u filma ¢. 4, 6 a 7. Vyssi hodnoty teploty smrsténi

v porovnani s filmem s 2,0% GA nebyly naméteny u Zadného ze zhotovenych filmi.

V pribéhu méteni teplot smrsténi dochazelo u danych vzorka k ur€itym zménam, jako je
prodlouZeni nebo smrStovani vzorkid. Zjisténé zmény jsou uvedeny v tabulce 2 nize. Je
zjevne, ze u vSech zhotovenych filma béhem prvnich 4 minut méteni pii pokojové teploté
dochazelo k prodlouzeni a to jak ve sméru podélném tak i ve sméru pti€ném. Od pocatku
zahtivani do teploty smrsténi jiz k prodluzovani vzorki nedochazelo s vyjimkou filmu €. 5,
u které¢ho bylo zaznamendno mirné prodlouZeni. Z tabulky je taktéZ patrné, Ze v podélném
sméru se filmy smrs$tovaly vyraznéji nez ve smeéru piicném. SmrStovani probihalo
v pficném sméru pomaleji nez smrstovani ve sméru podélném. Teplota, pii které bylo
ukoncéeno smrstovani, byla zpravidla kolem 75°C, poté jiz u vzorkti nedochazelo k zddnym

zménam.

Nameétené hodnoty teplot smrsténi jak v podélném, tak i v piicném sméru byly vyhodnoce-
ny ve statistickém programu. Stejnym zptsobem byly vyhodnoceny i hodnoty tahové sily a
pomérného prodlouZeni pii pretrZzeni. Vypocty probihaly ve statistickém programu Minitab

17 s 95% tirovni spolehlivosti.
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Tabulka 2 — Zmény filmt sitovanych KALG+GA v pfi¢ném a podélném sméru pfi stanoveni teploty smrsténi

Film

ProdlouZeni (-)/smrsténi (+) filmu v podélném sméru

ProdlouZeni (-)/smrsténi (+) filmu v pFiéném sméru

To (mm)

Tz -Ts
(mm)

Ts—-T
(mm)

T - 80°C
(mm)

To (mm)

Tz -Ts
(mm)

Ts-T
(mm)

T - 80°C
(mm)

T — teplota ukonceni smrs$t'ovani filmu

bez sitovadla -1,8 0 +15,5 (T=77,4°C) 0 -4,0 0 +2,0 (T=72°C) 0
1 -0,7 0 +7,4 (T=75°C) 0 -0,7 0 +4,7 (T=72,6°C) 0

2 -0,7 0 +10,0 (T=75°C) 0 -0,3 0 +4,0 (T=70°C) 0

3 -1,3 0 +5,0 (T=75°C) 0 -1,3 0 +5,0 (T=75°C) 0

4 -0,7 0 +4,0 (T=75°C) 0 -0,7 0 +6,7 (T=75°C) 0

5 -1,0 -0,3 +9,4 (T=70°C) 0 -1,0 0 +3,4 (T=70°C) 0

6 -0,3 0 +8,4 (T=75°C) 0 -0,7 0 +4,4 (T=75°C) 0

7 -0,7 0 +8,7 (T=75°C) 0 -0,3 0 +6,7 (T=75°C) 0

8 -0,3 0 +9,0 (T=75°C) 0 -0,7 0 +6,4 (T=75°C) 0

9 -0,7 0 +8,4 (T=75°C) 0 -0,7 0 +5,4 (T=70°C) 0

s 2,0%GA 0 0 +14,0 (T=80°C) 0 0 0 +7,0 (T=70°C) 0

—_ |
To— 4 minuty bez zadhfevu pii pokojové teploté; Tz — teplota, pii které bylo zapocato zahtivani; Ts — teplota, pii které se film zacal smr$tovat;
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6.1.1 Teplota smrsténi

e Teplota smr$téni v podélném sméru

Rovnice pro Ts v podélném sméru ma tvar:

y = 47,29 + 0,00833333A + 0,2708B+ 0,2656C + 0,2292AB + 0,005208AC - 0BC -
0,0208333ABC; korela¢ni koeficient: R?= 0,9205

Z nasledujiciho obrazku 16 je patrné, Ze nejvEtsi vliv na teplotu smrsténi v podélném smé-
ru méla doba zréni, kterd byla taktéz ovlivnéna i pfidavkem glutaraldehydu. Naopak nej-
mensi vliv je zfejmy v ptidavku kyseliny alginové. Obrazek 17 vykresluje vliv interakci
sledovanych faktorti na teplotu smrsténi. Je ziejmé, ze s rostoucimi hodnotami sledovanych
faktord roste i teplota smrténi jednotlivych filmi. Zadny ze sledovych faktor teplotu
smrsténi nesnizoval. Z obrdzku 18 lze vyCist, ze nejvyssi teplota smrSténi byla naméfena u
filmu obsahujiciho maximalni davku jak GA tak i KALG pfi¢emz jeho doba zréni ¢inila 8
pouzitych sitovadel s zaddnou dobou zrani. Jelikoz méla na teplotu smrsténi nejvetsi vliv
doba zrani a mnoZstvi GA, byly tyto sledované faktory vyneseny do vzajemné zavislosti
pomoci vrstevnicového grafu, ktery pfedstavuje obrazek 19. Z obrazku je zjevné, Ze nej-
vysSich teplot smrsténi v podélném sméru se dosahuje v ptipadé nejdelsi doby zrani a nej-
vetsitho mnozstvi sitovadla, pficemz pro dosazeni teplot smrsténi od 50 do 50,5°C je do-
stacujici pouZzit mnozstvi GA kolem 1% s dobou zrani alespont 7 hodin. Pfidavek kyseliny
alginové nijak vyrazné teplotu smrSt€ni v podélném sméru neovlivnil, tudiz nebyl tento

faktor vynesen do grafu.

B

AZ

KALG(3)
GA[%)
< Zranilhadiny)

m I

BEC -

|
|
|
|
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8B |
|
|
|
|
|

Obrazek 16 — Vyznamnost sledovanych faktorii na Ts v podélném sméru u filmt sitova-

nych KALG+GA
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Obrazek 19 — Vrstevnicovy graf vlivu GA a doby zréni na Ts v podélném sméru
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e Teplota smrsténi v pficném sméru

Rovnice pro Ts v pfiéném sméru ma tvar:

y = 48,19 — 0,1250A + 0,02083B + 0,1437C + 0,3125AB + 0,05208AC + 0,0625BC —
0,05208 ABC; korelaéni koeficient: R?= 0,8483

Na obrazku 20 nize je patrné, Ze nejveétsi vliv na teplotu smrsténi v piicném sméru ma opét
doba zrani, pficemz vliv pfidavku KALG a GA je v tomto ptipad¢ srovnatelny. Z obrazku
21, ktery zobrazuje vliv interakci sledovanych faktori na teplotu smrsténi, lze vycist, Ze
s rostoucimi hodnotami sledovanych faktort roste i teplota smr$téni jednotlivych filmi.
Zadny ze sledovych faktori teplotu smriténi v p¥i¢ném sméru nesnizoval. Na obrazku 22 je

zietelné, ze nejvyssi teplota smrsténi byla namétena u filmu obsahujiciho maximalni davku

v v

Cvwr

zrani. Byl zhotoven vrstevnicovy graf zndzornény na obrazku 23, kde je vynesena zavislost
doby zrani kolagenniho gelu na mnozstvi glutaraldehydu. Na zaklad¢ grafu je mozné kon-
statovat, zZe pro dosaZeni teplot smrSténi v pficném sméru v rozmezi od 50 do 50,5°C je
dostacujici pouzit mnozstvi GA jiz okolo 0,5% pfi¢emz dobra zrani je alespoil 7 hodin. Pro
dosazeni vys$Sich teplot smrsténi je zapotiebi pouZzit GA v moznosti alespoil okolo 1,5%

s dobou zrani miniméalné 8 hodin.
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Obrazek 20 — Vyznamnost sledovanych faktori na Ts v pficném sméru u filmi sitovanych

KALG+GA
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Obrazek 23 — Vrstevnicovy graf vlivu GA a doby zrdni na Ts v pfi¢ném sméru
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6.1.2 Mechanické parametry

e Tahova sila pfi pfetrzeni

Rovnice pro tahovou silu pfi pietrzeni ma tvar:

y = 1,283 — 0,2833A + 1,917B + 0,1208 C + 0,3333AB + 0,004167AC — 0,1146BC —
0,04167ABC; korelac¢ni koeficient: R?= 0,7354

Bylo zjisténo, ze nejvétsi vliv na tahovou silu pfi pretrzeni ma piidavek glutaraldehydu,
zatimco vliv pridavku kyseliny alginové je zanedbatelny, jak znazornuje obrazek 24. Z
obrazku 25, ktery vykresluje vliv interakci sledovanych faktor na tahovou silu, je zjevné,
ze se tahova sila v pfipad€ maximalniho ptfidavku GA neméni s rostoucim ptidavkem kyse-
liny alginové, jevi se jako konstantni. Dokonce v pfipadé¢ obsahu minimalniho pfidavku
GA tahova sila s rostoucim mnozstvim KALG klesd. Podobny jev je patrny 1 v ptipadé
interakce KALG a doby zrani. V ptipad¢ doby zrani 0 hodin se tahova sila nijak vyrazné
neméni s pridavkem KALG, pfi€emZ se dosahuje tahové sily vyssi nez v piipad€ doby zra-
ni 8 hodin, kde tahova sila s rostoucim pridavkem KALG klesa. V ptipad¢ interakce GA a
doby zrani je zjevné, ze s rostoucim mnozstvim GA s minimalni dobou zrani tahova sila
roste az k hodnoté SN. V ptfipad€ maximalni doby zrani tahova sila s rostoucim mnozstvim
glutaraldehydu roste, ale nedosahuje tak vyraznych tahovych sil. Bylo tedy zjisténo, Ze del-
$i doba zrani zpusobuje snizeni tahovych sil potfebnych pro pretrZeni a ze pfidanim KALG
tahovou silu nezvySime. Uvedené poznatky jsou graficky zndzornény na obrazku 26, kde je
patrné, Ze nejvyssi tahova sila byla zaznamenana v ptipadé maximdalniho obsahu GA a
KALG s nulovou dobou zrani. Byl zhotoven vrstevnicovy graf znazornény na obrazku 27,
kde je vynesena zavislost doby zrani kolagenniho gelu na mnozstvi glutaraldehydu.
Z obrazku lze vycist, Ze nejvyssich tahovych sil pii pretrzeni se dosahuje v piipadé€ nejkrat-
§i doby zrani a nejvysSiho mnozstvi GA. Pomoci grafu je mozné soudit, Ze pro dosazeni
tahovych sil vrozmezi od 4 do 5 N je potfeba pouzit GA v mnozstvi alespon 1,25%

s nulovou dobou zrani.
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Obrazek 24 — Vyznamnost sledovanych faktort na tahovou silu pfi ptetrzeni u filmi sit'o-

vanych KALG+GA
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Obrazek 25 — Vliv interakci sledovanych faktorti na tahovou silu pfi ptetrZzeni u filmu sit'o-

vanych KALG+GA
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Obrazek 26 — Vliv sledovanych faktorti na tahovou silu pfi pfetrzeni v kubickém zobrazeni

u filmt sitovanych KALG+GA

F(N)

|
w

EEEE
A w N
v o
(SIS, BN

Zrani(hodiny)
B W

w2
!

0,50 0,75 1,00 1,25 1,50
GA(%)

Obrazek 27 — Vrstevnicovy graf vlivu GA a doby zrani na tahovou silu pfi pietrzeni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

e Pomérné prodlouZeni pii pietrzeni

Rovnice pro pomérné prodlouzeni pfi pretrzeni ma tvar:

y = 102,3 — 0,3167A + 15,83B + 1,032 C — 2,833AB — 0,3448AC + 0,7474BC -
0,0651ABC; korelac¢ni koeficient: R?= 0,7607

Pomoci obrazku 28 bylo zjisténo, ze nejvyrazngjsi vliv na pomérné prodlouzeni pii pietr-
zeni ma obsah KALG, pficemZ nejmensi vliv méa dobra zrani. Pomoci grafti zndzornénych
na obrazku 29 je mozné konstatovat, ze s rostoucim obsahem KALG pomérné prodlouzeni
klesa. Nejvyssi hodnoty prodlouzeni (ptes 130%) byly naméfeny u filmii s maximalnim
obsahem GA a s minimalnim obsahem KALG. V pfipadé¢ interakce doby zrani s obsahem
GA je patrné, Ze s rostouci dobou zrani a s rostoucim obsahem GA pomérné prodlouzeni
roste. Na obrazku 30 je zjevné, Ze nejvyssi pomérné prodlouzeni bylo naméfeno u filmu
s maximalnim obsahem GA, s maximalni dobou zrani, pficemz obsah KALG je minimalni.
Naopak k nejmensimu protazeni doslo u filmu s minimélni koncentraci GA, s maximalni
dobou zrani a s maximalnim obsahem KALG. Obrazek 31 ptedstavuje zavislost piidavku
kyseliny alginové na mnozstvi GA. I zde se potvrdilo, Ze vy$$i obsah KALG zplsobuje
vyrazny pokles pomérného prodlouzeni, zatimco filmy s vy$§im obsahem GA vykazuji

pomérné vysoké hodnoty prodlouZeni.

Hramnice vyznamnosti

| 1
A ‘ |
: ‘ |
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C ‘ |
4B |
|
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A |
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ARG J E  Gaf) |
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Obrazek 28 — Vyznamnost sledovanych faktort na pomérné prodlouZeni pfi pfetrZeni u

filmt sitovanych KALG+GA
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Obrazek 29 — Vliv interakci sledovanych

faktorti na Ts v pfi¢ném sméru u filmu si-
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Obrazek 30 — Vliv sledovanych faktorii na

Ts v pfiéném sméru v kubickém zobrazeni
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Obrazek 31 — Vrstevnicovy graf vlivu KALG a GA na pomérné prodlouzeni pfi

pretrzeni
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6.1.3 Bobtnaci zkousky

U vsech pripravenych filmt byly provedeny bobtnaci zkousky a to jak pfi teploté 26°C, tak
1 pti teploté 80°C. V tabulkédch 3 a 4 jsou zndzornény zjisténé hodnoty stupné zbobtnéani a
zmény plochy u vSech zhotovenych filmu sitovanych kombinaci KALG a GA v porovnani
s filmem bez sitovadla a filmem sitovanym 2,0% GA. V priibéhu inkubace pfi teploté
26°C se vzorky pouze mirné¢ kroutily a pluly po hladiné vody. V pribéhu inkubace pii
teploté 80°C se vzorky ihned po vlozeni do lazné zkroutily a smrstily, po 6 minutach
inkubace se vzorky mirn¢ vyrovnaly. V prubéhu meéfeni se vzorky obcas ponofily pod
hladinu vody. Vzorky z filmi €. 3, 4, 7 a 8 m¢ly nazloutlou barvu, coz je dano ptitomnosti

vys$$iho obsahu glutaraldehydu.

Nameétené hodnoty stupné zbobtnani jsou znazornény na obrazcich 32-35. V porovnani
s filmem bez sitovadla bylo zjisténo, ze vSechny zesitované filmy bobtnaji pii obou
teplotach vyrazné méné. V piipadé filmu sitované¢ho 2,0% GA bylo zjisténo, ze pti obou
teplotach dochdzi u filmu €. 4, 6, 7 a 8 k mensimi zbobtnani. U ostatnich filmt byly

hodnoty stupné zbobtnédni vEtsi.

Obrazky 3639 znazornuji zavislost zmeény plochy na dobé¢ inkubace u vSech filmua pfi
obou teplotach méteni. Bylo zjisténo, Ze u vSech zesitovanych filmi byla zména plochy
naméfena mensi v porovnani s filmem bez sitovadla a to jak pii teploté 26°C, tak 1 pfi
teploté 80°C. U filmu sitovaného 2,0% GA nedochazelo pfi teploté 26°C k zadné¢ zméné
plochy. Stejny vysledek pfi totozné teploté byl zjistén i u filma €. 8. V piipad¢ filmi ¢. 4 a
6 byla zména plochy pii 26°C zanedbatelna. Pfi teploté¢ 80°C doslo k mensi zméné plochy

pouze u filmu €. 8. U ostanich filma byla zména plochy zaznamenéna vyssi.

Pomoci provedenych zkousek bylo zjisténo, ze film ¢. 8 (obsah KALG: 5,0%; obsah GA:
1,6%; doba zrani: 8 hodin) vykazuje nejlepsi vysledky bobtnacich zkouSek.
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Tabulka 3 — Namétfené hodnoty stupné zbobtnani a zmény plochy pii 26°C a 80°C

u filmi ¢. 14 sitovanych KALG+GA a filmu bez sitovadla

Doba Test pii 26°C Test pii 80°C
Film Inkubace | o, scobek) | AS (%) | SZ (ndsobek) | AS (%)
(min)
1 5.4 5,0 6,2 -66.3
6 11,5 20,8 11,9 62,5
Bez sitovadla 16 11,9 20,8 11,3 62,5
36 10,8 20,8 8,2 -68,5
60 9.6 20,8 10,8 -68.,5
1 2.7 5.0 2.8 -56,0
6 2,8 7.5 3.9 -58,0
| 16 3,0 10,0 43 62,5
36 3,7 10,0 45 262,5
60 4.0 15,0 4.9 ~64.,6
1 1.9 2.5 2.5 62,5
6 2.3 5,0 3.4 -60,0
2 16 2.1 7.5 3,6 2580
36 2.5 10,0 3.9 2588
60 33 10,0 4.0 2588
1 2.7 0,0 22 62,3
6 2.8 2,5 2,9 -60,0
3 16 3,0 2,5 3,2 -60,0
36 3,7 5,0 3,6 -60,4
60 3.9 5,0 44 -60,4
1 2.3 0,0 1.9 “64,3
6 2.5 0,0 2.3 ~64,3
4 16 2,9 0,0 2.5 256,
36 2.5 0,5 2.7 2583
60 2.3 0,5 33 2583

SZ — stupen zbobtnani; AS — zména plochy
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Tabulka 4 — Namétfené hodnoty stupné zbobtnani a zmény plochy pii 26°C a 80°C

u filma €. 5-6 sitovanych KALG+GA a filmu s 2,0% GA

Doba Test pii 26°C Test pii 80°C
Film Inkubace | o/ | scobek) | AS (%) | SZ (ndsobek) | AS (%)
(min)
1 3,2 0,0 3,8 -58,0
6 3,3 0,0 41 -59,0
5 16 3,3 5,0 41 -59,0
36 3,5 5,0 42 -60,0
60 3.9 7.6 42 2602
1 1.5 0,0 2,7 63,2
6 272 0,0 2,7 -58,0
6 16 3.3 0,0 2.8 -58,0
36 22 0,5 3,0 -59.,5
60 2,4 0,5 3.5 -59.,5
1 2.3 0,0 2.3 52,4
6 2.5 0,0 2.8 250,3
7 16 2.5 2.5 3,3 2533
36 2.4 2.5 3,5 2553
60 2.6 5.0 3.7 2588
1 1.9 0,0 2,3 -50,4
6 2,0 0,0 2,6 49 4
8 16 2,1 0,0 2.7 513
36 2.1 0,0 2,9 513
60 22 0,0 3,3 54,5
1 2.6 0,0 2.6 2635
6 3,1 2,6 2,9 2585
9 16 33 53 3,0 2550
36 3.5 10,8 3,7 2550
60 3,5 10,8 42 61,5
1 2.3 0,0 2.4 61,5
6 2.5 0,0 2.7 61,5
$2,0% GA 16 2,7 0,0 2,9 61,5
36 2,6 0,0 33 7588
60 2,0 0,0 3.5 2588

SZ — stupen zbobtnani; AS — zména plochy
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Stupen zbobtnani filmi ¢. 1-4 a filmi ¢. 5-9 pfi obou teplotach méteni znazornuji obrazky

32-35 nize ve srovnani s filmem bez sitovadla a s filmem s 2,0% GA.
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Obrazek 32 — Zavislost stupné zbobtnani na dobé inkubace u filmi ¢. 1-4 sitovanych

KALG+GA pfi teploté 26°C
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Obrazek 33 — Zavislost stupné zbobtnani na dob¢ inkubace u filma ¢. 5-9 sitovanych

KALG+GA pii teploté 26°C
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Obrazek 34 — Zavislost stupné zbobtnani na dob¢ inkubace u filmi ¢. 1-4 sitovanych

KALG+GA pii teploté 80°C
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Obrazek 35 — Zavislost stupné zbobtnani na dob¢ inkubace u filmi ¢. 5-9 sitovanych

KALG+GA pfi teploté 80°C
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Zmeény plochy filmi €. 14 a filma €. 5-9 pfi obou teplotadch méfeni znazoruji obrazky

36— 39 nize ve srovnani s filmem bez sit'ovadla a s filmem s 2,0% GA.

—4#—Bez sitovadla =—E=Filmé. 1 =4=Film¢.2 =—d=Filmé. 3 =0—=Filmé. 4 ===GA

25

* *

20 /
15

3 /
<10 V. e
@
<
i /// ‘
0 5 5 EE— R
10 20 30 40 50 60 70

Doba inkubace (min)

Obrazek 36 — Zavislost zmény plochy na dob¢ inkubace u filmt ¢. 14 sitovanych

KALG+GA pfi teploté 26°C
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Obrazek 37 — Zavislost zmény plochy na dob¢ inkubace u filmt ¢. 5-9 sitovanych

KALG+GA pii teploté 26°C
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Obrazek 38 — Zavislost zmény plochy na dob¢ inkubace u filmu ¢. 1-4 sitovanych

KALG+GA pii teploté 80°C
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Obrazek 39 — Zavislost zmény plochy na dob¢ inkubace u filmt ¢. 5-9 sitovanych

KALG+GA pii teploté 80°C
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6.1.4 FTIR

Ke srovnani bylo naméteno spektrum samotné kyseliny alginové. Namétené spektrum je
zobrazené nize na obrazku 40. Ve spektru je patrny intenzivni absorpcni pas pii vinoctu
3300 cm™, ktery zna¢i —OH funkéni skupiny. Dali charakteristicky pas je zjevny pti vino-
vé délce 1400cm™, coz predstavuje vyskyt —COOH skupin nachazejicich se v molekule

kyseliny alginové.
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Obrazek 40 — IC spektrum kyseliny alginové

V tabulce 5 jsou zaznamenany rozdily v charakteristickych pasech u filmi sitovanych
kombinaci KALG a GA v porovnani s filmem bez sitovadla. Naméfena IC spektra viech
zhotovenych filml jsou podobna s vyskytem vSech charakteristickych absorpcénich pasi
nativniho kolagenu, coz znaci, Ze nedoslo k poruSeni sekundéarni struktury kolagenu; totéz

uvadi 1 Sionkowski [43].
Byly zaznamenany nasledujici odlisnosti:

e Slabsi intenzita piku oproti filmu bez sitovadla byla zjiSténa pti vinové délce
2930 cm™! — ptitazeni —CH,—

e VySSi intenzita piku oproti filmu bez sitovadla byla zjiSténa pii vinové délce
1400 cm™ — piitazeni —COOH funkéni skupina

e Vys§i intenzita piku pfi vino&tu 1241 cm™ — piifazeni -CO-NH- funkéni skupina
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e Voblasti 1040 cm™ byla zjisténa u viech filmi vy3$§i intenzita piku v porovnani

s filmem bez sit'ovadla — pfifazeni R—-OH

Pomoci IC spekter byly zjiitény uréité zmény v intenzité piki u filmd sitovanych kombi-
naci KALG a GA v porovnani s filmem bez sitovadla. V piipad¢ zesitovanych filmi byla
zaznamenana vys§i intenzita pikid pfi vlno&tu 1400 a 1241 cm™ v porovnani s nativnim
kolagenem. Tato skuteCnost je prfisuzovana tomu, ze pii sitovani kolagenu dochézi
k tvorbé amidové vazby —CO—NH-. Dale byla zaznamenana vyssi intenzita pikt pii vinové
délce 1040 cm™, coZ zna&i vyssi obsah —OH skupin v systému, coZ je pravdépodobng zpii-
sobeno pfitomnosti kyseliny alginové, kterd tyto skupiny obsahuje. Porovnani spektra na-
tivniho kolagenu a kolagenu sitovaného kyselinou alginovou pozoroval i Mitra Tapas [10].
Tyto vzniklé zmény znaci, Ze mezi kolagenem a pouzitym sitovadlem doslo k uréitym in-

terakcim.

Reakce mezi KALG a kolagenem je s nejvétsi pravdépodobnosti uskute€néna prostiednic-
tvim —NH, funk¢ni skupiny kolagenu a —COOH skupiny KALG za vzniku —CO-NH- ko-
valentni vazby. Dal$i moznou interakci je vznik H-mtistki mezi molekulami kyseliny algi-

nov¢ a kolagenu.

Sitovani kolagenu bylo navic podpofeno i pifidavkem GA, kde dochazelo ke vzniku tzv.
Schiffovy baze prostfednictvim —CHO skupiny GA a —NH, skupiny kolagenu jak znazor-

fluje obrazek 41 nize.

Glutaraldehyde: HOC._~._ COH ColIagen—N/’C\/\/C“\N—Collagen

+
Collagen—NH, NH;-Collagen + 2H,0

Obrazek 41 — Sitovani kolagenu glutaraldehydem [14]
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Tabulka 5 — Odlisnosti charakteristickych piki filmt €. 1-9 sitovanych KALG+GA v porovnani s filmem bez sitovadla

Funkéni skupina Vinoget Film €.
P (em™) 1 2 [ 3 T 4 T 5 T 6 | 1 1 8 T o
Srovnani pika filmt sitovanych kombinaci KALG a GA s piky filmu bez sitovadla
- _____________________________ _________________ _________________ ________________ |
vibrace -OH- skupiny 3350 Posunuti | Posunuti | Posunuti | Posunuti | Posunuti | Posunuti | Posunuti | Posunuti | Posunuti
Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi
—(C)—-CH,, ((O)-CH 2 . i . ! . i . ] . i . ] . i . ! . !
(C)-CH;, «(0)-CH, 930 Intenzita | mtenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | 1ntenzita
—CO-NH- funkéni skupina 1635 Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna
(amidova I vazba) intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
—CO-NH- funkéni skupina 1555 Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna
(amidova Il vazba) intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
Vibrace -CH,— a —CHj 1456 Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna
skupin intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
. . Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi
— H sk 14 . : . : . : . . . : . : . ! ) : ) :
Vibrace ~COOH skupiny 00 intenzita | intenzita | mntenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
Vibrace skupiny C—N 1339 Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna
cyklického prolinu intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
“ . 1281, wxr <xr wxr «xr wxr “xr “xr <xr “xr
—CO-NH- funk¢ni skupina 1241 Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi
(amidova III vazba) 1204 intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
. . 1117 Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna
Vibrace skupiny R-NH ’ . . . . . . . . . . . . . . . . . .
upiny 2 1081 mntenzita | mtenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
Primarni funkéni skupina 1040 Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi
R-OH intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
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Modelovy piiklad srovnani spekter je uveden na piikladu €. 8, ktera mizeme pozorovat na
obrazku 42. Detail charakteristickych pasi pii vinoétu 2000-600 cm™ pak znazorfiuje ob-
razek 43.

Film sitovany KALG+GA (obsah KALG: 5,0%; ohsah GA: 1,6%; doba zrani: § hodin}

l,...-v’\ll}lf/'H
140 1040

kaLe /\/ FNA
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2930 1635 1 555%56 1241 1040

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Vinoéet (em™!)
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Obrazek 42 — IC spektrum filmu sitovaného KALG+GA, filmu bez sitovadla a KALG

Film zit'ovany KALG+GA {ohsah KALG: 5,0%; ohrah GA: 1,6%; doba zrani: § hodin)
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6.1.5 Zhodnoceni sit'ujiciho u¢inku kombinaci kyseliny alginové a glutaraldehydu

Vsechny zhotoveny filmy mély teplotu smrSténi v obou smérech vyssi nez film bez sit'ova-
dla, pficemz Zadny z filmi neptesahl teplotu smrsténi filmu sitovaného 2,0% GA. Nejvyssi
teplota smr$téni byla namétena u filmu ¢. 8 (podélny smér: 50,6°C, pticny smér: 50,8°C).
Pomérné vysoké hodnoty byly naméieny i u filmi €. 4 (podélny smér: 50,0°C, pticny smér:
50,3°C), 6 (podélny smér: 49,9°C, pticny smér: 50,5°C ) a 7 (podélny smér: 49,6°C, pricny
smér: 50,1°C ). Zpracovanim vysledkii ve statistickém programu bylo zjiSténo, Ze nejveétsi
vliv na teplotu smrsténi ma doba zrani, pfiCemz zadny ze sledovanych faktord teplotu
smrsténi nesnizoval. Ve stastistickém programu byly taktéz zpracovany 1 vysledky tahové
sily pfi pretizeni a pomérného prodlouzeni pii pretrzeni. Bylo zjisténo, ze delsi doba zrani
tahovou silu snizuje a ptidavek KALG tahovou silu nijak vyrazné neovlifiuje. ZvySeni
tahové sily se docili pouze ptidavkem GA. Nejvyssi tahova sila byla naméfena u filmu ¢. 7
(5,IN). V ptipadé pomérného prodlouzeni bylo opét zjisténo, ze pro docileni vySsiho
prodouzeni, je zapotiebi vys$i obsah GA, pfizemz obsah KALG musi by minimalni.
Nejvyssi prodlouzeni vykazoval film €. 4 (138,7%). Je tedy mozné konstatovat, Ze piidavek
kyseliny alginové nijak vyrazn€ meéfené veliCiny neovliviioval. Zasadni vliv na dané

veli¢iny mél ptidavek glutaraldehydu a doba zréni.

Pomoci bobtnacich zkousek bylo zjiSténo, Ze vSechny zhotovené filmy bobtnaji jak pti
teploté 26°C tak i pfi teploté¢ 80°C vyrazné méné nez film bez sitovadla. V ptipadé filmu
stovaného 2,0% GA bylo zjisténo, Ze pii obou teplotach dochazi u filma ¢. 4, 6, 7 a 8

k mensimi zbobtnani. U ostatnich filmt byly hodnoty stupné zbobtnani vétsi.

Diky FTIR byly zjiStény urCité zmény v intenzité pikdt u filmi sitovanych kombinaci
KALG a GA v porovnani s filmem bez sitovadla. V ptipad¢ zesitovanych filma byla za-
znamenana vysSi intenzita pikll v oblasti amidovych vazeb v porovnani s nativnim kolage-
nem. Tato skute¢nost je pfisuzovana tomu, Ze pii sitovani kolagenu dochézi k tvorbé ami-
dové vazby —CO-NH-. Pravdépodobné tedy doslo k interakci —NH, skupiny kolagenu a
—COOH skupiny kyseliny alginové za vzniku peptidové vazby. Ostatni zmény zaznamena-
né v jinych oblastech pak pravdépodobné predstavuji H-mustky tvofené mezi molekulou
kolagenu a kyselinou alginovou. Soucasn¢ dochdzelo taktéZ k reakci mezi pfitomnym glu-
taraldehydem a kolagenem prostfednictvim —CHO skupiny glutaraldehydu a —NH, funk¢ni
skupiny kolagenu za tvorby Schiffovy baze.
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Na zéklad¢ veskerych provedenych metod a zjisténych vysledkli je mozné konstatovat, ze
vSechny filmy sitované kombinaci KALG a GA vykazuji pomérné dobré vlastnosti. Nej-
vyssi teploty smrsténi a nejnizsi stupen zbobtnani byly namétfeny u filmu ¢. 8. Pomérné
vysoké hodnoty teploty smr$téni s nizkym stupném zbobtnani vykazovaly i filmy €. 4, 6 a
7. Nejvyssi hodnoty tahové sily byly naméieny u filmu €. 7, ktery vykazoval ihned po filmu
¢. 8 nejvyssi teploty smrsténi a nejmensi stupent zbobtnani. K nejvyssimu prodlouzeni nao-

pak dochazelo u filmu €. 4.

Pro stanoveni optimalnich podminek je nutné zohlednit, pro jaké aplikace bude dany film
urcen a jaké pozadavky budou na n¢j kladené. V pfipadé, Ze budou zadané vysoké teploty
smrsténi s minimalni tendenci k bobtnani bez nutnosti vysokych tahovych sil a pomérného
prodlouZeni je nejlepsi volbou film €. 8, ktery obsahuje maximalni mnoZzstvi obou pouzi-
tych sitovadel s dobou zrani 8 hodin. Naopak pro aplikace, kde jsou zadané dobré mecha-
nické vlastnosti se zachovdnim pomérné vysokych teplot smrSténi s nizkym stupném
zbobtnani, by byl vhodnou volbou film ¢. 7, ktery obsahuje maximalni ptidavky pouzitych
sitovadel s nulovou dobou zrani. Nulova doba zrani navic zkracuje dobu potifebnou pro
zhotoveni daného filmu, ¢imz se sniZuji 1 zpracovatelské naklady. Film €. 4 by byl vhodny
v oblastech, kde je Zaddané pomé&rné vysoké prodlouzeni. Ze zdravotnického hlediska je pak

cv v

zujici pomérné vysoké teploty smrsténi s nizkym stupném zbobtnani.
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6.2 Filmy sitované tetrakis hydroxymethyl fosfonium sulfatem

Tabulka 6 — Namétené vysledky u filmt sitovanych THPS

Faktor A F akt?r B Faktor ’C | Obsah | Tloustka filmu Ts (°C) Mechanické zkousky
Film ¢&. pH mnozstvi | doba zrani suSiny (mm) Podélny smér | Pri¢ny smér
kolagenniho THPS kolagenniho (%) +0.005 F(N) (- | €(%)
gelu (%) gelu (dny) i
1 2,5 0,4 0 89,5 0,056 48,1 48,3 2,6 16,7 95,9
2 2,5 0,4 8 87,6 0,049 49,8 50,0 2,5 304 | 1173
3 2,5 1,6 0 88,9 0,051 51,3 51,6 4,2 17,8 | 126,7
4 2,5 1,6 8 87,3 0,054 52,8 52,4 3,1 40,3 112,3
5 3.3 0,4 0 87,7 0,053 50,3 50,7 24 23,6 90,5
6 3,3 0,4 8 88,4 0,048 51,7 52,0 1,5 33,2 71,7
7 3.3 1,6 0 89,5 0,055 56,0 55,8 3,0 28,4 89,9
8 3,3 1,6 8 88,3 0,052 55,1 54,8 1,4 26,4 72,5
9 2,9 1,0 4 87,4 0,051 52,3 51,8 2,2 37,5 117,2
Udaje ke srovnani

Film bez sitovadla 86,2 0,065 47,1 48,0 0,5 21,3 98,5
Film s 2,0 % GA 90,1 0,050 52,1 52,2 5,3 13,3 146,0

F — tahova sila pfi pfetrZzeni; o — smérodatnd odchylka tahové sily pfi pretrzeni; € — pomérné prodlouZeni pii pretrZzeni
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Z tabulky 6 je ziejmé, ze obsah susSiny se u filma sitovanych pomoci THPS pohybuje

v rozmezi od 87,3 do 89,5%. Tloustka filmii se pohybovala od 0,049 do 0,056 mm.

V tabulce jsou taktéz zaznamenany i namétené hodnoty tahové sily potfebné pro pietrzeni
danych vzorkl spole¢né se smérodatnou odchylkou a jejich pomérné prodlouzeni pfi pretr-
zeni. Je patrné, ze u vSech zesitovanych filmt byla namétena vyssi tahova sila nez u filmu
bez sitovadla. Pouze u filmi €. 2, 3, 4 a 9 bylo zaznamenéano vyssi pomérné prodlouzeni.
V porovnani s filmem sitovanym 2,0% GA nebyla naméfena vyssi tahova sila a pomérné

prodlouzeni u zddného ze zhotovenych filmu.

Z tabulky 6 je patrné, Ze vSechny filmy sitované pomoci THPS maji vyssi teplotu smrsténi
nez film bez sitovadla. Nejlepsi hodnoty teploty smrsténi byly naméteny v piipad¢ filmu €.
7, kde byla naméfena teplota smrSténi 56,0°C v podélném sméru a 55,8°C ve sméru
pficném. Velmi dobré vysledky byly zjistény i u filmu ¢. 8, kde byly zjistény hodnoty
54,2°C v podélném sméru a 54,8°C v pficném sméru. Pomérn¢ srovnatelné vysledky teplot
smrsténi v porovnani s filmem sitovanym 2,0% GA byly zjistény u filmu ¢. 4. U ostatnich

zhotovenych filmt byla namétena teplota smrsténi nizsi.

V prubéhu méteni teplot smrsténi dochdzelo u danych vzorkl k uréitym zménam, jako je
prodlouZeni nebo smrStovani vzorkid. Zjisténé zmény jsou uvedeny v tabulce 7 nize. Je
patrné, Ze u vSech zhotovenych filmt, kromé¢ filmt €. 4, 7 a 8, béhem prvnich 4 minut mé-
feni pii pokojové teploté dochazelo k prodlouZeni a to jak ve sméru podélném tak i ve smé-
ru pficném. Od pocatku zahtivani do teploty smrsténi jiz k prodluzovani vzorka nedocha-
zelo. Z tabulky je taktéZ patrné, ze v podélném sméru se filmy smr$t'ovaly vyraznéji nez ve
sméru pficném. Smrst'ovani probihalo v pficném sméru pomaleji neZ smrst'ovani ve sméru
podélném. Teplota, pii které bylo ukonceno smrst'ovani, byla zpravidla mezi 75 a 80 °C,

poté jiz u vzorkl nedochézelo k zadnym zménam.

Nameétené hodnoty teplot smrsténi jak v podélném, tak i v pficném sméru byly vyhodnoce-
ny ve statistickém programu. Stejnym zpusobem byly vyhodnoceny 1 hodnoty tahové sily a
pomérného prodlouzeni pfi pietrzeni. Pracovalo se ve statistickém programu Minitab 17

s 95% trovni spolehlivosti.
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Tabulka 7 — Zmény filmt sitovanych THPS v pfi¢ném a podélném sméru pfi stanoveni teploty smrsténi

ProdlouZeni (-)/smr§téni (+) filmu v podélném sméru ProdlouZeni (-)/smr§téni (+) filmu v pficném sméru
Film Ty Tz-Ts Ts-T T - 80°C T, (mm) Tz-Ts Ts-T T - 80°C
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
bez sitovadla -1,8 0 +15,5 (T=77,4°C) 0 -4,0 -0,7 +2,0 (T=72°C) 0
1 -0,7 0 +8,0 (T=75°C) 0 -0,7 0 +5,0 (T=75°C) 0
2 -1,3 0 +8,7 (T=80°C) 0 -1,3 0 +6,0 (T=75°C) 0
3 -0,7 0 +10,0 (T=80°C) 0 -0,7 0 +8,0 (T=75°C) 0
4 0 0 +6,0 (T=80°C) 0 0 0 +7,7 (T=75°C) 0
5 -0,3 0 +8,7 (T=80°C) 0 -1,0 0 +5,0 (T=80°C) 0
6 -0,3 0 +9.,4 (T=75°C) 0 -0,7 0 16,0 (T=75°C) 0
7 0 0 +13,0 (T=80°C) 0 0 0 +7,4 (T=75°C) 0
8 0 0 +12,7 (T=80°C) 0 0 0 +6,7 (T=75°C) 0
9 -0,3 0 +8,4 (T=75°C) 0 -0,3 0 +6,5 (T=75°C) 0
s 2,0%GA 0 0 +14,0 (T=80°C) 0 0 0 +7,0 (T=70°C) 0
To— 4 minuty bez zadhfevu pii pokojové teploté; Tz — teplota, pii které bylo zapocato zahtivani; Ts — teplota, pii které se film zacal smrStovat;
T — teplota ukonceni smrs$t'ovani filmu
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6.2.1 Teplota smrsténi

e Teplota smr$téni v podélném sméru

Rovnice pro Ts v podélném sméru ma tvar:

y = 42,76 + 1,708A — 3,844B + 0,06458C + 2,604AB + 0,0625AC + 0,6628BC —
0,2734ABC; korelac¢ni koeficient: R?= 0,9308

Z naésledujiciho obrazku 44 je patrné, ze nejvEtsi vliv na teplotu smrsténi v podélném smé-
ru mélo mnozstvi THPS. Teplota smrsténi byla taktéZ ovlivnéna hodnotou pH kolagenniho
gelu, pficemz doba zrani méla vliv nejmensi. Obrazku 45 zobrazuje vliv interakci sledova-
nych faktorti na teplotu smrsténi. Je zfejmé, Ze s rostoucimi hodnotami sledovanych fakto-
1t roste i teplota smriténi jednotlivych filma. Zadny ze sledovych faktord teplotu smr§téni
nesnizoval. Z obrazku 46 je zjevné, Ze nejvyssi teplota smrSténi byla naméfena u filmu
obsahujiciho maximalni davku THPS, vykazujici nejvyssi hodnotou pH pti¢emz jeho doba
mnozstvim pouzitého sitovadla, s minimalni hodnoto pH a s nulovou dobou zrani. Jak jiz
bylo zminéno, tak teplota smrsténi v podélném sméru byla nejvice ovlivnéna mnoZstvim
THPS a hodnotu pH kolagenniho gelu. Z toho diivodu jsou prave tyto dva sledované fakto-
ry vykresleny ve vzajemné zavislosti na obrazku 47 pomoci vrstevnicového grafu. Je patr-
né, ze nejvyssich teplot smrsténi se dosahuje v oblasti maximalniho pH s nejvys$§im mnoz-
stvim THPS. Je moZzné konstatovat, ze pro dosazeni teplot smrsténi v podélném sméru
v rozmezi od 54 do 56°C je zapotiebi upravit pH kolagenniho gelu alespoii na hodnotu 3,
pfi¢emz obsah pouZitého sitovadla bude okolo 1,25%. Doba zrani nebude nijak vyznamné

teplotu smrsténi ovliviiovat.

Hranice viznamnost
L. ]
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BC : :
A pH

B THPS(H
LEC ¢ Zrindid)

Obrazek 44 — Vyznamnost sledovanych faktorii na Ts v podélném sméru u filmt sitova-

nych THPS
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e Teplota smrsténi v pficném sméru

Rovnice pro Ts v pfiéném sméru ma tvar:

y = 41,57+ 2,25A - 1,937B + 0,774C + 1,875 AB — 0,1563 AC + 0,01823BC — 0,07812
ABC; korela¢ni koeficient: R%= 0,9344

Na obrazku 48 nize je zfejmé, Ze nejvetsi vliv na teplotu smrsténi v pfiéném sméru ma opét
mnozstvi THPS, pficemz danou teplotu ovliviiuje i pH kolagenniho gelu. Vliv doby zréani
je opét zanedbatelny. Z obrazku 49, ktery zobrazuje vliv interakci sledovanych faktorti na
teplotu smrsténi, lze vycist, Ze s rostoucimi hodnotami sledovanych faktort roste i teplota
smr$téni jednotlivych filmi. Zadny ze sledovych faktort teplotu smriténi v piiéném sméru
nesnizoval. Na obrazku 50 je zjevné, Ze nejvyssi teplota smrsténi byla naméfena u filmu, u

n¢hoZ bylo upraveno pH na maximalni hodnotu, obsahujiciho maximalni davku THPS

Cv v

v

toven vrstevnicovy graf znadzornény na obrazku 51, kde je vynesena zéavislost pH kolagen-
niho gelu na mnoZstvi THPS. Na zéklad¢ grafu je moZzné konstatovat, Ze pro dosazeni tep-
lot smrSténi v pfi€ném sméru v rozmezi od 54 do 55°C je dostaCujici pouzit mnoZstvi
THPS jiz okolo 1,25% pticemz pH kolagenniho gelu bude alespon 3. Pro dosaZeni vysSich
teplot smrSténi je zapottebi pouzit THPS v moznosti alesponn okolo 1,5% s hodnotu pH

okolo 3,3.
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Obrazek 48 — Vyznamnost sledovanych faktori na Ts v pficném sméru u filmi sitovanych

THPS
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6.2.2 Mechanické parametry

e Tahova sila pfi pfetrzeni

Rovnice pro tahovou silu pfi pietrZzeni ma tvar:

y = 1,65 + 0,1667A + 3,937B + 0,3807 C — 1,402AB - 0,1406AC — 0,20186BC +
0,03906ABC; korelac¢ni koeficient: R?= 0,8141

Bylo zjisténo, Ze nejvétsi vliv na tahovou silu pfi pretrzeni ma pH kolagenniho gelu, zatim-
co vliv pfidavku THPS je zanedbatelny, jak znazorfiuje obrazek 52. Na obrazku 53, ktery
znaci vliv interakci sledovanych faktorti na tahovou silu, je zjevné, Ze tahova sila v ptipadé
maximalniho a minimélniho ptidavku THPS klesé s rostouci hodnotou pH. Podobny jev je
patrny i v ptipad¢ interakce pH kolagenniho gelu a doby zrani. V ptipadé doby zrani 0 i 8
dnt tahova sila s rostoucim pH klesa, pticemz se v ptipadé€ doby zrani 0 dnti dosahuje vyssi
tahové sily nez v ptipad¢ doby zrani 8 dnti. V ptipad¢ interakce THPS a doby zrani bylo
zjisténo, ze s rostoucim mnozstvi THPS s minimalni dobou zrani tahova sila roste az pies
hodnoty 3,5 N. V ptipad¢ maximalni doby zrani tahova sila s rostoucim mnozstvim THPS
mirné roste, ale nedosahuje tak vyraznych tahovych sil. Je tedy ziejmé, Ze delsi doba zrani
zpusobuje snizeni tahovych sil pottebnych pro pietrzeni a ze zvySenim hodnoty pH taho-
vou silu nezvysime. Uvedené poznatky jsou graficky zndzornény na obrazku 54, kde je
zjevné, 7e nejvyssi tahova sila byla zaznamendna v ptfipad¢ filmu s minimalni hodnotou
pH, s maximalnim obsahem THPS a dobou zrani 0 dnl. Naopak nejniZsi tahova sila byla
nameéfena u filmu s nejvySSim pH, s nejvysSim obsahem THPS a s dobou zrani 8 dnti. Byl
zhotoven vrstevnicovy graf znadzorné€ny na obrazku 55, kde je vynesena zavislost doby zra-
ni kolagenniho gelu na jeho hodnoté pH. Z obrazku lze vy¢ist, Ze nejvyssich tahovych sil
pfi pretrZeni se dosahuje v pfipadé, Ze kolagenni gel mé minimalni hodnotu pH a zadnou

dobu zrani.
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Obrazek 52 — Vyznamnost sledovanych faktord na tahovou silu pfi pretrzeni u filmu sit'o-
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Obrazek 54 — Vliv sledovanych faktorti na tahovou silu pii pietrzeni v kubickém zobrazeni

u filmi sitovanych THPS
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Obrazek 55 — Vrstevnicovy graf vlivu pH a doby zrani na tahovou silu pfi pfetrzeni
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e Pomérné prodlouZeni pii pietrzeni

Rovnice pro pomérné prodlouzeni pfi pretrzeni ma tvar:
y=69,8 +6,333A +107,4B + 21,59 C—32,71AB - 6,969AC — 13,89BC + 4,063ABC
Korelaéni koeficient: R? = 0,6727

Diky obrazku 56 bylo zjisténo, Ze nejvyraznéjsi vliv na pomérné prodlouzeni pii pietrzeni
ma hodnota pH kolagenniho gelu, pficemz vliv ptidavku THPS a doby zrani je v tomto
piipadé srovnatelny. Pomoci grafii zndzornénych na obrazku 57 je mozné konstatovat, ze
s rostouci hodnotou pH pomérné prodlouzeni klesa. Nejvyssi hodnoty prodlouzeni (okolo
120%) byly naméfeny u filml s maximalnim obsahem THPS a s minimalni hodnotou pH.
V piipad¢ interakce doby zrani s obsahem THPS je patrné, Ze pfi minimalni dobé zrani
pomérné prodlouzeni roste s rostoucim obsahem THPS. Naopak v ptipadé, Ze je doba zrani
maximalni, pomérné prodlouzeni s rostoucim obsahem THPS klesa. Je tedy mozné konsta-
tovat, Ze delsi doba zrani zpisobuje snizeni pomérného prodlouZeni pii pretrZeni a ze zvy-
Senim hodnoty pH pomérné prodlouzeni nezvysime. Na obrazku 58 je zfejmé, ze nejvyssi
pomérné prodlouzeni bylo naméfeno u filmu s maximalnim obsahem THPS, s minimalni
dobou zréni, pficemz hodnota pH kolagenniho gelu je taktéZ minimalni. Naopak
k nejmensimu protaZeni doSlo u filmu s minimalnim mnoZstvim THPS, s maximalni dobou
zrani a s maximalnim hodnotu pH. Obrazek 59 piedstavuje zavislost ptidavku THPS na pH
kolagenniho gelu. I zde se potvrdilo, Ze vys$si hodnoty pH zpilisobuji vyrazny pokles po-
meérného prodlouzeni, zatimco u filmt s vy$§im obsahem THPS dochazi k pomérné vyso-

kym hodnotam prodlouZeni.

Zpracovanim vysledkl ve statistickém programu bylo zjiSténo, Ze film, u které¢ho byla za-
znamenana nejvyssi tahova sila potfebna pro pietrZeni, zaroven vykazuje i nejvyssi pomér-
né prodlouZeni pii pfetrZzeni. Naopak u filmu, u kterého dochdzelo k nejmensimu prodlou-

zeni, byla zapotiebi nejmensi tahova sila potiebna pro pretrzeni.
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Obrazek 56 — Vyznamnost sledovanych faktort na pomérné prodlouZeni pfi ptetrZeni u

filma sitovanych THPS
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Obrazek 57 — Vliv interakci sledovanych faktorti na pomérné prodlouzeni pfi pretrzeni u

filma sitovanych THPS
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Obrazek 58 — Vliv sledovanych faktorti na pomérné prodlouzeni pfi pretrzeni v kubickém

zobrazeni u filmu sitovanych THPS
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Obrazek 59 — Vrstevnicovy graf vlivu pH a mnozstvi THPS na pomérné prodlouzeni pii

pietrzeni
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6.2.3 Bobtnaci zkousky

U vsech pripravenych filmt byly provedeny bobtnaci zkousky a to jak pfti teplote 26°C, tak
1 pii teploté 80°C. V tabulkach 8 a 9 miizeme pozorovat zjisténé hodnoty stupné zbobtnani
a zmény plochy u vSech zhotovenych filmi sitovanych pomoci THPS v porovnani

s filmem bez sit'ovadla a filmem sitovanym 2,0% GA.

V pribéhu inkubace pfi teploté 26°C se vzorky pouze mirné kroutily a pluly po hladiné
vody. V prabéhu inkubace pii teploté¢ 80°C se vzorky ihned po vlozeni do 1azné zkroutily a
smrstily do rulicky, pouze vzorky z filmt €. 4, 7 a 9 se po 6 minutach inkubace mirné
vyrovnaly. Vzorky z ostatnich filmt (4. film ¢. 1, 2, 3, 5, 6, 8) si drzely srulovany tvar
v pribehu celé zkousky. Po provedeni zkousky se jevily jako nejvice kvalitni pravé vzorky
filma €. 4, 7 a 9. Jak jiz bylo zminéno vySe (str. 41), kolagenni hmota pfipravna pro film
¢. 8 byla velmi obtizné zpracovatelnd. Béhem valcovani hmoty na desticky se tvofily
trhliny, které po nasledném vysuseni filmu ovlivnily kvalitu zhotoveného filmu. V priibého
bobtnaci zkousky pii 80°C byla strukturu vzorka velmi Spatnd. Vzorek mél po 6 min
inkubace tendenci se trhat a po 10 min inkubace se objevily ve vzorku patrné trhliny. Po

provedeni zkousky nebylo mozné vzorek zhodnotit jelikoZ doslo k jeho rozpadu.

Nameétené hodnoty stupn€ zbobtnani jsou znazornény na obrazcich 60—63. V porovnani
s filmem bez sitovadla bylo zjiSténo, Ze vSechny zesitované filmy bobtnaji pii obou
teplotdich méné. V ptipadé filmu stovaného 2,0% GA bylo zjisténo, Ze pii obou teplotach
dochdzi u filma ¢. 4, 7 a 8§ k menSimi zbobtnani. U ostatnich filma byly hodnoty stupné
zbobtnani vetsi.

Obrazky 64-67 znazornuji zavislost zmény plochy na dobé inkubace u vSech filmu pfi
obou teplotach méteni. Bylo zjisténo, Ze u vSech zesitovanych filmi byla zména plochy
naméfena mensi v porovnani s filmem bez sitovadla a to jak pii teploté¢ 26°C, tak 1 pii
teploté 80°C. U filmu sitovaného 2,0% GA nedochazelo pfi teploté 26°C k zadné¢ zméné
plochy. Stejné vysledky pfii totozné teploté byly zjistény 1 u filma €. 4, 7 a 8. V porovnéni
s filmem s GA doslo k mens$i zméné plochy opét pouze u filmt €. 4, 7 a 8. U ostanich filma

byla zména plochy zaznamenana vyssi.

Pomoci provedenych zkousek bylo zjisténo, Ze film €. 7 (pH: 3,3; obsah THPS: 1,6%; doba

zrani: 0 dnit) vykazuje nejlepsi vysledky bobtnacich zkouSek.
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Tabulka 8 — Namétené hodnoty stupné zbobtnani a zmény plochy pii 26°C a 80°C u fil-

mi €. 1-4 sitovanych THPS a filmu bez sitovadla

Film | Doba inkubace :;“ pfi 26°C : S;est pii 80°C 0
(min) (nisobek) AS (%) (ndsobek) AS (%)

] 5.4 5,0 6,2 66,3

Bez sitova- 6 11,5 20,8 11,9 -62.5

dla 16 11,9 20,8 11,3 62,5

36 10,8 20,8 8,2 68,5

60 9,6 20,8 10,8 -68.5

1 2,7 2,5 3,8 67,5

6 2,9 5,0 4,0 -67,0

! 16 3,3 7,6 43 64,3

36 3,5 10,3 4,6 61,5

60 3,8 10,3 4,7 64,3

1 2,2 2,5 4,0 -67,5

6 2,6 2,5 4,5 -64,3

2 16 3,0 5,0 41 ~64,3

36 3,2 5,0 4,2 62,9

60 3.6 7,6 4,5 62,9

1 2,2 0 4,0 -64,3

6 2,5 2,5 3,8 62,9

3 16 2,9 2,5 3,9 262.9

36 3,2 5,0 4,1 61,5

60 3,5 5,0 4,4 -61,5

1 2,2 0,0 2,6 61,5

6 2.2 0,0 2,9 -53,1

4 16 2,3 0,0 3,1 53,1

36 2,5 0,0 3.2 51,3

60 2,5 0,0 3,3 -49.0

SZ — stupen zbobtnani; AS — zména plochy
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Tabulka 9 — Namétfené hodnoty stupné zbobtnani a zmény plochy pii 26°C a 80°C

u filma €. 5-9 sitovanych THPS a filmu s 2,0% GA

A Zo — ano
—_ Doba in-kubace ’geZst pri 26°C . S";est pri 80°C .
(min) (nasobek) AS (%) (nasobek) AS (%)
1 2,7 0,0 3,7 -67,0
6 2,9 0,0 4,0 -64,3
5 16 3,1 2,5 4,1 -64,3
36 3,5 5,0 4,4 -62,9
60 3.8 7,6 4,5 -62,9
1 2,6 0,0 3,6 -67,0
6 2,8 2,5 3,8 -67,5
6 16 3,0 2,5 4,0 -62,9
36 3,4 5,0 4,2 -61,5
60 3,5 5,0 4,3 -61,5
1 1,8 0,0 2,3 -53,1
6 2,0 0,0 2,5 -49,0
7 16 1,9 0,0 2,8 -49,0
36 2,0 0,0 2,9 -47,5
60 2,0 0,0 3,1 -46,0
1 1,8 0,0 2,9 -61,0
6 1,9 0,0 3,1 -58,0
8 16 2,1 0,0 3,3 -53,1
36 2,1 0,0 3,2 -51,3
60 2,2 0,0 3,2 -48.,0
1 2,3 0,0 3,2 -67,0
6 2,9 0,0 3,5 -64,3
9 16 3,0 0,0 4,0 -62,9
36 3,2 2,5 4,1 -61,5
60 3,2 2,5 4,2 -58,8
1 2,3 0,0 2,4 -61,5
6 2,5 0,0 2,7 -61,5
s 2,0% GA 16 2,7 0,0 2,9 -61,5
36 2,6 0,0 3,3 -58,8
60 2,9 0,0 3,5 -58,8

SZ — stupenl zbobtndni; AS — zména plochy
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Stupen zbobtnani filmi €. 14 a filml €. 5-9 pfi obou teplotach méteni znazornuji obrazky

60-63 nize ve srovnani s filmem bez sitovadla a s filmem s 2,0% GA.

Stupeii zbotn:ini (nAsob ek)

—4—Bez sitovadla =f—Film¢. 1 —ge=—Film¢. 2 == Film €. 3 == Film¢. 4 =—0—GA

14
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___—f:£
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Dobainkubace (min)

Obrazek 60 — Zavislost stupné zbobtnani na dobé inkubace u filmi ¢. 1-4 sitova-

nych THPS pfi teploteé 26°C
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Obrazek 61 — Zavislost stupné zbobtnani na dob¢ inkubace u filmi ¢. 5-9 sitovanych

THPS pfti teploté 26°C
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Obrazek 62 — Zavislost stupné zbobtnani na dob¢ inkubace u filmu ¢. 1-4 sitovanych

THPS pii teploté 80°C
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Obrazek 63 — Zavislost stupné zbobtnani na dob¢ inkubace u filmi ¢. 5-9 sitovanych

THPS pfti teploté 80°C
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Zmeéna plochy filmu €. 1-4 a filmi €. 5-9 pii obou teplotdch méteni zndzoriiuji obrazky

64—-67 nize ve srovnani s filmem bez sitovadla a s filmem s 2,0% GA.
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AS (%)
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=@=Filme. 1

=ge=Film¢.2 ====Film¢.3 ==Filmc.4 =—0—GA
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Obrazek 64 — Zavislost zmény plochy na dob¢ inkubace u filmu €. 1-4 sitovanych THPS

pfi teploté 26°C
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Obrazek 65 — Zavislost zmény plochy na dob¢ inkubace u filmu €. 5-9 sitovanych THPS

pii teploté 26°C
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Obrazek 66 — Zavislost zmény plochy na dob¢ inkubace u filmt ¢. 14 sitovanych THPS

pfi teplote 80°C
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Obrazek 67 — Zavislost zmény plochy na dob¢ inkubace u filmu ¢. 5-9 sitovanych THPS

pfi teplote 80°C
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6.2.4 FTIR

Ke srovnani bylo naméfeno spektrum samotného sitovadla THPS. Namétené spektrum je
patrné niZe na obrazku 68. Ve spektru jsou zfejmé, nasleduji absorpéni pasy: 3200 cm™
(-OH); 2920cm™ a 2830 cm™ (—CH>); 1830cm™ (C=0); 1635 cm™ (H,0); 1460, 1350 a

1245 cm™ (C=P); 1100 cm™ (SO4%). Stejné absorpéni pasy zaznamenal také Ismail a Mi-
neni [20, 41].

120+

100+

80+

60+

T ransmitance (%)

1830
2660 e
40 1635
1245

20 .

2920 1g3g 1400
il 3200 1100

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Vinoéet (cm!)

Obrazek 68 — IC spektrum THPS

V tabulce 10 jsou zaznamenany rozdily v charakteristickych pasech u filma sitovanych
pomoci THPS v porovnani s filmem bez sitovadla. Naméfena IC spektra viech zhotove-
nych filml jsou podobnd s vyskytem vSech charakteristickych absorpcnich pasti nativniho

kolagenu, coZ znaci, Ze nedoSlo k porusSeni sekundarni struktury kolagenu; totéZ uvadi 1

Sionkowski [43].
Byly zaznamenany nasledujici odliSnosti:

e Slabsi intenzita piku oproti filmu bez sitovadla byla zjiSténa pti vinové délce
2930 cm™ — ptifazeni ~CH,—

e Slabsi intenzita piku oproti filmu bez sitovadla byla zaznamenéna pfi vinové délce
1635 cm™ — ptitazeni -CO-NH—

1

e Pfi vlnoctu 1555 cm™ byla pozorovana niz$i intenzita piku ve spektrech

vSech zhotovenych filmt
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Slabsi intenzita piku oproti filmu bez sitovadla byla zjiSténa pti vinové délce

1456 cm™ — piitazeni -CH,— a —CH3

e Vyrazné zvétSeni piku oproti filmu bez sitovadla bylo zaznamnenano pii vinové
délce 1400 cm’!

e Voblasti 1040 cm™ byla zjisténa u vSech filma vy3§i intenzita piku v porovnani
s filmem bez sit'ovadla — pfifazeni R—-OH

e U vsech zhotovenych filmi se objevil novy pik pii vlnoétu 848 cm™ — vibrace

CN

Pomoci IC spekter byly zjistény uréité zmény v intenzité nebo objevu pikii u filmi s THPS
v porovnani s filmem bez sitovadla. Bylo zjisténo, ze u vSech filmii se objevil novy pik pfi
vinodtu 848 cm™, ktery zna¢i vibrace CN. Nejsilngjsi intenzita piku byla zaznamenana
v pripad¢ filmu ¢. 3, 4, 7, 8 a 9, kde byl nejvyssi obsah pouzitého sitovadla. Naopak
v piipad¢ ostatnich filmi byla intenzita nové vzniklého piku vyrazné nizsi. Déle byla za-
znamenana vy$§i intenzita pikd pii vinoGtu 1040 cm™. Tato skute&nost je p¥isuzovéana to-
mu, Ze pfi sitovani kolagenu s THPS zlstavaji n€které¢ —OH skupiny v THPS nezreagované
a tudiZ je obsah t&chto skupin v zesitovaném kolagenu vyssi. Pfi vino&tu 1555 cm™ byla
—NH,; skupin v kolagenu, které reagovaly s pouzitym sitovadlem. Dale byla zaznamenana
vy$§i intenzita pikd pii vlnové délce 1400 cm™. Vymizeni nebo slabsi intenzita piku
v oblasti 3350 cm™ znagi, e v prab&hu sit'ujici reakce kolagen ztratil vodu, kterd na n&j
byla vazana. Tuto skute¢nost pozoroval i Sionkowski [43]. Tyto vzniklé zmény znaci, ze
mezi kolagennimi filmy a pouZitym sitovadlem doslo k ur€itym interakcim.

Reakce mezi THPS a kolagenem je s nejvétsi pravdépodobnosti uskutecnéna prostiednic-
tvim —NH, skupiny kolagenu a —OH skupiny THPS za vzniku —CH,—NH- vazby. Dalsi
moznou interakei je vznik H-mistkd mezi —OH skupinou THPS a -COOH skupinou ko-

lagenu.
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Tabulka 10 — Odlisnosti charakteristickych pikt filmu €. 1-9 sitovanych THPS v porovnani s filmem bez sitovadla

Funk¢ni skupina

Vinocet
(cm™)

Film ¢.

1

2

3

4

5

| 6

Srovnani pika filmut sitovanych THPS s piky filmu bez sitovadla

vibrace -OH- skupiny 3350 vymizeni | vymizeni | vymizeni | vymizeni | vymizeni | vymizeni | vymizeni | vymizeni | vymizeni
Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi
~(C)-CH;, «0)-CH; 2930 intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
—CO-NH- funkéni skupina Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi
L 1635 . . . ] . ! . i . i . i . i . i . i
(amidova I vazba) intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
—CO-NH- funkéni skupina Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi
S 1555 . . . ] . i . i . i . i ) i ) i ) !
(amidova Il vazba) intenzita | mtenzita | mtenzita | mtenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
Vibrace -CH,— a —CH; 1456 Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi Slabsi
skupin intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
. . Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi
Vibrace -COOH skupiny 1400 | YYSS VIS8 | YYSS | VIS8 | VIS8 VYS! _VYSS _VYSS _VYSS
intenzita | mtenzita | mtenzita | itenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
Vibrace skupiny C-N 1339 Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna
cyklického prolinu intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
. . 1281, ., ., ., - ., - ., ., .
—CO-NH- funk¢ni skupina 1041 Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna
(amidova III vazba) 1204 intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
. . 1117 Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna Stejna
Vibrace skupiny R-NH ’ . . . . . . . . . . . . . . . . . .
upiny 2 1081 Intenzita | mtenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
Primarni funkéni skupina 1040 Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi Vyssi
R-OH intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita | intenzita
Nové vzniklé piky filmi sitovanych THPS
Vibrace CN 848 U filmu €. 3, 4, 7, 8 a 9 byla zaznamenana vyssi intenzita piku oproti filmim €. 1,2,4 a 6
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Modelovy piiklad srovnani spekter je uveden na ptikladu €. 7, kterd miizeme pozorovat na
obrazku 69. Detail charakteristickych pasi pii vinoétu 2000-600 cm™ pak znazorfiuje ob-
razek 70.

ilm sitovany THPS (pH: 3,3; ohsah THPS: 1,6%, hez zrani)

THPS

Transmitance

Film hez sitovadla

2930 1456

1635 1555 1241 1040

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Vinoéet (cm™)

Obrazek 69 — IC spektrum filmu sitovaného THPS, filmu bez sitovadla a sitovadla THPS

Film sitovany THPS (pH: 3,3; obsah THPS: 1,6%, bez zrani)
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Obréazek 70 — Detail IC charakteristickych pasti pii vinoétech 2000-600 cm™ pii sitovani
THPS
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6.2.5 Zhodnoceni sit'ujiciho u¢inku tetrakis hydroxymethyl fosfonium sulfatem

Vsechny zhotoveny filmy mély teplotu smrSténi v obou smérech vyssi nez film bez sit'ova-
dla, pficemz filmy €. 4, 7 a 8 ptesahly teplotu smr§téni i filmu sitovaného 2,0% glutaralde-
hydem. Nejvyssi teplota smrsténi byla namétena u filmu €. 7 (podélny smér: 56,0°C, pticny
smér: 55,8°C). Pomémé vysoké hodnoty byly naméieny i u filma ¢. 4 (podélny smér:

52,8°C, pricny smér: 52,4°C) a 8 (podélny smér: 55,1°C, pticny smér: 54,8°C).

Zpracovanim vysledkl ve statistickém programu bylo zjisténo, ze nejveétsi vliv na teplotu
smrs$téni ma doba zrani, pfiCemz zadny ze sledovanych faktora teplotu smrsténi nesnizoval.
Ve stastistickém programu byly taktéz zpracovany i vysledky tahové sily pfi pietizeni a
pomérného prodlouZzeni pii pretrzeni. Bylo zjisténo, ze delSi doba zrani a vysoké hodnoty
pH kolagenniho gelu tahovou silu a pomérmé prodlouzeni pii pietrzeni snizuji. Zvyseni
téchto veli¢in se docili pouze pridavkem THPS. Nejvyssi tahova sila (4,2N) a pomérné
prodlouzieni (126,7%) byly tudiZ naméfeny u filmu €. 3, ktery mél minimalni hodnotu pH,

maximalni obsah THPS a zadnou dobu zrani.

Pomoci bobtnacich zkousek bylo zjisténo, Ze vSechny zhotovené filmy bobtnaji jak pii
teploté 26°C tak 1 pii teploté 80°C vyrazné méné nez film bez sitovadla. V ptipadé filmu
stované¢ho 2,0% GA bylo zjiSténo, Ze pii obou teplotdch dochéazi u filmt ¢. 4, 7 a 8

k mensimi stupni zbobtnani. U ostatnich filmii byly hodnoty stupné zbobtnani vétsi.

Diky FTIR byly zjistény urcité zmény v intenzité pikd a objevu novych pikd u filmu sit’o-
vanych pomoci THPS v porovnani s filmem bez sit'ovadla. U vSech zesitovanych filmt byl
objeven novy pik pii vino¢tu 848 cm™, ktery znagi pritomnost -CH,~NH- vazby. Pravdé-
podobné tedy doSlo k interakci mezi —NH, skupinou kolagenu a —OH skupinou THPS.
NejniZsi intenzita tohoto piku byla zaznamenana u spekter filma s nizkym obsahem THPS,
naopak u film s maximalnim obsahem THPS byla intenzita piku vyS$i. Ostatni zmény
zaznamenané v jinych oblastech pak pravdépodobné predstavuji H-mustky tvotfené mezi

—OH skupinou THPS a —COOH skupinou kolagenu.

Na zaklad¢ veskerych provedenych metod a zjisténych vysledkll je mozné konstatovat, ze
vSechny filmy sitované pomoci THPS vykazuji pomérn¢ dobré vlastnosti. Nejvyssi teploty
teploty smrsténi s nizkym stupném zbobtnani vykazovaly i filmy €. 4 a 8. Nejvyssi hodnoty

tahové sily a pomérného prodlouzeni pfi ptetrzeni byly naméteny u filmu €. 3.
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Pro stanoveni optimalnich podminek je nutné zohlednit, pro jaké aplikace bude dany film
uréen a jaké pozadavky budou na né&j kladené. V ptipadé, ze budou zadané vysoké teploty
smrsténi s minimalni tendenci k bobtnani bez nutnosti vysokych tahovych sil a pomérného
prodlouZzeni je nejlepsi volbou film ¢. 7, ktery obsahuje maximélni mnozstvi THPS, ma
maximalni hodnotu pH a nulovou dobou zrani. Nulovéa doba zrani navic sniZuje zpracova-
telské naklady, tudiz je film ¢. 7 vyhodny i z ekonomického hlediska. Bylo taktéz zjisténo,
ze delsi doba zrani zhorsuje zpracovatelské podminky, kdy dochazi k tvorb¢ trhlin, které
ovlivityji kvalitu vysledného filmu, coz se potvrdilo v ptipadé filmu ¢. 8. Naopak pro apli-
kace, kde jsou zddané dobré mechanické vlastnosti s pomérné vysokym prodlouzenim bez
nutnosti vysokych teplot smrsténi a nizkého stupné zbobtnani, je vhodny film €. 3, ktery
obsahuje maximalni davku THPS, minimalni hodnotu pH kolagenniho gelu a nulovou do-

bu zrani.
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6.3 Srovnani sit’'ujiciho u¢inku obou pouzitych sitovadel

Tabulka 11 — srovnani namétenych vysledki

e o ye o Ts (°C
SZ pti 26°C | SZ p¥i 80°C — L ( )W — FN) £ (%)
(nasobek) (nasobek) | Podélny smér | Priény smér
Film bez sitovadla
9,6 | 108 | 471 | 48,0 | 05 | 985

Filmy sitované KALG+GA
22-40 | 33-49 | 475-50,6 | 482-508 | 13-51 | 9931264

Filmy siované THPS
20-38 | 30-47 | 481-56 | 483-558 | 14-42 | 72,5-126,7
Film s 2,0% GA
2,9 3,5 52,2 52,1 53 146

SZ — stupen zbobtnani po 60 min inkubace; Ts — teplota smrsténi; F — tahova sila pfi pie-
trzeni; € — pomérné prodlouZeni pfi pretrzeni

V tabulce 11 jsou zaznameniny hodnoty namétfené u film sitovanych kombinaci
KALG+GA a filmt sitovanych pomoci THPS. Pro porovnani, jsou taktéz uvedeny i hod-
noty naméfené u filmu bez sitovadla a filmu sitovaného 2,0% GA. Z tabulky je patrné, ze
v prib&hu bobtnacich zkousek pii obou teplotich dochéazelo u filma sitovanych pomoci
THPS k mirné¢ mensimu stupni zbobtnani nez u film sitovanych kombinaci KALG a GA.
Teploty smrsténi v obou smérech byly taktéz zaznamenany vyssi u filmu sitovanych THPS
neZ u filma sitovanych kombinaci sitovadel. Vyssich tahovych sil pottebnych pro pretrZzeni
bylo zapotiebi v ptipad¢ filmii sitovanych kombinaci KALG a GA, coz je ddno vySSim
obsahem GA. Maximalni hodnota pomérného prodlouZeni byla zaznamenéna u filmu sit'o-
vanych obéma zplisoby pfiblizn¢ stejnd. Na zaklad¢ zjisténych vysledkl je mozné konsta-
tovat, ze pro dosazeni vysokych teplot smrSténi a nizkého stupné zbobtnani, ptesahujici
dokonce hodnoty naméfené u filmu sitovaného 2,0% GA, je nejlepsi volbou pouzit jako
sityjici ¢inidlo THPS. Jak jiZz bylo zminéno, tak vysledky naméfené u filmt sitovanych
kombinaci sitovadel jsou ovlivnény pievazné piidavkem GA. Obsah kyseliny alginové
nijak vyrazné hodnoty sledovanych veli¢in neovlivnil a tudiZ neni z ekonomického hledis-
ka vyhodné kombinovat glutaraldehyd s kyselinou alginovou. Naopak u film sitovanych
pomoci THPS byl prokazan pozitivni vliv pouzitého sitovadla na sledované veli€iny.
Z toho divodu je mozné konstatovat, ze THPS miiZe byt pro mnoho aplikaci vhodnou al-

ternativou za bézn¢ pozivany toxicky glutaraldehyd.
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ZAVER

V teoretické €asti jsou popsany zplsoby, jakymi lze sitovat bilkoviny, konkrétné kolagen,
a to jak chemickym, fyzikalnim tak i enzymovym zptisobem. Jsou popsana nejcastéji pou-
zivand chemicka sitovadla; véetné kyseliny alginové a tetrakis hydroxymethyl fosfonium
sulfatu, které byly pouzity k sitovani kolagenniho gelu v experimentalni ¢asti diplomové
prace. Kolagenni gel se sitoval: a) kombinaci kyseliny alginové a glutaraldehydu
(KALG+GA); b) tetrakis hydroxymethyl fosfonium sulfatem (THPS). Byl posuzovan vliv
sledovanych parametri (KALG+GA: mnozstvi KALG a GA, doba zrani; THPS: pH ko-

lagenniho gelu, mnoZstvi THPS, doba zrani) na vlastnosti zhotovenych filmi.

Vsechny kolagenni filmy sitované kombinaci KALG a GA mély teplotu smrsténi (Ts)
v obou smérech vyssi nez film bez sitovadla, pficemz ani jeden z filml nepiesahl teplotu
zbobtnani byla naméfena u filmu obsahujiciho 5,0% KALG; 1,6% GA s dobou zrani 8 ho-
din. Vysoké Ts s nizkym stupném zbobtndni byly naméteny i u filmu s 5,0% KALG;
s 1,6% GA s nulovou dobou zrani, ktery navic vykazoval i vyborné mechanické vlastnosti.
Pomérné dobré vysledky byly naméfeny 1 u filmu s 5,0% KALG s dobou zrani 8 hodin,
ktery obsahoval nejnizsi davku (0,4%) toxického glutaraldehydu v porovnani s vyse uve-
denymi filmy a tudiz by byl vhodnou volbou ve zdravotnickych aplikacich. U vSech filmu
sitovanych pomoci THPS byly naméfeny vyssi teploty smrSténi v obou smeérech
v porovnani s filmem bez sitovadla. U filml zhotovenych podle nasledujicich proménnych
(pH: 2,5 THPS: 1,6%, doba zrani: 8 dnil), (pH: 3,3; THPS: 1,6%, doba zrani: 8 dnil) a (pH
3,3; THPS: 1,6%, bez zrani) byla namétfena vyssi Ts a niZ$i stupen zbobtnani nez u filmu

cvwr

pfipraven z hmoty o pH 3,3 s obsahem 1,6% THPS s nulovou dobou zrani.

Srovnanim naméfenych vysledkl v ptipadé obou pouzitych sitovadel je zjevné, Ze filmy
sitované pomoci THPS vykazuji leps$i materialové vlastnosti nez filmy sitované kombinaci
KALG a GA. Vlastnosti filmt sitovanych kombinaci KALG a GA jsou ovlivnény ptede-
v8im ptidavkem GA, pficemz pfitomnost KALG nijak vyrazné sledované veli¢iny neovliv-
novala. Naopak, u filmi sitovanych pomoci THPS byl prokézan pozitivni vliv pouzitého
sitovadla na sledované veli¢iny. Z toho diivodu je mozné konstatovat, ze THPS je vhodnou

alternativou ndhrady glutaraldehydu v mnoha primyslovych aplikacich.
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°C
°C/min
AFM
BDDGE
cm’
DHT
DSC
dt/dt

EN

FTIR

GA

ISO

KALG

Na3PO4. 12H20

stupeni Celsia

stupent Celsia za minutu

mikroskopie atomdrnich sil

1, 4 - butandiol dyglycidyl éter

vinocet

dehydrotermdlni sitovani

diferen¢ni snimaci kalorimetrie

gradient teploty

evropska norma

tahova sila pii pretrzeni

Fourierova transformacni infracervena spektroskopie
gram

glutaraldehyd

mezinarodni organizace pro normalizaci
kyselina alginova

kilogray

kilograyti za sekundu

hmotnost misky se vzorkem po vysuseni
hmotnost prazdné misky

hmotnost vzorku

megaelektronvolt

hmotnost nabobtnalého vzorku
hmotnost suchého vzorku

dodekahydrat fosforecnanu sodné¢ho
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NaOH
Px

Pg

S*
SEM

SZ

THPC
THPS
TNBSA
Ts

Tz

Uuv

AS

hydroxid sodny

plocha nabobtnalého vzorku

plocha suchého vzorku

obsah suSiny

skenovaci elektronovy mikroskop

stupen zbobtnani

teplota ukonceni smrst'ovani filmu

4 minuty bez zahtevu pii pokojové teploté
tetrakis hydroxymethyl fosfonium chlorid
tetrakis hydroxymethyl fosfonium sulfat
kyselina trinitrobenzensulfonova

teplota smrsténi

teplota, pfi které bylo zapocato zahtivani
ultrafialové zafeni

zména plochy

pomérné prodlouZeni pii pretrZzeni

smérodatna odchylka tahové sily pfi pretrzeni
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